T UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

=k S
R % 2 DE MEXICO
\Nﬁﬁf ’\W

" 5

FACULTAD DE CIENCIAS

ACTIVIDAD ANTIGIARDIASICA IN VITRO DE LOS
EXTRACTOS ETANOLICO Y ACUOSO DE BROMELIA
KARATAS L.

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:
BIOLOGO

P R E S E N T A:

SANTIAGO ANTONIO MURILLO PEREZ

ASESORA: M. EN C. YADIRA RUFINO GONZALEZ

CIUDAD DE MEXICO, 2020




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



1.Datos del alumno

Murillo

Pérez

Santiago Antonio

5539795570

Universidad Nacional Autonoma de México
Facultad de Ciencias

Biologia

311096503

2. Datos del tutor(a)
M. en C.

Yadira

Rufino

Gonzalez

3. Datos del sinodal 1
Dra.

Martha

Ponce

Macotela

4. Datos del sinodal 2
Dra.

Yolanda

Vera

Montenegro



5. Datos del sinodal 3
Dr.

Rogelio

Aguilar

Aguilar

6. Datos del sinodal 4
M en C.

Isabel Cristina
Cafieda

Guzman

7. Datos del trabajo escrito

Actividad antigiardiasica in vitro de los extractos etandlico y acuoso de Bromelia karatas L.
77 p.

2020



Dedicatoria

A mis padres Juan Carlos y Josefina, al igual que a mi tia abuela Concepcion, los
cuales han sido los pilares de mi formacion, educacion y principios. Al resto de mis
familiares y amigos que confiaron en mi para terminar esta etapa tan importante de
mi vida.

A Heiri y Dulce por la fidelidad, amistad y cariiio que compartimos en el laboratorio
y en la carrera. A Fernanda y José Luis por brindarme su amistad y por haber

compartido buenos momentos durante nuestra estancia en la facultad.

A mis colegas y amigos veterinarios del Departamento de Parasitologia con los que
realicé mi servicio social, los cuales me apoyaron hasta el final y siempre me
recibieron en el laboratorio con los brazos abiertos, sobre todo, la Dra. Irene Cruz

Mendoza, Nelyda Saldafia Hernandez y el Dr. Juan Antonio Figueroa Castillo.



Agradecimientos

A la Universidad Nacional Autbnoma de México y a la Facultad de Ciencias por
darme la oportunidad de formarme como profesional y darme todo lo que necesito

para tener un futuro brillante y prometedor.

A mi asesora, la M en C. Yadira Rufino Gonzéalez y a mi sinodal la Dra. Martha
Ponce Macotela, por el esfuerzo de terminar este trabajo juntos, por la gran
paciencia que tuvieron conmigo, por el conocimiento tan extenso que recibi y sobre
todo porque creyeron en mi en momentos dificiles. También al Instituto Nacional de
Pediatria por haberme recibido y darme el material para trabajar en mi proyecto, a
los miembros del Laboratorio de Parasitologia Experimental por el apoyo, los

consejos, y por compartir su conocimiento.

A la Dra. Yolanda Vera Montenegro, al Dr. Rogelio Aguilar Aguilary a la M. en C.
Isabel Cristina Cafieda Guzman, por ser parte de mi jurado, por revisar mi trabajo y

sus observaciones, las cuales fueron fundamentales para esta tesis.

A la Dra. Carolina Granados Mendoza, al Dr. Jeronimo Reyes Santiago y al Instituto
de Biologia en general, por asesorarme con la identificacién de los frutos, por la

atencién brindada y por la amabilidad recibida.



indice:

Contenido

1.0 INTrOAUCCION ...ttt 9
I 1= 1T =1 T =T [T 9
R {15 (o] 4T 9
O @ - 1= 1= T o 10
1.1.3 Especies del GENEIO GIardial........ccuueeiiiiiiiiiiiiieeeeee et 11
1.1.3. 1 ENSAMDIES .. e aeane 13
I 0 Y/ o g (o] (o [ T NPT UR PP PPPRPPPI 14
1.1.5 Ciclo de vida (Mecanismo de infeCCIiON): ..........ooevviviiiiiieeeieeeeee e, 15
1.1.6 MecanisSmOos de tranSMISION ..........uuuuuuuuuuriiiiiiiiiiriieieieeerae e 17
1.1.7 Manifestaciones ClHNICAS........uuuuuuuuumuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiarier e 18
S T =T 1] (oo | - SRR 19
1.1.8 MeCaniSMOS PatOgENICOS. ........uuuiiiiiieeeiiiiiiiiiieeee e e e e eeee s 20
1.1.9 Mecanismos de defensa contra la respuesta inmune ..............cccccevvveennennnns 22
1.1.9.1 Estructura qUIMIca de 1S VSP .......cooiiiiiiiiiiiiee e 23
I 0 O T To | [0 1] 1o U PP 23
I 0 O I = 1= 13 1T (N 24
1.2 Medicina tradicional MEeXICANA ............uuuuuummummiiiiiiiiiiiiiiiiiereer e 30
1.3 Familia BrOmMElIACEAE .........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii s nennennnnnes 36
1.4 Bromelia KArata@sS ..........uuuuummmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieabseesassanssssnsnssnnnnsnnnnnnnne 37
1.4.1 Biologia y Distribucion de B. Karatas.............ccccceeeiiiiiiiiiiiiieee e 37
1.4.2 Caracteristicas Morfoldgicas de B. Karatas ..........cccooecvvviieeiieeeeiiiiiiiiiieeenn. 37
1.4.3 Caracteristicas quimicas del fruto de B. karatas............cccccceeeeeiiiiniiiieennnn. 40
1.4.4 Actividad Biologica de Bromelia Karatas..........ccccccevvvieiiiiieiiiieeeeiiiiiieeeeee 42
1.4.5 Usos tradicionales de los frutos del género Bromelia y de B. karatas.......... 43
2.0 ODJEtIVO GENETAI ... .cieiii e 44
2.1 ODJetiVOS PArtiCUIAIES ......cceviii e e aaaas 44
3.0 Preguntas de INVESHIGaCION ............oouuiiiiiii e 44
O [ 0T (=1 T PSORPR 44
5.0 Planteamiento del problema.............oooo 44
L0 I 11 1S 1 o= T [ o PSS 44



7.0 Material Y MELTOUO........coueeiiiii e e e e e 45

7.1 Obtencion e Identificacion de [0S frutoS..........ooooeveeiieeee e, 45
7.2 Preparacion de los extractos acuoso Yy etanoOliCo ...........oooovvviiiieeeieeininiiiinee. 46
7.3 Cuantificacion de Proteinas. ... 46
7.4 ENSAYOS 1N VIEIO .ttt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e enennnnnas 47
7.5 0btenciON del IC50 ... 48
7.6 Morfologia del trofozoito de G. intestinalis ... 48
8.0 RESUIAUOS ....evviiiee ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eeennnn s 49
8.1 Identificacion de frULOS........oooee e 49
8.2 Obtencion de 10S eXIraCtOS .......ccoeeeee e 49
8.3 Cuantificacion de pProteiNas...........oouuuuiiiii i e 49
8.4 ENSAYOS IN VIEIO ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e ae s 49
8.5 0btencion del IC50........ccoo e 53
8.6 Morfologia de los trofozoitos después de aplicar el IC50 ...................c.ouunnee.. 53
9.0 DISCUSION ... 62
10.0 CoNClUSIONES Y PEISPECHIVAS. ... ..uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 62
O L) (=T =T Vol T SRR 62



Resumen

Giardia intestinalis es un protozoario endoparasito con dos fases en su ciclo de vida:
el trofozoito y el quiste. Tiene distribuciébn cosmopolita, la prevalencia en paises en
vias de desarrollo llega hasta el 40.7%. En los paises desarrollados varia entre el
0.4 -7.6 %. En México la prevalencia es variable, depende del lugar, tipo de estudio

y poblacién, se ha reportado hasta el 55 % de seropositividad.

Para el tratamiento de la giardiasis, se utilizan los siguientes farmacos:
Nitroimidazoles (Metronidazol, Tinidazol, Ornidazol y Secnidazol), Benzimidazoles
(Albendazol, Mebendazol), Nitrotiazoles (Nitazoxanida), Quinacrina y Furazolidona.
Sin embargo, la eficacia y sus efectos secundarios son variables. Por lo que, es
indispensable la busqueda de tratamientos alternativos. Las plantas son una opcién
considerable por sus propiedades y efectos que pueden poseer actividad

antigiardiasica.

En el presente trabajo se evaluo la actividad antigiardiasica de los extractos acuoso
y etandlico del fruto de Bromelia karatas en dos aislados: HGINV y WB. Los ensayos
in vitro se realizaron en placas de 96 pozos y la viabilidad se obtuvo con el Kit XTT.
Las concentraciones evaluadas fueron: 0.075, 0.15, 0.3, 0.6 y 1.2 ug/ml para el
extracto acuoso y 0.08, 0.16, 0.328, 0.66 y 1.31 ug/ml para el extracto etandlico.
Los porcentajes de muerte de los trofozoitos fueron los siguientes para el aislado
WB:12.06, 30.03, 27.92, 32.16 y 55.38 % con el extracto acuoso. Para el etandlico
fueron: 10.71, 11.25, 40.65, 55.01 y 95.32%. En HGINV obtuvimos: 8.87, 17.92,
18.89, 38.21 y 51.22% con el extracto acuoso. Para el extracto etandlico se
obtuvieron: 5.69, 5.14, 17.04, 55.57 y 72.46%

El IC50 se obtuvo con el programa JMP, y solo se utilizé el extracto etandlico. Se
expusieron los trofozoitos del asilado WB con el IC50 de dicho extracto, para
observar posibles dafios morfolégicos con la tincion de Giemsa. Los trofozoitos se

midieron con el programa Imagine pro Insight usando el microscopio optico.



1.0 Introduccién

1.1 Generalidades

La Giardiasis es una parasitosis que afecta al humano, su agente etioldgico es el
protozoario endoparasito Giardia intestinalis (G. intestinalis); en cuanto a sus
molestias, puede pasar por desapercibido (asintomatica) o presentar
sintomatologia, con molestias gastrointestinales como: diarrea, dolor abdominal,
mareo y vomito. Este protozoo afecta mas a los nifios y a las personas

inmunocomprometidas. G. intestinalis junto con Cryptosporidium spp son los

protozoarios mas frecuentes en muestras de agua, demostrado en diferentes paises
de América Latina durante 1979-2015 (Rosado et al., 2017).

1.1.1 Historia
Es probable que el conocimiento de los protozoarios haya empezado por las

observaciones de Anthon Van Leeuwenhoeck de Delphis; con la ayuda de los
microscopios que el mismo fabric4. En las notas que él enviaba a la Royal Society
of London, describio los sintomas que el mismo presentaba. Observé una muestra
de sus evacuaciones diarreicas, justo después de haberse alimentado, y describio

lo que observaba en sus propias heces (Tsuiji, 2009).

Estas notas sirvieron como testimonio de que probablemente se trataba de Giardia
intestinalis, ya que describi6 morfolégicamente a estos organismos, y los nombré

“animaculos”.

Desafortunadamente para Leeuwenhoeck en ese tiempo, su aporte a la ciencia no
obtuvo la relevancia que se merecia ante la Royal Society of London. Actualmente
su logro es reconocido en todo el mundo, ya que fue capaz de descubrir y describir
a un ser vivo mas pequefio que las pulgas de agua, reportadas por Swammerdam

en esa época (Tsuji, 2009).

Posteriormente en1859 Lambl describio con mayor detalle a este organismo,
inicialmente pens6 que dicho organismo pertenecia al género Cercomonas y lo
nombrd Cercomonas intestinalis (Adam, 2001). Los datos histéricos no se limitan
s6lo a la especie que parasita al humano, sino que también existen indicios de otras

especies, que infectan a hospederos vertebrados. En 1879, Grassi hombré a un


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cryptosporidiosis

organismo que encontré en roedores como Dimorphus muris (actualmente Giardia
muris). Entre1882 y1883, Kunstler describié a un organismo que se encuentra en el
interior de renacuajos, denominando al género Giardia por primera vez, al nombrar
a esta especie como: Giardia agilis. En 1888, Blanchard sugiri6 el nombre de
Lamblia intestinalis, que Stiles en 1902 cambio a G. duodenalis. Posteriormente,
Kofoid y Christiansen propusieron las especies G. lamblia en 1915 y G. enterica
en 1920 (Adam, 2001).

En los afios posteriores inicié una controversia respecto al criterio de como clasificar
diferentes especies de Giardia, el cual, practicamente se dividié en dos formas:
algunos investigadores sugirieron nombres de especies en funcion del hospedero
de origen y otros se centraron en la morfologia.

El nombre de la especie G. lamblia fue ampliamente aceptado a lo largo de la
década de 1970. Sin embargo, en la década de 1980, se utiliz6 como sinénimo: G.
duodenalis (Adam, 2001). Después, en 1990, la OMS decidié llamarle a esta

especie Giardia intestinalis (Ponce & Martinez, 2014)

1.1.2 Clasificacion
En este trabajo se tomara en cuenta la Clasificacion propuesta por (Adl et al.,
2019).

Dominio Eukarya
Reino Protista
Grupo Excavata
Phylum Metamonada
Clase Fornicata
Orden Diplomonada
Subfamilia Giardiinae

Género Giardia
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Los organismos del Phylum Metamonada (Grassé 1952; Cavalier Smith 1987)
agrupa a organismos anaerobios o microaerofilicos, ya sea que pueden carecer de
mitocondrias o presentar mitocondrias modificadas que carecen de crestas y de un
genoma (hidrogenososmas 6 mitosomas) y son no respiratorias. Aunque en su
mayoria son células ciliadas , ancestralmente, un cinétido consta de 4 cinetosomas,
existe una gran variacion, algunos de estos organismos son de vida libre, y otros

endobidticos o parésitos (Adl et al., 2019; Cavalier, 1998).

La Clase Fornicata (Simpson 2003) agrupa a organismos que presentan un solo
cinetido y ndcleo, o un par de cinetidos y nucleos. Los cinétidos constan de 2-4
cinetosomas. Mitocondrias no respiratorias sin crestas (Adl et al., 2019). Apomorfia:
“Fibra B”, que se origina contra la raiz microtubular R2 (secundariamente perdida

en Diplomonadida y Caviomonadidae (Adl et al., 2019).

Los organismos del Orden Diplomonada (Wenyon 1926), presentan, un par de
cinetidos y dos nucleos. Cada cinetido generalmente con cuatro cinetosomas
ciliados. Pueden ser de vida libre o endobidtica, generalmente parasitaria.

Apomorfia: organizacion celular diplomonada (Adl et al., 2019).

La Subfamilia Giardiinae (Kulda & Nohynkova 1978,) agrupa a organismos sin
aparato de alimentacion distinguible; de cada cinétido se dirige un flagelo hacia la
regién posterior, es intracitoplasmatico, con cédigo genético estandar y con una

organizacion celular “diplomonada” (Adl et al., 2019).

1.1.3 Especies del Género Giardia:
El género Giardia esta representado por 6 especies. Filice (1952) describid tres

especies en base a la morfologia del trofozoito y del cuerpo medio: G. duodenalis,
G. muris y G. agilis (Adam, 2001), posteriormente agregaron 3 especies mas: G.
ardeae y G. psittaci en aves y G. microti en ratones (Reboredo-Fernandez et al.,

2017). En la Tabla 1 se indican las caracteristicas de las especies de Giardia.
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Tabla 1.- Especies de Giardia

Hospedero Caracteristicas Medidas Imagenes Referencias
(LXA) um

Glardia intestinaliz ~ Mamiferos Trofozoitos en forma de pera con uno o dos 2 15X Adam RD, 2001
cuerpos medios transversales en forma de garra.  §- RochaGadeha etal,

2017

Los trofozoitos son largos y angostos con cuerpo 19.7X 38

Giardia agilis Anfibios ; Sogayar, & Gregaria,
media en forma redonda . 1998
Feely & Erlandsen 1985
Giardia ardeae Aves (garzas) ~ Redondos con una muesca prominente en el 10X 6.5 Erlandsen et. al .1990
disco ventral y un tnico flagelo caudal en el lado Thormpson & Manis,
derecho, con el izquierdo vestigial, cuerpo medio 2011
ovalado redonda o en forma de clava .
Giardia psittaci Aves (psitacidos)  CUerRo medio en forma de clava 14 X8 Erlandsen & Bernrick,
1987
Giardia muris Roedares Trofozoito y cuerpos medios  redondos . Adam RD, 2001
Burr et. al. 2012
Giardia microfi Roedores Trofnzqitas pirifarme;. Los quistes presentan dos 12-15 X 6- Feely, 1988
trofozoitos con Ios discos ventrales maduros. 8 Thompsan & Monis,
2011
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Los trofozoitos de G. intestinalis son morfolégicamente indistinguibles y, parasitan
a un gran numero de hospederos mamiferos. Sin embargo, con la aplicacion de
técnicas moleculares se ha demostrado que dentro de esta especie se encuentran
diferentes ensambles o grupos (Xiao & Fayer, 2008).

1.1.3.1 Ensambles:
Los andlisis filogéneticos de G. intestinalis muestran ocho ensambles de la A a la

H, de los cuéles el ensamble Ay B se dividen en grupos. Estos ensambles presentan
una gran diversidad de hospederos mamiferos, incluyendo a los humanos (Feng &
Xiao, 2011; Zhong et al., 2017, Durigan et al., 2018). Los ensambles A y B son los

gue infectan a los humanos (Tabla 2).

Tabla 2. Ensambles de G. intestinalis

Ensamble Grupos Hospederos

A Al, All, Alll Humanos, animales de granja (bovinos, ovinos, caprinos,
porcinos y equinos), animales de compafiia (caninos y felinos)

y animales silvestres (castores, cuyos, etc.)

Blll and BIV Humanos, caninos, chinchilla, castores, ratas, etc.
C Perros
D Perros
E Mamiferos con pezufia o de granja: ganado bovino, bufalos,

ovejas, cabras y cerdos

F Gatos
G Ratas
H Focas

Adam, 2001. Otero, Ibarra, Martinez, & Ponce, 2011. Lasek, Welch, & Sogin, 2010
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Los ensambles A y B de G.intestinalis se consideran especies zoonoticas por la

transmision animal - hombre (Reboredo et al., 2017).

1.1.4 Morfologia
Este protozoario presenta dos formas, la vegetativa o trofozoito y el quiste que

soporta las condiciones ambientales adversas.

Trofozoito: Es piriforme, tiene simetria bilateral, con un extremo anterior ancho y un
extremo posterior delgado. Su longitud es de 12 a 15 um por 5 a 9 um de ancho y
1 0 2 um de espesor. El disco suctor se encuentra en la region antero ventral del
trofozoito; mide de 8 a 10 um, es concavo, ligeramente asimétrico y compuesto de
tubulina, giardinas y otras proteinas contractiles; la cresta lateral delimita la region
periférica del disco (Tsuji, 2009, Ponce & Martinez, 2014). El axostilo es una
estructura visible en la parte central del trofozoito. En la region anterior se
encuentran dos nucleos idénticos y ovalados, con una enorme masa de cromatina
central. Sobre el axostilo se encuentran los cuerpos medios. Los trofozoitos
presentan 4 pares de flagelos: el anterior, posterior, ventral y caudal (Fig. 1 y Fig.
2). En el citoplasma se encuentran ribosomas, microtibulos, endomembranas y
depdsito de glucogeno. Carecen de mitocondrias y Aparato de Golgi (Romero,
2007).

Los trofozoitos se replican aproximadamente al mismo tiempo (Wiesehahn et al.,
1984, Narcisi et al., 1998). Ademas, durante la division celular, los nucleos se
mueven lateralmente, seguidos por la replicacién nuclear, lo que resulta en
trofozoitos con cuatro nicleos, los cuales se dividen por el plano longitudinal, de tal
manera que mantienen la asimetria izquierda-derecha (Kabnick & Peattie, 1990).

Las proteinas contractiles del disco ventral (actina, o-actina, miosina y
tropomiosina), son la base bioquimica involucrada en la adherencia. La adhesion
depende del metabolismo activo y es inhibido por temperaturas inferiores a 37 ° C,
niveles elevados de oxigeno o concentraciones reducidas de cisteina (Adam, 2001).

14



Disco Suctor

/ Flagelo anteri

Nucleos

Cuerpo medio

Flagelo posterior

Flagelo ventra /" N

Flagelo caudal

Figura 1.- Morfologia del Trofozoito, tefiido con Giemsa 100X (Murillo, 2019)

Figura 2.- Microfotografia de Transferencia del trofozoito de G. intestinalis, N: nicleos, F: flagelos,

ER:reticulo endoplasmico y V: vacuolas. Tomada de Adam, 2001

Quiste: Estructura ovalada que mide entre 8 hasta 11 um de largo por 7 a 11 um de
ancho. La pared del quiste, mide de 0.3 a 0.5 um, estd compuesta por una capa
filamentosa externa y una membranosa interna. Internamente en el citoplasma se
encuentran de 2 a 4 nucleos, tienen restos de flagelos y en ocasiones se observan
los cuerpos medios, vacuolas y fragmentos del disco suctor (Fig. 3 y Fig. 4)
(Romero, 2007). Al menos se han encontrado e identificado cuatro proteinas en la
pared externa del quiste con los siguientes tamafios: 29, 75, 88 y 102 kDa
(Erlandsen et al., 1990).
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Nucleos

Axonema -
T,
()(55.

Cuerpo \ ¥ a«

medio S

Figura 3.- Morfologia del quiste de G. intestinalis. esquema tomado de Parasitologia Quimica, 2013
y foto de Tapia et al., 2011.

Figura 4.- Quistes de G. intestinalis obtenidos de un paciente de Sudan del Sur 100X. En: Bayoumi
et al., 2016.

1.1.5 Ciclo de vida (Mecanismo de infeccion):
El ciclo de vida de G. intestinalis es directo, solo se necesita un hospedero. Una

persona infectada liberara a los quistes por medio de sus heces. De tal manera que
una persona se puede infectar por ingerir quistes en agua, frutas o verduras
contaminadas. Una vez que son ingeridos los quistes, inicia el desenquistamiento
por el cambio del pH acido en el estbmago y pH alcalino en el duodeno, cambiando
la morfologia del parasito: de quiste a trofozoito. Los trofozoitos empezaran a
dividirse por fision binaria longitudinal y se adhieren con su disco suctor en la
superficie de las microvellosidades, generando una capa de trofozoitos (Adam,
1991), provocando la sintomatologia de la giardiasis. A medida que los trofozoitos
se replican y colonizan la superficie intestinal, algunos se enquistan en el yeyuno

después de la exposicion a las secreciones biliares (Fig. 5).
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Se induce el enquistamiento de los trofozoitos principalmente por la presencia de
un pH alcalino de 7.8, sales biliares conjugadas, mas acidos grasos (Adam, 2001).
Es importante mencionar que, el colesterol es indispensable para un buen medio de

crecimiento (Adam, 2001).

Agua, comida, manos o fomites
4

cor con quistes inf

Los trofozoitos también se
excretan en las heces pero
no sobreviven en el ambiente.

Trofozoito

Quiste

Figura 5.- Ciclo de vida de G. intestinalis, “i”: Estado infeccioso, “d”: Estado diagndstico. Tomado

de: Centers of Disease Control and Prevention, 2017.

1.1.6 Mecanismos de transmision
El fecalismo es el mecanismo de infeccibn mas comun, ya sea de manera directa

(ano-mano-boca) o de manera indirecta (alimentos y agua, incluso en lugares
acuaticos recreativos). Ademas, el hacinamiento, facilita la transmisiéon de persona
a persona, entre miembros de la familia y en guarderias infantiles. Otra via de
transmision es la sexual, especialmente en el sexo anal, en donde al menos una
persona se encuentra infectada con G. intestinalis. Independientemente de la via de
transmision, una infeccion por giardiasis puede iniciar cuando el hospedero ingiere

minimo 10 quistes (Muhsen & Levine, 2012).
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Varios de los mecanismos de transmision de G. intestinalis ocurren por factores
sociales, por ejemplo: las costumbres, la educacion y la posiciébn econdémica de las
personas.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) propuso tres estrategias principales de
control para prevenir las infecciones parasitarias intestinales a nivel escolar:
tratamiento periddico de desparasitacion; saneamiento mejorado y suministro de
agua segura; y educacion para la salud. Sin embargo, existe una evidencia muy
limitada del efecto combinado de estas intervenciones en las tasas de reinfeccion
por helmintos y protozoos entre los escolares indigenas, particularmente en areas
remotas (Monarrez et al., 2011). Es recomendable hacer campafas de prevencion,
sobre todo en las zonas rurales del pais, donde la difusion de la informaciéon no

puede llegar de una u otra forma.

1.1.7 Manifestaciones Clinicas
La parasitosis puede cursar como asintomatica o sintoméatica aguda 6 cronica. El

periodo de incubacion es de 6 a 15 dias. En la fase aguda, algunos individuos
eliminan pronto la infeccidn, otros cursan con sintomas como: diarrea grasosa y de
mal olor (esteatorrea) (Bartelt & Sartor, 2015), dolor abdominal, nduseas, vomitos,
flatulencia, anorexia y fiebre (Muhsen & Levine, 2012). En la fase cronica, donde la
infeccion dura mucho mas tiempo, la sintomatologia se acentta, hay malabsorcion
de vitaminas A y B12, d-xilosa, hierro y zinc, también puede haber una deficiencia
de la lactasa desde un 20 hasta el 40% (Solomons, 1982). También puede
presentarse el sindrome del intestino irritable (Sll), alergias a los alimentos, o

sindrome de fatiga crénica (Einarsson et. al., 2016).

Las observaciones experimentales y clinicas indican que la causa principal de la
diarrea en la giardiasis es la malabsorcion. Se ha propuesto que la malabsorcién
participa en el deterioro del crecimiento, pero no se ha relacionado causalmente con
él (Oberhuber et al., 1997).
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1.1.8 Epidemiologia
Este parasito es cosmopolita y se estima que su prevalencia en paises en vias de

desarrollo llega a ser hasta del 40.7%, mientras que, en los paises desarrollados
oscila entre el 0.4 -7.6 % (Feng & Xiao, 2011; Norhayati, 2003).

En Italia, su prevalencia es de 2.7% (Crotti et al., 2005), mientras que para el norte
de Portugal es de 4% (Almeida et al., 2006). Sin embargo, para Majadahonda,
Madrid, Espaia, es de 15.6% y en nifios oscila entre el 3% al 25% (Mateo et al.,
2014).

En paises en vias de desarrollo se presentan prevalencias variables en poblaciones
pediatricas, por ejemplo, en Huanuco , Peru, fue de 15.1% (Choi & Kim, 2017). En
otro estudio realizado en Antioquia, Colombia, registraron el 27.6% (Botero et al.,
2009), y en 4 localidades de Argentina solo fue de 7.2% de prevalencia(Periago et
al., 2018). En otro estudio que se realizé en Quetzaltenango, Guatemala; en nifios
entre 1.5 a 7 afios, donde se analizaron 75 muestras durante 5 semanas por medio
de ELISA. La prevalencia en la semana 0 fue del 43.7% y en la semana 4, 44.7%
(Duffy et al., 2013). En otro estudio que se realizd en la Region Manisa, Turquia,
analizaron muestras de heces obtenidas de 3216 pacientes de una poblacién
pediatrica (0 a los 15 afios), registrando una prevalencia para G. intestinalis del
40.1% (Gundiz et al., 2005).

La frecuencia de giardiasis en nuestro pais es variable, dependen del lugar, tipo de
estudio y poblacién. En un estudio realizado en Cananea, Sonora; en nifilos con
edad promedio de 8 afios se reporté una prevalencia del 23% (Quihui-Cota et al.,
2017). En otro estudio se realizaron pruebas de seropositividad en diversas zonas
de México, se reportd una prevalencia de giardiasis hasta del 55 % (Cedillo-Rivera
et al., 2009). En la Ciudad de México se reportd una prevalencia del 50% en nifios

menores de un afio (Sanchez et al., 2006).

Recientemente en las localidades de Paraiso y Xkalakdzonot, Yucatan, en una
poblacién conformada con menores de 17 afios de ambos sexos se obtuvo una
frecuencia de 26.5% (Panti et al., 2019).
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1.1.8 Mecanismos Patogénicos
G. intestinalis causa dafio en el hospedero por diferentes vias, pero principalmente

empieza por la adherencia de los trofozoitos a la superficie del epitelio intestinal a
través del disco adhesivo. En esta estrecha interaccion, participan una serie de
moléculas del parasito como las giardinas (a, 3, 6, Y) asi como una red compleja
de proteinas contractiles (actina, alfa actina, miosina y tropomiosina) que son
importantes en la unién del trofozoito y desencadenan una serie de eventos que
culminan en la produccién de diarrea (Einarsson et al., 2016). Se consideraba que,
los trofozoitos tanto en humanos como en modelos animales no invadian el tejido
intestinal. Sin embargo, recientemente Reynoso et. al. 2015 demostr6 que los
trofozoitos de un aislado (INP220806-HGINV (HGINV) que inicialmente se aislo in
vitro y posteriormente se utiliz6 para instalar la infeccion en jerbos (Meriones
unguiculatus ), tienen capacidad invasora ya que se encontraron en la mucosa y
submucosa de los jerbos infectados, para demostrarlo, los trofozoitos se inocularon
en jerbos de 3 dias de edad y posteriormente a los 21, 30 y 60 dias, fueron
sacrificados y al realizar el andlisis histolégico y ultraestructural se encontraron
trofozoitos entre la células epiteliales, en la base de las células caliciformes vacias,
en los vasos lactales y dentro de la submucosa, capacidad que no se presento en
los trofozoitos del aislado de referencia (WB), demostrandose otro mecanismo

patogénico (Reynoso et al., 2015).
Traumatico

La adhesién, ocasionada por ciertas proteinas contractiles genera una interaccion
que, produce en el hospedero exfoliacion, lisis celular, aumento del indice mitético

y aplanamiento de las microvellosidades (Ponce & Martinez, 2014).

Las uniones estrechas entre los enterocitos crean una barrera selectiva importante
entre la luz intestinal y el tejido subyacente. G. intestinalis aumenta la permeabilidad
al alterar las proteinas importantes que mantienen las uniones estrechas F-actina 'y
zonula occludens-1 (ZO-1) (Einarsson etal., 2016). Se producen huecos tan
grandes que, los trofozoitos podrian ingresar al epitelio intestinal. También

aumentan las células caliciformes. Ademas, la discontinuidad epitelial, por si sola
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produce despolarizacion de las membranas, desequilibrio electrolitico,

hiperperistaltismo y diarrea (Ponce & Martinez, 2014).
Enzimético

Existen enzimas de G. intestinalis como: sulfatasas, fosfatasa acida, hidrolasas,
tiolproteinasas, etc. que, favorecen la adherencia del parasito al epitelio intestinal,
debido a que atacan a las glucoproteinas de los enterocitos y alteran la integridad

de las microvellosidades (Ponce & Martinez, 2014).
Barrera Mecanica

Cuando las condiciones son optimas, los trofozoitos crecen en forma vertiginosa y
en algunas zonas se crearan barreras mecanicas, que influyen en la malabsorcién
del hospedero. En duodeno y yeyuno, la bilis favorece el crecimiento de este

organismo (Ponce & Martinez, 2014).
Apoptosis

Se ha demostrado que, Giardia induce apoptosis en enterocitos y es dependiente
de la caspasa-3. Se cree también que la apoptosis pude ser causa del aumento de
la permeabilidad intestinal y también puede contribuir a la resolucion de la

inflamacion (Ponce & Martinez, 2014).
Competencia con el hospedero

Los trofozoitos compiten con el hospedero por las sales biliares, colesterol y
fosfolipidos. Giardia no puede sintetizar aminoacidos ni nucleotidos, pero cuando
los necesita los adquiere del medio. Utiliza aspartato, alanina y arginina (Ponce &
Martinez, 2014).

Autoinmune

Se ha informado que las células T CD8 + son responsables del acortamiento de
microvellosidades difusas. La reduccion de la longitud de las microvellosidades
disminuye el area de absorcion del intestino, lo que produce una malabsorcién de

agua, Na + y disacaridos, combinada con hipersecrecion de Cl- (Einarsson et al.,
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2016). Por lo tanto G. intestinalis posee también un mecanismo patogénico
autoinmune (Cottonet al., 2011); ya que su infeccion desencadena a las células T
CDB+, las cuales inducen apoptosis en células de las microvellosidades,
provocando que haya una malabsorcion adn mas severa en el hospedero
(Wissinger, 2014).

Todos los cambios, anteriormente mencionados, afectan el equilibrio electrolitico y
causan un aumento de la permeabilidad intestinal, lo que lleva a la produccion de
diarrea. Los resultados patoldgicos, sin embargo, dependen de la virulencia del
aislado y por lo tanto, las infecciones de Giardia podrian variar en cuestion del dafio

gue provocan en el hospedero (Einarsson et al., 2016).

1.1.9 Mecanismos de defensa contra la respuesta inmune
Para sobrevivir dentro del hospedero y evadir la respuesta inmune, Giardia muestra

variacion antigénica, y se ha demostrado que este fenémeno ocurre en diversos
hospederos. Los trofozoitos se encuentran recubiertos de una determinada proteina
de superficie que forma una verdadera interfaz entre el parasito y el medio, y que
pertenece a una familia de proteinas denominadas proteinas variables de superficie
(Variant-Specific Surface Protein, VSPs). Giardia cambia espontdneamente la
expresion de sus VSPs, ya sea en cultivo o en respuesta al ataque inmunolégico
que estos antigenos inducen tanto en humanos como en animales de
experimentacion (Lujan, 2006). Giardia contiene en su genoma un repertorio de
entre 150 a 200 genes que codifican estas proteinas, pero solamente una VSP se
expresa en la superficie de los trofozoitos en un momento dado (Lujan, 2006). Las
VSPs cambian espontaneamente cada 6 a 12 generaciones aproximadamente,
cambio que también se ha observado durante el proceso de enquistamiento y

desenquistamiento.

Se ha propuesto que la sintesis de las VSP se lleva a cabo en el reticulo
endoplasmico, y después se transportan a la membrana, donde la recubren de
manera difusa. También las VSP se pueden detectar en cantidades menores en las
vacuolas periféricas de tipo lisosoma, lo que sugiere la posibilidad de que estas

vacuolas estén involucradas en el reciclaje de las VSP (McCaffery et al., 1994).
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1.1.9.1 Estructura quimica de las VSP
Estas proteinas tienen masas moleculares de 50 a 200 kDa, y, a pesar de ser

antigénicamente diferentes entre si y ser heterogéneas en lo que respecta a su
tamario molecular, poseen un dominio transmembrana altamente conservado y una
porcion carboxilo-terminal citosélica compuesta por soélo cinco aminoacidos
(CRGKA). Su region N-terminal es altamente variable (dandole a cada una de estas
proteinas la caracteristica de ser antigénicamente diferentes), pero todas son ricas
en cisteina (~12%), incluyendo una alta incidencia del tetrapéptido CXXC (donde X

representa cualquier aminoé&cido) (Lujan, 2006).

Giardia evade la secrecion de monoxido de nitrogeno (NO) del hospedero. En
experimentos realizados in vitro, se comprobd que el mondxido de nitrégeno inhibe
el crecimiento del parasito, el enquistamiento y el desenquistamiento. Sin embargo,
este organismo compite con el hospedero por el aminoacido necesario para la
fabricacion de NO en células epiteliales: la Arginina. Al consumirse dicho
aminoacido, la produccion de NO disminuye y por lo tanto G. intestinalis evita ser

atacada por ese compuesto (Eckmann et al., 2000).

1.1.10 Diagnéstico
Los trofozoitos y/o quistes de Giardia intestinalis se diagnostican principalmente por

examen microscoépico, especialmente los métodos de concentracion de heces
(Autier et al., 2018). Se estima que, en un examen de una sola muestra de heces
permitird un diagnéstico del 60 al 80%, mientras que, en dos muestras de heces es
del 80 al 90%, y sera superior al 90% si se examinan tres muestras de heces
(Hooshyar et al., 2019).

El Método de Flotacibn de Faust es recomendado para concentrar quistes de
Giardia. En esta técnica se utiliza Sulfato de zinc al 2%, que permite, que las
estructuras parasitarias con menor peso especifico tiendan a flotar, manteniendo su
estructura normal. El proceso se acelera al centrifugarse la muestra separando de
una forma muy satisfactoria los elementos residuales en las heces (Figueroa et al.,
2015).
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Actualmente, las técnicas de biologia molecular como PCR son auxiliares en el
diagnéstico a partir de muestras provenientes de heces y utilizando genes
especificos (Autier etal., 2018), como: bg (beta giardina), gdh (glutamato
deshidrogenasa) (Rodriguez etal.,, 2014), SmB (Pequefia ribonucleoproteina
nuclear B), SmD3 (Pequefia ribonucleoproteina nuclear D3) (Gomez & Wasserman,
2016), etc.

También se pueden utilizar técnicas inmunolégicas como: El ensayo
inmunofluorescente, el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA))
(Hooshyar et al., 2019), la prueba de Inmunocromatografia con el Kit Crypto/Giardia
KSeT® (Goudal et al., 2019), etc.

1.1.11 Tratamiento
Para combatir la Giardiasis se utilizan los siguientes farmacos:

Nitroimidazoles (Metronidazol, Tinidazol, Ornidazol y Secnidazol)
Metronidazol

Originalmente llamado 1-(B -hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol, desde su
descubrimiento y sintesis, se observé una actividad intensa, contra los protozoos
anaerobios T. vaginalis, E. histolytica, tanto in vitro como in vivo. A partir de 1997
este farmaco se utiliz6 como antigiardiasico (Busatti HG et al., 2012; Phillips &
Stanley, 2011) (Fig. 6)

H—C—N_
I Sc—CH,
O,N—C—N
CH,CH,OH

METROMIDAZOL

Figura 6.- Estructura quimica del Metronidazol, tomada de Phillips & Stanley 2011
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Mecanismo de accion

El metronidazol necesita de la activacion reductiva del grupo nitro por parte de
microorganismos susceptibles, los cuales contienen componentes de transporte de
electrones como ferredoxinas, proteinas pequefias con Fe-S con suficiente
potencial redox negativo para donar electrones al metronidazol y la transferencia de
un electrén forma un anién radical nitro muy reactivo que destruye microorganismos
susceptibles por mecanismos mediados por radicales que actian en DNA y quiza
en otras biomoléculas vitales. El metronidazol reducido sirve como terminal aceptor
de electrones que se une covalentemente a las macromoléculas de DNA, lo que
resulta en dafios en el DNA, pérdida de la forma de la estructura helicoidal y rotura
de filamentos, con la posterior muerte del trofozoito (Phillips Margaret A. & Stanley
Samuel L., 2011).

Benzimidazoles: Albendazol y Mebendazol

Son una buena opcion durante el tratamiento, evitando asi el aumento de resistencia
a farmacos dentro de los aislados. El albendazol tiene el espectro de actividad mas
amplio de los benzimidazoles liberados hasta la fecha y ha sido ampliamente
utilizado en la medicina clinica humana como un farmaco seguro. Este farmaco
incluso puede ser utilizado para tratar casos de poliparasitismo (Gardner & Hill,
2001) (Fig. 7).

Albendazole

N
weooans— |
N SCH,CH,CHj

Figura 7.- Estructura quimica del Albendazol, tomada de Upcroft & Upcroft, 1998
Mecanismo de Accion

Los benzimidazoles ejercen su efecto toxico en Giardia al unirse al citoesqueleto de
B-tubulina. Esta union causa tanto la inhibicién de la polimerizacion del citoesqueleto

como la disminucién de la captacion de glucosa (Gardner & Hill, 2001).
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Nitrotiazoles (Nitazoxanida)

Es un antiparasitario sintético oral de amplio espectro, obtenido originalmente en
1980, con base en la estructura del antihelmintico niclosamida. Las primeras
pruebas de este farmaco, informaron que servia contra platelmintos, pero no
tardaron en realizar mas estudios in vitro, en donde se comprueba que también hay
actividad contra helmintos y protozoarios intestinales. En el 2002 la FDA (Food and
Drug Administration) de Estados Unidos, aprobd este farmaco para tratar la

criptosporidiosis y la giardiasis en nifios (Phillips & Stanley, 2011).

En estudios in vitro se demostré que, la nitazoxanida y su metabolito activo, la
tizoxanida (desacetil-nitazoxanida) inhiben la proliferacion de E. histolytica y T.
vaginalis in vitro (Fig 8). También posee actividad contra helmintos intestinales
como: Hymenolepis nana, Trichuris trichura, Ascaris lumbricoides, Enterobius
vermicularis, Ancylostoma duodenale y Strongyloides stercoralis (Phillips & Stanley,
2011).

NITAZOXANIDA

Figura 8.- Estructura quimica de la Nitazoxanida, tomada de Phillips & Stanley, 2011

Se desconocen los mecanismos exactos de accion, se ha propuesto que interfiere
en la reaccion de transferencia electronica que depende de la enzima Piruvato
ferrodoxina oxidorreductasa (PFOR). Dicha reaccién es esencial en el metabolismo
anaerobio. La nitazoxanida al parecer no origina mutaciones de DNA, lo cual sugiere
gue su mecanismo de accion es diferente del de los nitroimidazoles (Phillips &
Stanley, 2011).
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Quinacrina

Se introdujo por primera vez como un agente antimalarico en 1930, y mas tarde se
convirtio en el antimal&rico de eleccion para las tropas aliadas en la Segunda Guerra
Mundial por su mayor disponibilidad y mejor tolerancia en comparacion con la
quinina (Tracy & Webster, 1996). Después de la guerra, pronto se convirti6 en un
agente importante contra G. intestinalis, con una eficacia clinica del 90% o mas. Sin
embargo, como el mercado estadounidense estaba limitado al tratamiento de
Giardia en ese entonces, el uso de quinacrina disminuyé y su produccion en los
Estados Unidos se suspendié en 1992, aunque aun puede obtenerse a través de
una fuente alternativa (Gardner & Hill, 2001) (Fig. 9).

T

Quinacrine  \HCHCH2:N(CaHs)y

Figura 9.- Estructura quimica de la Quinacrina, obtenida de Upcroft & Upcroft, 1998.

El mecanismo de accion de la quinacrina no estd completamente aclarado. El
farmaco se intercala facilmente con el DNA de G. intestinalis, y es esta interaccion
la que se cree que causa una inhibicion de la sintesis de acidos nucléicos ( Tracy &
Webster, 1996).

Furazolidona

Es uno de los compuestos de nitrofuranos creados desde la década de 1940. Es
eficaz contra muchas bacterias incluyendo Klebsiella spp., Clostridium spp.,
Escherichia coli, Campylobacter spp., y Staphylococcus aureus. Ya en la década de
1950, la furazolidona estaba siendo utilizada en el tratamiento de la giardiasis. Este
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farmaco estd aprobado para su uso en los Estados Unidos y sigue siendo un

importante agente terapéutico a nivel mundial (Gardner & Hill, 2001) (Fig. 10).

Furazolidone O
" o
|\/N—N=HC \ |

Figura 10.- Estructura quimica de la Furazolidona, obtenida de Upcroft & Upcroft, 1998.

NO,

El farmaco sufre una activacion reductiva en el trofozoito de G. intestinalis, pero, a
diferencia del metronidazol, la reduccion posiblemente se produzca a través de una
NADH oxidasa (Upcroft & Upcroft, 1998). Este farmaco, tiene la capacidad de dafiar
componentes celulares importantes, entre ellos, el DNA (Gardner & Hill, 2001).

La dosis, efectos secundarios y eficacia de los farmacos con actividad

antigiardiasica se mencionan a continuacién (Tabla 3).
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Tabla 3.- Dosis para pacientes pediatricos y adultos.

Farmaco Dosis pediatrica Dosis en adultos Eficacia (%) Efectos Secundarios Bibliografia
Metronidazol | 125 mg por 5 ml para la edad de 2 + | 2.4 g una sola dosis o la misma 80 - 100 Nauseas, sabor metalico, mareos y | Ortiz et al., 2001
5 afios 0 250 mg por 5 ml para edades | cantidad para dos dias seguidos. dolor de cabeza. Jokipii & Jokipii, 1979
de 6 + 11 afos, diariamente durante 5
dias.
Tinidazol 50 mg/kg en Unica dosis. 2 g en una sola dosis Unica. 90.5-100 Nauseas y fatiga, vomito, debilidad, | Escobedo et al. 2008
mareo, o dolor de cabeza. Jokipii & Jokipii, 1979
Nitazoxanida | 7.5 mg/kg dos veces al dia por 3 dias | 500 mg 2 veces al dia por 3 dias | 78.4-57.1 — | Efectos secundarios leves, | Escobedo et al. 2008
1,000 mg de Nitazoxanida en una | consecutivos. 81 transitorios, el sintoma mas | Speich et al., 2013
dosis Unica. frecuente fue la diarrea Rossignol et al., 2001
Albendazol Unica dosis diaria de 10 mg / kg | Unica Dosis diaria de 400 mg. | 90.4 - 80+/-28 | Anorexia, dolor abdominal, dolor de | Yereli et al., 2004
durante 5 dias. por 5 dias. cabeza, nauseas, etc. Karabay et al. 2004
Mebendazol | 200 mg tomados por dia por 5 dias. 200 mg 3 veces al dia por 3 dias 78.7 - 86 Dolor abdominal, vémito, nduseas y | Canete et al, 2006
dolor de cabeza. Almirall et al., 2011
Furazolidona | 6 mg/kg, cuatro veces al dia por 10 | 100 mg 4 veces al dia por 7-10 81.7-80 (a | Orina oscuray mareos Talari et al., 2006
dias. dias 85) Gardner & Hill, 2001
Quinacrina 8 mg / kg / dia durante 5 dias. 100 mg 3 veces al dia durante 5 | 100% en | irritabilidad y somnolencia en un | Requena et al. 2017
dias giardiasis nifo
refractaria

(n=13)




Experimentalmente se han obtenido aislados de Giardia provenientes de pacientes
que fueron resistentes al tratamiento con metronidazol. En el trabajo de Tejman-
Yarden se indujo resistencia a 5 aislados de G. intestinalis con metronidazol y fueron
inoculados a ratones de 3 a 7 dias de nacidos. Solo dos asilados lograron infectar
a los ratones (WB y aislado 106). También se realizé el ensayo con gerbos, en
donde dos aislados consiguieron infectar, uno con mayor eficacia que el otro (WB-
M2 y WB-M1 respectivamente). Mencionan que este caso de resistencia no esta
catalogado como un problema clinico para el tratamiento de la giardiasis, porque se
comprobd que existe un costo de aptitud en aislados con resistencia adquirida; la
cual se expresa como una infectividad atenuada. En donde, la capacidad de los
trofozoitos para adherirse en superficies inertes o vivas se ve comprometida. Por lo
tanto, los resultados de este trabajo y otros podrian explicar en parte la rareza de
encontrar casos clinicos en donde el paciente esté infectado con asilados
resistentes a metronidazol a pesar de ser una parasitosis cosmopolita (Tejman
et al., 2011).

En un estudio que se realiz6 in vivo en un modelo de raton, se logré obtener el IC50
de algunos farmacos conocidos. Con metronidazol fue de 40.8 mg/kg, para tinidazol

2.8 mg/kg, y para furazolidona 13.5 mg/kg, etc (Boreham et al., 1986).

Debido a las fallas en el tratamiento, y a los efectos secundarios que producen es

necesario buscar alternativas para combatir la giardiasis

1.2 Medicina tradicional mexicana
La medicina tradicional es propia de un grupo y de una cultura, ya que los sistemas

terapéuticos se construyen de acuerdo con las caracteristicas culturales de los
grupos. Si cambian, variaran también las maneras de entender la salud y la
enfermedad, las formas de abordar los problemas y las propuestas de soluciones
(Aparicio, 2005).

Las medicinas tradicionales incluyen a veces aspectos de indole espiritual, vivencial
y animica (Aparicio, 2005). Estos tratamientos son ancestrales, no solo en México,
sino en el mundo. Actualmente, las instituciones cientificas de paises en desarrollo,

y desarrollados estan interesados en este campo (Ekor, 2014).
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México es un pais privilegiado por su biodiversidad; es el cuarto pais megadiverso,
después de Brasil, Colombia e Indonesia. Se estima que alberga entre el 10-12%
de todas las especies del planeta, con un registro aproximado de 25 mil especies
de plantas vasculares aproximadamente, y casi la mitad de las especies son
endémicas del pais (Sierra et al., 2014). De las especies de plantas con flores son
aproximadamente 7,000 las que tienen una actividad medicinal (Martinez et al.,
2006).

Ancestralmente, el humano utilizé a las plantas para su beneficio, siendo el uso
medicinal, uno de los mas importantes. Por ejemplo: La planta, Aloe vera, se ha
aplicado a las heridas durante mas de 5000 afios por egipcios, romanos, pueblos
indigenas de Africa, Asia y América; y sigue siendo un tratamiento de primera linea

para quemaduras, Ulceras y heridas quirargicas.

En Veracruz, México, la raiz de Heliotropium indicum (alacrancillo), se ha utilizado
para el asma y complicaciones de la préstata. En la India utilizan el jugo cémo
analgésico y en piquetes de insectos. En Nigeria la utilizan como antipirético y en
Ulceras. En Cuba machacan o maceran las hojas y la aplican en la piel, para las

mialgias.

En Veracruz, las flores de Bougainvillea glabra con o sin canela, orégano y tomillo
es usada para tratar la tos (Escamilla Pérez B. E. & Moreno Casasola P., 2015). El
tomillo (Thymus vulgaris) de igual manera posee propiedades medicinales, cémo:

antibiotico y antiséptico (Botanical-online, 2019).

Por otro lado, las hojas de Elytraria imbricata (Canastilla) se utilizan cémo
antidiarreico, en picaduras de alacranes, y en algunas zonas de México las usan
coémo analgésico en problemas renales. La raiz de Acacia cornigera (Cornizuelo)
se ocupa como analgésico. Las hojas de Chenopodium ambrosioides (Epazote) se
utilizan en enfermedades parasitarias, sobre todo de helmintos, pero también cémo

analgésico, etc (Escamilla & Moreno, 2015).

31



Actualmente, a nivel mundial existen varios grupos de trabajo que se han enfocado
en valorar in vitro compuestos provenientes de plantas para encontrar una actividad

antigiardiasica (Tabla 5 y Tabla 6)
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Tabla 5.- Especies de plantas que se ocupan en la medicina tradicional mundial como antigiardiasicos, en estudio in vitro.

Especie

Usos en la medicina tradicional

Tipo de extracto 6 compuesto

Actividad antigiardiasica
(ICso pg/mL)

Referencias

Solanum lycocarpum Hipoglucemia, Antiparasitario: Mezcla de glicoalcaloides 13.23 Martins et al., 2015
(Lobeira) Trypanosoma cruzi, Leishmania infantum, Leishmania (solasonina y solamargina).

amazonensis, Strongyloides stercoralis y Schistosoma

mansoni.
Mentha x piperita Se utiliza para tratar: nduseas, flatulencia, vomitos, Metandlico 0.8 Vidal et al. 2007
(menta) indigestion, calambres estomacales, menstrual Fraccion de Diclorometano 0.75

calambres y parasitosis

Cymbopogon citratus

(pasto limon)

Bactericida, fungicida, antidiarreica, antiinflamatoria y

antipirética

Acuoso de hojas secas

93.8/24 horas y 60.4 /48
horas.

Eman et al., 2018.

Coptosapelta Se utiliza para expulsar helmintos y contra protozoarios CFQ (1-hidroxi-2 0.42 Hounkong et al., 2015
flavescens hidroximetilantraquinona)
Dalbergia frutescens Antiasmatico, antinflamatorio, y anticonvulsivo. Formononetin y 30 ng/mly .56 Khan et al., 2000

pseudobaptigenin

Adansonia digitata

Antipirético, antidiarreico, antimalarico, deficiencia de

vitamina C y antidisentérico.

Etandlico de las hojas

25.74 para después de 4

dias

Kabbashi & Abdrabo,
2015




Tabla 6.- Especies de plantas con actividad antigiardiasica en la medicina tradicional mexicana

Especie

Usos en la medicina tradicional

Tipo de extracto o

compuesto

Actividad
antigiariasica
(ICso pg/mL)

Referencias

Elaeodendron trichotomum

(cheechem blanco)

Antiinfeccioso, antipirético y como agente

antitumoral

Acuoso de raiz
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Roca et al. 2016.

Piqueria trinervia (Hierba de Se ha utilizado desde el siglo XVI como antipirético | Tinervinol 2.02 Rufino et al. 2017
San Nicolas o ‘hierba de y antipaltdico, Pigquerol 2.42
tabardillo) Fracciones 1y 2y el 5.03,3.38y
aceite rojo 5.66
Salvia polystachya (Chia) Trata la disenteria, servir como purgante, Polistaquina A: 134.7 Calzada et al.,
antipirético y problemas gastricos. Polistaquina B: 107.8 2010
Polistaquina D: 107.5
Linearolactona: 28.2
Dorstenia contrajerva Desordenes gastrointestinales Metandlico 23.3 Calzada et al.,
2006
Senna racemosa (K’aanlool) Las infusiones de hoja, raiz y corteza son Metandlico de corteza 2.10 Moo et al., 2007
recomendadas para el tratamiento de diarrea, Cassin 3.28
infecciones oculares, diabetes, dolor de oido, dolor
de cabeza, molar, abdominal y epigastrico.
Persea americana (Aguacate) | La semilla del aguacate se ocupa en la medicina A partir de la semilla: 0.634 Jiménez et al.,
tradicional para tratar erupciones en la piel, diarrea, | Cloroformo 0.486 2013
disenteria, procesos infecciosos causados por Etandlico.

hongos y bacterias, asma, hipertension arterial y el

reumatismo.




Marrubium vulgare. (llamado trata la bronquitis, la tos y los resfriados. Acetbnicos y metandlicos | 90 Ramos et al., 2007
marrubio, hierba del sapo) de M. vulgare de| 34
hoja/tallo.
Geranium mexicanum (pata de | Utilizada como purgante, y como remedio contra la | Epicatequina 1.6 Calzada et al, 2005
leon) amigdalitis, la tos, la tos ferina, la urticaria, la
disenteria y diarrea.
Tridax procumbens Enfermedades diarréicas. Extracto metandlico de | 6.34 Peraza et al., 2005

(manzanilla)

toda la planta




1.3 Familia Bromeliaceae
Agrupa a tres subfamilias: Pitcairnioideae, Bromelioideae y Tillandsioideae, 58

géneros, con aproximadamente 3172 especies. Dichas plantas se distribuyen en
México, Belice, Guatemala, Panam4, las Antillas, norte de Sudamérica y una sola
especie se ubica en el oeste de Africa. En México se han registrado 18 géneros y
342 especies de la subfamilia Bromelioideae; las cuales habitan en clima calido
desde el nivel del mar y hasta los 200 m de altitud, asociadas a dunas costeras y

bosque tropical caducifolio (Meza et al., 2017).

Los organismos de esta familia, tienen habitos de hierbas, epifitas o terrestres. Los
tallos generalmente son obsoletos, cortos y gruesos sin ramificaciones, rara vez
colgantes; la ligula esté entera, con color diferenciado respecto a la lamina, a veces
con pelos absortivos para retener agua y nutrientes. Sus hojas son alternas, a
menudo espiraladas en rosetas, lineares a ensiformes o triangulares, rigidas,
venacion paralela, indumento de pelos simples, peltados o estrellados, margen
entero a espinoso o espinuloso. Entre los géneros representativos se encuentran:

Aechmea, Bromelia (Fig. 11) y Pitcairnia (Castro, 2013).

Figura 11.- Bromelia karatas. Hojas y frutas. (https://www.backyardnature.net/chiapas/pinuela.htm.)
Conrad, 2017
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Las inflorescencias son variables, terminales, espigadas, racemosas, etc.
Generalmente poseen bracteas coloridas, dispuestas en espiral o disticas,
cubriendo cada flor. Flores actinomorficas o zigomorficas, bisexuales a veces
unisexuales; 3 sépalos, libres o connados; 3 pétalos, libres o soldados,
llamativamente coloreados; 6 estambres, en dos series; ovario superior
(Tillandsioideae) o infero (Bromelioideae), con 3 carpelos y 3 loculos, 3 estigmas;
placentacion axial, 6vulos numerosos. Los frutos son capsulas septicidas o
loculicidas, bayas o multiples (Ananas). Semillas: Desde 1 a muchas por l6culo, con
o0 sin apéndices, aladas, caudadas o plumosas (Castro, 2013).

En Latinoamérica esta planta se utiliza en diversas areas, las cuales incluye:
ornamental, medicinal, fines alimenticios, decorativos para festividades vy
ceremonias, ademas de otros usos como: obtencién de bebidas y fibras, sustituto
del café, relleno de cojines, instrumento musical, decoracién de pifiatas, fibra para

lavar trastes, etc (Hornung, 2011).

1.4 Bromelia karatas

1.4.1 Biologia y Distribucién de B. karatas

Es una planta terrestre de bosques y matorrales, se ubica entre 50—1500 msnm,
florece en los meses de junio a julio y es propia de bosques secos, estacionalmente
seco a bosques humedos (mas raro). Bromelia karatas crece en suelos pobres y se

encuentra en estado silvestre o cultivado como cercas vivas (Rojas et al., 2014).

Se distribuye desde México hasta Ecuador y Brasil (Rojas et al., 2014), en la
Peninsula de Yucatan se encuentra en selva seca. Su ciclo de vida es sencillo;
florece, fructifica y muere, dejando un hijuelo en su reemplazo. Se caracteriza por
la presencia de tomento (“pelo” corto que cubre 6rganos de algunas plantas) suave

de color café en cada una de sus partes (Salvatierra et al., 2013).

1.4.2 Caracteristicas Morfologicas de B. karatas

Son plantas acaules. Las raices son delgadas y fibrosas, son escasas, y no crecen
tanto, y se encuentran de manera superficial. Es una raiz homorricia, debido a que

no tiene un centro de origen, sino que se origina de cualquier lugar de la cabezuela.
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El tallo es indefinido; debido a que la planta es acaule, no se distingue el tallo, solo
se observa la prolongacion de una porcion de falso tallo (pseudo tallo) durante la
etapa de floracion (Rojas et al., 2014).

Sus hojas son lanceoladas y alargadas con una longitud entre 1.2 y 1.5 m, grosor
de 2.8 cm (Fig. 12); escapo ausente o muy corto, de color verde brillante por el haz
y verde grisaceo por el envés; un poco concavas hacia el haz, en los margenes
presenta numerosas espinas de color café oscuro, agudas, pungentes, erectas y
curvas en el apice, de 7.9 mm de largo, separadas por 3 a 6.4 cm. El nimero de
hojas por planta varia entre 15y 30 en etapa de crecimiento y desarrollo, pero en la
etapa de senescencia (fructificacion) tiene de 13 a 23. Cuando la planta inicia la
floracion, presentan dos colores de hojas: las més cercanas a la inflorescencia,
aproximadamente 10 son rojas. Mientras que las ubicadas hacia los lados

conservan el verde brillante, aproximadamente 15 hojas (Rojas et al., 2014).

Figura 12.- Hojas de Bromelia karatas tomada de Rojas et al., 2014.

La Inflorescencia es sésil; en forma de nido como una cabezuela sentada en el
centro de la roseta foliar con muchas flores dispuestas en un denso capitulo,
aplanada en el apice, de 15 a 35 cm de didmetro y rodeada por las hojas internas
de color rojo brillante y/o verde palido, dependiendo del morfotipo (Rojas et al.,
2014) (Fig. 13).

Flores: Son erectas, de 5 a 12 por espiga, sésiles o cortamente pediceladas, el
pedicelo de hasta 1 cm de largo, densamente ferrugineo-lepidoto; sépalos verdes,
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largamente triangulares, de 1.5 a 3 cm de largo, de 5 a 7 mm de ancho, connados
en la base, densamente ferrugineo-lepidotos por fuera, especialmente hacia la parte
apical, redondeados en el apice; pétalos rosados con blanco, de 4.8 a5 cm de largo,
connados en la base por 2.7 a 3 cm (Espejo et al., 2010) (Fig. 13).

Figura 13.- Inflorecencia de Bromelia karatas,
(http://loscharcosdeosa.blogspot.com/2008/09/flowers-of-bromelia-plumeri.html) (Aguilar R., 2008)

Fruto: Es una baya agridulce y jugosa de céascara hebrosa de color blanco
amarillento o café oscuro, dependiendo del morfotipo; completamente ferrugineo
tomentoso, fusiforme, estrecho hacia la parte basal y apical, pero mas redondo en
su parte central, de 9 a 12 cm de longitud. Pulpa de color blanco dividida en tres
I6culos (tricarpelar y/o trilocular) con dos series de semillas de placentacion parietal,
ubicadas alternamente hacia el centro, de color café a negro, subglobosas, de 3 a
4 mm de diametro (Rojas et al., 2014) (Fig. 14 y 15).

Figura 14.- A: Frutos de Bromelia karatas en racimo. B: Semillas de B. karatas Aguilera et. al. 2019
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1.4.3 Caracteristicas quimicas del fruto de B. karatas
Los frutos del género Bromelia son ricos en proteasas, las cuales tienen un papel

fisiologico relevante para el desarrollo y movilizacion de proteinas germinales en
respuesta a varios tipos de estrés medioambiental, o bien en la defensa contra
plagas y patdgenos, asi como en la apoptosis y senescencia de los mismos (Meza
et al., 2017). Se han identificado como cistein-proteasas (Meza et al., 2017), cuya
actividad catalitica depende de la reactividad del grupo tiol del residuo de cisteina
del centro activo, el cual rompe enlaces peptidicos de otras proteinas. Las cistein-
proteasas se absorben bien en el intestino delgado después de ser administradas
por via oral y no tienen efectos secundarios importantes (ardor en la boca por
consumo en fresco), incluso después de uso prolongado; por tanto, se sugiere que
las cisteina proteasas pueden ser utilizadas como un eficaz suplemento alimenticio

para prevenir enfermedades (Meza et al., 2017).

Bromelia karatas contiene minerales (calcio, fésforo y potasio), vitamina C, y alto
contenido de proteasas (karatasina) (Meza et al., 2018). Ademas, también se ha
reportado la presencia de flavonoides, terpenos y cumarinas en frutos maduros. Los
frutos verdes tienen mayor cantidad de proteinas en comparacion con las que se
encuentran en frutos maduros (13.3 = 0.2, 3.13 = 0.2 %de proteina
respectivamente). Sin embargo; los frutos maduros tienen un mayor efecto
antioxidante, en parte, por los metabolitos secundarios; los cuales no poseen los
frutos verdes, como: taninos (cloruro férrico, gelatina sal) y abundancia de

fenilpropanoides (Moyano et al., 2012).

Se ha mencionado que, el grado de madurez del fruto no esta relacionado con la
cantidad de proteinas que presenta (Villanueva et al., 2019). En un estudio se
colectaron frutos de tres localidades, y con diferentes estados de maduracién. Los
resultados evidenciaron que la cantidad de proteina no tuvo diferencias
significativas entre las 3 localidades, sin embargo, los frutos de la segunda localidad
tuvieron la mayor actividad proteolitica; quizas se debe, a que fue una mezcla de

proteasas con pesos moleculares variables. Las proteasas de B. karatas son
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estables durante tres horas de 30 - 50 °C. El pH 6ptimo es de 6 a 10; y la actividad
enzimatica se mantiene alta (80 %) en concentracion de 10 % de NaCl. Debido a
estas caracteristicas, B. karatas puede considerarse como fuente alternativa de
proteasas para la industria alimentaria (Villanueva et al., 2019).

Por otro lado, el jugo de los frutos de Bromelia karatas contiene una proteinasa
sulthidrilo denominada: Karatasina. Esta proteasa es de 24858 kDa que, puede
fragmentarse en enzimas activas de pequefio tamafio con una masa molecular muy
por debajo de 13 kDa, que estan presentes en el jugo en pequefas cantidades
(Meza et al., 2017).

La karatasina tiene una composicion de amino acidos similar a la de la papaina y
guimopapaina, especialmente la baja cantidad, tanto de acido aspartico y glutamico,
y similares proporciones de alanina, glicina, leucina e isoleucina. La secuencia inicial
de aminoacidos es la misma para la karatasina pequefa y para la que tiene una
masa molecular alta (Val-Pro-Glu-Thr) (Fig. 16) (Montes et al., 1990).

Tabla 7.- Secuencia de un fragmento de la karatasina, Montes et al., 1990

Karatasin, Molecular, Subunit, Structure 23

Table 1V. CoMPARISON OF N-TERMINAL AMING ACID SEQUENCE OF K ARATASIN, PAPAIN, AND STEM BROMELAIN

5 0 15
Karatasin® Val-Pro-Glu-Thr-Trp-Asp-X-X-Asp Tyr-Gly-Ala-Gln Thr-X-
(Val)
Papain® le-Pro-Glu-Tyr-Val-Asp-Trp-Arg-Gln-Lys-Gly-Ala-Val-Thr-Pro-
Stem bromelain® Val-Pro-Gin-Ser-lle-Asp-Trp-Arg-Asp-Tvr-Gly-Ala-Val-Thr-Ser-
# This paper.
® From ref, 21.

Se ha comparado la actividad enzimatica y la caracterizaciéon parcial de las
proteasas de B. karatas y B. pinguin. Los frutos de ambas plantas, originalmente se
obtuvieron de Nayarit, México. Posteriormente se obtuvieron otros frutos de B.
karatas que provenian de Culiacan, Sinaloa, México. Se realizaron extractos crudos
en donde les agregaron agua, buffer de cisteina fosfato y buffer de Sulfuro de sodio.
Se comparo la cantidad de proteinas de los extractos y se revelo que, en el Unico
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donde sobresalio B. karatas fue el que tenia el Buffer de Cisteina fosfato, con 8.79
mg/g. Después se comparo la actividad enzimatica y de acuerdo con los autores,
fue superior en B. pinguin. Sin embargo, al comparar estos resultados con los que
obtuvieron con B. karatas de Sinaloa, se descubrié que, ahora el valor para B.
pinguin era menor. Este fendbmeno ocurre por la sintesis de proteinas, que, depende
de condiciones de crecimiento. Por lo tanto, la actividad enziméatica de proteasas
obtenidas de B. karatas y B. pinguin depende de la ubicacién. Eso quiere decir que,
dentro del mismo género existe una variabilidad que debe tomarse en cuenta (Meza
et al., 2018).

1.4.4 Actividad Bioldgica de Bromelia karatas
El extracto acuoso y metandlico de hojas obtenidas de B. karatas, se evaluaron en

ratas diabéticas, después de 120 minutos que se les administraron se report6é que
presentaron actividad hipoglucemiante. Estos extractos tienen como constituyentes
metabolitos secundarios, a los cuales, se les atribuye actividad: flavonas y

flavonoles (Meza et al., 2017).

La actividad biolégica en otras especies, como Bromelia pinguin es la siguiente. El
extracto metandlico proveniente de los frutos presentd actividad fungicida. Se
evalué el extracto en varias cepas, de las cuales, la mas sensible fue Trichophyton
mentagraphytes FM 583, con una concentracién minima inhibitoria de 1 mg/ml
(Camacho et al., 2002).

Bromelia pinguin present6 actividad antihelmintica contra Toxocara canis. En el
ensayo, a los nematodos adultos se les agreg6 extracto puro y diluciones (1:1, 1:2,
1:3, 1:4) con PBS con diferentes pH (5-7.2). Se encontr6 que, el extracto puro
destruyo la cuticula de los helmintos, con eficacia del 100%. Al observarlos bajo el
microscopio, se encontré un 80% de dafio en la cuticula de dichos organismos, con

3 ml del extracto que presentaron 59 ug de proteina (Acevedo, 2003).
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1.4.5 Usos tradicionales de los frutos del género Bromelia y de B. karatas
El uso de estos frutos tiene origen en las culturas prehispanicas desde hace miles

de afos; los Aztecas, Mayas, Incas, Quechuas, los Yanomami y otros pueblos las
utilizaban en ceremonias religiosas, como alimento, fibra, medicina y como plantas
ornamentales. En México se acostumbra a comer estos frutos frescos o cocinados
porque tienden a ser acidos y provocan ardor en la boca después de consumirlos,

debido a la presencia de las cisteina proteasas (Meza et al., 2017).

En otras regiones de América Central y Sudamérica hierven los frutos, o hacen
infusiones, los cuales son remedios para la tos y otros padecimientos del sistema
respiratorio, el jugo de los frutos ha sido utilizado como bebida refrescante, asi como
agente antihelmintico (Meza et al., 2017). Las frutas hervidas en agua se utilizan
también para el escorbuto, diabetes y enfermedades renales. Los extractos acuosos
de hojas o de tallos han mostrado actividades espasmédicas, antiparasitarias y

citotoxicas (Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

En Venezuela los frutos se ocupan para hacer refrescos. En nuestro pais,
especificamente en Chiapas e Hidalgo la fruta es conocida como "timbiriche", la
cual, se encuentra en mercados populares en forma de "agua de sabor”, que es un
jugo azucarado y diluido, hecho de Bromelia karatas. En Jalisco, el fruto de B.
karatas se le conoce cémo: “pifuelas”, “cocuixtle” o “jocuixtle”, y se come
directamente o se usa para preparar una salsa para tacos; También se consume en

Zacatecas, donde se transporta desde el estado de Jalisco (Leoni, 2011).

El jugo, se vende localmente como una bebida, siendo un buen sustituto del jugo de
pifia. Probablemente, las proteinasas purificadas de B. karatas, reemplacen a la
papaina en la industria alimentaria, aprovechando la estabilidad relativa a alta
temperatura y la actividad aceptable en diversos pH mostrados por estas enzimas
(Leoni, 2011).
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2.0 Objetivo general
Evaluar in vitro la actividad antigiardiasica de los extractos etandlico y acuoso del
fruto de B. karatas.

2.1 Objetivos particulares
e Valorar in vitro la actividad de estos extractos en dos aislados (WB y HGINV)
e Determinar la cantidad de proteina presente en los extractos etandlicos y
acuosos de Bromelia karatas
e Obtener la Concentracion Inhibitoria 50% (ICso)
e Demostrar por microscopia de luz los posibles dafios morfolégicos en los
trofozoitos, causados por el extracto que presente la mejor actividad

antigiardiasica.

3.0 Preguntas de Investigacion
¢ Los extractos, acuoso y etandlico, obtenidos de los frutos de B. karatas tendran

actividad antigiardiasica?

4.0 Hipotesis
Los extractos etandlico y acuoso obtenido de B. karatas presentaran igual o mejor

actividad que el metronidazol.

5.0 Planteamiento del problema
Existen pocos estudios sobre de la actividad biolégica de los frutos de Bromelia

karatas y no hay registros de actividad antigiardiasica. Se sabe que los frutos tienen
un sabor acido, debido quizas a la presencia de proteasas que, posiblemente
puedan ser las causantes de su actividad. Este trabajo podria abrir un nuevo campo
en la investigacion sobre la evaluacion de los extractos de esta planta en protozarios

de importancia médica.

6.0 Justificacion
La giardiasis es una parasitosis que en nuestro pais alcanza una seropositividad de

hasta el 55%, siendo la poblacion infantil la mas afectada, para su tratamiento se
utilizan farmacos que producen efectos secundarios, ademas se ha reportado que

hay trofozoitos resistentes al tratamiento. Por lo tanto, es necesaria una basqueda
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de tratamientos alternativos para la giardiasis, que sea facil de obtener y que sea

accesible a la poblacion.

7.0 Material y Método

7.1 Obtencion e Identificacion de los frutos

Los racimos de frutos se adquirieron en abril del 2018, en el mercado de San Juan
(Fig. 17), de Ciudad de México. Los frutos se lavaron, y se almacenaron a -70°C

hasta su uso. Los frutos en malas condiciones se eliminaron (Fig. 18 y Fig. 19).

Un racimo de frutos se llevo al Instituto de Biologia de la UNAM para su identificacion

taxonémica.

Figura 16.- Seleccioén de los frutos de B. karatas.
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Figura 17.- Frutos de B. karatas, A) candidatos para la extraccion B) Frutos eliminados para la

extraccion

7.2 Preparacion de los extractos acuoso y etandlico
Extracto Acuoso: Los frutos se descongelaron, se obtuvieron 20 g de la pulpa, se

les agreg6 50 ml de la solucion TRIS-HCI (0.02M) (Moreno-Hernandez et al., 2017).

Se homogeniz6 dos minutos con ayuda de un mezclador (Oster, 2609),
posteriormente se separo la parte gruesa con un cedazo y el liquido recuperado se
dividio en tubos Corning de 50 mly se centrifugé a 4000 rpm por 20 minutos (Equipo
Heraeus intruments. Biofuge primo). El sobrenadante recuperado se pre filtro y

esterilizé por filtracion con una membrana de 0.22 um. Se congel6 hasta su uso.

Extracto etandlico: Se realiz6 el mismo procedimiento, descrito en el péarrafo
anterior; con la diferencia de que a la pulpa (20g) se le agreg6 25 ml de TRIS-HCI
(0.02M) y 25 ml de etanol absoluto anhidro (J.T. Baker). Se incub6 a 4°C durante 1
hora en agitacion constante, y se centrifug6 a 4000 rpm por 20 minutos. Se recupero
el sobrenadante, se pre filtr6 y posteriormente se esterilizd, con una membrana de

.22 um. Se congeld hasta su uso.

7.3 Cuantificacion de Proteinas
Se realiz6 por el micrométodo en placa de 96 pozos. Se siguio la técnica propuesta

por el proveedor Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate. Se utiliz6 el kit
Bio-Rad (Cat. #500-0006). Se realiz6 la curva estandar a partir del stock de
albumina sérica bovina (2 mg/ml), y se ajustaron las concentraciones (50-500

ug/ml), con las siguientes diluciones: 0, 25, 50, 100, 200 y 250 ul a partir del stock.
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Las diluciones de los extractos de B. karatas (50 y 100 pl), se ajustaron con PBS

1X, a un volumen final de 1 ml.

Al final de cada dilucion se tomaron 10 ul y se colocaron en cada pozo de una placa
de 96 pozos y se le agregd a cada uno 200 ul del reactivo de proteinas, se
homogenizaron los pozos, se incubé 20 minutos y se leyé la placa en el equipo

Thermo Scientific Multikan GO a 520 nm. Se realiz6 tres veces por triplicado.

7.4 Ensayos in vitro
Para los experimentos, se utilizaron los trofozoitos de los aislados de Giardia

intestinalis: INP220806-HGINV y WB. Los cultivos se mantuvieron en tubos de
cultivo de 13 ml con tapa de rosca. Para los ensayos se necesitaron cultivos de
trofozoitos en fase log de crecimiento (Monocapa), se les cambi6 el medio por
Solucion salina de fosfatos (PBS 1X). Los tubos se mantuvieron a 4°C por 15
minutos, posteriormente se centrifugaron a 3500 rpm por 5 minutos. El precipitado
celular se recuperd y se colocd en un tubo eppendorf de 1.5 ml. Se realizaron

diluciones (1:100) y se contaron con la camara de Neubauer.

Los bioensayos se realizaron en tubos eppendorf de 1.5 ml. Por cada mililitro se
colocé medio TYI-S33 suplementado con 10% de suero fetal bovino, 50 pl con 1x10°
de trofozoitos y diferentes concentraciones de los extractos acuoso (0.075, 0.15,
0.3, 0.6 y 1.2 ug/ml) y etandlico (0.08, 0.16, 0.328, 0.66 y 1.31 pug/ml). El volumen
final de los ensayos fue de 1.5 ml. Los controles fueron trofozoitos sin tratamiento y

trofozoitos expuestos a metronidazol (20 ug/ml). Se incubaron a -37°C por 24 horas.

Recultivo. Después de las 24 horas de incubacion, los tubos se colocaron en un
bafio de hielo durante 15 min. Se homogenizaron y se tomd una alicuota de 75 pl
de cada tubo y se deposité en otros tubos eppendorf que contenian 1425 pul de
medio TYI-S33, complementado con10% de Suero Fetal Bovino sin extracto, esto
se realiz6 con cada una de las concentraciones y sus controles. Nuevamente se
incubaron durante 24 horas a 37 °C. La viabilidad se midi6 con el Kit Il de
proliferacion celular XTT (Roche Diagnostics). Los tubos se incubaron en un bafio

con hielo por 15 min. Se centrifugaron por 5 minutos a 3500 rpm, el sobrenadante
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se desech¢ y se lavaron dos veces con 1 ml de Solucion salina de fosfatos (PBS
1X). En una placa de 96 pozos se colocaron 250 ul de cada una de las muestras
mas 50 ul de XTT ((2,3-bis[2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil]-2Htetrazolio5-
carboxianilida) y 1 ul de PMS (N-Metil dibenzopyrazina metil sulfato). La placa se
incubo por 4 horas a 37°C y finalmente se leyé a 490 nm en un equipo Thermo
Scientific Multikan GO. Se realizaron 6 experimentos con el aislado WB y 5
experimentos con HGINV, ambos por triplicado. Con las densidades o&pticas
obtenidas se aplico la féormula: [(D.O. Control negativo — D.O. experimentales)/(D.O.
Control negativo — D.O. Medio TYI-S33)] X 100 para obtener el porcentaje de muerte
celular de los extractos y controles. Con estos resultados se realiz6 una ANOVA de
una sola cola, una prueba de Tukey-Kramer y una prueba de Dunnett, con el
programa JMP trial version 14.3.0.

7.5 Obtencion del ICs,
Se obtuvo la concentracion inhibitoria al 50 % (IC50) con los resultados de los

ensayos in vitro, con ayuda del paquete JMP.

7.6 Morfologia del trofozoito de G. intestinalis
Para el analisis morfolgico de los trofozoitos (WB), se expusieron 1x10° a la IC50

(.5596 ug/ml) del extracto etandlico durante 24 horas. Posteriormente, la muestra
se colocé en un bafio con hielo durante 15 minutos, se centrifugaron a 3500 rpm y
se lavaron con PBS 1 X. Se tomé6 una alicuota (de 10 pl) se coloc6 en un
portaobjetos, se dejo secar a temperatura ambiente, se fij6 con metanol y se tifié
con Giemsa. Finalmente, el montaje de la preparacion se realiz6 con resina Entellan
y se midié el largo y ancho de los trofozoitos. Se eligi6 una poblacién de 25
trofozoitos (WB) y se compararon las medidas del largo y ancho con los controles:
metronidazol (IC50: 350 ng/ml) y sin tratamiento). Se tomaron fotografias con ayuda

del programa Imagine pro Insight en el equipo OLYMPUS BX50.

Los datos obtenidos fueron analizados con las pruebas de HSD de Tukey-Kramery
Dunnett y el andlisis de varianza (ANOVA) de una sola cola en el programa JMP

trial version 14.3.0.
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8.0 Resultados

8.1 Identificacion de frutos
La identificacion de los frutos la realizd la Dra. Carolina Granados Mendoza. El

namero de folio que se le asigno al racimo de Bromelia karatas fue FS9866 y forma
parte de la coleccién de frutos y semillas en el Herbario del Instituto de Biologia de
la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM).

8.2 Obtencion de los extractos
De cada extracto se obtuvieron 11 alicuotas de 1 ml. El pH de los extractos

acuoso y etandlico fue de 4.0

8.3Cuantificacion de proteinas
La cantidad de proteina en los extractos acuosos y etandlicos fue de 12 y 13.1 ug/mi

respectivamente.

8.4 Ensayos in vitro
Resultados para el Aislado WB

Con el extracto acuoso y la concentracion mas alta (1.2 pg/ml) se obtuvo un

porcentaje de muerte del 55.38 ; 32.77% y con 20 ug/ml del metronidazol, la

respuesta fue del 100 ; 2.16% (Figura 18).

Con el extracto etandlico y la concentracion 1.31 ug/ml, la actividad antigiardiasica

fue del 95.32 ; 6.24 %, muy similar a la del Metronidazol (20 pg/ml) que fue del

97.82= 1.89% (Figura 19).
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Figura 18.- Relacion entre las diferentes concentraciones del extracto acuoso con el aislado WB de

G. intestinalis. Se utilizo la prueba de Tukey y Dunnet para el analisis. En la mitad de cada rombo

se encuentra la media de cada concentracion y las lineas azules representan las barras de error.
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Figura 19.- Relacién entre las diferentes concentraciones del extracto etandlico con el aislado WB

de G. intestinalis. Se utilizo la prueba de Tukey y Dunnet para el analisis.

Resultados para el aislado HGINV

Extracto acuoso. Las concentraciones 0.075, 0.15 y 0.3 ug/ml presentaron baja

actividad. Con 1.2 ug/ml la muerte de los trofozoitos fue del 51.22 ; 25.88%. La

actividad del metronidazol (20 ug/ml) fue del 98.32 ; 2.3% (Figura 20).

50




Extracto etandlico. Con 1.31 ug/ml la actividad antigiardiasica fue del 72.46 ;

22.54% y la del metronidazol (20 ug/ml) fue del 97.96 ; 3.39% (Figura 21).
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Figura 20.- Relacion entre las diferentes concentraciones del extracto acuoso con el aislado HGINV

de G. intestinalis. Se utilizo la prueba de Tukey y Dunnet para el analisis.
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Figura 21.- Relacion entre las diferentes concentraciones del extracto etandlico con el aislado
HGINV de G. intestinalis. Se utilizo la prueba de Tukey y Dunnet para el analisis.
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Efecto del extracto acuoso en ambos aislados de G. intestinalis

En el aislado de referencia (WB) se encontré el 55.38 + 32.77% de actividad
antigiardiasica con 1.2 ug/ml del extracto acuoso. Con el aislado nacional HGINV
(INP220806-HGINV) la respuesta fue del 51.22 + 25.88% con la misma
concentracion del extracto (Figura 18 y Figura 20). Se realiz6 una prueba t de
Student entre las respuestas que se encontraron en ambos aislados con las

concentraciones mas altas, para identificar una diferencia significativa.
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Figura 22.- Prueba t de Student. Para comparar los resultados de los trofozoitos expuestos a una
concentracion 1.2 ug/ml del extracto acuoso. Lineas azules horizontales en los polos: Desviacion

estandar. Linea media: Promedio. No hay diferencias significativas entre las respuestas.

Efecto del extracto etandélico en ambos aislados de G. intestinalis

En el aislado de referencia (WB) se encontro el 95.32 + 6.24% de actividad
antigiardiasica con 1.31 pg/ml del extracto etanodlico. Con el aislado nacional HGINV
(INP220806-HGINV) la actividad antigiardiasica fue del 72 + 22.54% con la misma

concentracion del extracto (Figura 19 y Figura 21).

52



110
100
oo
a0
70
60

% de Muerte

50
40
30
20

GVH

WE

Aiclados

N

N

Cada par
t de Student
0.05

Figura 23.- Prueba t de Student. Para comparar los resultados de los trofozoitos expuestos a una

concentracién 1.31 ug/ml del extracto etandlico.

Observamos que, no hay diferencias significativas entre los resultados obtenidos

para ambos aislados expuestos al extracto acuoso. Con el extracto etandlico si

encontramos una diferencia significativa entre ambos aislados (Figuras 22 y 23).

Se encontré mayor actividad antigiardiasica con el extracto etandlico (Figura 19 y

Figura 21). También se observé un mayor efecto antigiardidsico del extracto

etandlico sobre el aislado WB, en comparacion con el HGINV.

8.5 Obtencién del IC50

Tabla 8.- Resultados de 1IC50% de los extractos acuoso y etandlico

Ext. Acuoso | Ext. Etandlico
(ug/ml) (ug/ml)

WB 1.035 .5596

HGINV 1.070 822

8.6 Morfologia de los trofozoitos después de aplicar el ICy,
Se determinaron las dimensiones de los trofozoitos (WB) expuestos a la IC50 del

extracto etandlico, el metronidazol (350 ng/ml) y de trofozoitos sin tratamiento. No

53



se encontraron diferencias en la longitud de los trofozoitos de los tres grupos.
(Figura 24). Con respecto al ancho de los trofozoitos, se demostré que el

metronidazol aumenta el volumen de los trofozoitos (Figura 25).
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Figura 24.- Comparacion de la longitud de los trofozoitos del aislado WB expuestos al IC50 del

extracto etandlico, del metronidazol y sin tratamiento.
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Figura 25.- Comparacion del ancho de los trofozoitos del aislado WB expuestos al IC50 del

extracto etandlico, del metronidazol y sin tratamiento.
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Morfologicamente, los trofozoitos sin tratamiento, conservan su estructura piriforme,

los 2 nucleos, cuerpo medio y los 4 pares de flagelos, etc (Fig. 24).

Los trofozoitos expuestos al extracto etandlico y al metronidazol se ven
morfologicamente diferentes. Con el extracto etandlico se observan mas redondos,
los nucleos grandes y amorfos, y el citoplasma granular. En algunas fotografias no

se distinguen los flagelos. (Fig. 25 y Fig. 26).
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Figura 26.- Trofozoito de G. intestinalis (WB) sin tratamiento. a): 10X b): 40X ¢): 100X

55



Figura 27.- Trofozoitos con la concentracion ICs, (.5596 ng/ml) del extracto etandlico. a): 10X b):
100X c): 100X
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Figura 28.- Trofozoitos con la concentracion ICs, del metronidazol. a): 10X b): 40X c¢): 100X

9.0 Discusion
De acuerdo con Ekor 2014, la aceptacion y el uso de hierbas medicinales ha

aumentado en los ultimos afios, en parte, debido a la creencia de que estos
productos son "seguros" porque se originan de fuentes naturales. Sin embargo,
muchas de estas plantas medicinales de uso empirico no se les ha determinado su
efectividad, mecanismo de accién, efectos adversos y contraindicaciones, lo que

compromete su uso seguro.

Con esta tesis se demostro que el extracto etandlico de Bromelia karatas presentd

actividad antigiardiasica, con una efectividad mayor al 70%.
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Meza et. al. (2017), mencioné que los frutos de B. karatas tienen entre sus
compuestos proteasas y metabolitos secundarios (flavonoides, terpenos vy
cumarinas) que pueden poseer actividad contra organismos patdgenos. Este fue
uno de los motivos que nos llevé a elegir los frutos de B. karatas para evaluar su
actividad antigiardiasica. Nuestro trabajo es el primero en reportar la actividad

antigiardiasica de un extracto etanolico de los frutos de B. karatas.

Por otro lado, se ha reportado que hay una enzima denominada karatasina, la cual,
posiblemente sea la que produce el efecto antigiardiasico. Meza et. al. 2018,
lograron caracterizar esta proteina de manera parcial; sin embargo, no evalué su
actividad contra patdégenos. Lo que se encontrd, es que la actividad enziméatica
varia, dependiendo de la ubicacion de la planta. Por lo tanto, seria de interés
identificar a la karatisina. Posteriormente, colectar frutos de diferentes localidades y
analizar in vitro para comparar la actividad antigiardiasica que poseen sus extractos

y si dicha actividad es producto de esta enzima.

Nosotros utilizamos frutos maduros y obtuvimos 12y 13.1 ug/ml para los extractos
acuoso y etandlico respectivamente. Nuestros resultados no concuerdan con los
reportados para frutos maduros por Villanueva et. al. 2019. Colectaron en 3
localidades de Yucatan, México, obtuvieron un promedio de 1.48 mg/ml de proteina.
Cabe mencionar que, los frutos estaban en diferentes estados de maduracion, pero
no habia frutos verdes. Se necesitan aproximadamente 100 veces nuestros valores
para obtener valores similares a los obtenidos en el estudio de Villanueva et al. 2019
(1.48 pg/ml). Una explicacion a estas diferencias de concentracion es que, las
condiciones bidticas y abidticas (temperatura, altitud, tipo de suelo, etc.) de las
localidades en las que se puede conseguir el fruto de Bromelia karatas provocan
una variabilidad en los frutos tanto de su concentracion de proteina como de la

actividad enzimatica, como lo mencionan Villanueva et al. 2019

Entre los extractos acuso y etandlico, la cantidad de proteinas es similar, sin
embargo, si hay diferencias en su actividad antigiardidsica. En los experimentos in
vitro los resultados presentan una tendencia a una relacidn dosis-respuesta,

(Figuras 18-21); ya que, a medida que va en aumento la concentracion, la respuesta
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en los organismos también aumenta. En este trabajo reportamos que, el asilado WB
presenta un mayor porcentaje de muerte con ambos extractos que el aislado
HGINV. Sin embargo, entre dichos aislados hay una diferencia significativa entre las
respuestas que se obtuvieron con el extracto etandlico. Por lo tanto, la mejor
actividad es la del extracto etandlico expuesto ante el aislado WB. La diferencia en
el porcentaje de muerte de los aislados puede que radique en la capacidad invasiva
de HGINV, que puede ser la clave de haber tenido mayor resistencia que WB,
porque, Reynoso et. al. 2015 menciona, que estos trofozoitos pueden tener la
capacidad de secretar sustancias para invadir las microvellosidades del hospedero.
También puede que cambien mas rapido sus VSPs en comparacion de WB, y asi
logren protegerse con mayor efectividad. Las condiciones en el laboratorio también
pudieron haber influido. Si un aislado se mantiene en condiciones éptimas, puede
presentar dificultades al exponerse ante algun ambiente que presenta factores
estresantes, como el cuerpo del hospedero o, medio de cultivo adicionado con algin

farmaco, compuesto, extracto, etc.

La respuesta del extracto etandlico con el aislado WB es igual que con el

metronidazol (97.82% 1.89%), sin embargo, la concentracion del farmaco es muy

diferente, ya que se utilizaron 20 ug/ml de metronidazol y solo utilizamos 1.31 pug
/ml del extracto etandlico. Esto quiere decir que, para tener la misma respuesta,
tedricamente son necesarias 15 veces mas del extracto etandlico. Por lo tanto, el
extracto etandlico posee una actividad superior a la del metronidazol, por lo que lo
hace un extracto interesante que puede tomarse en cuenta como un buen candidato

para seguir ensayando en un modelo in vivo. La respuesta con el aislado HGINV no

es significativamente diferente a la que obtuvo el metronidazol (97.96 ; 3.39%). Por

lo tanto, podemos afirmar que el extracto etandlico de los frutos de B. karatas
presenta actividad antigiardiasica contra ambos aislados, por lo que, esto lo hace
interesante para continuar investigando con este extracto la respuesta con otros
aislados, durante el proceso de enquistamiento en Giardia, y quizas con otros
protozoarios de importancia médica, como: Trichomonas vaginalis, Entamoeba

hystolitica, Leishmania, etc.
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La explicacion sobre la mejor actividad del extracto etanolico puede deberse al
utilizar el etanol y la solucién TRIS-HCI (0.02M) como disolventes, (cémo lo realizé
Moreno-Hernandez et al., 2017), que contribuyeron a que se disolvieran en ellos el
o los compuestos que tienen actividad antigiardidsica. Sin embargo, es necesario
caracterizar los compuestos principales del extracto etandlico, con técnicas
quimicas como la cromatografia en columna para lograr separar y analizar los

compuestos.

Cuando se obtuvieron las concentraciones inhibitorias al 50 % (ICso) y comparamos,
se comprobo que, la mejor actividad esta en el extracto etandlico con el asilado WB
(.5596 ug/ml) de G. intestinalis. Los resultados del extracto etandlico con el aislado

HGINV (.822 ug/ml) son ligeramente diferentes a los mencionados anteriormente.

El resultado del IC 50 para el extracto etandlico de la pulpa del fruto con el aislado
WB fue de .5596 pg/ml. Camacho et. al. 2002 reporté actividad fungicida en el
extracto metandlico de pulpa de frutos de Bromelia pinguin. Se evaluo el extracto
con varias cepas, pero la mas sensible de todas fue Trichophyton mentagraphytes
FM 583, con la concentracion minima inhibitoria de 1 mg/ml. Con respecto a la
concentracion de cada uno de estos extractos, podemos apreciar que, la diferencia
es bastante considerable. Una explicacién, es que quizas, la membrana de G.
intestinalis es sumamente delgada, comparada con la pared celular del hongo

(ademas de que presenta quitina).

Con el extracto puro de Bromelia pinguin se evalud su actividad contra Toxocara
canis. Acevedo, 2003, report6 una efectividad del 100% en la actividad
antihelmintica con un 80% de dafio en la cuticula de los nematodos adultos, la
concentracion de proteina que se reporto fue de 19.6 ug/ml, y en estos ensayos se
colocaron 3 ml del extracto puro, que presentaron 60 ug/3 ml de proteinas. Estas
cantidades son sumamente grandes en comparacion con las que tenemos en este
trabajo, sin embargo, con estos datos podemos confirmar que, los frutos de plantas
del Género Bromelia tienen proteinas y/o compuestos con actividad antihelmintica,

antigiardiasica y antifungica.
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Cuando tefiimos los trofozoitos que sirvieron como control negativo, se observo una
forma tipica, piriforme, se logré observar ambos nucleos, bien tefiidos de tonalidad
morada y el cuerpo medio, ademas se observaron los cuatro pares de flagelos:
anteriores, posteriores, ventrales y caudales. Los trofozoitos midieron 14.72 x 6.72
um. Este tamafio promedio concuerda con lo registrado por Ponce & Martinez
(2014), un promediode 12a15x5a 9 um.

Los trofozoitos que fueron expuestos a la concentracion de .5596 pg/ml (IC50)
mostraron cierto dafio, ya que, cuando se midi6é el ancho de los trofozoitos (14.8 x
7.52) si fueron ligeramente diferentes de los trofozoitos que no se expusieron al
extracto (14.72 x 6.72 um). Tal vez el extracto afecta a la membrana; la cual, se
vuelve permeable y entra mas extracto y modifica la organizaciéon interna de la
célula, causando también malformaciones en la estructura general del organismo.
Sin embargo, es de interés que se evalué el efecto del extracto etandlico
ultraestructualmente para conocer el mecanismo de accién sobre los trofozoitos de

G. intestinalis y poder afirmar donde ocurre el dafio con exactitud.

El aporte de este trabajo radica en que es la primera vez que se reporta actividad
antigiardiésica en los frutos de B. karatas, abriendo un camino a una nueva linea de
investigacion, ya que faltan bastantes pruebas para que el extracto etandlico de los

frutos de B. karatas sea considerado un tratamiento alternativo.

También se deberian realizar los mismos ensayos, pero, con frutos pertenecientes
de otras localidades como en el trabajo de Villanueva, et al. 2019 para comprobar
si existe una variabilidad en la actividad antigiardiasica del extracto etandlico y
también trabajar con frutos verdes, ya que cdmo mencionan Moyano et, al. 2012,
estos frutos presentan mas proteina, y si la actividad antigiardiasica proviene de
estas biomoléculas, tal vez presenten un porcentaje de muerte aun mayor que el

obtenido en este trabajo.
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10.0 Conclusiones
e Es el primer trabajo en donde se reporta actividad antigiardiasica de los

frutos de Bromelia karatas en dos aislados: WB y HGINV de Giardia
intestinalis.

e El extracto etandlico es un buen candidato para proseguir con estudios y
valorar si presenta los requisitos necesarios para llegar a ser parte de un
tratamiento alternativo, ya que presenta una buena actividad antigiardiasica
con una baja concentracion y gracias a la tincion de Giemsa observamos un
posible dafio en la membrana y un cambio en la morfologia interna de los
trofozoitos desde la IC50 (.5596 ug/ml).

e Se encontraron diferencias en la respuesta de las dos cepas de Giardia en
los extractos. En el cual el extracto etandlico tuvo mayor actividad que el
acuoso. Ademas, hubo diferencias entre el tamafio (ancho) de los parasitos
expuestos con los diferentes tratamientos, siendo el de metronidazol el que

mas diferencias tuvo con el resto.

Perspectivas

e Analizar el dafio provocado con el IC50 del extracto etandlico en el aislado
WB por medio de Citometria de Flujo, para analizar el proceso de dafio
provocado por apoptosis y/o necrosis.

e Es necesario evaluar el dafio a nivel ultra-estructual por medio de
Microscopia Electrénica de Barrido de Transmision.

e Realizar ensayo in vivo en jerbos Meriones unguiculatus para confirmar o
descartar si el extracto etandlico mantiene su actividad antigiardiasica.

e Es necesario caracterizar los compuestos principales del extracto etandlico
con la cromatografia en columna y también deben de utilizarse técnicas

moleculares para identificar proteinas.
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