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RESll:UEN 

La _gjardiosis es una infección unesr1nal cuyo ~nle c:aui.a.I C'S Guu-.J1a Juod .. •na/u Esre es un 

prorozoario 0.3gL'Jado binucJcado que P.,."'lras1ta un ampho rnng.o de vcrtC'brudos. produciendo en hun-.;mos 

cuadros dinicos que abarcan man1fesmcrones diarreicas h3Sla sindrOJne de malabsorc1cin La ¡;j.:1rd1os1s. es 

un problem.:i de ~ud pUbhca, que conlleva a repcrcu:uones de! tipo C'COn01111co C'n paises en donde C'S 

C"ndCm1ca. AC"ti.uiln1C'nte. c>I pnnc1pal nJC'carusrno de conrroJ 1nclu)'·e el uso de rarn1acos, rnrre 105 cuales 

C!'Sl&in conrrmplados el merronid.'.uol. 11md.--uol. fura..;i:ohdona y qu1n.acrina Dw:-b1do, a que ~ cuent.."I con un 

nirmero limitado de agC'nles quim1orer:ip1cos se han en1pleado algunos de eJJos Esto úJ111110 h.61 propicr3do 

el que u esren generando e.a.sos refracmrios ;al rra~nuento de la g1ard1os1s. por el deurroJJo de res1srenc1.a 

a dichos agentC"s. 

En C'I presente rro:1ba.Jo. micralmenre se decidió evaluar JOJ sens1b1lid3d dC' rrorozoÍIO'S de r; 

Juad.:nQ/nr de las cepas de referC"nc1o:1 \\'B y P- l cull1vudos ª"énJC'OJn'lenre ~C'ÍOJ merrorudaz.ol. farmx-o 

representativo de Ja f.anulia de Jos 5-Nr. empleando dos merodos fis1ológ.lcos [subcuhl\"O en medio J1qu1do 

y subcultivo en medio s.emisóJidoJ y comparar éstos con J mé1odos b1oquim1cos: reducc10n de uks de 

tetrazolio (1\-fTT). 11nciOn con coJor:mres fluorogenicos <FDA-PI) e mcorporacicln de nudeotrdos 

radfo.;tctivos c'H-TdR). Los d.:llos obtenidos se evaluaron est;:idislica1nenle y se obtu\ojeron \·aJores de OL,o 

como par.imetro de sensibilidad de c.ada merodo C'n base a la construcc10n de curvas doE1S-rC'spuest.a 

Una '\"C'Z selC"C"C1onado eJ ml!todo Óptimo. se e\'aluó la C'ficac1.a f.annacológ)ca de seis den'\·.3dos del 

&nJpó de los 5-Nr. determinándose par.a cada f.3rrnaco sus OL"' y ·'fJC corno parametro estricto de 

pocencia en ellos. 

Posteriormente, se realizó un estudio rransversal en donde se .an.~liza.ron las dos cepas de 

referencia mencionadas y..; aislados me111icanos fI.\fSS-~. l.!\155-.J, CIEA-10 y ClEA.-5::!J con sus clonas 

re.speciiva.J, con la finalidad de evaluar su sensibilidad ante el metronid.u:ol y rimdazoJ. Con base a los. 

daros obtenidos en eJ estudio anterior. se seleccionaron algunas cepas. aislados 1ne1111canos y clonas con 

distintos ~ en su scnsibtlidad a J.a.s drogas uoliz;1d.as. con el objerivo de evaluarlos en un estudio 

lona,itudinal ~mplcando cuhivos conrinu0$ del pL1r.isito. 

IX 



Asimismo nos pólrec10 inleres:uue analu.ar p;,rc1:lftncn1e d fenórncno de resiuenóa a drog;1s C'll 

f3. JuoJ.enoh.'t, para lo cual se con1par.:tJon vanos n1elodos de 111ducc1on anacrob1ca de res1s1enc1a a 

f.:irniacos ,,, ,·lfro. enrre los que se 111clu}eron la res1s1enc1a 1nn.;11.a o espon1ane.a. l.1 rad1ó1c1ón con luz U \" 

y lól seJecciOn rnduc1~ por droga L'na VC'Z. ob1e111d:ss ési.as se prcw:C'd1ó a corup.arar s.us proces.os celularc-s 

fuodamenrales con una cep."1 s1h.-c-sue ( \\.'B) :ldc1nas de an."lhLar el efc-Clo dC' dicho .agente farn1acolog.1co i:-n 

el parásito. 

Los resultados mostraron que e11;1sten patrones dos1s-respuesu C..'\rac1errst1cos para cad.;1 f.:u1n.aco )o 

melado utilizado Los \oalores de DL.o par:. el metron1dazol fueron semeJan1e1 e1npleando los rnetodos de 

subcultn-o en medio liquido. FDA·PI y 'H·TdR De m.:::mer.3 mteres.."mte los m¿todos menos sensibles 

fueron el s;ubculuvo en medio 5C'n11sohdo y la rc-ducc1on del !\.rr-T A.s1n11smo. las cepas an.ah~das no 

mostraron d1ferenC"i.il.S sig.n1ficarivas en Ja M!Os1b1Ji<Ud a esle farniaco (P"O 0:51 El 1nétodo selC'Cc1on.ado 

tue c-1 FDA-Pl en 1ermmos de ~ns1b1hdad. costos. fac1hd.:Jd de rea.h.z.acrón y rC'prOduc1b1hdad U act1\·1dad 

en orden dc-crecienle de los .S-N1 fue. ornidaz.ol .., 11n1dazol > romdazol > secnida.zol > d1me1ndx?.ol 

mettonidazol Los estudios lransversalc-5 mostraron una heterogeneidad en Ja sens1b1l1dad ante Jos 

f.;irmacos ut11iZ3dos. 1nienlras que en los c-stuc:Los long,nud1nales se observó un con1port:::im1ento d1ferenc1aJ 

c-n la suscept1bdidad a los f.iirniacos empleados. adem.a.s de que no hay un mantenu111en10 de un fenotipo 

p.ilMicular ya sea tolerante o sensible-. En cuanto a la obtenC"1on de cull1\·os rc-s1stentes al 1ne1ronrd.uol 

dest3Có Ja sdección inducida por drog..-i. debido a que es un prcw:eso que pcrmne conseguir c-IC"v.ar 

gradualmente la concentración de los f.ám1acos empleados. descari..l.ndose defin111van1en1e la res1s1enC"1a 

innata o c-sponlánea debido a la gr<1n vanab1hdad que present..uon las ce~ de referencia. a.alados y 

clonas en el estudio longirudinal. A.s11rus010 la rad1ac1ón con luz U V. prop1c1a la forn1ac1ón de dimeros 

en las p1rimidina.s Jo cual no pern111e. ap.."1rente111en1e. que el parásito soponc concen1rac1onc-s ali.as de 

Por otro fado. el metron1daz:ol afecta princip.almc-ntc- la tas.a de sinresis del ONA Ja cual es 

decrementada nocoriamente. Otro prOC'eso afectado es la sintesu de R."lA la cual t."tmbiCn se encontró 

disminuida., y por su pane Ja sintes1s proteinica sólo se afCClÓ ligeramc-nte. 
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l. INTRODUCCIÓN : 

El impacto de las enfermedades parasitarias en el campo de la salud pública es 

cnonnc. Se ha estimado que una tercera parte de la población mundial esta infectada con 

parásitos y que el número anual de muen es debido a enfermedades parasitarias es del 

orden de varios mil1ones ('.Varren. 1988). La relación existente entre el hospedero y el 

parásito es dinámica,. en vista de que cada uno modifica las actividades y funciones del 

otro. lo cual trae como consecuencia problemas de salud humana y veterinaria que 

generalmente se refleja en la economia de los países. 

Un parit.sito se define como un or"ganismo que depende metabólicamentc de un 

hospedero. y dependiendo de la loca1ización en este último se catalogan como: 

endoparásitos (parásitos que se encuentran dentro del hospedero). y ectoparilsitos (si se 

sitúan fuera del organismo). Generalmente existe ciena especificidad en una relación 

hospedero-párasito. Algunas veces. ésta es tal que el parásito se restringe a una sola 

especie del hospedero. en otras ocasiones ésta se amplia dando lugar a una zoonosis. que 

ha sido definida por la \VHO como infecciones o enfermedades que se padecen por 

transmisión natural del agente causal entre animales vertebrados y humanos (Faubert. 

1988). 

Dentro de Jos parcisitos se lncluyen a los protozoarios. los cuales tienen una 

organización unicelular simple pudiéndose replicar directamente en circulación sanguínea,. 

tracto intestinal o tejidos del hospedero vertebrado. La mayoria de los protozoarios 

parásitos permanecen. al menos durante una parte de su ciclo vital. dentro del hospedero 

(i.c. eritrocitos. fibroblastos. céls. musculares. macrófagos)~ y en varios aspectos son muy 

similares a otros agentes infecciosos tales como bacterias y virus. los cuales se replican en 

el hospedero en nichos cxtracclulares e intracelulares. 

El desenlace de la relación hospedero-parásito esta influido por la patogenicidad y 

virulencia que presente el parásito. por lo que el comprender las bases fisiológicas y 



bioquJmicas de Jas pnrnsilosis o cualquier enfermedad infrcciosa ha dado Jugar a medidas 

terapéuticas y prevcmivns aplicables a comunidndes endémicas En el caso de la giardiosis, 

aJ igual que otrns parasitosis. se ha notado Ja existencia de números crecientes de casos 

refractarios al tratamiento debido a la existencia de áreas endémicas como Jo es ~fCxico y 

otros paises, además de las posibles rcinícccioncs de Jos pacicrllcs, y en algunas ocasiones 

de Ja ineficacia de los fürmacos en uso común. por lo que es importante dcsarrolJar 

métodos de evalunción de agentes antiprotozoarios, el cual es el motivo de eMc 1rabajo 

1.A. GENERALIDADES DE Gir1rdi11 tlurulenali.or: 

Este protozoario fue descubierto por Lecu,venhock ( 168 1) en sus propias heces, 

pero Ja primera descripción identificable fue hecha por Lambl ( 1859) que le dio el nombre 

de Ccrcnn1011as i111est111a/is. Por la coníusión surgida respecto al uso de Jos nombres 

il11cs1i11a/i.'J; y cutc.1nca para esta especie. Stiles ( 1 915) creó la denominación binomial 

Giardia lan1h/Ja en honor al profosor A. Giard de Paris y del Doctor F. Lambl, de Praga. 

Giardia ha sido clasificada en el phylum Sarcomastigophora y clase 

Zoomastigophorca junto con otros parásitos flagelados tales como· Le1Sh111c1111a, 

Trichon1011as, Try7k7110.vu11a. y D1c111a111ot•ha, en el oodcn Diplomonadida. y tomando en 

cuenta la secuencia de su subunidad menor de R:-.:Ar. ha sido propuesto como el 

eucariontc más primitivo (Sogin i.•t al, l 98S) G1ard"1 penenc-cc a un grupo 

filogcnéticamente primitivo de protozoarios an¡!crobios. los cuales aparentemente 

provienen de ancestoos arquebactcrianos que no presentan nlitocondrias (Cavalier, J987; 

Edlind y Chakrabony, 1987). 

Se han descrito vadas especies de Giardia considerando algunos criterios que 

ayudan a diíerenciar a este parit.sito siendo: la especificidad deJ hospedero. las dimensiones 

del cuerpo y las variaciones en Ja estructura las cuales son: G. agihs que infecta a 

anfibios. G. muris que iníecta a roedores, aves y reptiles, y G. duodena/is que infecta a 
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una variedad de marnif'cros incluyendo humanos, asi como aves y reptiles (Filicc, 195:?), al 

respecto es imponantc r11cncionar que se le llama G. duode11a/1_\. en lugar de e;. lan1h/ia 

por dos razones principales, siendo la primera c..·J lugar en el que parasita a sus hospederos, 

esto es, en el duodeno; y la segunda porque no es adecuado que la especie lleve el nombre 

de un investigado.-. Recientemente se ha propuesto anexar dos csrccies una de ellas se ha 

encontrado en aves de la especie .\f,•/op.\Jffnc115 1111J11/at115, nornbr<indosclc G. p.ul/aci 

(Erlandscn y Bcmrick, J 987) TambiCn Erlandsen ,., al ( 1990 b) propusieron Ja especie G. 

e1rdeac! prescnle en garzas (Ard,•a /u:rodiu.">) la cual habia sido incluida en el gnJpo .. 11111r1.s .. 

por Filicc ( J 95~). 

Gianba presenta dos cnridndes morf'ológicas en su ciclo biológico. La fase 

vegetativa es el trofozoito. que es un organismo binuclcado con íorma de pera. mide de 

10-15 J.101 de largo y de 6-JO J.101 de ancho. su superficie dorsal es convexa y Ja ventral 

cóncava. tiene un disco adherente amerior. cuenta con cuatro pares de flagelos dispuestos 

en posiciones anterior. lateral. pos.terior y caudal. El disco no es simCtrico, tiene 

microtúbulos Tigidos ordenados en espiral, con una muesca posterior que sirve para que al 

moverse. Jos flagelos expulsen el liquido del disco, facilitando la adherencia del parásito 

sobre las microvellosidades intestinales. Los flagelos se originan en los axonemas 

citoplásmicos constituidos por nueve hileras periféricas de microtübulos pareados, que 

rodean a dos micro1übulos centrales y están revestidos por la unidad de membrana 

superficial. El movimiento vigoroso de los flagelos nntcriores y caudales comprime el 

citoplasma del trotOzoito, impulsando la circulación interna de Jos liquidas cuando Jos 

flagelos caudales se levantan, la succión ventral disminuye y el microorganismo puede 

desplazarse. Los flagelos anteriores y postcrolaterales facilitan el desplazamiento del 

protozoario en el liquido duodenal El cuerpo mediano, de moríologia variable. es un 

agregado ovalado de microtUbulos curvos que se extienden hasta los a.xonemas caudales. 

reforzando su capacidad motriz (Carrada, 1984). En el citoplasma se encuentran presentes 

gránulos ribosomaJes y de glucógeno. pero no han sido identificados OTga.nclos propios de 
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cucariontcs como mi1ocondria. glicosomns. hidrogenosomas. peroxiso1nas y nucléolos 

(Adarn. 1991.. Thompson 1..•1al. 1993 b). (Figura t-A). 

La emidad infectnntc es el quiste. mide de 8-12 pm de largo y de 7-JO pm de 

ancho y esta rodeado por una pared compucsr:i por protcinas y carbohidratos fonnando 

una malla cuyo espesor es de aproximadamente 0.3 i1m de espesor (Erlandscn el al. 1990 

a). Dentro del quiste son visibles de 2 a 4 nüclcos (dependiendo si Ja división nuclear ha 

sido completada). cuerpos basales. cucr-pos medianos y elc:mcmos estructurales del flagelo 

y disco ventral (Figura J-D). El quisrc es relarivamcmc resistente al pH gástrico y la 

desecación ambiental. Los quistes de G. d110~.A·11a/i.o; sobreviven bien a bajas temperaturas, 

reponándose que duran más de dos meses a -i"C y menos de~ dias a 37cc (Bingham c.'f al, 

1979; Knight. 1980). Asimismo éstos resisten concentraciones altas de desinfectantes 

quimicos de uso rutinario. principalmente el cloruro o el dióxído de cloruro. por lo que 

actualmente se deben estudiar alternativas para la purificación de agua de consumo 

humano. ya que la desinfección por cloruros genera trihalometanos los cuales son 

potencialmente tóxicos (Karanis el al, J 991 ). 

G. d110,,k11a/is tiene un ciclo de vida simple bil.isico. consistiendo de una forma 

infectiva que es el quiste inactivo metabólicamentc y el trofozoito que es Ja forma 

vegetativa. DespuCs de la ingestión del quiste presente en agua y alimentos contaminados. 

el dcscnquistamiento es inducido al pasar éste por el medio ilcido deJ estómago y Ja 

presencia de enzimas hidroliticas pancreáticas. En general, de cada quiste emerge un 

trofozoíto tetranucleado. el cual se divide por fisión binaTia longitudinal en el tracto 

intestinal alto de humanos y la mayoria de Jos animales. y colonizan por medio de adhesión 

a la mucosa intestinal. El principal sitio de enquistamiemo de Jos trotozoitos es el yeyuno, 

y este se lleva a cabo cuando las materias fecales liquidas se comienzan a deshidratar 

gradualmente en su tránsito hacia el colon. completándose el ciclo cuando Jos quistes son 

expulsados en las heces y son ingeridos por otro hospedero (Adam, 1991; Lindley. 1988) 

[Figura 2). 
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FIGURA l. Entidades morfológicas del parásito protozoario Giardia duodena/is; 
A) Trofozoito, D) Quiste. Reproducido de Bron'll y Neva. Basic Cli
nica1 Parasitology,. U.S.A,. Appleton - Ccntury - Crofis,. 1983; y de 
Thompson el al,. 1993. 
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En regiones de Es10dos Unidos se hn mostrodo que hay una amplia variedad de 

especies de nnimalcs silvestres, paniculnm1cnte el castor. que son ponadorcs de quistes de 

Gianlla y se ha sugerido que estos animales form;in un rcscrvorio importante para 

la diseminación de la giardiosis (Davies y 1-liblcr. 1979) Estudios recientes realizados en 

animales domésticos. perros y rumiantes indican que hay otras fuentes potenciales y 

rcscrvorios de Giur,/Ja cercanos al hombre (Burct ,., o/, 1990) Aunque se ha demostrado 

que In giardiosis es una zoonosis (Thompson et o/, 1988). rn.mbiCn se han efectuado 

investigaciones que corroboran fuertemente esta idea. los cuales han concluido que hay 

una identidad fenotípica y genotípica entre aislados de humanos y animales (Faubert, 

1988; De Jonckhcerc et al, 1990). 

Por su pane, Carosi ... , al (1994) rcponnron que tan sólo 10 quistes viables de 

G. d11ode11a/i_~ son suficientes para causar la infección en humanos. siendo Csta una de las 

razones principales de la alta pre .'alencia de la giardiosis en comparación con otras 

parasitosis intestinales. 

l.B. GIARDIOSIS. MANIFESTACIONES CLÍl"ICAS. 

Los sintomns de la giardiosis se presentan en gran medida por la colonización de la 

pared intestinal por el parásito y. como consecuencia de ésto. se observa atrofia en las 

vcJlosidadcs intestinales. Las infecciones por G1ard1a suelen ser asintomáticas o asoci<sdas 

a una variedad de síntomas prominentes como una diarrea prolongada. la cual se presenta 

en íorma leve y produce heces scmisólidas. o bien ser intensa y debilitante cuando las 

heces Jlcgan a ser acuosas y voluminosas. Las infecciones crónicas se caracterizan por 

presentar esteatorrea que acompaña un síndrome de malabsorción con pCrdida de peso 

substancial. debilidad general y la consecuente fatiga. El periodo prcpatcnte de est3 

parasitosis es de 6 a 15 días. y el periodo de incubación frecuentemente oscila entre 7 y 21 

días (Knight. 1980). El espectro de la respuesta clínica puede ser atribuido a la variación 
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en Ja vinilcncia de Jos aislados de Gian.ha. n factores del hospedero tales como la 

respuesta inmune o bien una cornbinación de los dos. Actualmente se tienen evidencias de 

que Jos aislados de Gi<1rdia obtenidos de humanos. idCnticos rnor-fológicamcme, varian 

con respecto a sus antígenos de superficie (Smith t.'/ ,11, l QS;!, !':ash t.•/ ul, J 990 b). perfiles 

de isoenzimas (Andrc\VS '-''al. 1989). suscl."ptibilidad a pr-ote¡1sas (:"\.'ash ... , ul, 1991), y se 

ha revelado genéticamente por análisis del polin10r-tismo de l:t longitud de frngmentos de 

restricción (RFLP) y de impresión digitnl del DN A ó D!':'i\ fingerprin1ing ( Upcr-otl t."/ ul • 

1990 a; Carnaby '-"'al, 1991). Un sistema inmune intacto es imponame para erradicar Ja 

infección y para des.arrollar una inmunidad pr-otcctora (Fanhing, J 990). G1ard1a es 

esencialmente un parásito luminal y por Jo tanto el estudio de los mccanisrnos inmunes se 

han enfocado a Ja producción de anticuerpos JgA secretorios Recientemente hay estudios 

que sugieren que hay follas para desar-rollar una respuesta dd tipo de JgA a un antigeno 

del parásito de 57 kDa. el cual es una protcina de choque tC-rn1ico que esta asociada con la 

infección persistente, a diferencia de una respuestn de IgG a este amigcno y la respuesta 

de JgA a otros poJipCptidos de este par3!"ito en infecciones de larga evolución (Char et al. 

1991. 1992). 

Giardia provoca alrededor de un 7 ~'Ó de casos de diarrea aguda y del J 1-45 ~/o de 

casos de diarrea crónica. y menos del 50 ~,,ºde pacicnt.:s sir.torn.1.t1cos presentan evidencias 

bioquímicas de malabsorción de carbohidratos. grasas y micronutricntcs, aunque también 

suele ser responsable del desarrollo y crecimiento r-ctardado en ni11os (Fanhing et al, 

1986a~ Sullivan ... , al, I 991 ). El mayor impacto clinico de este par-ásito es en infames y 

niños. dur-ante Jos primeros 3 años de vida. en estad os de desnutrición y en pacientes 

inmunocompromctidos. 

La g:iardiosis presenta manifostacioncs intestinales y c:xtraintcstinalcs, rcponándose 

una variedad de mecanismos par-a explicar los pr-ocesos multifactoriales involucrados en la 

diarrea y malabsorción causada por G1ardia. Jos cuales se enfocan a: a) la mucosa 

intcsrinal y b) al lumen inlcstinal (KateJaris y Fanhing~ J 992). 
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En los mt:canisn1os de daf~o mucosal. se h:in cnconrrado anonnalidades 

esrrucruraJes y f"uncionales en el inrc..·stino delgado las cuales pueden ser detectadas en 

hunmnos y animales infectado ... c.,pcrinicnralmc..·nre, y pa1ccc prob;iblc que esto contribuya. 

al menos en parte . .a Ja di.'.lrrca y rna/absorcion :J~lH.-fad.:is .a e~t:1 infección Entre los facrorcs 

mucos.nlcs en la p:llogc!nesis se cncucn1r;1r1 a) Ja n1orfok•gi¡1, encontrándose n1cdiante 

observaciones de n1icro5-copia de luz que en ocasiones Ja arquitectura de las \.elJosidades 

parece normal, pero hay cambios uJrracslnJcturales r.alcs como el acon;imicnro y 

engrosamiento de las microvdlosid.adcs (T;1kano y Y<lrdlcy, 196.c;, JfosJ..:ins e/ al. 1967; 

l\1orccJ..:i y Parkcr, 1967). además di! un incremento cn Ja prorundidad de las criptas, b) 

reducción en la dCtividad cnzim.:i1ica de lacrasa, s.ucrasa. 111altasa y rrehalasa en la 

membrana de fa microvcllosidad (Duncombe c.'l 171, 1973, Ifanong ,., al, 1979; Daniels y 

BeJoscvic 1995), rcponándosc asimismo C]UC la reducción en las actividades de Ja 

disacaridasa son m<l.ximas cuando la diarrea y fa~ anorm.alidades morti:ilc\gicas. son más 

pronunciadas 

Se ha mostrado por n1icro.scopi;i dcctrúnica que los Tro?ozol!os de G1ariha. al 

adherirse al epitelio, provocan nip-:ura y distorsión de las microvcllosidadco; en el sitio 

donde el disco adhesivo vcntr.al interactúa con la mcrnbr.1na de J;i znicrovdlosidad 

(Erlandsen y Chasc. 197...i) c_;1arJu:1 prodLJCC, y posiblemente libera. substancias 

ciropáricas hacia el Jumen intestinal (Sanlra el al, J 958), <.1dem.i.s de contener un número de 

tiol pro1einasas las cuales podrian .1dht:1frsc a las g/ucoprotcín;-15 de la superficie y romper 

la integridad de Ja membrana de la micro\·eJlosid.ad (1 larc c.'/ al, 1989. PMcnti, J 989. !\."onh 

eJ al. J 990). También se ha mostrado que esrc flagel;ido expresa en su superficie una 

lec1ina que se une a residuos de manos;1 (Fanhins t.'/ al. J 986b). Esta Jcctina ~ufre una 

rup1ura mediada por rripsina de una molécula precursora ciropl:ismica (Lev c.•r al, 1986), y 

esra proreólisis puede mediar la .adhesión a los entcrocitos (Inge c.•/ al. J 988). inflamación 

mucosal asociada con la actÍ\.'ación de cCJuJas T y liberación de cirocinas (l\.facDonaJd y 

Spcnccr, 1988) 
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Por otro lado. enrre Jos factores lurnimtles en Ja parogenésis de la diarrea se han 

reportado: a) eJ sobrccrccirnicmo bacrcriano. que produce anormalidades estructurales en 

cJ intestino delgado similares a las ob.scrvoidas en giardiosis clínica tienen un papel 

in1portanre en el da1.,o nu.icosaJ. notándose que la gi:1rdio~.is sin:o1nri1ica se asocia con un 

incremento en cJ número de baclcrias ,1C"róbicas y .-inacrúbicas en '"'' intC'.s!ino delgado 

proximal (Tandon et al. J 977), b) la incorp(_'ración de ~alcs biliares por (ju1rd1a, la cual 

altera la expresion nniigCnica dcJ p."lr.:isito (J..::atclaris eta!. J99J) y c) inh10ición de enzimas 

hidroliticas, aprcci.'.indosc conct.·nrro1cioncs inrraiwnin:tks rcducid:is de tripsina, 

químiotripsina y Jipasa en p.:tcicnlt.•s sintomático~ con giardiosic; (Gupta y :-Ofehta, 1973; 

Chawla ,:ral. 1975. Okada cr~J/. J<JSJ) 

En cuanto a la prevalcnci.1 de las infccciont.·s por (;. J111.J<l .. ·11a/J.'>, en estudios 

recientes realizados en el Hospir;d Infantil de .,féxico Federico Gómez se encontró la 

siguienre distribución por edad de Jos nir1os con giardiosis :! J 4 ~-ó en lactantes. 4 J. 7 %~en 

preescolares. 2.7. 9 ~o en escolares y 9 '% en adolescentes (Berna! , .. , al. 1995) En paises en 

vias. de desarrollo. las rasas de incidencia oscilan entre un 8 y un =s ~'Ó como ocurre en 

regiones de LatinoamCrica (Fi_gueroa '-''al. J 9S J ), África (Ha son y Pntrerson. 1987) y Asia 

(Hossain .:r al, J933) En 1960 se rcponó una epidemia de _giardiosis en Aspen, Colorado, 

debido a que Jos tubos de drenaje ~e cruz;.iron con los dd agua puritic~1da infectándose 

gran parte de la población. DcspuCs se confirmó la misma ol•scrvación en ~J epidemias de 

origen hidrico en Estados Unidos de :....'0rte:l111crica <..·n:rc J 965 y J 980, con más de 7,000 

personas afectadas debido a fallas en el ~isrcma de filr ración. Este problema es frecuente 

en Mt!xico y otros paises latinoa11u:ric.1nos, donde C.!. con1Un el consurno de aguas 

contaminadas de rios, norias. pozos, canales de riego, manantiales naturales y cenares. 

Esto último se ha manifestado en casos de cnícrmedad contraida por turistas 

noneamcricanos o procedentes de rcsiones como Leningrado. URSS. considerada una 

región de riesgo elevado ( Drodskyc.•ral, 1974). 
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Por otro lado \\'hite 1.·t al ( J 972) y Brndlcy ( 1977) dividieron l;t!; enfermedades 

infecciosas transmitidas por agentes presentes en el agua en catcgorias. las cuales reflejan 

sus medios de transmisión, siendo c~t;1s· i) infcccií-,ncs propagadas a través del suministro 

del agua (a través de agua ), ii) infecciones difundidas por la falta de agu:l para la higiene 

personal (lavado de agua), iii) infecciones trnnsmitid:1s a través de un hospedero 

invencbrado acu;ltico (basadas en agun), y iv) infocc1om:s propagadas por insectos que 

dependen del agua (vcclorcs rclaciom1dos con el agu;i) Fcachern ( 1 q77) observó que 

había un traslapamicnto entre infecciones propiciadas por el suministro del agua y Ja faha 

de este líquido para una higiene adecuada por lo que las si:Uo c...kmro de las cntCrn1cdades 

Ceco·Orales, las cuales podían constituir un grupo sep:irado La clasificación I3radley

Fcachem fue· i) enfermedades fcco-oralcs (a travcs di: agua y lav:!dO de agua), ii) 

enfennedades estrictamente por lavado de agua (infecc10nes de piel y ojos), iii) vectores 

que viven con agua Tornando en cuenta dicha clasiticaci0n, entre Jos principales factores 

de riesgo para Ja transmisión de la giardiosis se encuentra la transmi~iOn a travCs de agua 

Ja cual ocurre cuando se consume agua contaminada por quiste<;> de c;1arJu1 Existen dos 

causas por las cua!c:s puede surgir este problema como son l.J fuente de agua y el n1Ctodo 

de tratamiento usado para la purificación de ésta. Por otro lado. Ja transmisión a través de 

alimentos contaminados ocurre porque los quistes de r;1.1rd1a sobrcv1\·cn en la 1nay0ria de 

los alimentos que no necesitan ser cocinados antes d.t! consumirse. propiciados por Ja 

inadecuada limpieza de verduras y frutas. y la tran~misión de persona a pc1·sona debida a la 

transfe""t"ncia de quistes en heces de un individuo infectado a otra persona. Aqui se 

induycn factores como Ja densidad poblacional, las condiciones higiCnicas, la proporción 

de individuos susceptibles en una pobl:ición (Harlcy. J 9Sg), la cantidad de niños en las 

guarderías (Kcystonc et al. J 978) y hombres :ion1oscxuales promiscuos (Schrnerin 1..·t al, 

1978). 

En Esrados Unidos las fuentes y modos de transmisión de la giardiosis, de acuerdo 

aJ Centcr ior Disease Control and Prcvention (CDC) estiman que el 90 % de infecciones 
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por Giartlia son adquiridas por beber agua no filtrada o por el contacto con Ja población 

en edad pedriática. eJ 1 O 1% restante In adquiere por beber agua de superficie no tratada. 

viajes intemacionales o n rravCs de prácticas sexuales (Knppus y Jurnnek, 1988). 

La proporción de casos parn la trnnsrnisión de persona a persona. y a través de 

afünentos y agua vnria de acuerdo a Ja región gcogritfica En estudios epidemiológicos 

estacionales se ha encontrado un pico en enero en c:I noreste de E!>paíia (Garcia ,•1 al. 

1989), aunque la eslricionalidad de Ja giardiosis en \\'isconsin es similar a la que ha sido 

reponada en Vermont (llirJ..:hcad y Vogt. J 989), Colorado (\\'righr ,·1 al, 1977), 

1\1innesota (Ayala y Hermida, 1987). Ad0.:ans:1s (Pasley ,·1 al, 1989), Oklahoma, ~1éxico 

(Hermida t!I al. 1990). y el Reino Unido, notándose los picos entre Jos meses de julio y 

octubre. Se repona que esta incidencia estacional puede ser mediada por la conrarninación 

de agua de superficie durante el verano La transmisión de persona a persona resulta 

también por eJ hacinamicnro poblacional 

Las medidas prevenrivas. por su parte. incluyen campañas de educación a Ja 

población para concicntizar del riesgo que implica el beber agua de superficie no tratada. 

así como realizar una construcción ndecuada de los pozos, promover su mantenimiento, Ja 

reparación ó el rcc:imbio de pozos poco profundos, y rnonirorear Jos sitios de natación 

públicos para minimizar la exposición a parasitos ,Asi mismo se incluyen el tratamiento de 

las personas con infecciones idcnrificadas. el mejoramiento en la purificación del agua y el 

control de sanidad que se debe acompai\ar con programas de educación pública dirigidos a 

su uso e investigaciones en el desarrollo de una vacuna cft.-ctiva. 

En relación con Jos métodos diagnósticos que se empican hasta ahora se han 

enfocado a detectar etapas especificas del ciclo de vida de G. d11odc11alls (quistes y 

trof"ozoitos en distintas muestras), y las técnicas más usadas son· 

1) ~fétodos tradicionales como son el cxámcn microscópico (coproparasitoscópico) 

muestras de heces eJ cuaJ detecta quisrcs Sin embargo. dado que los quistes se eliminan 

intermitentemente, esta técnica resulta ser inadecuada en una proporción alta de casos (30-
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50 o/o) (Knmnth y f\1un1gasu. 1974) Asimismo influyC'n en ésto otr-os factores tales como 

la administrnción de antibióticos. ami:icidos. y productos de cao1in que inhiben l:i 

excreción de quistes (\Volfe. 1984). Otros mCtodos, corno la nspir:ición duodenal y la 

biopsia. .. identifican principahncnte trofo7oitos (Gurdts et al. 1985) Un método adicional 

consiste en la obtención de liquido y/o moco dtiodcn<.tl a travCs de un lulo en una capsula y 

que. al ser extrnido unas horas después, es exprimido y se hace un frotis de la muestra para 

la observación directa en el microscopio de luz (Entero-test ó Cap Ocal) 

:?) Técnicas inmunológicas que empican reactivos biológicos para la detección de 

anticuerpos específicos contra G. d11odc.·1u.1'1.o; en suero y secreciones Entre las pruebas 

scrológicas mas empicadas se encuentran la inmunodifüsión (Vinayac ... , al. 1978, Jokipii y 

Jokipii. 1982). hcmaglutinación indircc1a (Ganguly y !\1ahajan, 1981 ), inrnunotluorescencia 

indirecta y la inmunofluoresccncia directa en la cual se han detectado anticuerpos 

específicos hacia Giard1a en saliva (Osipova t.'/ al. 1934) y ensayos inmunocnzimáticos 

(ELISA} en las cuales también se han empleado muestras como la leche materna (~1iotti 

et al. 1986). Por otro lado la detección de IgG amigiardia especifica en muestras 

sanguincas conservadas en papel filtro presenta una sensibilidad del 91 ~O y especificidad 

del 95 ~"o (,..'\.1-Tukhi .:tal. 1993) Dicho ensayo tambiCn ~e emplea en la detección de 

antigenos del trofozoito y/i...) quiste heces Otra tCcnica usada la 

contrainmunoclectrofor<:sis (CIE) la cual detecta antigcnos de quiste en heces en la cual 

se usa comercialmente el ELISA (Janoff&:t al. 1989) 

3) Técnicas moleculares, que son métodos basados en sondas de o;-..::A y la reacción en 

cadena de la polimcrasa (PCR) para secuencias cspec1ti.:-as del DNA. La segunda prueba 

se ha empleado para detectar y difcrenci.ar quistes viables y no-vi.:ibles de Gu1rd1a. además 

de caracterizarse por ser una técnic3 especifica y sensible dado que puede detectar hasta 

un solo quiste. lo cual la hace una herramienta muy útil para la detección ambiental del 

parásito (Abbaszadegan 1..•/ al. 1991 ). Asi mismo se ha empleado dicha tecnica para 

diferenciar cepas patógenas de Gwrdia (r-..1ahbubani et al. 1992) Tambien se ha empicado 
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Ja impresión digital de ON.~'\ con la sonda de DNr\ del fago !\flJ la cual c.:s capaz de 

mostrar diferencias gcncticas crlln: cepas de (_,"1an/Ja (Archibald 1.·t al. 1991) Por otro 

lado. la clcctroforcsi5 de enzinias (zi111odc111os) se usa para cxamin.1.i- la va1 iación gcnCtica 

entre aislados de <i. d11od1.·11ah_"> de." U1fcrcnt<..·S ar<..•;ts gc.:ogra1icas y adcrnás proporciona 

inComrnción sobre la estructura !,;cnctica. ploidi;t y la.xonomia y compara aisfados de 

diCerentcs especies de hospederos con el fin de d~m1ostrar si en rc:ilidad 1:1 transmisión es 

mediada por una zoonosis (!\feloni 1.·t ni. 1995) El RAPO (D:-.:A polimórlico amplificado 

al azar) es otra tc..~cnica que dctccta la variación gcnC1íc;1 cnlre aislados de G1an.ba 

(!\forgan et al. 1 Q93 a) 

!.C. TER.-,PÉUTICA DE 1-A GIARDIOSIS 

La piedra angular del tratamiento en la rnayoria de las parasi1osis intestinales es el 

empleo de agentes antiprotozoarios efectivos El tratamiento antip3rasitario debe ser 

apropiado parn cada infección y a la dosis corrccrn. vigilando los posibles efectos tóxicos. 

La elección de la via de administración se debe basar en la farmacodinamia del agente 

quimioterápeutico y la w'icidad La elección del a.gente •mtiparasitario parn un paciente y 

una parasitosis debe mantener un equilibrio entre la efectividad y el riesgo de la toxicidad 

Haciendo una breve n:scna his1órica. antisuamcnte se usaban para el tratamiento 

de la giardiosis sustancias muy tc'v..:icas como CCl4 , l Jg2+. y n¡3..- y posteriormente se 

utilizó la mepacrina. un agc:ntc trndicionalmentc antimalarico (.,fcndelson. 1980) 

Actualmente, Jos farnrncos mils utilizados en esta parasito$is son Jos siguientes (ver tabla 

1): 

l\letronid:az.ol (2-meiil-5-nitroimidazol-J-etanol). Este fármaco ha sido 

ampliamente usado en infecciones provocadas por bacterias y protozoarios anacróbicos. El 

mecanismo de accion de este 5-nitroimidazol en el par<lsito G. d11odt.:11alis es 



TABLA l. REGÍMENES DE THATAMIENTO CO:<IÚNJ\IENTE lJSADO PARA 

LA GIARDIOSIS. 

AGENTES DOSIS 

AJbcnd.,zol 

Furnzolidon.'1 

Metronid,'lzOI 

Ornid;azol 

Parnmomidna 

Quin."lcrina 

Sccnidazol 

Tinidazol 

Dosis imia 600 mg u 

ROO mg .,,00 mg -IOO 

mg diariamcnlc 

8mg/kgtdia (3 o -i 

'·eces dianamcntc} 

J S mglkgldia (3 ,·cccs 

diariamcnrc) 

1.5 8 dosis ünicas 

JO mg/kg./dla (3 ó ..a 

\."CCCS diariamente) 

6 mg/kg/di;i (J \'CCCS 

diariamcnlcJ 300 mg 

por dfa má.,.imo 

Nu'los JU mg/l.g 

50 mg/kg. 2 g m.á.'\:imo 

Dosis imic."t 

DURACIÓN 

1 ól J dias 

5 dias 

IO dfas 

!i dJas 

JO di:JS 

5 di.u 

J dfa 
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EFICACIA REFERENCIA 

6:?-75 % H:1JI '.'. N;ih .. u. 1993 

HI ~O H."llf ~ Nabar, 1993 

<.J5 "!O Hall~· Nah-,r, 1993 

XO"ó, D.:n1dson. 198-1 

90 ~-O D:n·idson. 198.a 

90 ~ .. Jokip1i y Jokipii. 

1982 

55-73 "!O. \\'alfe. 1984 

90% Dandson. 1984 

70% Cll41cón et al, 1991 

95 ~ .. Jok1pii y Jokipii. 

1979 

s~Jttlan. 1985 



completamente bioqui1nico. involucrando principalmente a la enzima fcrrcdoxina 

oxidorcductasa conocida también como piruvnto sintasa (PFOR). la cual pro1nucve Ja 

reducción del grupo nitro para f"omtar vnri<H intemtcdiarios tóxicos. como el radical anión. 

el nitroso. la hidroxilnntina y el amino. Estos posiblemente se pcgnn al DNA parn fomt.ar 

un complejo que no puede fimcionar conto iniciador para las DNA y RNA polimcrasas 

inhibiendo la síntesis de DNA u otras moléculas. y se generan finnlntentc dos mctnbolitos 

conocidos como ncctan1idn y 8cido-N-(:?-hidroxictil) oxoimico [Figura 3) (lngs et ol~ 

197-1 ). Es importante mencionar que la cuzinta PFOR interviene en In vía Ernbden-

l\.1eyerhof-Pam8s (El\.1P) [Figura -1], la cual se encarga d..: catalÍ.7..3r ta deM:nrboxilacíón del 

piruvato para generar acetato y C02 a partir de O-glucosa ( Lindmark. 1980; Lindmark y 

Miller. 1988), La PFOR tiene una m.nsa. molecular de 2-10 kDa, es una proteúta dintCrica 

que utiliza una proteína Fe-S (ferredoxina) como un aceptor de electrones y tiene un 

potencial de media onda muy negativo (Thompson t•/ al. 1993 b ). 

En cuanto a la fannacocínCtica del mctronídazol en hurn.:mos. se ha reportado que se 

metaboliza en el hígado por la oxidación de In cadena lateral y la formación del 

gJucurónido correspondiente. Los principales metabolitos oxidativos son: 1-(2-hidroxietil)-

2-hidroximetil-5-nitrointidazol. (el metnbolito "hidroxi") que tiene acth.--idad antibacterian.n 

y es detectado en pla~nia y orina. y el 8cido 1-(2-hidroxietil-2-hidroximctil-5-

Nitroimidazol (el metabolito ''hidroxi") que tiene acti,--idad antibacteriana y es detectado 

en plasma y orina. y el ácido-2-rnetil-5-nitroinúda7.ol-1- acético (el metabolito "ácido"). el 

cual no tiene actividad antibactcriana. y frecuentemente no se detecta en plastTla pero es 

excretado co orina. Así pequeñas cantidades de metabolitos reducidos. como acctarnida y 

ácido N-(2-hidroxictil) oxBmico se han detectado en orina y son fonnados por Ja flora 

intestinal (Koch et al. 1979 a). El mctronidazol aparece en Ja mayoría de los tejidos del 

cuerpo y fluidos de secreción incluyendo bilis. leche materna. fluido cerebroespinal, saliva. 

fluido seminal y secreciones vaginales. alcanzando concentraciones similares a las del 

plastna. También atraviesa la placenta y rápidamente entra a circulación fotal. 
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METRONIDAZOL 

il 

OH 

its1'{-c>ü 
L,.., 

111 

i 
IV 

DNA R.-.,¡A 

PROTEÍNAS OTROS BL'°'!'.'COS 

V 

Vil 

FIGURA 3. J\frcanismo de acción del metronidazol (l). involucrando Ja reducción del 
grupo 5- nitro a través de la en.rima PFOR. generando inrennediarios reactivos 
como: radical anión (11). nitroso (fil). hidroxilamina (IV) y amino (V). Cstos 
probablemente se pegan al DN~ RN~ proteínas u otros blancos promo'\iendo 
Ja-muene celular .. para Cmalmcnte generar ác.-N-(2-hidroxietil}oxámico (VI) y 
acctunida (Vil). Reproducido de Golchn.an et a/, J 986 y Borcham el al. 1988. 
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Los efectos adversos del mctronidazol generalmente están relacionados con Ja 

dosis. y los mó.s comunes son: molestias gastroimestinales. especialmente náusea y 

desagradable sabor metálico. se acompaña algunas veces por dolor de cabeza, anorexia y 

vómito. El régimen de tratamiento requiere de 5 a 7 días. y ha presentado una efectividad 

del 80-90 %. A..Jgunos estudios han mostrado que es mutagénico en bacterias (Rosenkranz 

y Speck. 1975 ; Lindmark y 1'.fuller. 1976) y carcinogénico en varias especies de roedores 

(Legator el al, J 975~ Rustia y ShubiK. J 979). Con lo que respecta a sus reacciones 

adversas. cuando es administrado junto con alcohol provoca una reacción parecida al 

disulfiram. La cimetidina eleva las concentraciones séricas de metronidazol incrementando 

el riesgo de efectos neurológicos. Este farmaco no está aprobado por la Food and Drug 

Administration en los Estados Unidos para el tratamiento de la giardiosis, aunque es 

ampliamente usado por los mCdicos para este propósito en éste y otros países en vias de 

desarrollo. Sin embargo suelen presentarse fallas en el tratamiento con derivados del S

nitroimidazol (!\fendelson. l 980), siendo algunas causas Ja inconfonnidad del paciente con 

el régimen de fármacos prescritos. Ja posible rcinfección del paciente. Jos cambios en la 

farmacocinética del fannaco, el posible escape de organismos a sitios privilegiados donde 

los íannacos antigiardia no son capaces de llegar. las deficiencias en el sistema inmune del 

paciente. la inactivación del fármaco por infecciones bacterianas concomitantes (Ed"\vards 

et al. 1979). la heterogeneidad en Ja respuesta de poblaciones de G1ardia a Jannacos 

antiprotozoarios (Majewska el al. 1991). así como la existencia de cepas resistentes al 

fármaco (Boreham el al. l 988 b ). Como se mencionó, en el mecanismo de acción del 

metronidazol, este es reducido dentro de las cCJulas a intermediarios reactivos con la 

formación de radicales libres. los cuales son responsables de la actividad del fiinnaco al 

causar ruptura a las cadenas del ONA y a los enlaces cruzados en estas mismas. La 

resistencia a fármacos puede resultar por una disminución en la incorporación de 

metronidazol por las lineas resistentes. o bien por la acumulación de metronidazol libre 

dentro de las células resultando de las fallas en la formación de intermediarios reactivos 

19 



por la oxidoreductasa PFOR. y por fallas de Jos intermediarios reactivos del metronidazol 

para actuar con el DNA (Dorclm.n1 4•t al, 1988 a) Asi111ismo, se ha asociado Ja tolerancia al 

metronidazol con cambios cll el 0:-...'A n nivel cromosoma! y niveles de O~i\ rep~tilivos 

(Upcroft c.>t al. 1989, J 990 b) 

Tinidnzol ( J -f2-(etilsulfonil )e1il]-:!-mc1il-~-nit1 oimidazol) Su 111ccanis1110 de 

acción al igual c¡ue 01ros derivados del 5-!'.'itroimid.:t.t'~•I, implica la reducción del grupo 

nilro generando dos mctaboli1os llamados :!-hidro-.;imctiltinidazol y ctil :!-(5-hidroxi-2-

mctil-4-nitro-l-imida2olil)-ctil-sulfona. los cuales se unen a macromoléculas o el O;\.'A. 

siendo Csto letal para la cdula (Ed\\ards 4•1 al. J97J) La eficacia del tinidazol en dosis 

únicas de 2 g ha ~ido del 89-100 nº (F;u·id 1.•t u/. 197.t. Pe1tcrson. 1975. Schcnone el '11, 

1975~ Salih y Abdalla, 1977. Danzig y Hatchuel. 1977) En cuanto a su metabolismo y 

excreción. e1 etil 2· ( 5- hidroxi-:. metiJ. -t- nitro-1- imid:u:olil)- ctil· sulfona es un 

producto de la biotransformación he-pática del tinidazol que involucra Ja hidro....:ilación y la 

reducción del grupo nitro El :-hidroximetiltinidazol es un mctabolito menor El fármaco 

no cargado y el metabolito urinario m;tyoritario se prescn1an principalmente en heces. 

aunque tambiCn se han encontrado en bilis, leche materna. fluido cerebroespinal, saliva y 

en una variedad de tejidos del cuc;.•rpo. asi como en la placenta Sus reaccíoncs adversas 

incluyen ligeros efectos sobre el ap:\rato g.1s1rointc.5t111al, como nausea y von1ito poco 

frecuente y se puede presentar leucopenia transitoria Este farmaco esta contraindicado en 

pacientes con discrasias sanguíneas presentes o con anieccdcnres de la!> mismas, tambiCn 

durante el primer tri111es1rc del embarazo y en etapa de lactancia (Roscntcin y Del Campo. 

1979) 

Quinacrina (N4-(6-cloro-.2-mctoxi.Q-acridinrl)-:-..: l .N 1-dictil- J .·l-pcntancndiamin:i 

dihidrocloruro). Es un compuesto antimal<irico que actúa inhibiendo Ja sintcsis de ácidos 

nucleicos. EJ tratamiento involucra un periodo de 5 a 1 O dias (David son. 1984) y es 

considerado por varios investigadores como el agente de selección. con una efectividad del 



90 %. Sus cfcclos colatcrnlcs son· psicosis tóxica y hemólisis en pncícnles deficientes en 

glucosa-6-fosf'ato dcshidrogcnnsa 

Furnzolidonn (3-[(5-nitro-:!-fürnnil) mctilcno]-amino]-2-oxnzolidinona). Es un 

derivado del nitrofurano con actividad antiprotozoaria y antibactcriana ActUa dañando el 

DNA dirccrnmcntc o por vía radicales de oxigeno (Thompso11 c.•/ al, 1993 b) Los 

nitrofuranos pueden ser i-c.Jucidos por enzimas citosólicas tales corno =--:ADI 1 y :-.=ADPH 

oxidasa. asi como tambiCn por la PFOR (l'l.1orcno c.•/ al. 19S4) Se ha observado que en 

GiarJia la sensibilidad a este tipo de farmacos esta conclacionada con un aumento en la 

actividad enzimft.tica de pcroxidasa y rcductasa dependiente del tiol, siendo esta una 

posible explicación del mecanif.mo de resistencia, lo cual en parte puede indicar que un 

adecuado funcionamiento del ciclo tiol genern el fenotipo de re~istencia (Smith c.•t al. 

1988). Los efectos advC'rsos mñs comunes de la administración de fui-azolidona invC'llucran 

el tracto gastrointestinal e incluyen náusea y vómito. es hepatotóxica. produciendo anemia 

hemolítica en pacientes con deficiencia de glucosa-6-fosfato dcshidi-ogcnasa. La Food and 

Drug Administnuion de tos E U ( 1991) la rcponó como cai-cinogenica y mutagCnica. y no 

se comercializa para uso hun1ano en Australia (To"",.nson .:t uf. 199:?) 

Paromom ici na ( 0-:2-amino-:-dcoxi-a-D-glucopiranosil-( 1->4 )-0-[0-:?,6-diamino

:2,6-dideoxi-P-L-idopii-anosit-( 1 ~3 )· f3-D-ribofuranosil-( 1 ---+5) ]-:-dcoxi-D-estreptarnin3. 

Pcrtenec..-: al grupo de los aminoglicó~idos. pi-c!>cntando actividad antibactcdana. 

antihelmíntica y amiprotozoaria. Su mecanismo de acción consiste en la inhibición de Ja 

sintesis proteica. al unirse al RNAi- (tipo 16 S) ta subunidad ribosomal menor (Adam. 

1991 ). Estudios realizados por Boi-clw.m t:I al ( 1986) con ratones neonatales revelaron que 

este fünnaco es de 4 a 5 veces más activo que el mctronidazol y la quinacrina, y dado que 

es poco absorbida en el intestino se reduce el riesgo de toxicidad sistémica. lo cual permite 

que sea recomendado durante el embarazo (Davidson. 1984 ). Recientemente se ha 

reponado que el par de bases especifica C- l 409/G-1491 del R~'l'Ar está implicado en Ja 

susceptibilidad de Gic11·d1a a dicho fiirmaco. mientras que todos los procariontes tienen 
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este par de bases. se: encuentra ausente en la mnvoriu de cucariontcs (incluyendo 

mamíferos) y varios proto<!oarios (Edlind. J 989). 

De manera g;cncr<ll, aclualmcntc se cstfsn presentando casos refractarios en esta 

parasitosis debido al uso indiscriminado y periódico de farmacos prescritos rutinariamente 

tanto en paises desarrollados corno en vias de dcsar rollo Por till rno1ivo. es necesario 

hacer una evaluación de: otros fornrncos ademñs de la sinlcsis de agentes quimiotcrápicos 

alternativos. En este sentido, actualmente se ha propuesto el uso de agcn1cs como 

pcntamidinas y bis-bencimidazolcs ( Bcll 1.•/a/, 1991, 199.3) 

La investigación de agentes anligiardia alternativos ha hecho necesaria la 

evaluación de Jos bcncimidazoles con10 agentes antiprotozo:t.Tios Enue ellos 

encuentran el albendazol, mcbendazol. fenbc:ndazol y nocodazol, cuyo 111ecanismo de 

acción propuesto es Ja unión a tubulina (protcina dimél'"ica compuesta de ~ubunidades a y 

f3 de aproximadamente 50 kDa cada una) y giHdinas (que sólo son cncont!'"adas en el disco 

ventral de G1ardia). viéndose en estudios i11 ,·i1ro que el trntamicnto con estos fiinnacos 

deteriora Ja adhesión de los trofozoitos a substratos biológicos (cds epiteliales) ó inencs 

(vidrio. plástico) y ocasiona cambios dramáticos en la moñologia del panlsito (~fcloni L .. , 

al, 1990~ Chávez e!/ al, J 99::?) El albcndazol. rncbcndazol y oxfondazol producen 

embriotoxicidad y 1era1ogéncsis en animales de l.:1borat0Tio. ademas no deben 

administrarse a mujeres embarnzadas (Botel'"o, J 986) Recientemente ha sido incorporado 

al Cuadl'"o Básico de l\1edicamentos del Sector Salud de ~féxico el albcndazol como 

antihelmíntico de amplio espectl'"o parn uso en medicina veterinaria y humana, y segün el 

perfil metabólico del organismo humano existen nuc' e mctabolitos, encontrándose en 

mayor proporción el sulfóxido y la sulfona de albcndazol (Fuentes .:tal. 199::?). 

Existen una serie de larmacos antigiardia cuyo estudio se encuentra en tase 

experimental. Por ejemplo, el fármaco antidcpl'"csor clorimipramina inhibe el crecimiento 

de Giardia in i•i1ro. posiblemente a tl'"avés de su capacidad parn inhibir Ja A TPasa asociada 

con Ja membrana (\Veinbach c!I al. J 985). El D~propanoloJ. al ser un fármaco estabilizantc 
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de la membrana inhibe tanto Ja motiJidad como el crccirniento de Giardia i11 wtro y hay un 

reporte clínico de un ea.so en que al presentnrse una falla al tnuamiento con metronidazol 

se le administró posteriormente DL-propanolol, asociándoseJc con una rápida 

erradicación deJ parásito (Popovic. 1990) Por otro lado Crouch 1.'t al (1986), han 

evaluado la sensibilidad 111 l'lfro de C. d11odc..·1u1k\- ante varios agentes quimiotcrapéuticos 

que no han sido usados prcviamcn1c en el tratamiento de Ja ,giardiosis, entre Jos cuales se 

encuentran Ja metloquina. doxiciclina, y rifornpina. observando una fu~ne actividad de 

Cstos contra el protozoario. por Jo que se ha propuesto su evaluación clínica como 

potenciales fürmacos de tratamiento alternativo r\crualmcnrc se ha evaluado in l'llY.> la 

eficacia del zinc de bacirracina encontrándose que es electivo en el tratamiento de la 

giardiosis. Jo cu.al es debido a que el zinc forma un complejo con la bacitracina que 

incrementa Ja estabilidad de Ja molécula asegurando su acdvidad farmacológica, de csra 

rorma resulta ser un candidato al1erna1ivo para eJ tratamiento de dicha inrección (Andrews 

et al, J 995). 
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l.D. ANTECEDENTES 

t.. Generales 

La resistencia a fármacos ha emergido como un obstáculo en el tratamiento y 

control de enfermedades de origen parasitario. Además. existe escasa información 

disponible relacionada con mecanismos moleculares y bioquimicos que contribuyan al 

conocimiento sobre ta resistencia a fi\rmacos en cepas y aislados mexicanos de G. 

d11ode11alis. por lo que en este trabajo se pretende evaluar parcialmente células tolerantes 

al efecto de los ascntcs quimiotcrapéuticos del tipo de los 5-Nitroimidazolcs. 

La resistencia a fármacos ha sido definida como un incremento en la 

capacidad de para.sitos individuales dentro de una cepa para tolerar dosis de un 

compuesto el cual podria ser letal para la mayoria de los parilsitos en una población 

normal de la misma especie. Una disminución en la sensibilidad podría ser causada por 

cambios genéticos o no genéticos en la célula blanco. Si un cambio en la sensibilidad 

no involucra un cambio en el DNA cromosomal o extracromosomal .. entonces es el 

resultado de una adaptación fenotipica. Esto ocurre en cultivos después de una larga 

exposición al fármaco bajo condiciones favorables para la cClula o el organismo. La 

resistencia fenotípica no es estable y generalmente se pierde cuando las cCtulas después de 

haberse cultivado un largo tiempo en presencia de íarmaco se transfieren a un medio libre 

de agente quimioterápico (Ke11y y Han. 1979). 

Lacey (1990) define la resistencia a fiirmacos en algún organismo como un cambio 

en la farmacodinamia del fármaco (absorción .. distribución. mctabolis1no. excreción y sitio 

de acción), y por lo tanto concluye que la resistencia no necesariamente se presenta en el 

sitio de acción del mismo. Estudios basados en la genética molecular de la resistencia a 

lannacos en malaria por P. falciparum han propuesto que este fenómeno es propiciado 

por dos formas: 1) Resistencia a fármacos nntifolato como lo es ln pirimetamina y 

cicloguanil .. la cual se debe a mutaciones puntuales en el sitio activo de la enzima 



dihidroColnlo rcductasa (01-Jl;R) (\\"cllcms. 1991), y 2) resistencia a Ja cloroquina. la cual 

es mcdinda por In pro1cína Jlarnada PgP (P-glicoproteina), para fa cual se h:m encontr-ado 

dos genes rndr (pfmdr- J y pfindr:?) que codific:m para homólogos de PgP identificados en 

este parási10. Uno de estos (pfmdr 1) tiene varios alelos qlJC h.1n sido relacionados con el 

f"enotipo de resistencia a la cloroquina (Co .. "·man. l99J) 

Ton1ando en cuenta csrn infonnación, y dndo que ¡1ctua!mcntc :<oc c~t;:'1n pres.entando 

casos refractarios al tralamicnto de la giardiosis se pm.·dc pensar que este problema es 

debido a dos razones: uno, la inefoctividad de Jos agentes quimiotcr<ipi.:os utilizados. o 

bien a Ja presencia de parfisitos resistentes en un ho~pedcro Por lo consiguiente. en el 

presente 1rabajo se pretende evaluar de una forma parcial este rC:notipo en fincas que sean 

inducidas c:>1:perimcn1ah11cntc 111 1·11ro a presentar re!>Ístcncia al metronidazol. fo.nnaco 

representante de la familia de Jos 5·Ni. el cual se elisio po:-que en !\fCxico es de Jos 

farn1acos más prescritos y la presencia de casos refractarios a esre formaco es un problen1a 

que va en aumento 

u. Pnr-ticul:lrrs. 

La resistencia a fármacos y d número limitado de agentes quimioter.'.ipicos 

disponibles para el tratamiento de infoccioncs debidas a protozoarios y bacterias 

anaerobias conduce a serios problemas de s;ilud humana y \ ctcrinaria El metronidazoJ 

es eJ tannaco de uso más común para la quimioterapia de la .g:iardiosis. además de 

caracterizarse por su uso indiscriminado en cienas .:!reas cndcmicas a esta parasitosis. ya 

que es prescrita para otros agentes infecciosos. tales como Bula111idn1111. Gard11~:rella. 

Entamoeba hisl<J~l'tica, BachH·o1dc!s. F11."fiforn1is, LL•1.\h111a111a 111,•xica11a. Tricho111011as 

'l'Ogi11a/i.v. Es así imponantc enfocarnos a estudios bioquimicos que nos determinen Jas 

bases de la resistencia a Jarmncos con este agente farmacológico en G- cl11ocie11alis. 
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La resistencia al metronida.zol ha sido reportada en cepas de /,J. frag1/is y 

Clostridi11111 pa.vr,•11ria1111m. la cual es propici~da por niveles disminuidos de la enzima 

piruvato f'erredoxina oxidorreduc1asa (PFOR) cuya función es donar los electrones a ra 
ferredoxina y en el segundo microorganismo por In hidrogcnasa bidireccional (hidrogenasa 

J) Ja cual se encarga de reducir el grupo nitro en este farmaco (Britz y \Vilkinson. J 979;; 

Church et al. 1988). La Tcsistencia al metronidazol ha sido estudiada con detalle en 

Trichomo11a.v. en donde se ha descrito la resistencia an:¡eróbica (generad!! sólo en el 

laboratorio. Cerkasovova et al. J 984). y la resistencia aeróbica (la cual se presenta 

naturalmente en casos refractarios al tratamiento. f\.fullcr el c1/ I 988) Estudios ill virro 

realizados en T. lnginalis y Tn1r1chomo11as fi:>c.•tus han correlacionado Ja resistencia 

con una disminución en Ja actividad de las enzimas PFOR (Cerkasovová el al. 1984~ 

Kabickova et al. 1986). 

Estudios recientes realizados por Upcroft et al, ( 199:?) sugieren que las Jineu.s que 

presentan el f"enotipo de resistencia a rannacos en G. duodenalts tienen rearreglos 

cromosomales. En el caso del aislado BRJS/8Jn-lEPU/l06-:2ID10 (linea resistente a JO 

dosis letales al metronidazol) se presenta la deleci6n de un gen llamado G6/I en el 

cromosoma 4. esta deleción involucra una porción de un cromosoma parcialmente 

duplicado en la cepa DRIS/83/HEPU/J 06. AJ comparar ambas cepas, no encontraron 

diferencias en el tamai'io del cromosoma. pero observaron que Ja pérdida de G6/l en el 

primer aislado está involucrada con una deleción de un segmento pequeño del cromosoma 

mencionado anteriormente que no pudo ser detectada por electroforesis en gel por 

inversión de campos (FIGE) debido a que es muy pequeño o bien un segmento grande con 

recambios de DNA que no abarcaron G6/l. Además se analizaron otras cepas como Ja 

BAH 12 que se caracteriza por un crecimiento lento, no presentándose G6/J, por lo cual 

asocian a este gen o proteina con cJ crecimiento y división anormal del pari:tsito. y 

mediante ensayos de inmunofluorescencia lo encontraron en el núcleo de los trofozoitos. 

Otro mecanismo de resistencia al metronidazol involucra directamente el 
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mecanismo de acción del fármaco bajo estudio. en Ja que interviene principalrncntc cJ 

sistema del tl'anspone de electrones. mediado a tra.vCs de la enzima PFOR. Esta puede 

tener una baja actividad enzimática y se conduce así a una producción reducida de 

radicales tóxicos que son los rcsponsnblcs del efecto farnrncológico. o bien por 

encontrarse alterados los niveles redox u otras características de dicha enzima, siendo 

posible también una producción baja de intermediarios reactivos y una gr:rn cantidad de 

metronidazol libre. Lo anterior ocasiona un bajo o nulo efecto citotóxico (Dorcham e.•/ al, 

l 988 b). Sin embargo, otras posibilidades como la presencia de mutaciones puntuales en 

Ja PFOR o bien Ja presencia de la PgP (P·glicoproteina), la cual esta involucrada con la 

resistencia a fiirmacos en cCJulas mamíferas~ ·no han sido aün explor3dos en G. d11ode.•11a/is. 

En general. hasta el 111omento se desconoce el mecanismo exacto por el cual 

surgen los casos refractarios a la quimioterapia en pacientes con giardiosis cJinica, por Jo 

cual resulta interesante estudiar algunos aspectos involucrados con este fenotipo 
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11. JUSTIFICACIÓN: 

La ginrdiosis es una parasitosis muy frecuente en ~1Cxico y otros paises tanto en 

vías de desarrollo como dcsnrroJl;,,dos soliendo se• cndCmica. (}Ue afi:cta principalmente a 

nii\os que por la situación antes expuesta ~cu1 frecuentemente rcinfcct;:1dos adenias de las 

condiciones prccisrias de higiene presente en c.<>ta población, cuya Íürn1a de control 

principalmente involucra el uso de agentes quimiotcr;tpicos entre los cuales se destaca el 

uso extensivo del n1clronidazol, farnrnco que presenta un amplio espectro. c.sto es, tiene un 

efecto fannacológico contra bacterias y protoLoarios anac1óbicos 

Dado que actualn1entc se están presentando casos r-cfractnrios en e5.ta parasitosis y 

debido a la existencia de poblaciones de (;nrrdu1 c/11uJ,·11alls resistentes a fannacos. e~ 

imponant-e tener infom1ación relacionada con los mecanismos moleculares que puedan 

estar alterados en lineas resistentes que conducen generalmente a fallas en el tratamiento 

con la finalidad de desarrollar estrategias metodológicas que controlen esta infección. 

Por otro lado. se requiere hacer una evaluación de mCtodos tanto bioquimicos 

corno fisiológicos Otiles en la cvaluacion de Ja susceptibilidad a fármacos en dicho par;l.sito 

porque en la actualidad no hay un consenso en estos ensayos. de los cuales se han 

reportado el crecimiento clonal en medio scmisólido (Gillin y Diamond. 1980), el 

subcultivo en medio liquido (llill t'/ al. 1986). la incorporación <le nucleótidos radioactivos 

(Boreham et u/. 1984~ lngc y Farthing.. 1987). la captación de colorantes t1uorogénicos [ 

FDA~PJ] (Schupp y Erlandscn, 1987) y la rcduccion de sales de tctrazolio (!\.fosmann. 

1983). entre los cuales se han obscr ... ado diferentes valores de DL50 En la fase 

experimental de este trabajo se seleccionará el más adecuado en términos de sensibilidad, 

facilidad de realización y rcproducibilidad para que pueda tener aplicabilidad a nivel 

clinico. Esto permitirá. diseñar estrategias de quimioterapia alternativa para casos de 

giardiosis refractarios a uno o mils fürmacos. los cuales pueden consistir en el uso de 

productos de combinación. de lenta liberación o de acción prolongada que tengan un 
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efecto directo en el parásito. baja toxicidad. sin efectos colaterales y de fácil 

administración en esta parasitosis 

Otro aspecto interesante es que Jos ensayos antes mencionados pueden ser una 

herramienta ütil en el área de Ja Jnves1ignción y Farmacologia, ya qu~ pC'rmitc hacer una 

evaluación integral de Ja nc1ividad de nuevos Jarmacos que pueden presentar mecanismos 

de acción similares o diferentes a Jos ya empicados en el tratamiento de Ja giardiosis. 
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111. OBJETIVOS 

Con la finalidad de entender el fenómeno de susceptibilidad del parásito Giardia 

duocle11ali.<r al exponerse a fármacos usados ru1inariamcnte en el tratamiento de dicha 

parasitosis. se han planteado los siguientes objc1ivos 

OBJETIVO GENERAL: 

Analizar el efecto y ac1ividad 111 i·itrn de fármacos de la familia de los 5-

Nitroimidazoles hacia trofozoítos de (Jiardia cJ11odL•11alH, (asi como la respuesta de 

sensibilidad de distintos aislados y clonas de este parásito a los fürmacos 

mencionados) 

OBJETIVOS PARTICULARES : 

1 • Seleccionar un método óp1imo para evalu:ir Ja sensibilidad de trofozoitos de G. 

duodena/is a fürmacos del tipo de los 5-Nitroimidazolcs 111 ''lfro 

2 • Dctcnninar Ja sensibilidad 111 ntro de distintos aislados y clonas de G. Ju°"kna/Js a 

íarmacos de Ja familia de los 5-:--.:itroirnidazoles. 

3 • Seleccionar lineas celulares de G. d11odt.•1m/i.\· con sensibilidad diferencial a los 

filrrnacos empleados 

4 • Implementar diferentes tCcnicas de rnutagénesis celular (fisicoquímicos. fisiológicos. 

espontáneo) para inducir resistencia en trofozoítos de G. d11odt.•11af1_,. a farmacos. 

S • Obtener patrones cinéticos de incorporación de precursores moleculares involucrados 

en procesos celulares fundamentales (replicación. transcripción y traducción) en lineas 

celulares de G. du<H.lc.•110/is: con distinta sensibilidad a fürmacos. 
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IV. MATERIA!, Y METO DOS 

L rnr;isiros : Las cepas de G. t111cxlc.•na/I.\· u1ilizadas en estos experimentos fueron la 

Portland-1 (PO r'\.mcrican Typc Culture Co11c:ction :-.=o. 308SS) obtenida por los Drs. G. 

Vis·vesvara y G. Hcaly (Ccntcr for Discasc Control. Atlanta. GA) Esta cepa fue aislada de 

una paciente sintomñtica de 36 ai'los de edad en Portland. Orcgón (~1cyer. 1976) La cepa 

\VB fue aislada por la Dra. F'. Gillin en el !"111 a partir de fluido duodc:nal de un paciente 

de sexo mnsculino de '1.7 nños de edad con giardiosis sintom'11ica con una duración de ::?.5 

ai\os. la cual adquirió en Afganistitn. El trntamicnto con mctronidazol falló en este 

paciente. el cual recibió cuatro terapias de mc1ronidazol y 3 regimcnes de quinacrina 

(Smith et al. 198:::?) Las cepas \\.'13 y P-1 fueron proporcionadas por el Dr. E \Veinbach 

del National Insti1utes of Health en Bcthcsda. l\1d. (E U A ) Los aislados mexicanos 

utilizados fueron 1~155-2 (obtenido de paciente crónico sintomatico). 1~15S-3 (obtenido 

de paciente crónico asintom3tico), 5::? (obtenido de paciente asintomático en el CIEA). y 

10 (obtenido de pacier.te sintomiltico en el CIEA) los cuales ti..1cron aislados originalmente 

por Cedilla e1 al ( 1991) 

2. Cultivo nxr-nico de (i'ior1/it1 tluodt.>110/i.\· : Los trofozoitvs de las cepas, clonas y 

aislados mencionados anteriormente fueron cultivados axénicamcntc (subcultivándosc tres 

veces semanalmente) en tubos de plñstico de fondo cónico de 15 mi a 37cc [incubadora 

Precisión modelo 4EG], hasta fase logaritmica en medio TYI-S-33 (desarrollado por 

Diamond et al, 1978 y modificado por Kcistcr, 1983), suplementado con suero bovino al 

10 o/o con 1 mi de los antibióticos estreptomicina (50,000 U.J /L) - penicilina (50 mg!L). 

Los trofozoitos se cosecharon por enfriamiento e.le los tubos de cultivo en un bano agua· 

¡ - hielo durante 90 minutos, inviniCndose varias veces y rcsuspendiendóse en e1 mismo 

¡ medio. Para los ensayos en que se requirió un número de trofozoitos mayor, se efectúo la 

¡ • 
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propagación de Ja cepa o aislado deseado en bo1cJlns de plás1ico de 60 111) a panir de un 

tubo stock de parási1os, realizando de éslc inicialmcn1e un conteo en hcmocirómctro 

(Rcichen Sci. Instn1mcn1s) pnra. cf"cctuar citlculos tomando como referencia que por cada 

mi se alcanza una densidad mftxima apro"imada 2x 106 de trofozoilos y el tiempo de 

duración promedio del ciclo de rcplicacíón (- 8 horas) 

3. Agf!'nh•s quhniotrrnptutic'os : Los agentes quimicos que se emplearon fueron cJ 

metronidazol (:?-metil-5-nilroimidazol-1-ctanol). tinid,uoJ ( 1-(.:?-(ctilsultOniJ) etil]-2-mctil-

5-nitroimidazol), ornidazol (a.-(cloromctil)-2-meril-5-niiro- J 1 J-imidazol-1-etanoJ), 

secnidazol (a.~2-dimetil-5-nitro- 1 H-imidazol-1-etanol), dimcr ridazol ( 1,2-dimetil-5-nitro-

1 H-imidazol), y ronidazol ( 1-melil-S-nitro-1 H-imidazol) El secnidazol f'uc gentilmente 

donado por la Dra. Juan de Jos laboratorios Rhone-PouJcnc-Rorcr, y Jos farmacos 

restantes fueron adquiridos de Sigma Chemical Co , St Louis, U S A Los fannacos 

fueron disueltos en agua destilada estéril a una concentración de J mg/ml. se pasaron a 

través de filtros milJipore (tamaño de poro O . .:?Z i.1m, ~fillipore S A) Posteriormente se 

almacenaron en alicuoras peciucñas a temperatura ambiente y, para el caso del 

metronidazol, dimctridazol y ronidazol. éstos se almacenaron refrigerados a 4ºC Las 

estructuras C]Uimicas de los rnrmacos utilizados se mucs.rran en la tabla JI 

4. CJonaci611 : La obtención de clonas se realizó empleando la té-cnica reponada por 

Baum et a/ ( 1988) basada en diluciones limirantcs. para lo cual ~e cultivaron los 

rrofozoítos hasta fase logarítmica y se enfriaron los recipientes de culiivo en un baño agua

hielo por aproximadamente 30 minutos. Se hizo un recuento celular en un hemocitómetro 

de Ncubaucr (Reichcn Sci lnstrumcnts). haciéndose diluciones progresivas hasta obtener 

12.S trof"ozoitos/ml. Estos fücron inoculados en razón de 0_5 células/vial en :?5 viales de 

borosilicato con tapa de rosca de 4.S mi incubándose a 37ºC [incubadora Precision 

modelo 4EG] durante una semana. Postedonncnte se revisó el crecimiento celular en 
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TABLA 11. ESTRUCTUR.AS QUÍJ\llCAS Y PESOS :\IOLECULARES 
DE LOS FÁRJ\IACOS UTILIZADOS EN ESTE TRABA.JO. 

D~'IETRIDAZOL 
P.M.- 141.ll 

OR..'lID.AZOL 
P.l\.t.-:.19.6:. 

SECNIDAZOL 
P.l\.1.- 185.JB 
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f\.tETRONIDAZOL. 
P.M.- 171.16 

RONIDAZOL 
P.M.-:?:00.16 

TJNIDAZOL 
P.M.- Z47.::6 



microscopio óptico con sisrcma invertido (0Jympus) (en colaboración con la lliól. 

f\.fariccla Cruz Soto) La f"orma en Ja que se evaluó Ja clonación. c~to cs. el hecho de 

que cienamcnrc un vial posirivo representara una clori.--i \.Crdadcra se calculó dividiendo el 

número de viales positivos (con crccimicnro celular) entre el nún1cro de \'jaJcs esperados 

de acuerdo al inóculo y al número rotal de vialc~ inocuh1dos (J Iern;Jndc.J'., J 99.2) 

S. Pruebns de susc-eptibilid:uJ n f;irnrncos : Con la :in.1fidad de csrab/c:ccr un mCrodo que 

evaluara eficazmente la susceptibilidad de los rrofl..--,zoiros de G. d110<.k11ah\· cuhivados 

axénicamente ante el mcrronidazoJ, el cual se utilizó inicialmcnrc como fármaco de 

ref"ercncia. se empicaron las cepas \VD y P-J consrru~·cndo curvas dosis-respuesta para 

cada método utilizado, dctcrmin:i.ndose la DL~,, la cual se consideró como parámetro de 

sensibilidad. Los merados utilizados f"ucron Subculth·o en medio Jiquido. Subcuhivo en 

agar semisóJido. Tinción con colorantes fluorogénicos [FDA-PI], Incorporación de 

timidina rritiada f3H-TdR] y. Reducción de sales de tcrrazolio f~1TTJ 

La preparación de Jos trofbzoitos de G. duodcnah:•o utiliz;sdos en todas las procbas 

mendonadas anteriormente f'ue Ja siguiente en botellas de pl.istico de 60 mJ se colocaron 

S mi de medio de cultivo completo TYJ-S-3J y se adicionó el formaco en un intervalo de 

concentraciones finales de :? 92.,.10-5 p.\f hasra J50 .:J6 it.\1. dc~puc..~5 se adicionaron 

aproximadamente 125,000 trof"ozo1tos de G. d1n>i.lc11 .. 1'1.'" se ajusró el volumen toral a 60 

mi con medio de cultivo y las cdu/as :-e incubaron por un espacio de::...; horas a 37"'C. Se 

enfriaron las botcJJas en un haño agua-hielo y su contenido se transfirió a tubos de 

plástico de f"ondo cónico de 50 mi para posteriormente lavarse tos trof'ozoitos tres veces 

con solución salina arnoniguadora de f'osfotos (PBS) {Anexo J] mediante centrifugaciones 

a 840 x g' en centrifüga con sisrcma de refrigeración acopJ.ado [Bcckman modelo TJ-6rrJ

R] por un tiempo de JO minu1os para cada lavado. Los experimentos f"ueron realizados 

por triplicado el mismo dia. evaluándose la viabilidad celular por v;irios mCtodos que se 

describen enseguida : 
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S .. J Subculti\'o rn mt"dio líquido : En este mC1odo se inocularon J 00,000 lro1bzoiros/mJ 

de Giard1a c.xpucstos a forma ca en viaJes de vidrio de borosilicaro de 4. 5 mi colocándoles 

medio fresco completo TYl-S-JJ e incubando éstos a 37ºC dur;1nrc 48 horas. Pasado ese 

tiempo, se enfriaron Jas cCJul.-is en un baílo a.gua-hielo durante J hora y se efectuó el 

recucnro celular en can1ara de ~cubauer, rt.·aliz .. '"lndosc si1nulr/u1ca1nc1He una curva de 

calibración colocando en el eje de J.-is ordenada<> el rn.Jmt.·ro de trotO.zoitos inoculado 

inicialmente que abarcaban un rango desde 5,000 ha~ra ~00,000 rrofozoitos. y en el eje de 

las abscisas el nUmero de lo rrofozoitos obtenidos dc ... puCs de ..is horas. considerando el 

logaritmo hase diez como escala en Jos ejes graficados P.lro:t obtener el nUmero inicial de 

parásitos inocuJndos en cada vial al tiempo cero, se Je sus1rnjo el numero final de 

rrofo.zoiros obtcnidC"s despues de ..is horas El número inici;'.ll de parásitos viables se 

extrapoló de la curva de calibración usando el mJn1cro toral corregido a fas ...,g horas. 

Finalmente el porcentaje de rnonalid.ld se calculo medianrc Ja fórmula. 0 /a de ruort.aUd:ad 

- 100 x n, donde /- (número de trofozoiros obtenido a panir de Ja cun.·a de 

calibración dividido emrc eJ número de trofo.zoiros inoculados inicialmente) (HiJJ et al~ 

1986). 

5.2. Subcufth.·o eu ag.ar semisólido : En tubos de ensaye de borosilicaro de J 6x J :!5 mm 

se colocaron J 5 mi de medio de cultivo TYI-S-3J y se incubaron éstos a '""'2ºC 

[incubadora PrecisionJ por un C'ipacio de 2 horas Los rubos de medio de cultivo con 

agarosa f"undida se prepararon empicando una solución srock concentrada al 2 ~ó p/v de 

agarosa (tipo 1, ulrr.lpur:t. l3io R.Jd. tipo IIJ. Sea Kcm) en medio TYl-S-33. Ja cual se 

esterilizó a 12 J ... C. 1 5 lb de presión durante 1 5 minutos (en au1oclavc) y se conservó en 

estufa a 42ºC hasta su uso. A Jos tubos que conrcnian J 5 mi de medio de cultivo calentado 

a 42°C se les adicionaron volúmenes apropiados de a.sarasa al ::?: ~"Ó para obtener las 

siguientes concentraciones : O. 13. 0.16, O. 18, 0_22, 0.25 y O 30 ~,...º plv y se les agregaron 

las suspensiones celulares diluidas, las cuales conrenían :?00 o 500 rrofozoiros. La mezcla 

se agitó inmediaramenre inviniéndose varias veces y los rubos se colocaron en un bailo 



agua-hielo parn solidificar la agaro!>a Posteriormente los tubos se incubaron por un 

periodo de 7 dins 11 37ºC. hasta que las colonias llegaron a ser visibles Se procedió a 

realizar el recuento de éstas con la ayuda de un ~1rara10 cucntacolonias (j\.,'cw Brusnsv•ick 

Scientitic). determinándose cJ porcentaje de ctici<.•ncia de formación de coloni.:is (~ó CFE). 

el cual se define como el número de colonias cr<.·cidas dividido entre el número de cdulas 

inoculadas multiplic<ido por 100 (G1llin y Oiarn<111d. J 97S) 

5 • .J. Tinción con color:anrrs nunro~é1ticos (Fl>A-Pl) : En este ens;iyo a las cClulas 

cosechadas y lavadas con PBS se lt.·s adicion:kron ~O pi de un:t solución de d1acerato de 

Ouoresccina [FDA} (~O n1g/ml en PilS J X) y 50 pi de una solucion de yoduro de 

propidium [PJ] (30 mg/ml en PDS). agitándose y dejándos<.• reposar dura.me 5 minutos a 

temperatura ambicnre. fren3ndose f<l re:tcción al rnctcr los tubos en hielo Los n:cuentos de 

cClulas se hicieron en un microscopio óptico con sistema d~ epifluorcsccncia <Zciss) con). 

de excitación de 499 nm p:u:1 el FDA y de 5'.:0-61 O nm para el rr En c~anro a Ja 

interpretación de esta prueba, los trofozoitos rei'Jidos color verde. amariJlos o no tenidos. 

pero presentando movimiento flagelar, se considerar-un \·i;1blcs (FDA pos1ti\·os). mientras 

que Jos que adquirieron una coloración rojiz.."I fueron uofozoitos no viables {PI positivos}, 

haciendo d recuento de 300 céhJl:t.s por cada muestra para obtener el porccmaje de 

viabilidad 

S.41. lncorporncióu de rimidi11:1 tdrfodn (.3JJ-TdH:): Se inocul.::iron lxJ06 trvfozouos de 

G. dt1odL•11a/is expuestos a fannaco <."n viales de .,,.idrio de borosilicaro de 4.5 ml con tapa 

de rosca. adicionitndoles medio TYI-S-J3 fresco hasta obtener un volumen de aforo de~ .i 

mi. y se incubaron por .:! horas a 3 7ºC. Después se agregaron a cada vial 1 ::.s uCi/ml 

(56.3 µI) de rimidina tritiada con una actividnd especifica de 4 33 TDq/mmoJ (.-\.n1ersham 

lnt. PLC), incubó.ndose cuatro horas más La incorporación ~e frenó metiendo Jos viales en 

un baflo agua-hielo. posteriormente los trofozoitos cosechados fücron lavados dos veces 

en PBS utilizando centrifugaciones :t 840 x g' centrifuga [Beckman modelo TJ-6rrJ-R] 

durante JO minutos a 4ºC. El sobrenadante se retiró con pipetas de transf"erencia 
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desechable. en cJ segundo lavado se eliminó eJ sobrcnadantc hasta dejar J mi. 

resuspcndiendo perfectamente la pastilla y transfiriendo Csta a una solución para emisión 

de centelleo [ane"'o J] para realizar las lecturas en un contador de cenrelJco de líquidos 

(Bcckman modelo 6000). Los valor<.~s de incorporación de J ll· TdR se cuantificaron y 

consideraron a las concentraciones del farmaco se rci!lizó un análisis de regresión Jineal 

para obtener el valor de DL50. 

S.5. R~ducción de snl<"s de rcrr:1Z0Jio 1.\1·rrj : En c~te caso se hicieron al,sunas 

modificaciones al método reportado por ·'fosrnann ( 1983) A Jos u-of"ozoitos cosechados 

se les agregaron SO J.11 de mcrasulíato de f"cna.zina [P:\fS] (.5 mg/ml de PBS l X) y una 

solución de ~fTT (O.OS ~ó plv en PBS IX) has1.1 obtener un volumen de aforo de 1 3 mi. 

Se agitó suavemente cada tubo cppendortT en un agitador de contacto (Vortex Genie 2) y 

se dejaron éstos a .3 7cc durante -is minuros. Las lecturas se hicieron en un microscopjo 

óplico. tomando como criterio de viabilidad celular a trof"ozoiros que presentaron gránulos 

color púrpura en su citoplasma. Jo cual indica la precipitación de formazán. mientras que 

Jos trofozoítos no viables no prcsemaron dicha ,granulación 

6. DC"terminnción de DLso y ~JIC de fármnc-os rt"prl"'°eutath·os dl"I grupo de los S-

Nirroimidnzoles (din1errit.lazol. rnetronidnzol. ornidnzol. ronid:1zol. sccnidazol. 

tinidazol) : Estos estudios se realizaron empleando Ja cepa de referencia \\~B. 

construyendo cun..·as dosís·re.spucsta de fünnacos derivados del grupo de Jos 5-

Nitroimidazoles mencionados anteriormente Como criterios para. evaluar la 

susceptibilidad de G. d11r.>t.Í<.'llalis hacia estos fiirmacos, se eligieron Ja DL50 y l\.fJC, de tal 

manera que al obtener las gráficas de tipo .sigmoideo se procedió a realiz..:ir un análisis de 

regresión lineal con la finalidad de obtener dichos valores. Se prepararon varias diluciones 

de Jos tinnacos en agua destilada estéril hasta obtener un intervalo de concentraciones 

amplio con la finalidad de cubrir extremos de Ja gráfica donde estuviera involucrada una 

viabiJid•d dcJ JOO D/o y una mortalidad del 100 o/o. EJ procedimiento consistió en cultivar 
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los trofozohos hasta fase logaritmica de crecimiento. esto es, con un 100 °/o de 

confluencia. despuCs se cosecharon la5 células por enfri:uniento y se contaron 

hcmocitómctro. A los viales de borosilicato de 4 '.'> se agregaron las cantidades de f:irmaco 

respectivas. y se adicionaron::? :?:x 10' trofozoitos/ml. aforando con mcdi0 de cultivo TYI-

S-33. Los tubos se incubaron por un periodo de 24 horas :i 3 7ºC. dcspuCs se enfriaron 

para cosechar las cClulas por centrifugación. eliminando el sobrcnadantc y estimando Ja 

viabilidad utilizando el m¿todo de tinción con colorantes fluorogénicos descrita en S.3 

7. E'\-·nhrnción trnus,·ersal de la scrisibilid.nd i11 1•itro de cepas • .nisJ.ncJos y clonns dr G. 

,/uotlettalis expuestas a DL5o de ml'Cronidazol y rinidazol : En este estudio, se hicieron 

cosechas cada 96 horas de las cepas o aislados me'li:icanos con sus clon~s respectivas, para 

lo cual Jos trofozoi1os se cultivOJ.ron hastOJ. fase Jognritmica de crecimiento y postcriorn1ente 

se enfriaron los recipientes de cul1ivo en un baño agua-hielo durante 90 minutos En 

seguida se efectúo el recuento celular en c;imnra hcmociton1étrica de :-.."cubaucr con el 

objeto de inocular:? 2x 1 o' trofozoito~'ml de Gwnha en viales de borosilicato con tapa de 

rosca de 4 .S mi Se ¡igregó la DL50 del mc1ronidazol ó tinidazol scgUn el caso, 

adicionándoles medio TYI-S-33 e incubándolos a 3 7 ce duran: e ::..i horas. Una vez 

transcurrido este tiempo, se revisó cada vial en microscopio irn:cnido para evaluar el 

porcentaje de confluencia. después ~c..> mc1icron en un b.;-i:lo agua-hielo durante 90 minutos_ 

En seguida. Jos trofozoitos se lavarcin dos veces transfiriendo d contenido a tubos de 

plástico de fondo cónico de 15 mi los cuales conlcni;:in PBS frie, y se centrifugaron a 840 

x g' a 4°C durante 1 O minutos En el último lav:1do se c..'liminó todo el sobrenada me y a la 

pastilla se le agregaron SO ~11 de una solución de FDA (-tO pg/ml] y .50 ~d de PI [30g/ml]. 

se agitó cada tubo y se dejaron reposando a temperatura 01mbiente durante S min. para 

finalmente frenar la tinción al mc1er los tubos en un baiio agua-hielo. La determinación del 

porcentaje de viabilidad se reali7ó haciendo la cuantificación de 300 céJulas en 

microscopio de epifluorescencia tomando en cuenta. para la interpretación de dicha 
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prueba. que Jos tr-ofozoitos tei'Jidos color- ver-de. amar-illos o sin tínción t::i-an viables [FDA 

positivos]. mienti-as que Jos que adquirier-on una colornción rojiza fueron trofozoilos no 

"iablcs [PI positivos]. 

8. Análisis longi111dinnl de In srnsibilid:td de trofozoitos de G. 1/umfenalis rxpucs1os n 

n1c1ronidnzol y tinidazol : En esta fase se evaluó Ja susceptibilidad del parásito al 

exponerse al mctronidazol y tinidazol. ffi.-macos representativos del grupo de los S

Nitroimidazoles, mediante un estudio longitudinal en trofozoítos cultivados en forma 

continua durante 32 dias Se realizaron cosechas celulares cada 72 y 96 horas, a partir de 

cepas )' aislados que junto con algunas clonas, se seleccionaron del estudio transversal en 

base a su tolerancia ó sensibilidad al csponcrse a una DL~o de los farmJ.co~ probados. 

Los trofozoitos se cultivaron hasta fase logaritmica de crecimiento a 37cc. posteriormente 

se colocaron en un bai'Jo agua-hielo durante 90 minutos. y para cosechar las cClulas se 

centrifugaron a 840 x g' durante 10 min. Se eliminó el sobrenadante y las pastillas celulares 

se juntaron en un tlibo de plástico de íondo cónico de 1 5 mi. para fin::ilmentc adicionar 

medio completo TYI-S-J3 hasta 1cncr un volumen total de 10 mi colocando dicho tubo 

en un bai'lo agua-hielo Posteriormcnrc se realizó un recuento en un hemocitóme1ro de 

Neubauer para ajustar la concentración de trofo7oitos rcque.-ida Se inocularon entonces 

2.2x l 0 5 trofozoitos/ml en viales de borosilicato de 4 S mi con 1npa de rosca, se les colocó 

el volumen adecuado de los fármacos mencionados que representaba la dosis letal 50 y se 

incubaron a 3 7ºC durante :...i horas Una vez transcurrido ese tiempo. se evaluó Ja 

confluencia que presentaba cada tubo mediante observaciones en microscopio invenido. 

para despuCs cosechar las células por enfriamiento, y finalmente cuantificar el porcentaje 

de viabilidad con el método de tinción de colorantes fluorogénicos [FDA-PI]. 

interpretando dicha prueba como se mencionó en el apartado 5.3. 

9. Oblrnción de Jinr:as resistentes : 



9.1 Inducción por dr·ogJt : A rrolozoiros de J<1s cepas de referencia \\'B y P- J en fase 

logarítmica de crecimiento se les culrivó en prc.'\cncia de conccntr;iciones ascendentes de 

Jos fármacos 1nctronidazol o tinidosLol. rorn,,ndo en cuc:nra las curvas .Jusis-respuestas 

obtenidas con estos agentes quimioter,ipicos c:n el inciso S p;1ra /:is Ct:pa<> rcspi..·ctivas. 

siendo expuestos inicialmente a /;J DL10 AJ ir~c adaprando los rr0fo;;~o1tos. !>C les fue 

incrementando la dosis. siempre y cu.1ndo estos llt-garan ¡1 tcni..·r una conllut!-ncia del 100 ~ó 

varias veces. En ese mon1cnro se ¡1umc:ntó 1:.J concentración, y con el objetivo de tener una 

reserva de rrofbzoiros vi,,bJcs con diferi..·ntes ~radas de tC1kr:rncia ;lf ~1::;1..·ntc citotÓ'\.ico 

expuesto se les conservó por crioprcserv;1c1on en '!'.'2 líciuido (.-\.nexo 11) 

9.2 l\fur:igénr'sis A 1roíciLrnros de: /as cc...~pas \\'B y P- J en fa$t." log.1rítmica de 

crecimiento se les elimino el rncdio TYI-S-33 par,1 adicionarles 1-'BS di.." pJl=7 2. csrCril, 

posteriormente se revisaron Jos rubos en microscopio invcnido y se incubaron en 

exposición a radiación de luz U V (l;imp:ira lll.,nk Ray. U\'L :2. J J 5 \. ofls, 60 ciclos. 

O. 17 amps) durante 3 horas a 37"C Los rubos se colocaron en un barlo agu;:i-hiclo dura.me 

aproximadamente! 30 minutos para sc-r cc-nrriíug;1dos a S.:O .x g' durante JO minutos a 4° 

C. Se eliminó el sobrenadante con pipetas pasrcur y se adicionó medio completo TYJ-5-

33, mcliéndose a incubar a .17ºC p;1ra después de JO minulos de incubación evaluar 

al.gunos dar1os cualirarivam<.·nrc despuCs de realizar cs1c rratarnicnr(1. corno la n1orfol0gia 

de los trofozoitos y la velocidad de rcplic,,ción de/ par.:i:siro. ~icndo Cstos cambios bastante 

evideOlcs después de compararse con una cepa control (no sornctida a dicho rrararnicnto). 

Después de 48 horas de incubación se volvieron a revisar en nlicroscopio invcrrido para 

estimar otra vez Jos parámetros anlcs mencionados. Con cJ fin de mantener trofozoi1os 

mutados viables se les sometió a la recnica de crioprescrvación en 'N2 líquido mencionada 

en el Anexo ll. 

9...3. EsponrAni!!n : Al realizar el estudio longitudinal se pudieron observar algunas cepas 

de rcf"erencia. aislados mexicanos y clonas que sin necesidad de inducir con ningún agente 

Jograron rnanrener un componamienro de tolerancia por sí solas, es decir. naiuralmente. 



10. Patrones C'in~tko5 de incorpornción de! pre<"ursores rnofec:ulnrc-s involucrados ien 

procesos cC'lufares fundan1crU11fcs en Jint":IS cC'luf.ares dr G. ,/11odc11nli.~ : Durante la 

realización del presente trabajo Jos experimentos se hicieron por duplicndo en un mismo 

día. en las c;nétjcas se utiliz..4'.lron concentraciones de 3H-TdR. 31-f.UdR y 35S-Cistcína de 

O.SS. 0.55. y 0.44 mCi/mJ respectivamente Las cepas uliliz.."'ldas fueron \.VD y \VD 

resistente obtenida n partir del inciso 9. J en donde a cada una de las cepas aJ tiempo de 2 

horas se les colocó el volumen de fünnaco que reprcscntnba la 1'.flC del metronidazoJ 

conseguida a partir del apartado S. La mcrodologia para los tres ensayos f"ue Ja misma. 

adicionando Ja concentración de nuclcótido radioactivo en \"iales de 4 S mi de borosHicato 

conteniendo 2.2'\:JO" trofozoitos/ml a una temperatura de 37cc. y se dejaron en presencia 

de éstos durante un periodo de .::? hasta .::!..i horas n Ja temperatura antes mencionada. 

Después Jas cCJulas se colectaron empleando un cosechador de cC-JuJas (~1i1Jipore 

Corporation Bedfbñ1'.f.A S.S) a trnvCs del cual se hizo pasar PBS y ác tricloroacetico al 

JOO/o fríos. Las n1uestras en papel de nitrocelulosa se pusieron a secar a temperatura 

ambiente y se colocaron en viales de 20 mi que contcnian S mJ de solución de centeJleo 

(Anexo 1). La cantidad de marca incorporada por el organismo se dcrcrminó por lecturas 

realizadas en un contador de centcJfco de Jiquidos (Bcckman 6000) obrcnidas en cuentas 

por minuro (c. p.m.] versus el tiempo de incubación con dicho nucleótido. 

11. J\fé-rodos estadísticos: En el presente trabajo se emplearon análisis de regresión lineal 

para Ja determinación de DL50 como parámciro de sensibilidad en cada método. En los 

casos en que se requirió la comparación estadística de los diferentes métodos de viabilidad 

se realizó un análisis de varianza (Andcva). y Ja prueba DVS de Tukcy (OVS : dil"ercncia 

verdaderamente sign;ficativa). Con respecto al análisis de Jos estudios longitudinales se 

efectuó un diseno en bloques. en tanto que en la incorporación de precursores 

moleculares se aplicó la prueba de hipótesis: diferencia entre las medias de dos 
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poblaciones. en donde lns inferencias estadísticas tienen por lo menos un 95 % de 

confiabilidad (Daniel. 1995). 
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V. RESULTA DOS 

J. Cull:i\.'O nxinico de G. tluotll!na/is : Las cepas de referencia P- t. \VD, y los aislados 

mexicanos 11\.155-2. ll\fSS-3. CIEA-1 O y CIEA-52 fueron cultivados axénkamcnte en 

medio TYl·S-33 tal como se describió en material y métodos. no detectándose diferencias 

relevantes en cuanto a Ja velocidad de replicación, Jo cual fue evaluado mediante 

observaciones de campo en microscopio óptico invertido. determinado esto por el 

porcentaje de confluencia que presentó cada tubo. Generalmente la fase logaritmica de 

crecimiento f"ue el momento elegido pani cosechar los parásitos, presentándose ésta 

aproximadamente cada 7'2. horas. to cual estuvo en función del inóculo inicial de 

trofozoitos siendo de 3,906 trofozoitos/rnl utilizados 

Por otro lado. cabe mencionar que a las cClulas en cultivo continuo, se les realizó prueba 

de cste.-ilidad en medio luria (Anexo JI) con frecuencia. ya que la presencia de algún tipo 

de contaminación hubiese alterado los resultados de la evaluación de la susceptibilidad a 

tarmacos en este parásito 

2. Clonación : Con la finalidad de poder obtener poblaciones celulares genCticamente 

homógeneas, se realizó la clonación empicando la técnica repon ad a por Daum et al ( 1988) 

basada en diluciones Jimitantes, tal como se dcsc.-ibió en el apanado 4 O de material y 

métodos. Se definió una clona como un grupo de células fas cuales son la progenia de una 

célula inicial. En dichos ensayos se obtuvieron los datos contenidos en la Tabla 111. 

Uno de Jos parámetros que permitió evaluar si realmente una clona se derivó de una cCluJa 

fue mediante Ja obtención del ~o CFE cuyo valor má.ximo es del 100 o/o. Asi en Jos datos 

antcrio.-es se observó que la cepa \\'B rebasó el limite superior probablemente al habe.- una 

distribución celular mayo.- al esperado teóricamente ( J 2.5 trofozoitos). también el aislado 

IMSS-2 p.-cscntó el menor porcentaje de CFE pero aún se conside.-a un número adecuado 

par• poder ser conside.-ada como clona. 
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Por otro lado. tan1biCn se observaron diferencias relevantes en ci número de clonas 

obtenidas y en la velocidad de replicación entre clonas dcspuCs de haber sido realizada Ja 

clonación. Es probable que las diferencias dcrecrndas en el nUmcro de clom1s obtenidas son 

propiciadas por la misma metodología de Ja clonación, ya que el hecho de colocar una 

célula en cada dos viales es un evento probabilístico 

TABLA 111. H.ESUL TA DOS DE CLONACIÓN' DE TH.OFOZOÍTOS DE Giur<lia 
1/uo<l~11nlis POR DILUCIÓN Ll:\11T.AN'TE 

CEPA O AISLADO l"-o'"Ül\.fERO OE CLONAS ~,.,ª CFE 
ou-n:z...'IDAS 

WB 14 107.69 

P-1 9 69.23 

IMSS-2 7 53.84 

IMSS-3 8 61 53 

ClEA-10 11 84.61 

CIEA-52 11 84.61 

3. E,.·aluación de cnsnyos que detern1innn In susceptibiJidnd a f;ir111acos en Giar<lia 

tluodcnnli.v : En la actualidad no se tiene un consenso sobre las rnetodoJogias que ayudan 

a evaluar la sensibilidad a fürrnacos en trofozoitos de Giardia. por Jo que en esta panc del 

estudio se evaluaron una serie de metodologías que permitieron determinar el porcentaje 

de viabilidad en las cepas de referencia ('1.\'B y P-1 ), con la finalidad de seleccionar aquella 

que fuera óptima en tCrminos de costos. confiabilidad, facilidad. reproducibilidad y 

sensibilidad. Así se elaboraron curvas dosis-respuesta para cada mc!todo. tomándose 

como parámetro de sensibilidad el valor de DL50 correspondiente . Dichos ensayos se 



clnsificaron como bioq11in11c..·o.'í [tinción con colorantes fluorogCnicos (FDA-Pl). reducción 

de sales de tctrnzolio {~1.IT). e incorporación de timidina tritiada (31-1-TdR)] yfisiolúgico.'> 

[subcuhivo en medio liquido y subcultivo en agar scmis6lido]. 

3. t. Subculti"'o en medio lic¡uido : Este ensayo evalúa la capacidad de las cClutas para 

poder replicarse después de haber sido expuestas a un agente potencialmente citotóxico, y 

se siguió la mctodologia descrita en material y métodos. Se obtuvieron las cun.·as dosis

rcspuesta presentadas en bs figurns 8 y 9, obteniéndose valores de DL50 de 176 l y 

113.2 ~l~1 de metronidazol para las cepas \\"I3 y P-1 respectivamente. En la figura 10 se 

puede apreciar que resultó ser el mCtodo mas sensible, debido a que se determinaron 

DL50 mas bajas comp:lrandolas con los dcm:ls ensayos de viabilidad probados. Cabe 

mencionar que su princip.:il desventaja es el tiempo requerido para la obtención de los 

resultados (48 hora!">) dcspuCs de haber expuesto los organismos al agente antiparasitario. 

3.2. Subculcivo en ngar scmisólitlo : En este ensayo. despuCs de haberse incubado las 

células con metronidazol durante ::?4 horas, se colocaron en tubos de 1 5 ml con agarosa 

scmisólida. con la finalidad de que las cClulas individuales fueran capaces de replicarse y 

formar una colonia en esta matriz. Para la determinación de la concentración óptima de 

agarosa. se emplearon medios semisolidos que abarcaban un rango de concentraciones 

desde 0.13 hasta O 3 ~O (p/v) empleando en 1:1. estandarización a b cepa \\'B. Asi se 

observó que el crecimiento clona! dependió de Ja concentración de ngarosa empleada. esto 

es. en concentraciones bajas como 0.13 ~-'D. las colonias eran incontables y difusas. 

mientras qllc en concentraciones altas se presentaban pocas colonias y muy pequeñas. Así. 

la concentración óptima fue la de O 16 ~·O ya que las colonias se encontraban bien definidas 

y de tamaño constante, y éstas fueron apreciables a simple vista dcspuCs de 7-S dias de 

incubación a 3 7ºC. Por otro lado. también se probaron diferentes inóculos de células por 

tubo (200 y 500) obser1o,.ár1dose que el número de colonias era proporcional al número de 

células inoculadas. En este caso. se decidió utilizar el inóculo de 500 trofozoitos 



considerando que el tratamiento con fármaco disminuiría notablerncn1c la eficiencia de 

form:ición de colonias ('!.'óCFE). 

Otro aspecto en esta fase del trnbajo consistió en evaluar diferentes agaros.as con distinta 

pureza tales como Ultrnpura [ORL. EEO {·mr)·.O 15, grado electroforesis de punto de 

fusión bajo]. tipo 1 (Sigma. Dnja EEO=O 09.Q lJ], agaros;i [nio Rad, EEO (-mr)=O 13+/-

0.02], tipo 111 [Sigma, Alta EEO=O :::J.o 26] y agarosa [Sea Kem. EEO media. EEO(-mr)· 

0.16-0.19]. utilizándose una concentración de medio scmi!'.ólido constante <le O 16~ó p/v Ja 

cual, como se mencionó anteriormente, fue la mas apropi;ida Se cn1pleó con10 parámetro 

de evaluación el ~~ CFE para cada agarosa empicada. y se 0b1uvicron los datos que 

aparecen en la Tabla IV. 

TABLA rv. EFECTO DE DIFERENTES TIPOS DE .AGAROSAS SOBRE LA 
FOR~IACIÓN DE COLONIAS ( 0/o CFE) E~ TROFOZOJTOS DE <iiurdia duodt!nali$. 
E?\1PLEAN'DO SUDCULTJVO EN AGAR SEMISÓLIDO CON CO:'\'CESTR.-\.CIÓS DE 
AGAROSA 0.16 º/.. 

TIPO DE AGAROSA ~'OC FE 

Uhrapura (BRL) s 80 

Tipo 1 (Sigma) 19.33 

Tipo 111 (Sigma) 16.86 

Agarosa {Sea Kem) 20.13 

Agarosa (Bio Rad) 26.60 

Como se puede observar. el º/o CFE de la cepa \\'B varió drásticameme con el uso de 

agarosas de diferente calidad. La agarosa ultrapura dio el menor o/o CFE. obscn,.ándose 

colonias muy pequeñas, compactas y algunas con aspecto micótico. AJ emplear agarosa 

Sea Kcm se obtuvieron colonias medianas. definidas. mientras que con agarosa Bio Rad 
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las colonias fueron de tamai\o irregular. difusas y grumosas. aunque ambas presentaban un 

alto % CFE. Se decidió no utilizar éstas posteriormente debido a la heterogeneidad en la 

moñologia de las colonias. e incluso la agarosa tipo J presentó colonias de tamaño 

irregular y grumosas_ Por el contrario, la ngarosa tipo IIJ fue seleccionada porque generó 

colonias bien definidas y de tama1"'10 constante (daros no mostrados) Tomados en su 

conjunto. estos datos sugieren que la agarosa m:is adecuada fue la tipo 111 debido a las 

caractcristicas que presentaron las colonias obtenidas al ·emplearla en el medio semisólido. 

Una vez establecidas las condiciones óprirnas para esta mctodologia, se procedió a evaluar 

el efecto del metronidazol sobre el parásito G. duodl"nall.\·. En la figura 5 se analizó el 

efecto de este fánnaco en las cepas de referencia Se observó asi un efecto significativo 

del tarmaco sobre Ja viabilidad cclulnr al disminuir noiablementc el nümero de colonias 

fonnadas. según se puede apreciar en la Tabla V. 

TABLA V. EFECTO DEL l\fETRO:SIDAZOL SODRE LA EFICIE:-OCIA DE 
FORl\IACIÓ=" DE COLO~IAS DE TROFOZOÍTOS DE Giardia duoden11/is EN 
MEDIO SEMISÓLIDO. 

CONCENTRACIÓN CFE 1% 

DE METRONJDAZOL r i= A <: 

( µ!l.f) \VB P-1 

Control 2.26 1.40 

2.92xl0-5 9.87 3.00 

2.92xJ0-4 0.40 5.00 

14.60 4.80 O . .:?O 

58.41 3.80 O.:?O 

350.46 O.::?O 0.00 
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PANEL l 

PANEL 2 

FIGU~ 5. C>bscn.-aci6n ,..-i.sua1 del efecto de diferentes concentraciones de metronu:laLOI sobre 13 formación 
de coloni.u de Glor.ha JuoJ.:na/1.-. cepas \\'O :ir· P-1 !'00 trofo;oonos se incubaron en medio de ag.arosa. 0.16 
"!.•(Tipo 111. Si&fl\3) a 37ºC durante 7 dió\S, ¡.x>S:tenormcntc l.C detcnnino e1 •;. CFE de acuerdo a lo descrito 
en TI'alcrial y mCtodos. Pa.ncl 1; Cepa \\."B A) JS0.46 µt-1. B) :! Q;:!-.c: 1 OE _. µ~1. C) control sin farm.aco. Panel 
2: Cepa P-1. A) 350.46µM. B) 14.bO µM. C) control sin farmaco. 
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Los resultados del o/o CFE de las cepas de referencia no pcnnitieron hacer Ja construcción 

de una curva dosis-respuesta que tuviera una tendencia sigmoidea clñsica para poder 

calcular Jos valores de DL50 en forma confiable. ya que ni realizar el anaiisis de regresión 

y correlación se obtuvieron valores para r de O:? 1 y O 23 en tas cepas \VB y P-1. 

respectivamente. Al ser valores bajos. estos datos nos indican que la ecuacion no se ajusta 

a una linea recta y que por Jo consiguiente no es posible obtener valores de DL50 

confiables para dichas cepas. las cuales serían de -3851 98 p~1 v -6827 21 p~1 de 

metronidazol para las cepas \VB y P-1. respectivamente 

,,.'\simismo. los resultados obtenidos no presentaron la tendencia esperada. dado que a bajas 

concentraciones de fürmaco debió haber un elevado ~/" CFE mientras que a dosis i:IC'\.·adas 

debió presentarse un efecto serio en Ja viabilidad. visualizfmdose por una disminución 

drá.stica en el ~~ CFE y ello no pudo apreciarse en los datos mostr3dos en Ja Tabla V. 

pudiendo notarse que son valores excesivos si se comparan con Jos demás ensayos de 

viabilidad probados. Por estas causas. ademas de Ja falta de reproducibilidad en cada 

experimento realizado aunado con una baja sensibilidad se decidió descartar dicho ensayo. 

3.3. Tinción con colornntcs Ouorogénic-os fFD.-\.-PIJ : Con Ja finalidad de obtener el 

porcentaje de viabilidad sobre recuentos celulares directos. Cstos se realizaron empleando 

microscopio de cpitluorescencia después de haber C'-puesto los trofozoitos a 

metronidazol Los parásitos viables de G. d11odf.'1wfJ.-. incubados con cJ substrato 

fluorogénico FDA presentaron una fluorescencia .... erdc-arnarilla debido a la actividad 

enzimática de las cstcrasas las cuales hidrolizaron el FDA generando la fluoresccina dentro 

del parásito nombr<indoles a dichas células FDA-positivas Por su parte. las cc!Julas 

dai\adas o muertas adquirieron un color rojizo ni incorporar el PI. llamándolas PI

positivas. Los patrones de tinción de loo; trofozoítos con FDA-PI se puede observar en Ja 

figura 6. Algunas veces se observaron trofozoitos que no se tenian con FDA ni con PI. sin 

embargo. en las observaciones microscópicas de campo claro los parásitos tenían 

moñologia y motilidad Oagelar normal. por lo que se consideraron viables. Los valores de 
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DL50 ob1cnidos a pani.- de las flgu.-ns S y 9 íueron de 226 y 226.2 pl\.1 par¡] las cepas \VB 

y P-1 rcspcc1ivamente. En la figura 1 O se apreci .. que no hay una diferencia en los valores 

obtenidos entre las dos cepas. Una posible explicación al hecho de que alsunos 1rofozoitos 

no presentaban tinción puede deberse a que Ja concentración de FDA s~ debía 

incrementa.- para que las celulas presentaran fluorocromasia o bien a que la actividad 

enzimática de las ester.asas no era adecuada para poder hidroliz.ar el FD.-\. y forma.- la 

fluorcsceína. 

3.4. Incorpornción de timidinn 1ritinda (311-TdH.J : En el presente trabajo se hicieron 

adaptaciones a los métodos reportados por Borcharn c.'' <11 (1984) y Fanhing (1987). en 

donde la optimización de esta 1écnica requirió inicialmente estandarizar el número de 

trofozoitos y el tiempo de incubación con el nuclcOtido radioactivo en ausencia de 

~aco. Para ello. se probaron distintos in6culos celulares abarcando desde 5.5 x 10 ... 

4.4 x JO' y 1 x 10 6 troíozoitos/ml adicionándoles 3H-TdR (l.:? 51 i1Ci/ml) y realizando 

las cosechas a un intervalo desde .:?. hasta 8 horas. para pos1criorn1cnte realiza.- lecturas en 

un contador de centelleo de liquidas. 

Los resultados de la figura 7 mostraron que hay una tendencia directamente proporcional 

entre el transcurso del tiempo de incubación y el aumento en 1a incorporación de 3J-l-TdR 

hacia el material génctico (D~A) de Gu1n/Ja. resultan Jo ser el inóculo óptimo 1x106 

trofozoltos, ya que conforme transcurria el tiempo se incrcn1entaba linealmente Ja 

incorporación durante las 8 hrs probadas. Incluso, en el análisis estadistico se encontró un 

coeficience de correlación de O. 96. en tanto que el análisis de regresión lineal mostró GUC a 

partil" de 1.2 hrs se 1uvo una incorporación del 50 ~-O del nuclcótido radioactivo. 

descart.8.ndose los inóculos de 4.4 x 10 ' trofozoitos/ml (.-=0.68) y 5.5 x 10 • 

trofozoitoslml (r=O. 76) por una falta de linearidad. además de que en este último inóculo 

celular la adición del fitrmaco dañaria seriamente los trofozoitos. dando como 

consecuencia lecturas bajas de incorporación del nucleótido radioac1ivo. Po.- otro lado se 

decidió seleccionar como tiempo de incubación óptimo para nuestros propósitos el de 2 
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C.P.M. (1 x 1 O E-3) 

- 5.5x1 OE3 ....- 2.2x1 OE5 -><- 4.4x1 OE5 

15 

10 

o~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-' 

2 4 6 a 10 

TIEMPO DE INCUBACIÓN (HORAS) 

FIGURA 7. R•laci6n entre la incorporación de 3H-TdR y el 1n6culo celular de trotozollos de Giardia 
duod•nalis (cepa WB) en culllvos m v1tro del pnrDsito. Se 1noculnron 5 5•10E3. 2.2•10E5 y 
~.4x10E5 trofozoitos/ml de Giarc11a en viales que conlenlan medio TYl-S-33 y •• incubaron a 37•c 
durante 2 hrs. posteriormente ••adiciona.ron 12.51 µCl/mJ del nucle6tido, enseguida se 
cosecharon loa parAsilos a las 2. 4, 6, B y 1 O hrs después de iniciados los cultivos, efectuando las 
lecturas en un conlador de centelleo da liquides (Modelo Backma.n 6000). Los puntos en dicha 
gr.lle.a representan al promedio da experimentos realizados por duplicados en un mismo dfa. 
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hrs.. el cual fue c1 1nín.imo necesario para detectar incorporación significativa del 

nucleótido. C!>"tO con base en el análisis estadístico mencionado (Cruz.. 1996). 

Una vez seleccionadas las condiciones óptint.as para realizar estos c'-perimcntos. 

e'l'U!>ier-on los trofozoítos a mctr-onidazol y se incubaron con el nucleótido radiactivo para 

posteriorn1cme medir la incorpornción de éste al núcleo de las células mediante lecturas en 

un contador de centelleo de líquidos. A partir de lns figuras 8 y 9 se obtu,;cron los valores 

de DL50 despuCs de haber rcali.7...ado un análisis de regresión lineal pan las cepas \VB y P-

1~ siendo éstos de 221.5 y 217.4 J.LM respectivamente. Como se puede apreciar en Ja 

figura 10 y también por el análisis estndistico. no se encontraron diícrencias significativas 

en cuanto a la s.cnsibilidad de las dos cepas de G. duocJ.•nalls al ex-ponerse a mctronidazol 

Este ensayo es rápido. siendo sus ventajas el ser un método parcialmente autotnatizado 

que permite el n1anejo de muchas. muestras. pero es costoso porque r-equiere de 

nucteótidos radioactivos y equipo especial (contador de centelleo de Jiquidos). 

3.~. Reducción de sales de tetrazolio f!\llr] : En este trabajo se hicieron modificaciones 

al método reportado por Mosnumn ( 1983). en donde el cns.ayo tradicional implica Jisar las 

células para liberar et f"omiaz.án insoluble en agua y so1ubilizar1o en alcohol·ácido 

(isopropanol-HCl) para posteriormente efectuar lecturas de absorbaucia cu un 

cspectrofotómetr-o. En este caso. se decidió no lisar las. cClulas y se efcctuO el recuento de 

los uofozoitos que ya tenían precipitado el íonnaz..án en et interior de su citoplasma. lo 

cual era indicativo de ,;abllidad. n1ientras que las cCJulas que no presentaban dicha 

granulación indicaban que Cstas no eran viables. Lo anterior representa en las 

f"otomicrografias de la figura 6. Al realizar la graficación de las curvas dosis-respuesta y 

aplicar el método de mínimos cuadrados. cuya ecuación general está dada por la ex1Hcsión 

y-a+bx. en la cepa WB fue establecida en la fonna y~ 76.5127 - 0.4433x. en donde se 

obtuvo un coeficiente de correlación r = -0.92 
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METAONIDAZOL (µM) 

- FDA --+- MTT ~ 3H-TIMIDINA ~ SUBCULTIVO 

FIGURA 8. De1erm1naclOn de la viabll1dad en ttofozoftos de G1arct111 ctuodenat1s cepa V..'B 
expuestos a metronldazol empleando vanos m"tOdos. Se inocularon 2.2x10E~ lrorozoltos/ml 
y se les adicionaron diferentes concen1rac1ones de metronidazol. posterrormente se 
incubaron a 37"C auranle 24 horas La c1.1an1iflcacl6n de la viabilidad se realizó urr11zando 
l•s tecnlcas indicadas en la parto 1nfet1or de J.A gr4lfica de acuerdo a lo descrito en material 
y metodos. En dicha gráfica cada punto representa el promedio de experimentaciones 
reallz•dos por trtpllcado. El an4Jis1s estadfslico no mosaro d1ll"renc1as s1gn1f1ca11vas entre 
loa metodos de FDA-PJ. 3H-Timldma y 5ubcu11lvo con una Pc0.05 
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% VIABILIDAD 

METRONIDAZOL (µM) 

- FDA --+-MTT --3H-TIMIDINA -<>- SUBCULTIVO 
FIGURA 9. Det•rminaclón de la viabllldad •n trofozoítos d• Gi•rdi• duod•n•li• cepa P-1 
expuestos a m•tronidazol empleando diferentes métodos. Se tnocularon 2.2•10E5 · 
trotozoltos/ml y •• lea adicionaron diferentes concentraciones d• meuonidazol, 
poa1eriormente •• incubaron a 37•c durante 24 horas. El monitoreo de Ja viabilidad •• hizo 
empleando las t6cnlcas •ndicadaa en la parte inferior de la gr6fica y de acuerdo a lo descrito 
en material y metodoa. Los puntos en dlcha grAfica representan el promedio de experimento• 
r••Uzaaoa por triplicado en un mismo día. No •• presentaron dderenciaa a1gnificativaa enlre 
lo• m•todoa de FOA-PI, 3H-Umidlna v sucuHivo con P<0.05 ,. 
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FIGURA 10. Comparación de los datos sobre vlabllldad en trofozoltos de Giardia 
duodena/Is expuestos al metronidazol in v1tro y evoluDdo por diferentes métodos. A 
partir de los datos presentados en Jos Figuras a y 9. se determinaron tos valores de 
OLSO y OUifO para cada uno de los métodos empleados. en donde SC1 = subcultlvo 
en medio llquldo cepa P-1. SC2 = subcultlvo en medio liquido cepa WB. de manera 

.. global el nC..mero 1 ir"'dica que se utilizó la cepa P-1. en tonto que el numero 2 Indica 
le cepa WB. FOA - tinciOn con colorantes fluorogénlcos. TdR = 1ncorporac16n de 
Umki'na trttlada. MTT = reducción de sales de tetrazollo. 
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De las figu.-as 8 y 9 se ob1uvicron como vnlorcs de DL50 para la cepa \VB 349 3 µ~f y 

para Ja cepa P-1 de 780. 1 t-1!\1, y al cotejar estos resultados con Jos obtenidos en las otras 

pruebas de viabilidad utilizados se comprobó que fue el ensayo menos sensible, y se 

descartó al igual que el subcultivo en medio semi.!oólido Esto obedeció u que se obtuvieron 

valo.-es muy elevados de DL50. apreciándose dif<.·rcncias \'crdaderamenre significativas en 

los valores obtenidos en las dos cepas analizadas, lo cual no sucedió con las otras 

metodologías, por Jo que se sugiere que dicho método analitico no es confiable para la 

determinación de Ja viabilidad celular. Sin cmb3rgo, cabe mt."ncion3r que a pes.ar de ser 

inadecuada. esta técnic3 tiene cienas ventajas como son ta facilidad de realización, que 

permite el manejo rápido de las muestras y que es un ensayo cualit3tivo que visualmente 

indica en donde se encuentra un 100 ~,ó de viabilidad ó un 100 ~ ó de mortalidad celular 

De manera general. estos datos sugieren que el método óptimo para evaluar la viabilid3d 

fue eJ subcuJtivo en medio liquido. siendo ensayos altem:nivos la incorporación de 

timidina tritiada y Ja tinción de colorantes fluorogénicos (P<O 05) en las dos cepas 

analizadas (Figu.-as 8 y 9), caracteriz..3ndose estos ensayos por ser altamente reproducibles 

y sensibles. sugiriendo que el mecanismo de acción citotóxico de este fürmaco es 

inicialmente bioquimico y tiene cfoctos inmediatos a nivel fisiológico De manera 

panicular. las curvas del ensayo de ~1TT presentó decrementos de viabilidad mas 

graduales, por lo que su sensibilidad fue menor. La finalidad de comparar los diferentes 

métodos de viabilidad füe para determinar cual de ellos nos perrnitia obtener valores de 

DLso confiables bajo nuestras condiciones experimentales 

Para el desarrollo de las siguientes estrategias mctodólogicas. se seleccionó el ensayo de 

tindón con colorantes fluorogénicos (FDA-PI) por razones prácticas siendo la más 

representativa el cono tiempo de procesamiento en cada muestra. descanándose aJ 

subcultivo en medio líquido y la incorporación de tin1idina tritiada (3H-TdR) por las 

limitanres antes mencionadas. 
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4'.0btrndón de DL50 y 1\llC de dh·crsos r.irmacos del grupo de Jos 5-:'\'i : Durante Ja 

realización del presente estudió, se decidió hacer una evaluación comparativa de Ja eficacia 

farmacológica de los diversos agentes nntiprotozoarios utilizados en este 1rabajo. 

específicamente del grupo de Jos 5·!'-.'i. tomandósc corno par<imc1ro de: confronración las 

DLso y l\flC. empicando como modelo al panisiro G. d11ode11aln 

.Asi, 2.:?"1(10' trofozoitos de Gu.1rJ1a se expusieron a diferentes íárniacos: dimelridazoJ, 

metronida.zol. ornidazol. ronidazol, secnida.zol y 1inida.zol. en un intervalo de 

conccn1raciones amplio duran1e 24 horas. para enseguida realizar Ja cuanriticación de 

viabilidad en cada caso. y posteriormente obtener los valores de Jos parámetros 

mencionados anteriormente 

Los resultados obtenidos (Figura J J) muestran las diferentes curvas dosis·respuesta para 

Jos tarmacos utilizados, las cuales presentaron una tendencia sigmoidea clásica y éstas 

presentaron distintas pendientes, Jo cual en panc indica las diferencias en Ja eficacia de Jos 

rármacos pr-obados en este trabajo A panir de las tangentes del án.sulo de inclinación de 

las curvas. se realizó un análisis de regresión lineal y se ob1uvicron los datos presentados 

en la Tabla "\:1, y que son Jos valores de DL50 y ~1JC para los formacos utilizados. De 

acuerdo con és1os. existió una mayor acti\"idad citotóxica del ornidazoJ la cual fue 

equiparable con el tinidazol, siendo de efectividad intermedia el ronidazol, sccnidazol y 

dimetridazol. en tanto que el menos efectivo fue cJ mctronidazol bajo esras condiciones. 

De Jos agentes anriparasiiarios comúnmente empicados para el traramiento de Ja giardiosis. 

esto es, el mc1ronidazol y el 1inidazol, el primero fue el menos efectivo bajo fas 

condiciones empicadas, y el segundo se caracterizó por ser uno de los 5-Ni más activos. 

Debido a esto último se eligieron Cs1os para realizar estudios posteriores con el fin de 

discernir si estos resuJrados se debieron a Ja presencia de distintas poblaciones del parásito 

o bien a un ef'ccto propio del flirmnco. Por otro lado, al detcm1inar el indice citotóxico 

C1'-flC/OL50) en Jos seis derivados del 5-Ni utilizados en el presente trabajo, se observó un 

SB 



% DE VIABILIDAD 

80 

"º 

40 

20 

o'--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-"""'~~_,..~ 
0.00002D 0.0002g2 0.002D2 

CONCll ... TRACOÓN C.-M) 

- rv'IETAC>NIDAZC>L - TINIDAZC>L 

- c:>ANIC>AZc:>L --- SEC::NIDA.Zc:>L 

- AC:>NIDA.Zc:>L -=- OlrvtETAIDA.ZC>L 

FIGURA 11. Ef•cto dependlent• de la doala de ••I• derlv•doa del S·NI sobre Ja vlabJIJdad 
de trofozolloa d• Gl•rdl• duod•n•ll•. 2.2K10ES trofo;icoltoa/ml de I• cepa WB a• 
cultivaron •n preaencla de dlveraaa concontraclonea d• cada uno de loa S·NI 
lncub,ndoae • 37•c durante 24 hra. El efecto cltotóxlco •• evaluó mediante la t4'cnlca de 
Unción con FDA·PI. En I• gr,flc• loa punto• del metronldazof, tlnldazol, ornld•zol y 
eecnldazol representan cuantUlcaclonoa efe aptoJclmadamente 300 célula.a en trea 
experimento• realfzadoa •n di•• dfatlnlo• mientra• que para el ronldazoJ y dlmetrld•zol 
loe valor•• corre•ponden •f r•cu•nto d• •proxfm•d•m•nl• 300 c4'Jul•a duranle un dla. 
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rungo bastante cstr~cho en dichos valores abarcando un intervalo desde J .60 hasta 2.56 

(Tnbla Vl). 

TABLA VI. ACTIVIDAD in ,.itro DE SEIS DERIVADOS DEL 5-
NJTROl!\flDAZOL CONTRA TROFOZOITOS DE Gi""lia <luotlenalis (CEPA 
WD). 

COl\IPUESTO DL50 (µM) l\llC <1•Ml l\llC/DL50 

Ornidazol 5.18 9.10 l. 75 

Tinidazol 8.65 19.30 2.23 

Ronidazol 13.13 21.58 1.64 

Secnidazol 24.46 43.41 1.77 

Dimetridazol 38.27 61.58 1.60 

"'1etronidazol 22600 579 31 2.56 

Esto último probablemente debido a Ja similitud de las estructuras base, sugiriendo que 

éste no se relaciona con Ja efectividad posológica de Jos farmacos como seria el caso de la 

relación OL50 / MIC. aunque ésta si puede funcionar como un parámetro útil para 

determinar Ja potencia parasiticida de los farmacos 

5. Análisis trnnsvrrsnl de In sensibilidad de cepas de rcícrrncia, nislndos mexicanos y 

clonas de Ginr,/i" 1/untlennlis expuestos ni mclronidnzol y tinidazol : Un objetivo del 

presente estudio fue comparar la sensibilidad de cepas de referencia y aislados mexicanos 

de humanos y donas obtenidos a panir de ellos ante fármacos del tipo 5-nitroirnidazol. 

para lo cual Jos trofozoítos se incubaron con una DL50 del metronidazol o tinidazol 

determinada en ensayos previos durante 24 horas. Posteriormente se evaluó el efecto 
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citot6xico en los trofozoitos al delenninnr el porcentaje de viabilidad empicando Ja 1écnica 

de tinción con colorantes fluorogénicos. 

De esta manera. en la figura 12 se puede observar que en la cepa de referencia \VD y sus 

respectivas clonas prcscnt.iron una tolerancia generalmente alta al mt!'lronidazol no 

dcscartandóse un compor1amiento hcterógenco en Cstas, esto es. sensibles y tolerantes. 

Con el tinidazol ocurrió lo contrario debido probablemente ni origen de dicha cepa. la cual 

fue obtenida a panir de un paciente con un cuadro perfectamente establecido de giardiosis 

que fue tratado inicialmente con metronidazol y Cste fue inefectivo. Por otra pane. la cepa 

P-1 tuvo un compor1amiento más homog¿neo con el tinidazol mostrándose toleranre a 

éste, en tanto que con el metronidazol se obtuvo una respuesta mas heterogénea en su 

sensibilidad. En la tabla VII se aprecia el rango del porcentaje de ";abilidad obtenidos en 

estas líneas. 

TABLA v·tr. VARL'\BJLTD.AD EN LA SE!\:SIBILIDAD in \•itro DE 
TROFOZOiTOS DE Ginrtlin duodcnnlis DE CLONAS ODTESID.AS DE 
DISTINTOS AISLADOS Y CEPAS EXPUESTAS A DL,. DE METRO:"óIDAZOL Y 
TINIDAZOL. 

AISLADO DEL D.1."',........_nr:1 r>nort:','T.'l.Ji=r ,. . 011 rn.'l.n ne .&c:;:rrn....: "' QUE SE OBTU- !\.1ETRONIDAZOL TP.'IDAZOL 
VIERON LAS <DLso = 226,.1m) (DL50 = 8 65 µ~1) 
CLONAS 

WB 2.82-100 ~ó 2.4 1-39.43 ~ó 

P-1 25.08-99 50 º/o 42.57-100 "!-ó 

IMSS-2 43.62-99.68 % 24.59-99.06 % 

IMSS-3 3.56-100 % 6.16-99.43 "!--ó 

CIEA-IO 97.35-100 °/o 91.53-100 º/o 

CIEA-52 1.52-98.39 % 0.00-72.74 % 
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FIGURA 12. An"lisls trnnsvers.nl sobra fa sens1b1lld1td .ni metronidazol y tinJd.a.::ol en 
lrotozoltos do Giardia duoa~nal1s (cepl'ls WB y P·1, y clonl'ls de Osu1s). 2.2•tOE!5 
trofozollos/ml de Güudia se culti\l'.aron con DL~O de metronlda:ol (220 µM) y tmldlll.ZOI 
(8.0!5 µM) fncubbndose a 37•c durnnle 24 hrs. Posteriormente llll delerminací6n del 
efecto cUot6xico se renli.z6 empleando la 11!tcn1ca de t1nci6n con colornntes 
fluorogOnicos (FOA-PI). En el eje de las ordenndas se 1nd1c111n por nUmero:s la clona do 
laa cepas utUi:ad11.s. 
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Por su parte. en los nislndos mexicanos 1~155-2 e l.MSS-3 tambiCn se pz-cscmó el mismo 

renómcno que en las cepas anlcs mencionadas. e incluso en el segundo ajslado el 

porccn1aje de viabilidad ante ambos tarmacos probados fue muy helcrogCnco (Tabla VII. 

Fi.E,.>tJra 13). Para los aislados rne:"(ic~inos CIEA-JO y CIEA-5:? se destaca el 

componnmicnto del primero. dado que sus clonas prcscnrnz-on una tolcrnncia n1uy aha 

para Jos Bnnacos empicados (Figui-a 14), mientras que las don.as del aislado ClE.t\·52 

1uvieron unn sensibilidad completamente diferencial, esto es, algunas fueron muy sensibles, 

olras presentaron sensibilidad intermedia y las i-estantes fueron toleramcs 

Al pi-esenrarse una gran variabilidad en el componamicnto de sensibilidad ante estos 

flirmacos del grupo de Jos 5-Ni (Figs l:? a 14) se decidió establecer una clasificación que 

pem1iticra ca1alogar a las cClulns con base en su respuesta diferencial manifestada a los 

fannacos probados, esto es, sensibilidad o tolen:mcia, siendo 

0-40 o/o de viabilidad : Sensibles ( S ) 

40-70 o/o de viabilidad: Sen!í.ibilidad intermedia (SI) 

> 70 % de viabilidad : Tolerantes ( T ) 

Este criterio se aplicó para seleccionar aislados y clonas para un estudio longitudinal 

posterior en el cual se representaron Jos difci-cntcs patrones de sensibilidad De esta 

f"onna. los cultivos seleccionados fueron Jos que se presentan a continuación. 

Así. estos datos sugirieron que las clonas derivadas de cepas de referencia y aislados 

mexicanos estuvieron compuestas de diíci-entes poblaciones de par.asiros de Giardia 

d11ode11a/is. caracterizadas por las dilcrcncias significativas en su sensibilidad al 

mctronidazol y al tinidazol ;,, 1•itro. Por consiguiente. se decidió realizar este tipo de 

valoración en f"onna longitudinal en cultivos continuos del parásito. 
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FIGURA 13. An.it.llti.lo tranovercAI r:oobre In cenr:oibilidad al motrcnidazol y tinldaz:of en 
tiofoz:oitoo do Gi.ardia. duod,gnalis do lea aicladoc IMSS·2 o IMSS·3 con sus recpoctivaa 
clona•. 2.2.-1 OE5 trofo:::oitoc/ml do Güudia ce incubaron con DL50 de metronidAz:ol y 
tfnldaz:ol incub.it.ndose A 37•c du1nn10 24 hrn. En oeguidll co re111i::;::6 '" cuantificAc.ión de 
la viabilidad mediante el enr:oayo de tinci6n con colorantec nuorogOnicoo (FOA·PI). En el 
•J• de la• orden4daG el nUmero Indica la clon.n del aicl11do utilizndo . ... 



FIGURA 14. AnAllnlo trftnG\loro.nl oobro la cDnGibilid.od ni matronidazol y tinidnzol on 
trofo:z:oitoo do Giardia duod.;,nalis do 103 n.iuladoc CIEA·10 y CIEA·52 con ou1:0 rocpoctivaa 
clonas. 2.2x10E5 trolo:oitoe/ml do Giardia co incubnron en procencin do OLSO do 
metronidftzol y tinidft:ol durnnto 24 hr:J ft 37•c. Pnrn determinar ll'I ::oon::oibilidftd ante loo 
Uumocoo de la familia. di;, loa S·Ni cm trofozoltoo do dichoa ftielndoo GO ciguiO ol 
protocolo de tinciOn con colornnto::o fluorogllitnicoa (FDA·PI). En ol ojo de lao ordonadaa 
loe nümoroa indie.nn 1.no clonno do loo ftiuladoc ulilizndoc. 
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CEPAS, AISLADOS SENSJIJILIOAD ( % ) 

Y CLONAS METRONIDAZOL TINJDAZOL 

WB-1 2.82 ( s) 39.43 es' 
WB-2 74.06 ( T) 24.33 es' 
WB-12 99.69 ( T) 25.51(S) 

P-1 28.17( s) 25.51 es' 
Pl-6 99.50 ( T) 100 ( T) 

Pl-8 73.94 (T) 63.46 (SI) 

Pl-9 96.75 ( T) 42.57 (SI) 

IMSS-2 98.07 ( T) 24 .s9 es> 
12-2 43.62 (SI) 97.66 ( T) 

12-7 92.30 ( T) 99.01 (T) 

IMSS-3 100 ( T) 87.82 ( T) 

13-5 IOO(T) 99.16 ( T) 

13-7 2158 es> 98.48 ( T) 

13-8 3.56(S) 12.5 ( s) 

Así. estos datos sugirieron que Jas clonas derivadas de cepas de referencia y aislados 

mexicanos estuvieron compuestas de diferentes pobJacioncs de parásitos de Giardia 

d11ode11alis, caracterizadas por las diferencias significativas en su sensibilidad al 

metronidazoJ y al tinidazol i11 wtro. Por consiguiente, se decidió realizar este tipo de 

valoración en fonna longitudinal en cultivos continuos del parásito. 
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6. Valoración longitudinal de J.a s:u!>cc¡>tihilidad a DL50 de mctronidazol y tinid:1zoJ 

en troíozoítos de cepas. ai.slados y donas de Giart/la duodeNalis : lltta '\ cz 

seleccionados Jos aislados y clonas mencionadas en el apartado anrcrior, se decidió 

analizar la scnsibiJjdad de é~•tos ante el mcuouidazol y tinidazoJ durante un periodo de 

tiempo determinado. al ser mantenidos cu cultivo coutinuo. Para ello ~ rcaliznron 

cosechas y resiembras de Jos organismos en periodos definidos (cada 96 horas} ha~"la que 

se cumplieron 35 días. Et monüon:~o del porcentaje de '\i .. bilidad ~ hi..1.:0 mcdianre la 

tCcnica de tinción con colorantes fluorogénicos (FDA-PJ) después de e~1>onersc Jos 

parásitos a DL50 de fármacos representativos del grupo de los S-Ni. 

En general la viabilidad varió drasticamente en todas las líneas ceJuJares de G. duod .. ·110/1.s 

(Figuras 15-18). siendo los patf'oncs de variación nlás representativos fos de} ais.Jado \\rO y 

Ja clona Wll- 12, debido a que presentaron descen~s y ascensos graduales de sensihilidad 

ante Jos linnacos probados. presentándose algunas veces cambios repenlinos como eJ 

mostrado por WB-1 (Figur• J 5). En el caso de Ja cepa de ref'erencia P-1 se obs.c:rvaron 

caídas repentinas en la sensibilidad al metronidazol en los cultivos P-1 y P-1(8). micurras 

que la P-1(6) mostró Uicren1cntos graduales p,.esentando una rendencia a manrencnoc 

tolerante. Con el tinidazoJ se ob!'en ... ó que Ja cepa P-1 y Ja clona P-1 (9) mostraron 

ascensos y descensos graduales en cJ porcentaje de ,;abilidad. siendo notorio que la clona 

P-1(6) prcscutó durante 20 dias uu cornportamienro con ascensos y des.censos graduales y 

posteriormente D1J1nifestó cambios repentinos al aumentar su tolerancia por dicho ffintlJICO 

(Figura 16). Con lo que respecta al aislado IMSS-2~ cuando füe e.,puesto al mctronicfazol 

se observó que la clona I-2(2) presentó un fenotipo tolerante al mantenerse asi duranre 

•proxiauad•mcute 24 días.. en tanto que la clona I-2(7) presento ascensos graduales con 

W1• leadcoda a tolerar d!cho fiírmaco. Con el tinidazoJ existió un comportamiento en 

BCDenll con ascensos y descensos graduales en la sensibilidad~ sin presen1ar esta clona una 

e .. bilidacl: tolcranre ni scnsibJc anrc el melronid•zoJ (Figura 17). Conf'onne a lo obtenido 

coa el aislado IMSS-3. se observó que cuando se exponían ante el me1ronidazol clonas 
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FIGURA 15. Análisis long11udinal de la sensibilidad in v1tro de trofozoftos de la cepa WB y 
clonas de i6sta expuestas a OLSO de metronidazol y tinidazof. 2.2x10ES trofozoftos de Giardla se 
ln0t:ularon en viales conteniendo medio TYl·S·33 y metronidezol (226 µM) 6 Unidazol (8.65 µM) y•• •ncubaron a 37ºC durante 24 horas. El moniloreo de la viabilidad a drogas se realizó en 
cada COHCh• mediante la técnica de tinción con FDA·PI. En la gráfica los puntos represenlan 
la cuanli,,caclón de aproximadamente 300 células. 
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FIGURA 16. Anillísls longitudinal sobre lo. sensibilidad in vitro hacia trofozoitos de Giardia 
duodeno/is cepa P-1 y clonas de &sta e>' puestas o DL50 de metronida:ol y tinidazol. 2.2x1 OE5 
trofozoitos/ml de Giardia se Inocularon en viales conteniendo medio TYl-S-33 y la DL50 de 
metronldazol y tlnidazol lncubAndose a 37CC durante 24 horas. La evaluaci6n de la 
-n•lbJlidad o. dichos agentes farmacológicos se realizO en las condiciones especificadas en 
material y mGtodos. En la gril.lica los puntos representan la cuantificación de 
aproximadamente 300 células. De acuerdo al estadlstico aplicado no hubieron diferencias 
elgnltlcatlv•• P<0.05 69 
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FIGURA 17, Análisis longJtudJnal de la senslbilldad in vitro de trorozoitos de Giardla 
duodena/Is del aislado IMSS-2 y clonas de ésre expuestos a DLSO de metronldazol y 
llnldazol. 2.2Jll10E5 trotozo1tos/ml de Glardia se Inocularon en viales conteniendo medio 
TYl·S·33 y metronldazol (226 µM) 6 1inidazol (8.65 µM) y se incubaron a 37ºC durante 24 
hor ... El monltoreo de la vlabllldad a drogas se realizó en cada cosecha mediante la técnica 
de tinci6n con FDA·PI. En la gr4tica los puntos representan la cuantiticaclOn de 
aproalrnaidamenle 300 células. No se presentaron diferencias significativas P<0.05 
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como 1-3(3) se manifestaron ascensos graduales con una 1cndencia a mantenerse estable 

con un feno1ipo tolerante. En el caso de la clona 1-3(7) hubieron variaciones periódicas Cn 

la sensibilidad a este fñnnaco. sin tener la capacidad de mantener una estabilidad en 

cuanto a sensibilidad o tolerancia se refiere. Cuando se expuso al tinidazol. Ja clona 1-3(3) 

presentó un comportamiento estable sensible a dicho fármaco durante aproximadamente 

1 O días. presentando posteriormente ascensos y descensos graduales de viabilidad. Las 

demás clonas utilizadas mostraron una variación periódica en Ja sensibilidad a dicho agente 

antiparasitario sin mantener una estabilidad de componamiento ya sea tolerante o sensible 

(Figura 18). 

De forma general. todos los aislados presentaron una gran variabilidad a los dos agentes 

parasitarios probados con cambios graduales en la sensibilidad. en donde la gran mayoria 

de clonas no mantenían un comportamiento estable para manifestar un fenotipo ya sea 

tolerante o sensible. Solamente en casos específicos se observaron cultivos que tenían Ja 

capacidad de mantener temporalmente dichas características [pe. \VB. P-1 (S). 1~1SS-:?(2}. 

l?\1SS-3(3 )] al ser expuestos al metronidazol. mostrando una tendencia a mantenerse 

tolerantes. Por su par1e. las clonas P-1(6) e 1~1SS-3(3) expuestas ante tinidazol tuvieron 

un comportamien10 contrario, esto cs. presentaron un comportamiento sensible. Estos 

resultados son interesantes dado que pueden sugerir que el uso indiscriminado del 

metronidazol puede propiciar can1bios moleculares en los parásitos expucs1os y generar 

casos refractarios al tratamiento de la parasitosis. 

En función de los datos obtenidos en el análisis estadístico (diseño en bloques 

completamente azarizados) se determinó que. independientemente de Ja cepa o clona 

analizadas. Jas variaciones en la sensibilidad representaron una característica de las 

poblaciones obtenidas en cada cosecha (P«J.05). 
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FIGURA 18. Anélisls longitudinal de la sensibilidad In vitro de trofozoltos de Glardia 
duodena/Is del aislado IMSS.3 y clonas de éste expuestos a OLSO de metronldazol y 
tlnldazot. La cuantificación de la viabilidad se realizo de acuerdo a lo especificado en la 
Figura 15. No se encontraron d1lerencias slgnifica1ivas P<0.05 
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7. Obtención de linens resistentes de G. 1/"ntlc11nli.~ por '\'arios mecnnisrnos 

(risicoquhnico, risiológico y esponhiuco) : El propósito de esta fase del estudio consistió 

en la inducción de la resis,cncia anneróbica a mctronidazol 111 l'llro. Para lograr dicho 

objetivo se ensayaron varios protocolos. y éstos incluyeron los siguientes· 

7 J Seleccj6o joducida por fil:rmaco Las cepas \\'B y P-1 resistentes al mctronidn.z:ol 

fueron obtenidas después de cultivarlas durante aproximadamente 10 meses bajo 

concentraciones ascendentes grad~ialcs del farmaco, logrando obtener 3 J .:?:O incrementos 

de dosis con el mctronidazol para las cepas \VB y P-1 (Tabla VIII) Por otra panc, con el 

tinidazol fue más dificil aumentar la concentración, no obstante, se obtuvieron 46.5 dosis 

de incrementos para ambas cepas de referencia (Tabla VIII) Durante el desarrollo de la 

resistencia es impon"ante mencionar que nunca se presentó una alteración morfológica en 

el parásito, Jo cual en cierta manera indicó que las cclulas entraban a la división y eran 

capaces de completar su citocincsis. Asimismo, conforme se ib;in aumentando las 

concentraciones en cualquiera de Jos dos 5-Ni probados, se presentaron varias etapas 

similares involucrando una replicación lenta de Jos trofozoitos. tardando más de 96 horas 

en llegar a una confluencia del 1 00 °/o. Asi, conforme: las cClulas se adaptaban al culfrvo. 

habia un mejoramiento y estabilización en las propicd:idcs de su crecimiento Este ensayo 

es el más adecuado y confiable para tratar de inducir resistencia in Y.i.1rQ en una diversidad 

de fü:nnncos. pero concomitantcmcnte tiene como desventaja que requiere de periodos 

prolongados de cultivo continuo para poder obtener el fenotipo deseado. 

7 2 1'.1utagénesjs La mctodologia se siguió tal y como se describió en material y 

metodos. en donde después de someterse los trofozoitos a tratamiento con luz U.V. se 

logró que Ja cepa P-1 tolerara una concentración máxima de 5.84 J..1~1: de metronidazoJ. Ja 

cual fue una dosis alta comparandóla con el método de cultivo en presencia constante de 
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fñrmaco. la cual al inicio fue bajn. Asimismo. se obscr-·6 que al tratar de incrementar dicha 

dosis en la cepa P- 1, Jos trofozoitos no soponaron tales condiciones adversas y los 

cultivos no progrCsaron. por lo que no se pudo continuar con la inducción de resistencia 

empleando esta metodología. 

7 3 Esoontánea : Tomando en cuenta los resultados obtenidos en el estudio longitudinal 

se decidió no seleccionar ninguna cepa. aislado o clona debido a la inestabilidad en el 

cornponamiento tolerante o sensible ante el metronidazol 6 tinidazol. Por consiguiente. se 

descartó este método y se optó por transcurrir a Jos restantes para seleccionar Jos cultivos 

adecuados para los estudios siguientes. 

TABLA VUI. HISTORIA DE LAS LINEAS RESISTENTES AL 
METRONIDAZOL Y TINIDAZOL DE LAS CEPAS '"'º Y P·I DE Giar,/ia 
'1110,fenalis INDUCIDAS POR SELECCIÓN EN PRESENCIA DE FÁR.'IACO. 

CEPA FÁR.1'.tACO 

'VB MTZ 

P-1 MTZ 

'l.VB TNZ 

P-1 TNZ 

•l\ITZ - l\fetronidazol 
•TNZ - Tinldazol 

TIEJ\.fPO 
REQUERIDO PARA 
LA INDUCCIÓN 
tDfAS) 

331 

JJJ 

427 

427 
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RANGO DOSIS DE 
(FÁRMACO( JNCRE1'.fENTOS 
(µM) 

0.29-9.05 31.20 

0.:?9-9.05 31.::0 

0.0-'l-1.86 -'l6.S 

O.Q-'l.J.86 -'l6.S 



8- Cinéticas de incorporación de prrcursorcs molccuJarcs durante Ja rcplicnción. 

transcripción y traducción c-n dos Jinc:u de G. ehu>c/C!na/i~ con scnsibilidac.J diferencial 

al nu~tronidazol : Uno de Jos ohjctivos principuJcs en este trabajo f"ue cJ tratar de 

compu·ar los pr-ocesos ccJuJares fhndan1entaJes en líneas del panisito con ~cnsibilidades 

dif'erencialcs, esto cs. mediante Ja utilización de una cepa silvestre y otrn con cJ fenotipo 

resis1entc Ja cuaJ en alguna rnedida ~por1aba una conci:.·ntración aha de lannaco (5.8-t 

µM] para evaluar el erecto del n1ctronidazol sobre la replicación del DNA. J.a rranscripción 

del RNA y Ja traducción de proteínas; y de esta lorma detcnninnr el modo de acción que 

ejerce cJ tinnaco sobre cJ parásito bajo estudio. 

Con esta finalidad se hjcieron mediciones de incorporación de los diícrcntcs nucleóridos 

radioactivos incubados cou J x JO ~rrolozoitos de G1ard1a durante un periodo de :?:-t horas 

manejándose dos series de tubos. Una serie se utilizó como control. Ja cual nWJC3 fue 

ex-pue!'ta al mctronida.z.ol i11 \•irro (cepa WD) y Ja otra (\\~B·R!\.1) nutntcnia una roJeraucia a 

Wcho S-Ni ya que c,-a cultivada siempre en presencia de Jannaco, aunque antes de iniciar 

el estudio se le elinúnó el agente quimiorerápico con Ja finalidad de poder comparar 

posibles diforcncias metabólicas basales presentes entre cepas. 

LI capacidad sintetizadora de DNA en G1ard¡a se evaluó por la incorporación de 31-f.TdR 

al núcleo del parásito. pudiendo observarse cu Ja Figura 1 Q que Ja cepa sil\'estre comenzó 

a sintetizar Jincaln1entc su rnaterial genCtico a panir de las 9 brs logrando tener un 

porcentaje de "iabiJidad al finalizar la cinética de 99.68 ~ó. fo cuaJ nos confinnó que el 

parásito estaba siendo capaz de replicarse, no sucediendo lo misn10 con Ja cepa resistcnre 

Y• que no se observó un incremento inicial en su síntesis de DNA.. no1ándose w1 aun1ento 

ligero • panir de las 18 hrs. Sin embargo dicha linea no presentó un aumento semejante al 

de Ja cepa sensible., considerando estrictamente como parámetro de replicación la 

iacorponción del nuclcótido hacia el material genético de Giardia. Con respecto a Ja 

c:uantificac:ión de Ja viabilidad al finalizar la cinética.,. éste resuhó ser del 9S.S3 o/o y ello fue 

c::oafinlwdo auilitativ•mcntc mediante observaciones de campo realizados a todos Jos 
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FIGURA 18. Efecto del metronldazol sobre I• alnleaie de ONA •n Gl•rdl• duod•n•ll•. 
2.2a10E5 trolozoitoa de Gl•,dl• •• ma•c•ron con 3H·TdR (0.55 µCi/mf) en medio TYl·S·33. 
La Incorporación del nyeteólido radioactivo •• efectuó en un contador de centelleo de 
lfquldoa (Modelo Beckman 15000). Transcurridas laa 2• hora• •• c1.1an1ilicó la viabilidad 
algu&endo el protocolo del FOA-Pf descrito en material v métodos. Los punto• en dicha 
gr6flea repreaenlan el promedio de e•porlmentoa realizados por duplicado en un mismo 
dla. No •• encontraron diferencias significativas entra cepas (P<0.0!5). 



viales de experimentación. Esto nos sugiere que la linea resistente presenta diferente 

metnbolizaci6n del nuclcótido debido probablemente a una baja retoma de éste en sus 

secuencias o bien a una alteración en el receptor transponador de dicho nuc1eótido ('H· 

TdR). Por otro Indo. en base al análisis estadistico aplicado no se encontraron diferencias 

significativas entre cepas (nivel de significancia a.-95 'Vo); por otra parte. se seleccionaron 

algunos tiempos representativos en dicho ensayo encontrtsndose que a las 6 hrs la 

probabilidad de obtener diferencias en sus tasas de incorporación del nuc1eótido 

radioactivo es del O. 9778, sin embargo a las 18 horas la probabilidad de obtener una 

diferencia en la captación de ·'H·TdR entre ambas cepas es del O 7257. 

Con lo que respecta al efecto sobre la sintcsis del RNA. ta cepa resistente presentó una 

saturación más rápida en el proceso de transcripción con un pico máximo a las 15 hrs. 

encontrándose postcrionnente un descenso en dicho proceso despuCs del tiempo 

mencionado (Figura 20). La cepa silvestre mostró un componamicnto bastante semejante 

con la cepa resistente. siendo su principal diferencia el tiempo de saturación en ta síntesis 

del ácido ribonucleico. en el cual la cepa control presentó un ascenso en la sintesis del 

RNA a pan ir de~ hrs. alcanzando su punto milx1mo a las :! l hrs y en un tiempo posterior 

se detuvo este proceso. Por su panc. la cepa resistente saturó su capacidad de simesis de 

RNA hada las 15 hrs. La viabilidad que presentaron la cepa silvestre y la resistente al 

finalizar dicha experimentación fue de 96. 16 º/o y 99 06 º/o. respectivamente. En base a la 

estadística utilizada no se encontraron difer-encias significativas entre las dos cepas~ sin 

embargo al aplicar la distribución de la diferencia entre las medias de dos muestras y 

seleccionando solo algunos tiempos se encontró que la probabilidad de que hallan 

diferencias en la captación de 3 H-UdR en ambas cepas es del 0.9834. en tanto que a las 

15 hrs la probabilidad es del 0.5832. 

En cuanto al efecto del metronidazol sobre la síntesis de proteínas. se modificó la 

formulación del nledio de cultivo TYl·S-33 (Anexo 1). al cual sólo se le agregó 0.6 g de 

cisteina. esto con la finalidad de favorecer la incorporación del aminoácido radioactivo. En 
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FIGURA 20. Efecto del metronidazol -sobre la sintesis dol ANA de Giardia duodena/Is. 
2.2x10ES trofozoltos/rnl de Giordla so Incubaron con 3H·UdR (0.55 µCi/ml) y el 
monltoreo de la lncorporaci6n del nucloótldo radioactivo se realizó modiante lecturas 
en un cont•dor de centelleo de liquides (Modelo Bockman 6000). Los puntos 
repre•entan el promedio de dos oxporlmentaciones realizadas en un mismo dha. En la 
parte superior do la grñfica so Indican los cepas empleadas. RM - Cepa WB resistente 
a metronldazol. No so encontroron dltorenclas signllico.tlvas entro copos P<0.05 
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la Figura 21 se oprccinn claramente lns diferencias existentes entre las cepas analizadas. En 

to referente a ta cepa sensible, se observó en las 2 primeras hrs una tasa de síntesis 

··proteínica alta y a las 7 hrs posteriores se detuvo dicho proceso celular, y nuevamente se 

disparó cstn sintesis a pan ir de las 21 hrs. En la cepa resistente se presentó un 

componamiento muy diferente, ya que duran1e las primeras 12 hrs iniciales, se presentó 

una tasa de síntesis prácticamente basal, y a pan ir de las 1 5 hrs se disparó este proceso 

(Figura 21 ). La cuantificación de la viabilidad al término de dicho estudio mostró valores 

de 99.33 o/o para la cepa silvestre, y de 94.58 '% para la linea resistente. Con Jo que 

respecta a la estadística aplicada, se encontraron diferencias entre estas cepas con un a-95 

o/o., también en este ensayo se analizó Ja probabilidad de que hallan diferencias en la 

retoma de .u S-Cistcínn a las 2 hrs es del O 9922, en tanto que n las 6 hrs fue del 0.5596, 

mientras que a las 21 hrs se encontró una diferencia del 0.0823. 

Tomados en su conjunto estos datos sugieren que la cepa resistente a metronidazol realizó 

una disminución primaria scver-a en Ja tasa de síntesis del DNA. con un efecto ligero 

cuantitativo en la capacidad de transcripción del RNA. aunque con un efecto secundario 

severo sobre la tasa de síntesis proteica. 

En base al análisis estadístico aplicado a los datos sobre replicación de DNA y síntesis de 

RNA (disei\o en bloques completamente alcatorizado y la prueba de hipótesis: la 

diferencia entre las medias de dos poblaciones) [Daniels. 1995). 

independientemente de las cepas utilizadas, las diferencias obtenidas 

mostró que 

los patrones 

cinéticos presentados se debieron a características propias de las poblaciones del para.sito 

analizadas (P<0.05). Por su parte, la síntesis proteínica presentó diferencias en sus tasas de 

incorporación de cistcina radioactiva entre ambas cepas (P<0.05). 
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FIGURA 21. Erec1o del metronldazol sobr• la slntesls de proteínas do Giardia duodanalls. 
2.2•1DES trofozoi'tos/ml de Giardia se marcaron con 355-Cisteína (O.SS µCi/ml) en medio 
TYl-S-33 con 0.6 g de cis1efna. La incorporación de la marca radiactiva se realizó 
mediante lecturas obtenidas en un contador do centolloo de líquidos (Modelo Beckman 
8000). A laa 24 horas se cuantificó la viabilidad slguiondo el protocolo descrito en 
m•t•rlal y métodos. Los puntos en la gráfica represonl¡;sn ol promedio do oxperlmenlos 
realizados por duplicado en un mismo dia. Se encontraron diferencias significativas entre 
cepas (P<0.05). 
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VI. DISCUSIÓN 

Durante varias dCcadas se han realizado diversos estudios involucrados con las variaciones 

moleculares que presenta el parásito Gu1rJ1a d11od1.•1w/Js. Esto Ultimo se ha rc01lizado por 

una parte con la finalidad de conocer los mecanismos por Jos cuales dicho parásito logra 

adquirir la capacidad para sobrevivir ante condiciones adversas no naturales. y por otro 

lado para diseñar algunas estrategias que ayuden a controlar dicha infección En este 

sentido. se ha recurrido principalmente a la quirnio1cr."1pia y al diseño de nuevos agentes 

fam1acológicos aplicables al trntnmicnto de 13 giardiosis 

Ton1ando en cuenta lo anterior. es i111ponante conocer las interacciones huésped-parásito 

que ayuden ni encendimiento del cu<tdro clínico que desencadena Ja giardiosis, estando 

involucrados factores propios dd huCspcd (estado nutricional e inmunológico. edad, 

sexo). y también las caractcristicas intrinsccas del parásito [virulencia. patogenicidad. 

variabilidad en sus antigenos de !'>LJpcrti.::ie (:'.'.'ash, J 99:!). susceptibilidad a proteasas 

intestinales (Nash ,., '''· J 991 ). difcrC"ncias fenotípicas y genotípicas presentes en aislados 

de diferentes origcncs geogrilticos y especies (Carnaby t.'f t.i!, 1994), y susceptibilidad a 

fñnnacos (~fclntyre t'I al, 1986)) 

Dichas investigaciones han podido ser realizadas gracias al desarrollo exitoso del cuhivo 

axénico del parásihl (~lcycr. 1976) el cual ha sido muy útil para mantener su ciclo vital, 

esto es el quiste). el trofozoito En este trabajo se cs1udio Ja fase vegct<ttiva del parásito, 

es decir, el trofozono. lo cual tiene la ventaja de que c5ta fase puede n1antenerse mediante 

cultivos continuos in l'lfro por periodos de tiempo indefinidos. mediante la utilización del 

cultivo TYJ-S-33. E5te Ultimo se caracteriza por ser altamente complejo, siendo algunos 

de sus componentes principalc.5 agentes reductores tales como la cistcina y el 3cido 

ascórhico, sales. antibiótico.5, amoniguadores de pH. suero, bilis El empleo de este medio 

ha permitido realizar estudios farmacológicos. en donde se han analizado aspectos tales 
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corno: el mecanismo de acción. Ja rernpia ahcrnativa para casos rcfracra.rios al 1ra1amien10 

y el papel del parásito al exponerse a f.-irmacos (Smith '"''al, J 982) 

Durante Ja realización del presente cs1udio inicialmente se prclcndió hacer una evaluación 

de diversos mCtodos de viabilidad 111 ''l/ro que ayud:1ran a probar el efecto de farmacos 

sobre Giardi'1. dado que en la actualidad no se tiene una convención par.-. est;1blecer una 

metodolo,gia estándar que ayude a evaluar de una Jbnna r<ipida y eficaz Ja s.cnsibl1idad a 

filnnacos. Asi se probaron el subcultivo en medio líquido (l lilJ ,_.,al, J 986). sub cultivo en 

medio semisólido (Gillin y Diamond, J 980). incorpor;:tción de nucJeótidos radioactivos 

(lnge y Fanhing. J9S7~ Boreham t'I al, 1984), tinción con colorantes Ouorogcnicos 

(Schupp y Erlandsen, 1987) y reducción de sales de tetra.zolio (1'.1osmann, 1983) Lo 

anterior se hizo con la finalidad de comparar las carnc1eristicas de Cstos merados y 

seleccionar aquel que tuviera la mejor sensibilidad, confiabilidad. y reproducibilidad. para 

que eventualmenrt!' pueda rcner aplicabilidad a nivel clinico y de esta forma poder hacer un 

sondeo de diversos farmacos y determinar la C)Uimiorerapia alternativa en pacientes con 

fallas al tratamiento en dicha parasitosis 

Para la realización t.Je las tCcnicas mencionadas anteriormente, se u1iliz.::1ron trofo.zoitos de 

las cepas de referencia ampliamente empleadas [\\'B y P-1 J ocupando al metronidazoJ 

como fiírmaco representativo de Ja familia de Jos 5-Ni. en ensayos que permitieron obtener 

el valor de DLso (dosis que mata el SO º/Q de los organismos). esta última se considera 

como un parámetro que ayuda a probar el efecto 111 rl/ro de los agentes antiproto.zoarios, 

y ofrece una medición más exacta de fa sensibilidad de los métodos ensayados. 

Con lo que respecta al subcultivo en medio liquido, se realizó un ensayo al paralelo de 

ésre con otros fiinnacos de disrinto mecanismo de acción. los cuales f'ueron Jos 

bencimidazoles (Cruz. J 996). y al cotejar los resultados obtenidos con ambas familias de 

finnacos. se observó que este fue el ensayo idóneo para ambos tipos de agentes 

quimioterápicos. debido a que se determinaron así valores de DLso más bajos para las 

cepas utilizadas. Esrns fueron de J 76. 1 y J J 3.2 µ1\.1 de metronida.zol para las cepas \\•B y 
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P-1 respectivamente. teniendo una variación de 1.75 veces Cabe n1encionnr que este 

último valor representa la variación que hay entre los valores de DL!>o obtenidas en ambas 

cepas utilizadas, lo cual indica que el ensayo permite obtener valores confiables Lo 

anterior se puede deber al hecho de que este ensayo fisiológico evalúa cspccílicamcntc la 

capacidad de un sistema biológico para seguir realizando sus funciones vi1ales tal como la 

replicación celular después de ser expuesto a un agente potencialmente citotóxico Esto 

significa que se evalúa el efecto farmacológico del agente antiparasitario después de 

haberse presentado la interacción formnco-mo!Ccula blanco. no impor1ando que c1 blanco 

del agente quimiotcrapico se encuentre a nivel de material genCtico. DNA. R..~''· 

protcinas. vías metabólicas del paril.sito u otros sitios En el presente trabajo las diferentes 

técnicas empicadas para evaluar la sensibilidad a fisrmacos nos permitieron detectar el 

efecto citost8tico ("\iabilidad-= 90 ~'O) y citocida (monalidad del 100 ~,..o) de los fit.nnacos 

analizados. sin embargo se considero un agente quimiotcrñpico efectivo aquel que afretara 

dramH.ticamentc la viabilidad celular. esto es que manifestara un 100 º/o de monalidad Se 

destaca que las diferencias estructurales y mecanísticas de los distintos fñrmacos pueden 

influir en el sistema de evaluación de susceptibilidad a farmacos. los cuales tambiCn nos 

ayudan a predecir si su modo de acción es bioquimico (involucrando reacciones quimicas 

principalmente oxidaciones propiciadas por enzimas), fisiológico (alteraciones en el 

funcionamiento celular a nivel genómico) ó de ambos tipos dependiendo del patrón de su 

respuesta Por otro lado, cabe mencionar que dicha tCcnica ha sido empicada para evaluar 

los mecanismos de defensa del huCspcd sobre los trofozoítos de Gu.1rdu1 (Hill et al. 1986). 

De manera par1icular, este ensayo tiene muchas ventajas con respecto a los demás que se 

utilizaron en este trabajo. dado que no requiere de material costoso ni equipo sofisticado 

como: nucleótidos radioactivos, contador de centellt .. ·o de liquides ó microscopio de 

cpifluorcscencia resuhando ser la prueba mñs útil en lugares que carecen de esta 

infraestructura. Sin embargo. tiene como limitante el que su realización requiere de mucho 

83 



tiempo. Por lo que st.· le puede postular como el me1odo estii.ndnr para probar diversos 

lar01ncos con dis1intas estructuras químicas y propícdades fisicoquimicas 

Por otro lado. el subculrivo en medio semisólido. aunque pencnccc al gnipo de los 

ensayos fisiológicos presentó limitaciones muy imponantes dada su baja !'cnsibilidad. Esto 

íue evidente al proporcionar valores bajos de DL50. siendo de -385 J 98 ~J!\1 para la cepa 

\VB y de -6827 21 µ~1 para la cepa P-1 Estos valores presentan diferencias significativas 

entre las dos cepas, lo cual confirma que el ensay o no c:s adecuado para tales fines 

Asimismo tuvo unJ variación de l 77(,., 2) veces. siendo Cste un valor aceptable. pero 

como se ob1uvieron dosis por debajo del umbral de detección experimental (i e valores de 

DL~o negativas) no es rcpresentati,·o y por ello !'e dcscanó dicho ensayo. Por otro lado, 

este análisis presentó algunas Ji111i1acioncs con10 el largo tiempo que se requiere para 

obtener los resul1ados { 7 dias l. siendo el aspecto más interesante la falta de 

reproducibilidad de este rnCtodo del-ido en parte a que Ja viabilidad de los trofozoitos 

puede estar af'ecrnda drásticamente por la C'xposición a cambios dramáticos de temperatura 

(4°C y 4:? ºC) Jo cual posiblemente los da1la a nivel de la bicapa lipidica propiciando la 

muerte celular Por otra pane. si tomamos en cuenta que dicha técnica se basa en Ja 

capacidad de trot:.•zoitos individuales para formar una colonia en Ja matriz scmisólida 

(agarosa), es probable que al C'.;poner el parásito al mctronidazol se d'10cn seriamente y 

conjuntando esto con una selcccion celular de trofozo11os de rJ1an.ba provenientes de un 

cultivo que presenta subpoblacioncs mixtas con sensibilidad .a fonnacos difrrente. se tienen 

muy pocas probabilidades de obtener un adecuado ~ ó CFE Sin embargo. el subcultivo en 

medio semisólido puede tener aplicación en el aislamiento de: clonas. las cunlcs pueden dar 

información sobre el grado de heterogeneidad en una población determinada 

Respecto a la tC-cnica de incorporación de colorantes tluorogCnicos. este se f'undamenta 

en que el diacelato de fluoresceina [FDA] es una n1ólecula no fluorescente pero que sirve 

como substrato en ciertas reacciones enzimáticas. en donde las esterasas intracelulares 

incspcciticas se unen a dos grupos acetatos mediante un enlace Cster con dicho substrato 
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y producen Ja fluoresccina. una molécula polar que emite fluorescencia verde a una }. -

499 nm (Hoffman y Scrnetz. 1983) Se requiere asimismo una bicapa Jipidica intacta en 

las cClulas para que estos tengan la capacidad de retener el tluorocromo En algunas 

investigaciones han correlncionado a lipasas. aciJnsas. y protcinasas en la hidiólisis del 

FDA; pero la presencia de estas enzimas no se ha in ... estigado con detalle en las dos 

entidades moñológicas del parásito. En este sentido se decidió usar dicho colorante dado 

que el FDA no es tóxico. Jo cual ha sido corroborado al utilizarse en una variedad de 

cCJuJas. entre las cuales se incluyen las células de mamifcro y Jos cultivos de tejidos 

(Rotman y Papermastcr. 1966). Por su pane el fluorocromo fenantrinico (PI) es capaz de 

penetrar al parásito y ubicarse espccificamente en la doble cadena de los .;icidos nudeicos 

debido a una alteración en Ja estruclura membrana! del parásito (Barni ,., ni. 1981 ). En 

este ensayo resalta como una "'entaja DL !>o detcctad<is en las cepas \\'ll y p. J de 226 y 

226.2 µ~f respectivamente Como se puede obser...-ar. estos valores son muy semejantes y 

no existieron diferencias significativas. lo cual indica que es un ensayo suficientemerne 

exacto para este tipo de evaluaciones Asimismo cabe señalar que estos resultados 

mostraron el valor de '\'ariación mas bajo. siendo de J '\'CZ en Ja sensibilidad. Jo cual sugiere 

que el método es muy adecuado para mies fines 

Es importante mencionar que la tinción con FDA·Pl no habia sido utilizada en Jos 

reportes precedentes para medir la "'iabilidad en trofozoitos de Giurd1a expuestos a 

flirrnacos, pero resultó ser bastante adecuada para nuestros fines. además de tener varias 

ventajas con respecto a los otros ensayos utilizados como son· Ja sensibilidad, 

reproducibilidad. rapidez (ya que los resultados se obtienen en aproximadamente 5 min en 

eJ análisis de cada muestra) y para una mayor rapidez en un gran número de muestras en 

Jugares que cuenten con un nivel adecuado de infraestructura, se puede utili7 .. ar la 

cirometria de flujo (FACS ó separador de células activadas por fluorescencia] ) y es 

relarivarnenrc económica (donde puede ser bastante evidente el bajo costo de los reactivos 

utilizados en esta técnica si se compara con el precio de Jos nucleótidos radioactivos) por 
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lo que se propone como una técnica potc:ncialrncnlc util en este tipo de dctcrminaciom.•s, 

resultando nden1ás ser confiable como alternativa ni subcultivo en rnedio liquido. 

Con Jo que respecta a la incorporación de 31-J-TdR. Csta nos permitió cvaluar de manera 

parcial el mecanismo de Hcción del mctronidazol. dado que el J¡ 1-TdR al incorporarse al 

DNA nos sugiere que t.•I pnr.3.sito esta siendo c;tpa.1:. de rc:plicarsc. y en un menor grado. 

que existe una pequeña rcpnrncion de Cstc Dado que se conoce que este 5-7'.'i actua a 

nivel de DNA. dicho ensayo corroboró que.• el farm:ico c .. ta ir11eractuando con el r11aterial 

genético y se refleja en una fucne inhibición del crecimiento celular En base a las DL!-.. de 

:?21.5 y :!17 4 i1!\f para las cepas \\'By P-1 rcspccfi\.ana:ntc. se obtienen vai-iacioncs de 

1.01 el cual es coniparnble con el ensayo del FDA Si ~e tomara con10 b;tsc de referencia 

este panirnetro, estos ensayos sednn idóneos para los prrpo~itos del estudio Por otra 

pane. el contador de centelleo es un aparato que cuc11ta con un paquete co1nputnc10n~J 

que proporciona ventajas tales como un pi-occsam1ento y cu.:mtificación automatizados, 

pern1itiendo reponar un n1ayor núrnero de muestras y entregar resultados comrlctos en un 

día. Esta tccnologia ofrece una gran exactitud asi como un ahorro de licnipo sólo al 

momento de la cuantificación de la viabilidad dado que cada muestra se procesa en un 

tiempo maximo de 2 min, pero es largo el tiempo en el CJUe dcb..:n mantenerse 

incubación los trofo7-oitos con la rnarc<1 radioactiva e:: hi-s), sin cmb.:irgo a pcsai- dt:I costo 

de los nuc:Jeótidos rndio:tctivos y el equipo mencionado antcrioi-n1(·n1c. dicho ensayo 

tambiCn i-csuhó sci- alternativo :ll subcultivo en mcdiü liquido debido a que permi;:ió 

detectar valores de DL~o semejantes Por 01ra pa!"lc cs irnponante mencionar que los 

nücleos de las cClulas no incoi-pornn la marca en la misma proporción debido 

primoi-dialmcntc a la fo~e S del ciclo cclul;:ii- en la que ocLJne Ja replicación celular 

(\Viesehahn (.'/al. 1984 ). 

Otro niCtodo empleado fue la reducción del :\1TT. Ja cual es una prueba calorimétrica que 

mide Ja actividad glucolitica de pai-ásitos viables En ésta se presenta reducción 

metabólica de la sal de tetrazolio propiciando la precipitación del forrna.zán en el interior 



del c.itop1asma de 1os uofozoitos. ya que en ta bit."lreducción del núcleo de tctra:i'.olio 

ccntra.l cargado positivamente se reduce 1n carga neta positiva a cero y usi el formaz.án del 

?\.1TT resulta ser insoluble (Scudicro , .. , u/. 1988) Dicho ensayo careció de sensibilidad 

debido a que dio valores muy nitos de las DL ~u siendo de J4CJ.3 µ~1 parn la cepa \VD y 

de 780. 1 µ~1 para la P-1. pres~ntomdo variaciones de ::?: ::?:3 veces Resultó evidente que 

este ensayo nlostró variaciones rnác; grandes. y otras desventajas concomitantes fueron el 

que siempre se presentó un fondo debido a que las células reciCn muert.ss todavia podían 

tener acti,idad cnzimatica y dar lugar a falsos positivos. esto se supuso ya que al comparar 

dicho cnsa~ o con los otros probados se notó clara1nc111e que a concentraciones elevadas 

del mctromdazol se afectaba dro\sticarncnte la viabilidad Basados en los resultados 

anteriores ~e decidió c'trapolar y considerar en este ensayo que a esas concentraciones se 

carecía de viabilidad celular. si bien el ~1TT no pennit1a evaluar estos criterios fue debido 

a que todav1a habia precipitación de formaziln en trofo7oítos no viables de Gu:1rd1a. Esta 

sal de tetrazolio (~1TT) no ha sido empicada para evaluar la viabilidad en Gu1rd1a 

después de ser t.·xpucsta n farmacos Sin embargo. el XTT si se ha utilizado 

específicanlcnte con estos fines (\\'right -.·1 al. 199:?) y es.te Ultimo tiene co1no ventaja que 

genera un producto color naranja hidrosolublc que permite realizar varias determinaciones 

en un mismo cultivo sin necesidad de lisar las células. y como consecuencia se requieren 

cantidades minimas de muestra parn poder obtener resultados Por otra pane. algunos 

estudios realizados en este h1boratorío han mostrado que las :;ubpoblacioncs de trofozoitos 

de Giard1a en un cultivo, esto cs. cctulas adheridas. no adheridas y totales presentan 

variaciones metabólicas en su capacidad para reducir la sal de tctrazolio [~111]. siendo las 

~o adheridas las que presentan una mayor tasa metabólica (PCrez 1.•/ al. 1990) 

Retomando los datos obtenidos en J3s diversas técnicas que ayudaron a evaluar la 

viabilidad en G111nlia. éstos confirmaron que el mecanismo de acción del metronidazol es 

inicialmente bioquinlico ya que se cfcctUan un:l serie de reacciones quimicas realiz.adas por 

la enzima biotransf"ormadora del farm::ico llamada PFOR. involucrando principalmente 
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oxidaciones. Estas Ultimas dnn lug:u a la gencrnciOn de varios intermediarios reactivos los 

cuales se intercalan en el DN.-\. aceptar para propiciar la interacción farmaco·rcceptor La 

biof"asc es un nspecto cuyo rcC]uisito implica una concentración ndccunda de fármaco para 

que pueda llevarse a cabo una interacción efectiva C]lu.• conduzca al efecto farmacológico 

deseado, en donde es necesario considerar que para C]uc un agente quimiotcrftpico alcance 

su sitio de acción debe ser capaz de interactuar en dos ambientes diferentes, el lipofilico 

(mcmbran<ls) y el acuoso (citopla~m:t) El citoplasma Je una célula es cscnci.:ilmcntc una 

solución diluida de sales en agua. y !odas bs cclulas "ivas csti\n rodeadas de una fase no 

acuosa que es la membrana Algunas funciones de 1a membrana son proteger a la célula 

de substancias hidrosolubles para e,·itar b citólisis. o tiien formar una superficie en la cual 

enzimas y otras proteinas pueden unirse para producir una organización estructural. y 

también ayuda a separar soluciones que presentan diferentes potenciales electroquimicos 

Aunque la estruc1ura de la membrana no ha sido completamente dilucidada, el modelo 

ampliamente aceptado es el del mosaico fluido. donde hay proteínas integrales CJUC se 

encuentran embcbidns en la bicapa lipidica. y proteínas perifcricas que se asocian solo a la 

superficie de Ja membrana La estructura de Ja 1ncmbr:ma es determinada primariamente 

por ta estructura de los lipidos de los cuales esta compuesta. siendo los principales el 

colesterol ncu1ro y los fosfohpidos iónicos (Stryer, l"SS) A!-imismo se mencionó que el 

mecanisn10 de accion pos.tenor e~ ti5.iologico. ya que al haber un d::u"lo serio en el material 

genético (DNA) Jos trofozo1tos son incapaces de realizar -.us funciones ...-itales como la 

replicación y el crecimiento. dando lugar a la mucnc dd p.'.lrásito 

También es imponante considerar el papel que juega la estabilidad de los intermediarios 

reactivos. ya que de esto depende c1 que haya un efecto deseado. influyendo 

principalmente el pH del medio el cual determina la protonación y asi la posible 

rcactividad del radical libre producido, la protonicidad o c1 grado de componentes acuosos 

en el medio. y finalmente Ja presencia de algUn otro componente con et cua1 las especies 

reducidas producidas puedan interactuar propiciando un inadecuado efecto citotóxico. 
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Estudios recientes han mos1rndo que Ja influencia del pi 1 modifica Ja estabilidad del rndicaJ 

anión del metronidazol y por lo consiguiente se propician interacciones reducidas del 

finnaco con las bases del DNA (Tochcr y Edwards. 1994). Es imponan1e considerar que 

el fi.m1aco sólo ejerce su acción en trofozoilos. no sucediendo Jo mismo con el quiste. 

Esto trae como consecuencia que el uso de este farmaco no permita un control adecuado 

en dicha parasitosis. propiciando la diseminación de la enfermedad. 

De forma global. las concentraciones de DL50 obtenidas en este trabajo no se parecen a 

las reponadas por otros investigadores, entre los cuales destacan: Gillin y Diamond 

(1981) que u1ilizaron la cepa P-1 y reponaron un in1crvalo de concemraciones de O 88-

S 84 J.l~1 cn1plcando al crecimiento clona!. Srni1h L'I al ( 1982) reponaron un intervalo de 

S.84-9 35 µf\1 utilizando al crecimiento clona!. Gordts ,., al ( 1985) reponaron ~UC de 

2.92-5.84 µ~1 empleando :?5 aislados y el método de mncrodilución en medio semisólido. 

Boreham et al ( 1987) repon aron DL~,, de O 68-1 µ!\1 11tilizando Jos aislados 1061111 hasta 

el 106/1111 en tanto que para los aislados 120/1/I al J:?0/1/15 se detecto un intervalo 

desde O 56-1 18 J.t:\1 y la captación de timidina tritiada, \\'alh 1..•t al ( 1988) reponaron 

DL~o de J.75-·L3S µ!\f con los aislados \VB, PO. RS. LT, CAT y la prueba de adherencia 

en microcultivo. 1'.1eloni 1..·t al ( 1990) utilizaron a BAH54 reportando concentraciones de 

7.65. 17.22 y 164 J.t!\f con la prueba de adhesión. !\1ajen·ska 1..•1 al ( 1991) empicaron 

LSLP-116. SLP, GGPRP-114, J-IP-98. HP-109 reportando un rango de O 51-6 53 µJ\.1 

mediante la inhibición de crecimiento. \\'rigth .:t al ( 1992) utiliz.aron el XTT y el conteo 

visual encontrando DL~o de 1 J 6-= 98 con el aislado v:-.;o J, Favenncc t.•t al ( J 99:?.) 

emplearon la pn..;cba de adherencia de crecimiento con el aislado PARIS/86/LCFl3 

encontrando un intervalo de 6.7::-S 76 J.t!\f. Algunas posibles explicaciones de estas 

variaciones experimentales son· primero. la utilización de diferentes cepas que se 

caracterizan por tener sensibilidad diferencial a fürmacos lo cual ocasiona variaciones en 

Jos valores de DL~o ó !\1IC~ segundo. el uso de los diferentes métodos que determinan el 

efecto citotóxico de los farmacos. ya que en el presente trabajo. se pudo observar que no 
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todos Jos mCtodos son los adecuados p~trn Jognu- este fin lo cual cstft en función del 

mecanismo de acción que presenten los fármacos a evaluar y puede influir 

dctcrminnnterncnte en la selección de alguno de ellos Tercero las adaptaciones rcalizndas 

a las n1ctodologias ya rcponadas. asi como la concc.:ntración de las diversas sustancias 

utilizadas. y cunno. no se dcscan:i la po~ibilidad de un;-1 baja actividad del mctronidazol en 

contra de Jos trofozmtos obtenidos en di?>timos aislado!> y clonas 

Así. Jos resultado<i obtenidos con los difcrcn1cs me1c.l1h.•s de viólbilidad sugirieron el uso de 

la lindón con colorantes fluorogc.~nicos como lm mCtodo de elección por las ventajas antes 

mencionadas. adcrn<is de ser un ensayo í]UC puede tener aplic;1bilidad en dh. ersos carnpos 

de investigación a nivel clinico y cpidemiológi.:o 

Otra meta del trabajo consistió en comparar Ja acti,:idad farmacológica de seis derivados 

del 5-Ni los cuales fueron dimetridnzol (se utilizó corno un f.innaco alternativo que 

pudiera tener aplicabilidad en :\1edicina Humana). mctronidazol (se seleccionó por ser de 

prescripción frecuente), ornidazol (por ser un farmaco que empieza a utilizarse en el 

traran'tiento de la giarJiosis). ronidazol (por ser un 3genlc quimio1er:·1pico con acción 

prometedora a dosis bajas y tambicn con la finalidad de hacer comparaciones con los ~

metil-5-Ni ya que Cstc es J-mctil-5-:--.:i. aunque es ampliamente utilizado en :\fedicina 

Veterinaria). secnidazol (por ser una foirmaco de cleccion alternativa al trntamicnio de la 

giardiosis) y 1inidazol (por u1iJj7_an.e en tratamientos comb1n;ttorios especialmente en casos 

fallidos con metronidazol) Para ello se utilizó la cepa de referencia (\\'Il) ampliamente 

empicada en inve?>tigaciún. y se cons1ruyeron curvas dosis-respuesta para oblencr los 

valores de DL50 y ;\tlC con la finalidad de comparar ~u actividad citotóxica evaluando el 

porcentaje de viabilid<td con la tinción de colorantes l1u0rogCnicos (FDA-PI). 

La actividad antigiardia de cs1os derivados dcJ 5-Ni variaron ampliamente 

con valores de DL50 en un intervalo de 5 18 pl\f hasta ::!::!6 p!\f para el compuesto menos 

potente. por Jo c¡uc la efectividad en orden dccrecic111c fue· ornidazoJ.,.tinidazol>ronidazol 

>secnidazol::-dimetridazol>>>me1ronidazol. Es1c análisis se basó en la :'\.1JC (concentración 
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de fármaco que causa la complcla inhibición del crccimienlo del parásito) expresada corno 

concentración nlicron1olar. Las concentraciones 1nolarcs son mas rdevantes en 

evaluaciones comparntivns dado que la actividad biológica de varios 5-:-.:-i dependen de la 

reducción de un grupo nitro por molCcula (Knox ._.,uf, 1981 a; Lindmark y !\1uller. 1976~ 

y Reynolds c.>/ al. 1975) Tomando en cuenta los rcsullados obtenidos y con base en las 

estructuras químicas de los derivados empicados (Tabla JI), se descarta la posibilidad de 

que el incremento en c:I peso moh:cular (P :0..1) u:..' :'lmai'lo del subsiituycn1c en la posición 

1 de los distintos derivados del 5-Ni incT"cmcntcn In actividad contra G1artlia Estos 

resultados sugieren que el efecto fannacologico no está relacionado por el aumento en la 

complejidad del sustituycntc en la posición 1. que como es bien snbido todos los ~-llletil-

5-nitroimidazoles varían ~olo en esta substitución (Tabla 11) Sin embargo. es posible que 

grupos químicos presentes en esta posición puedan potenciar la actividad del fármaco en 

contra de trofozoitos de <J1ard1a Algunos de ellos son la presencia de halógenos como c1 

cloruro en c:1 ornidazol. o bien mctilenos en el dimctridazol )' c1 ronidazol, no 

dcscartandóse la posibilidad de que otras panes de la molécula puedan contribuir a una 

potenciación del efecto citotóxico Asimismo. cxio;tc b. posibilidad de poder generar 

mecanismos de acción alternos apanc de la clasica reducción del grupo nitro en Ja posición 

5 del anillo imidazol. y Csto se basa l-"'rincipalmcntc en la siguiemc hipótesis l) los reportes 

más recientes mencionan que los bcncin1idazolcs que conticnt:n gnipos carbamatos ejercen 

su acción en protcinas contrftctilcs del parásito [tubulinas y giardinas] (~1organ t.'I al. 1993 

b) y así por obscrvaciont.~s de n1icroscopi.:i óptica. cuando se expusieron trofozoitos de 

G11:1n,hi.1 ante el ronidazol. un derivado que presenta un grupo carba.mato en la posición 2 

del anilJo imidazol. se observó una alteración en su morfología. por lo que seria interesante 

realizar estudios de microscopia electrónica analizando la ultraestructura del parásito. 

Retomando lo anterior-. resalta Ja imponancia de las relaciones existentes entre la 

estructura quimica y la actividad biológica de ésta última. Se deben tomar en cuenta 1) la 

lipofilicidad que es requerida para que el farmaco llegue al sitio de acción. y 2) los 
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factores electrónicos requeridos para la interacción con el silio de acción, curre Jos que 

csrán contemplados enlaces dC:biJcs (fiJcr.zas t.•lcc1rost,11icas, cnl:tccs de hidrógeno) y 

fuencs (de tipo covalenrc) Jo cuul propicia que se sc..·ncrc la acción f::trmacológicn 

De la misma forma nos percatamos c¡uc c:J indice citoto"\ico prc .. enr;1do en Ja tabla VI nos 

indica los eíectos deseables e ind«."scablcs de un ff1n11:-tco. es dc..•cir Ja ~fIC y b DL,u . en 

donde valores altos de este indice nos sugiere que 1 cncn1os un margen de seguridad n1ás 

grande, en tanto que valores pcquci1os nos indican lo 1..·c.•ntr.1rio. Jo cu.11 en p:trtc bi<.·n 

puede sugerirnos que ni tener un margen bastnntc cstrc..·cho puede llevarnos m:is f';icilmcnte 

a los efectos adversos de cunlquicr forn1aco. siendo uno de Jos m:ls importantes su 

toxicidad. 01ro nspeclo intcrcsanrc es el tiempo de vid:-i media de los cornruc!->los 11 ~ (es 

el tien1po en que r:arda en ser cli111i11ildo un farmaco Je un orgamsmo) el cu:tl no se ha 

estudiado in n110 Sin embargo. si c'\:1rapol:11nos estos conceptos ,"I nuestras 

cxperimentnciones poden10!' sugerir que cu:indo se agrcgab."I farmnco a ntH:slros cullivos 

se encontraba un<i concentracion aha de éste lo cu:il pro" oc aba un c..·fe-.:1(1 serio en Ja 

"·iabilidad de lo~ trotOzo1tos. y conrrariamcnrc..•. cuando rransctnna el tiempo 

probablemente disminui.'.l Ja conccmr.1ción de mctronid:1zof en el medio. lo cual propiciaba 

un incremento celular de rJ,.11du1 Por otro lado. c:-ibc mcn..:i1..-.,nar que ~e llan rcrortado en 

humanos valores de ti~ p.ir:t el ornida7ol di.!' 10 ') lir~ (J(~kirii y fc.J . .;1pi1. JCJS:'.). cJ 

tinidazol tiene 1 J 1 horas (Jokipii y Jokipii. 198=>. t..•/ s1..•cnidaLol con 1-; hor;1s (Vidcau 

~·tal. J978) y el metronidazc./ con CJ 5 f1rs (Jc._~J...ip1i y Jokipii. 197~1) 01ro a~pecto 

interesante en el estudio de Jos fr1rmacos son los fannacof(.~rl)S (la p¡1ne activa de Ja 

molécula del formaco) los cu;ilcs. son Jos re.spon~ab/es de la cficaci:i de un agente 

rarmacológico Por otra panc. se ha mostrado que l:t actividad mutagCnica de algunos 5-

Ni como el dimctridazol. metronidazol, ornidaz.ol. y 1inidazoJ a bajas concentraciones es 

semejanle, por lo CJUC se ha sugerido una relación entre la actividad mutagc.'nica y Ja 

naturaleza quimic:1 de Jos substituycntes en la posición 1 del anillo dcJ imidazoJ (Voog;d L'I 

al. J 979). En cuanto a Ja relación estructura quimica-mutagenicidad. se sabe que eJ 
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jnlidazol es unn mokcula que se encuentra cargada positivamente y se compona como 

base dCbil. mientras que el grupo ?\:O: atrae e· debido a que la molécul:i está cargada 

negativamente. Por su pane el grupo metilo tiene Ja propiedad de donar e·, Jo cunl 

incrementa Ja capacidad rcductiva de Jos nitroimidazolcs con el grupo alquilo unido a un 

átomo del núcleo ndy.:tcenre al aromo del núcleo inudazol que Jlcva al grupo ~·o: Si eJ 

grupo n1e1ilo no esl.:t adynccnre <ti ~rupo :'-.'Oi. la c;ip:icidad rcductiva disntinuye y esto 

propicia que sean menos rnut;1gcnicos Sin embargo. cuando Jwy un grupo que atrae e· o 

una estructura de resonancia en J;1 posición 2 de Jos c0111pucsros J-mcriJ-~-ni1roimidazoJ Ja 

muragcnicidad se incrcrnema p e el ronidazoJ (Tabla l I) 

Es impon ante resaltar que un cuhh o continuo del par3sito puede implicar cambios en su 

genoma. produciendo sensibilidades diferenciales a Jos tarm;icos en Gu1r,/¡a (Carnaby ,., 

al. 1994). ya que ob!'crvamos que duranrc Jas determinaciones de J.1s DL,u en dias 

diferen1es. en ocasiones se modificaban dichos valores. Ji;ibiendo variaciones entre eJias. 

por Jo que el determinar C-sto en un estudio trans" ersal puede generar este tipo de 

problemas y no ser un valor representativo 

Entre otras de 'ªs perspectivas de este trab;ijo se puede considerar Ja combin:tción de 

tarmacos de esta misma famili;i para dctermin:ir si existe sincrgi;i o •inlagonisrno pudiendo 

evaluarse esto al aplicar el índice de concemrnción fraccional inhibitoria [FIC] (Eliopoulos 

y ~1oe1Jcring. 1991 ). lo cual puede ser bas1at11c ú1iJ a ni" el clínico principalmente en casos 

de giardiosis refractaria al tra1amicnto rrndicional. aunque cabe Ja posibilidad de realizar 

combinaciones con fármacos difcrcn1es estructural y mccanisrican1enre con la finalidad de 

controlar dicha infección 

Los datos precedentes ayudaron a •tnaliz.1r la sensibilidad de los trofozoitos en un estudio 

transversal en donde pudo notarse que. al clonar diferentes cepas de referencia (\\~ y p. 

J) y aislados mexicanos (l1"1SS·:?, Jf"\fSS-J. CJE.·\- JO, y CIEA·52) generaban 

poblaciones con difcrenrcs caracteristicas fenotípicas, especialmente a nivel de 

susc:epribiJidad a DL50 de tinidazol y metronidazoJ. teniendo en general un 
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compor1amicmo mits homogCnco ante el tinidazol que con el mctronidazol Esto último 

puede estar influen.:iado. al menos en pnr1e, por el uso indiscri111inndo del formaco en ñreas 

endCmicas. la resistencia a los fármacos utilizadas, la inadecuada dosilicación y el 

incumplimiento del rCgimen ternpCutico Nuestros resultados han sido coniparablcs con los 

obtenidos por Boreham .._.,al. (1987) y !\1ajcv .. ·sJ...a ,., u/ (199)). en donde t:unbiCn se ha 

mostrado una heterogeneidad en la respuesta de sensibilidad a fünnacos Estos estudios 

indican claramente que Jos aislados o cepas están con1pucstos de una mezcla de 

poblaciones (clonas} que presentan algunas caracteristicas diferentes a los cultivos 

parentales de los cuales se derivan dichas clonas Aunque Jos mecanismos moleculares y 

fisiológicos responsables para c,pJicar Ja diferente susceptibilidad no se conocen en 

detalle. se sugiere que los carnbios genómicos sean los responsa.bles de c¡uc se presente 

esta variabilidad fcnotipica Los trofozoítos individuales generan variantes como son una 

sensibilidad diferencial a fármacos entre Jos aislados y donas. aunque la velocidad de 

aparición de dicho ícnotipo puede variar dramit.tica111ente. dependiendo del aisla.do y en 

pane de la plasticidad genómica De la misma manera. i.:ls diferencias cn la. sensibilidad a 

fiinnacos sugiere que la enzin1a biotransf"onnadora de este puede tener niveles enzimáticos 

alterados Estas adaplacioncs de los trofozoitos 5ugiere su capacidad para sobrevivir y de 

esta forma explicar el amplio rango de huéspedes a los que infecta G1anha AJ mismo 

ticmpc. estas variaciones o h<.>terogeneidad en la susceptibilidad a formacos puede 

conducir a casos refractarios al tratamiento tradicional de dicha para.sitosis, ya que los 

trofozoitos de G1ard1a. al no ser hornogéneos. pueden implicar la presencia de unos 

cuantos organismos que no se mueren por la acción del formaco y son potencialmente 

capaces de sobrevivir al tratamiento y continuar Ja infección. Lo anterior podría ser una 

explicación parcial de Ja persistencia de la parasitosis o bien la cronicidad de la giardiosis. 

Jo cual se observa panicularmcnle en áreas endémicas o en poblaciones con alto riesgo a Ja 

reinfección. 
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Otro perfil que se contempló en la rcaliz.nción del presente estudio consistio en cvalu:tr el 

co1npo.-tamicnto que presentaron ciertos aislados, cepas y clonas de Gian.11" seleccionados 

en el estudio an1erior en un culü .. o continuo. con base en patrones de scnsibilidad 

diferencial a nivel trnnsvc:rsal Estos se analizaron panícn<lo de su rcspucsra inicial hacia 

DL50 de metronidazol y tinidazol En este c~tudio longitudinal se observó con frecuencia 

una gran variabilidad en la sensibilidad a dichos fármacos, mostrándose una estabilidad 

hacia una rcspue!:>ta ya sea tolcrnnte (con el mctronidazol) o de sensibilidad (hacia el 

rinidazol). El componamiento con el mctronidazol en cicna manera se esperaba, debido a 

que es un rarn1aco de prescripción frecuente. nlicntras que nunquc el tinidazol parece tener 

una mejor actividad a dosis mas bajas sugiere que puede ser m.íl.s efectivo Sin embargo, 

también se presentó el mismo comportamiento (vari~1bilid.:1d) lo cual puede deberse a Ja 

similitud estructural de ambos agentes a01i-Giardia i\.si. es probable que fármacos de 

familias semejantes pueden conducir con el tiempo a l.:i gent.·ración dd mismo problema. 

por lo que se sugiere que la combinación de agentes í]uimioterapicos sea preferiblemente 

con fonnacos diferentes esuucturaln1ente, ya í]ue estudios realizados en protozoarios 

como Plas11104..li11111 falc1par11111 se han encontrado que uno de los factores que influyen en 

el desarrollo de Ja resistencia o tolerancia a Ja mcfloquina es la resistencia cruzada con 

otros antimal<iricos los cuales !>On sc111cjantes en sus c~tructuras quimicas <Brasscur r.'I al. 

199:2). Jncluso cabe la posibilidad de In existencia de la P-glicoprotcina. en G. Juodr.·nali.s 

aunque es probable que durante el cultivo de los padsitos exista selección de trofozoitos 

que pueden tener un fenotipo particular. esto cs. tolerantes o sensibles a los fam1acos 

probados. proliferando eventualmente en el cultivo lo cual da dichos resultados Por otra 

pane. estos resultados refuerzan lo 1ncncionado antcrio..-mcntc en el sentido de que el 

panisito. al ser expuesto a farmacos y sopor1ar dichas condiciones adversas no na1urales. 

adquiere la capacidad de seguir infectando a otros huCspedcs ademas de continuar Ja 

propagación de la enfennedad. 
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Actualrnente se han c~tado prc~cnrnndo ca~os refractarios al tratmnicnto de! la giai·diosis 

debido a la cxi~tcncia de trofozoitos de Gu1rclu.1 Juodc1u.1/i.\· resistentes al n1ctronidnzol 

(Upcr-oft y Upcr-oll. 19()3: Johnson. l'J93) por lo que sur-gió nuestro inh.·rés en realizar 

estudios parciales enfocados en este aspecto De c~ta forrna, ~e propuso obtener lineas 

r-esistentes a dicho agente farmacologico bajo condicic•ncs de laboratoti•.J 

Para lo anterior se utilizaron diferentes mctodolog1as de sclcccion de resistencia a 

Iannacos. De Cstas, se considero al cultivo continuo en presencia de conccntracion 

creciente de farmaco como la n1ás adecuada. dcscanando definitivamente a la sdccción 

espontanea o innata dado la gran variabilidad que presenta el para~ito lo cual sucedió 

cuando se realizaron evaluaciones en cultivos continuos /\~in11smo se descanó la 

mutagénesis por radiación U V cuyos resultados no fueron comparables con aquellos de 

Tov~·nson er al. ( J 99~) d<ido que en su estudio lograron obtener de esta fonna dos lineas 

bastante resistentes o tolerantes al rnctronidazol. siendo \\"B 1 B-~D <obtenida de un 

adulto) y BRIS/87/HEPU/713/!\.13 (obtenida de un nii'io) lineas que soportaron 50 veces 

In DL50 (62 y 4:? µ!\1 de metronidazol rcspectiv;imcnte) de la cc:pa parental Se ha 

reponado que las ;,ltcraciones propiciadas por Ja irradi•1ción con luz U V se cncuc:ntran a 

nivel de la membrana del plasma. enzimas y biomólccul;:is tales como prufla, in¡i y el D'."'A. 

los cuales han sid<..~ sugcr-ido~ corno los blancos intrat.:t:!ularcs po~1bks F•lf ;1 la ü '\' en los 

microorganisn1os (Jagger. 1976. Thomas. 1977) En c~tc proceso, un•1 rnutacion se 

considcr-a efectiva siempre y cuando solo resulten viables apr-oximadamcntc el 5 ~O de la 

población total y rostcnor al tratamiento deben nrnntcncr~c en obscuridad ya que de lo 

contrario se activan las enzimas reparadoras del OSA corrigiendo el daño producido 

(Lcwin. 1994) Tf•1nando en cuenta este criteri0, nlicstros resultudos no sugirieron una 

irradiación altameme efectiva. ya que los culti .... os de trofozoitos presentaban una 

confluencia del 40 º,'ó, Tos cuales tcnian caractcT"isticas aparentemente normales en base a la 

motilidad y rnortOJogia. aunque no se elimina Ja idea de que éstos parásitos tenían alguna 

alteración a nivel ae información gcnCtica porque soportaron una concentración máxima 
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de fñrmaco de 5.84 ~d\·t. Estos estudios, de una forma indirecta. nos reflejan la capacidad 

clonal del parásito dado que cuando se intentó rebasar la concentración rna.xima tolerada 

se afectaba drñstic;unente la viabilidad, permaneciendo en los recipientes de cultivo un 

nUmero muy bajo de parasítos (probablemente m~nos de o~ celulas./v1al), los cuales 

conforn1e transcurria el tic1npo se rt:plicaban e incre111"-·n1:,h;1 la pobbcíon celular 

Los datos presentados en este trabajo confirman c¡ue la resistencia anacróbica de G. 

,Juod1.•11a1t. .. al mctronidazol puede ser inducida 111 1·11ro Esto fue logrado mediante el 

cultivo continuo del parásito (cepas \\'B y P- l) en medio TYl-S-.J3 ante la presión 

continua de concentraciones asccdcntes de mctronida.zol y tinidazol por varios meses Se 

tuvo asi 31 :! incrcrnc:mos de dosis de 1nctronidazol CJUe fueron toleradas por las cepas P-1 

y \\'B. en tanto que para el tinida2ol se utilizaron en ambas cepas incrementos de dosis de 

hasta 46 5 

Con Jo que respecta a la progresion de la resistencia anaerobica de Gu11·du1 en cultivo 

continuo en concentraciones ascendentes de mctronidazol y tinidazol se presentaron varias 

etapas caracteristicas. siendo 1) una replicación disrninuída de los parásitos al exponerse 

inicialmente a los dos farmacos probados. ~) conforme se adaptaban esto~ a las farmacos 

habia un mejornmii:nto y C!.tabilidad en las propiedades de crecimiento del parilsito, y 3) 

cuando (;1ardia se cxponia a concentraciones altas se presentaba un retardamiento muy 

marcado en la rcpli.:ación de los par;isitos pero Csras eran viables y Jos cultivos ya no 

llegaban a la confluencia. presentando este fenotipo sólo una poblacion muy reducida de 

trofozoitos Si bien durante la realización de este experimento no se notaron alteraciones 

en la capacidad adhesiva del p<1í<l~ito a superficies inertes (paredes del recipiente de 

cultivo). los 1rofo.zoitos CJUC entraron en division celular fueron capaces de completar su 

citocinesis lo cual fue confirmado al no detectarse alteraciones morfológicas en Jos 

parásitos. lo cual sugiere CJUe el metronidazol no ejerce a este nivel un arresto en el ciclo 

celular de G1art.l1a. 
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La etnpa de adaptación fue muy imponantc en este proceso. ya que los par:isitos tuvieron 

cambios quizá en algunos procesos bioquimicos Jo cual les pcrn1ilió soportar y eliminar los 

cíectos adversos de los farn1acos vicndosc reflejado en una normalizaci(1n de su velocidad 

r-epJicativa Considt=1-ando eJ n1ccou11smo de acción pn•puc~t<."'I p.1ra el mc1ro11idazol c:n /: 

1·og111a/1~ y otros n1icroorganisrno.<. anacrobico~ ( lng~. 197-l) se sugit.•rc: que pueden 

existir- modific<tCi<.•ncs <.'Jl su n1t:1<1bolismo posiblc1ncntc: .1 nn cl de •1cti• 1dad de PFOR la 

cual imposibilitu la activación del t::1rnh1co y con din !>C t."\ na un efecto forrnacológico 

eficaz De manera ,:;lobal. estas oh~crvacioncs indic.:in q1,.1c d .. :ks.1rrollo d~ la rcsistC'ncia al 

metronidazoJ es un preces.o 1:u1hit::lctorial 

Por 01ra pane. st: pueden sugerir ;ihern.at1\·amcnh.· .:orno rne-..::anisn1os de resistencia al 

me1ronidazol en este parásito Ja amplificacion de genes. una rC'~ulacion alterada de genes, 

una reducida permeabilidad celular por el fannaco o cambios estructurales en 13 enzima 

PFOR. 4'.lunque eJ f'armaco puede ser secuestrado o no cor." en ido en un intermediario 

reacrivo cuando tenga que intcr;ic.;ionar con su blanco, prOJ.""IC1ando un.1 escasa o nula 

eficacia cirotoxica 

Es imponan1e mencionar que s.e lrnn logrado obtener lineas res1stcnte!' ."t? mctronidazol 111 

\'llro en prolozoarios talc:s co1no Ji1111c/Ju111011a\_fu .. ·11" (1'.u!Ja c.'/ '"11. J.-'.IS~I. Tn,_.'101110111:1.\ 

1·e1ginuli.'i (Honigbt:rg y Li\ ingston l '>66, de C':!rncn l '•(•6 J, '.'- <._; d11udc.·1i.1/1.\ con la cepa 

llRJS/83/HEPU.' l l'6-~ID ¡o {Borc/1.1111 et al, l 9SS b 1 En el pres.ente es.ludio no se e• aluo 

la estabilidad de la rcsis.tcncia a metronid;izol en c;h11J1tJ cun estos agentes 

antiprotozoarios probados, la cu.al pudiera ser una perspccti\"a interesante Sin embargo, 

esto ha sido reponado en otros para.sitos como f-' _ _fa/c1par11111 cultivado en presión 

continua de mefloquina. donde la resi!.tcncia se mantu,·o estable por un periodo de tres 

años (Oduola. 1988). miemr-as que T. fi"-'l1u expuesta a metronidazoJ permaneció con 

resistenda estable durante dos m1os (Kulda .,., al, l 9S4) 

A nivel cliníco. si consideramos c¡uc los pacientes con cuadros bien definidos de giardiosis 

sufren una iníección por poblaciones mix1as de parásitos. y son some1idos a un 1rat:1miento 
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quimioterapCutico en el cual están contempladas fonnacos tales como el mctronidazoJ. 

furazolidona. quinacrina (de uso cornün), es obvio que decline la replicación de algunos 

parási1os. especialmente lns cepas sctlsibles permaneciendo las resistentes. las cuales 

confonne transcurre el ticrnpo pueden expandir ~u población generando casos refractarios 

a dicha parasi1o~is o bien cronicidad de Ja misma Asirni.c;,mo es1os cs1udios enfatizan el 

hecho de que un aislado está constituido por una población heterogénea genotipica y 

fenotípicamente de parasitos, los cuales promueven diferencias en Ja suscep1ibilidad a 

fi\rmacos que son usados indiscriminadamente debido a una falta de agentes alternativos 

para el tratamiento de la ginrdiosis o cualquier otra parasitosis, y Csto sucede 

frecuentemente en ~1éxicp 

Se ha reponado rccienten1enre que aislados y clonas obtenidas de un paciente con 

giardiosis crónica antes y después de someterse a varios tratamientos f'allidos con 

metronidazol y también el cuhivo continuo de la cepa \\'B mostró diferencias genotipicas 

lo cual sugiere que dicha heterogeneidad en G. d11oJou1lt.s es debido a Ja plasticidad del 

genoma o a Ja presencia de una población mezclada de trofozoitos en la inf"ección 

(Carnaby el c1!. l 9CJ4) En otro es1udio realizado en un paciente refract;irio al tratan1iento 

tradicional. se aislaron y a'l;enizaron sus 1rof'ozo1tos antes y después de haberse tratado 

varias veces con metronidazol. lo cual propició Ja obtención de una linea resistente, 

encontrRndosc diíercncias en sus perfiles anti.génicos (Butcher el al, 199~) Estos estudios 

sugieren como perspectivas del presente trabajo por una pane el análisis antigc!nico y por 

orro lado eíec1wtr estudios a nivel genético 

En el presente trabajo se determinaron algunas diícrencias en procesos celulares 

fundamentales tales como Ja replicación [mediante Ja incorporación de 3tt-TdRJ. 

transcripción (incorporación de 3H-UdRJ y traducción de proteínas [captación de 355. 

CisteinaJ. en una cepa silvestre y en Ja linea resistente al metronidazol obtenida mediante el 

cultivo continuo bajo Ja presencia de mctronidazol También se analizó el electo que 

presenia dicho íármaco direc1an1ente en el parásito en ambas lineas. Cabe mencionar que 
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la cepa resis1entc utilizada en cs1os experimentos fue capaz de crecer anacrobicamcnte en 

5.84 J.l~1 de me1ronidazol 

En base al proceso de replicación no se dctcctnron di1t.•1cncias significativas (P<0.05) entre 

las cepas silvestre y la ít.'sistcnlc, asin1ismo é~ta última tenía aft.'Ctada dr<isticamentc su 

captación de :alf-TdR al material genCtico (DNA). !>in embago su rcplicac1ón era normal, 

contirm3.ndose al determinar su porccniaje de vio1bilidad (95 SJ ~/o) Algunos de los 

factoi-es que afectan Ja incorporacion del nudcótido 1adio~1c1ivo son alteraciones en el 

transportadoi- especifico de Ja base 1in1idina, como pueden sea- cambios conformacionales. 

una baja exprcsion en el gen que lo C'xpres.a, rcponilndos.c en Ja literatura que el SO ~O del 

influjo de Ja timidma es mediado por c~te mecanisn10 (Davcy ,•1 al, 1992). cncontrán..iose 

dos tipos de pcnncasas de membrana involuci-ados con la incorpüración de los 

nucleótidos, el 1ransportador tipo 1 que se caracteriza por tenei- una alta afinidad poi

ui-acilo. timina. timidína y ui-idína. y cJ tr.1nsponador tipo :::! que es de amplia especificidad 

(Ey et al. 199:!). tambien en Ja acti'"idad de cicnas enzimas. el tamai'.lo de la timidilato y 

poo/s endógenos de TTP. su cataboli!.mo en la célula y sistemas de cultivo de tejidos. Ja 

degradación por bacterias. siendo lo n1as probable las diferencias en Ja utilización de ;\H-

TdR durante el periodo S ( Kotclnih.o'". 1986) Al r11:spccto hubiese resultado interesante 

cfectuai- Ja localización del nuclcotid0 radio3ctivo en Jos trofozoitos de Gu1n.,ha mediante 

estudios au1oi-radiogr:Sficos En estudios rcaliZ-;1dos con misonidazol (un 2-nitro-l-

imidazolil-3-metoxi-2-propanolol) se ha efectuado b rC"ducción del D!'-:A de varios 

oi-ganismos con diferente composicíon de bases clectroliticaincntc a potencial constante y 

han detecrndo una libcració., de mono y difosfatos de timidina Por Jo anterior. se propuso 

que el misonidazol causa ruptura de enlaces fosfocJicster alr~dcdor de los residuos de 

rjmina en el DNA y se predijo que el grado de dallo que consiste en la liberncion de 

derivados de timina pueden estar relacionados con el contenido de A+T del DNA., ademas 

encontraron que habia una relación entre la composición de bases del DNA y la cantidad 

de derivados de timina que se liberaban (Knox 1..·t al. 1981 b). Sin embargo hay oti-os 
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t.-abnjos que muestran que el mctronidazol también presenta eJ mismo efecto que el 

misonidazoJ (La.Russo. 1977) 

Con lo que respecta a la trnnscripción no se detectaron diferencias significativas entre 

cepas. Se ha estim.1do que el mc1ronidazol ejerce un efecto en este nivel sccundariamete, 

ya que no se esta afectando rnn seriamente dicho proceso celular fundamental debido 

probablemente a una a..:tividad de R;-..'A polimerasas poco afectada 

Por otro lado en la incorporacion de -"S-cistcína se sabe que este aminoácido es muy 

imponante en G1ard1a tanto a nivel de superficie (composición de antigenos de superticie 

los cuales c!>tan compuestos de secuencias de aminoilcidos que contienen 

aproximadarnenic 1.: 0 0 de cistcina [Aggan. .. :.il ~·1~1'. 19S9. ~ash 1.·1 al. 1988, 1990 a.J99::?. 

Thompson y '.\.1cloni l 99~a]) como imrocclularmcnte Tambien este aminoácido juega un 

papel n1uy imponante como agente reductor. ya que disminuye los efectos tóxicos 

propiciados por );is altas tensiones de oxigeno, por lo que durante Ja realización de este 

experimento. con la tin.'tlidad de facilitar la incorporacion de J!I S-Cisteina al interior del 

parásito, se modifico la formulacion del medio TYl-S-33 el cual como se mencionó al 

inicio contiene cisterna como agente reductor En base a Jos datos obtenidos, resultó 

interesante qlle la cepa resistente al mctronidazol manluviera baja su tasa de incorporación 

de dicho nucleótido r<idioacti" o Esto sugiere que si dicha cepa no está captando este 

aminoacido, probablcmcme otras \.1as al!ernas se están disparando para promover Ja 

destoxificación de radicales tóxicos actualmente llamadas especies reactivas de oxigeno 

(ROS) (Jacobson. 1996) tales como el ión supcroxido (0 -:J. hidroxilo (OH') y peróxido 

de hidrógeno (H;O:). aunque en estudios recientes en Gu1n.lta se han evaluado estas ROS 

y se ha encontrado que lineas resis1entes al mctronidazol no tienen actividad de 

supcróxido dismutasa (500). catalasa y peroxidasa. Sin embargo, en aislados silvestres se 

encontró que la NADH oxidasa citosólica no produce O-::? ni H202 pero se dctecrn 

como producto final al agua. y tambiCn se detectó una baja actividad en Ja NADH 

peroxidasa a nivel de membrana. por Jo que se sugiere que estas enzimas son las 
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rcsponsnbles de In eliminación de los productos tóxicos mencionados (Dro,vn 1.•/ al. 1995) 

Por otro lado. se han 1caliLado C!>tudios sobre la c1~1eina en Cu1rdu1 en donde se ha 

analizado el pnpcl de dicho aminnacido y se han utili..-ado otros agentes reductores tales 

como L-cistcina. D-cistcina. glutatión. ácido-L ascórbico. ditiotreittol, ac ci!'tcicci, L

rnctionina. ác. tioglicólico, L-cistina, entre otros En cqos estudios se repone que la L

cistcina es el ünico agente rcduc1or que permite un crecimiento fa-.:or;1blc del par;lsito 

(Gitlin y Diamond, 1981), o bien la presencia de centros Fc-S. componen1c!> cruciales en la 

cadena transponadora de e· en G1,1r./u:1 Dada la isnponancia de estas protcinas. se puede 

explicar el que el parñsito use alt,-.s niveles de ci~tt:ina. o bien pudiera ser r-or el cominuo 

recambio de antigenos de superficie lo cual le da al p:nasi10 la capacidad de !-obrc-..i,:ir ante 

condiciones adversas no naturales (Sash. 1991) .·\..I re~pecto Jocc!)n ( J07:) sugiere que 

tas propiedades n1<is in1ponantes de la cisteina tnmbien cotno de otro~ t?ok·s. t'."S su 

capacidad para actuar COfflO agentes rcductorc~. ;.·a que dos molecula:-. :-e D'-1..!.H1 a c1stina. 

ademas el Fe2" y los grupos tiolcs pueden actuar catalitican;entc en rea.:cioncs de 

intercambio. Al respecto. sena interesante analizar el p1.~rfil antigénico de dich:H cepas para 

ver las posibles diferencias cuantitativas en base a In c.;i.ntidad de un ep1topo p:lnu:ular. o 

bien a la varícd:id de c~aos en la superficie del paras.110. ;. a que si se esta l.:t1\izando la 

cisteina y está involucrada en es.te ni,:cl. rcsultana interc!óantc '"cr los c:unb1os en estos. lo 

cual le da al parasito la capacidad de adaptarse ante cl1t~cJ.c-1on11..·s agresivas prop1ci:sdas por 

el medio ambiente en el que se encuentre N1..-. ob:.1:11nc. tarnb1cn pudieran presentarse 

alteraciones a ni-.. el de rnembrana. la cual pudiera estar modificada y de esta forma 

propiciar esta baja incorporación 

Se sugiere que los niveles alterados de esta enzima biotransformadora del farmaco (PFOR) 

apoyan fuertemente la definición propuesta por Laccy ( 1990) la cual postula que la 

resistencia a farn1acos en nlgUn organismo puede ser el resultado de un cmubio en la 

farmacocinética del agente quimiotcrapico, por lo que la resistencia no necesariamente se 

presenta en el sitio de acción del mismo. 
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Con respecto a la resistencia al mctronid.azol en Tr11rú.:homo11a.\· foc.•111.o;. se ha rcponado 

que elevadas concentraciones del ff1rrnnco propician el consumo de oxigeno y la formación 

de H:O: por los hidrogcnosomas presentes en el par8si10. además se sugiere que Ja 

ferrcdoxina juega un papd import;:mte en el proceso de reducción del f'ármaco (!\1oreno el 

al. 1984) Estudi\.lS realizados con la cepa re~islcntc de 1" F"o.._•111.\· KV 1 - 1 :\1R-100 han 

encontrado que el feno1ipo de resistencia al metronidazol se correlaciona con una ausencia 

en la actividad de la enzima piruvato ferrcdoxin:l oxidorrcductasa y con un incremento en 

la fermentación nlcohólica (Cerkasovovñ '""tal. 1984) 

En estudios recienres se menciona CJUC G1urdn1 presenta cambios en el transpone de 

agentes quimioter:ipicos por lo cual sugiere la existencia de un fenotipo de múltiple 

resistencia a fannacos en parásitos resistentes a Ja quinacrina (Upcroft l'I al. 1996) En 

este sentido. no si: descana la idea de la existencia de la P-sJicoprotcina (PgP) en la 

membrana del par.1~ito. Ja cual puede tener dos configuraciones funcionales que generan 

funciones distintas como el transpone de fannacos (que requiere la hidrólisis de . ..'\ TP) y 

como canal de clornros (que tan solo necesita la unión de ATP) (Gill L"' al. 1992) Dicha 

proteina fue encc111rada en ceJulas cancerígenas La PgP es codificada por un gen de 

múltiple resistenci:t a for111acos (gen mJr) el cual es amplificado a nivel de: DN.-\. o de 

expresión de R."""A (\Vilson l'/ al. 1989) 

Estudios realizados en parasitos pro107.oari0s han n1ostrado que la resistencia a la 

mefloquina en P. falc1par11111 es debido a la amplificación y sobrecxprcsión del gen 

pfmdrl que está codificado en el cromosoma 5 (Co"'';man et al, 1994) En el mismo 

parásito se ha reponado que la resistencia a pirimetamina es debida a mutaciones en punto 

en el gen dihidrofolato reductasa-sintasa timidilato (Zolg L't a/.1989) En Entamoeba 

hisrolytica se han identificado genes de P-gP y su genoma contiene al menos 6 genes P

gP. de los cuales 4 son genes completos y dos pseudogenes adcmñs de un gen Ehabc J 

que codifica para un miembro nuevo de Ja familia unida de cassettes A TP, el cual se ha 

secuenciado y codifica para una pro1eina de 91 7 kDa (Zhang y Samuelson. 1993). Por 
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otra panc. en 7: \'ag111ah.., han aislado un g;en que codifica para una pro1cína parecida a la 

P-gP (Johnson c.•t 1.1/. J 994) Estudios recientes se han eníocado a correlacionar Jos 

cambios en la actividad y/ó niveles de varias protcin-cinasas con los ni .. ·clcs de mdr y/o 

acumulación del t:írmaco, en donde han dcnwsundo que cClulas rnuhin:sistcmcs a 

Jitrmacos expuestas con estirnlll<tdorcs de protcin-cin:tsa tale~ como t.'I e~ter de forbol 

promot 1.•:- de tumores r) :!-0-tcrradccanoiJfOrbol- J 3-;icctato] (TPr\) C!>timuJan la 

fosforilación de la P-gP reduciendo la :1cumulac..·ion del agente farmacológico y 

propiciando la resistencia a farmacos (J-lamadu t:I al. JQS7. Fine c.•/ al. 19SS. Chambers. 

1990). aunque no para todos los compuestos (Bates .._., t1I. 199:!) Sin e:nbargo. el 

1ra1an1iento de celulas muhiresistcntcs a f."lrmacos con inhibidores de proh"in-cinas;:i (pe. 

estaurosporina, calfostina C) disminuyen la íosforil:tcion de la P·!\P e ancrcmcnti:.n la 

acumulación del agente farmacológico (Bales c.'/ ul. 1993). Los agO\'list<>.s. aur.1entan Ja 

expresión de genes 1\fDR 1 tanto a nivel de R..'1Am como a nivel de protcinh:. T~"Jdo esto 

sugiere que se puede activar un proceso de transduccion de sef'rnles ~11cdiado por la 

protein-cinasa C ( PKC) la cual puC"de estar involucrada en la regulación de la expresión de 

genes 1\IDR 1, aunque no necesariamente la íosforilac1on de Ja P-g.P puede conducir a Ja 

aparición del fenotipo resistente (Gcrmann ... , al. 199~) . ..\..!respecto cabe Ja posibilidad de 

realizar estudios en este tópico para determinar el posible papel que pudiera tener Ja Pg.P y 

la transducción de sci'Jalcs en el parasilo bajo cstuJ10. en la cual se podrian utilizar 

estimuladores de PKC. 

Estos datos, sugie,.cn primeran1en1c que la actividad biológica de un compuesto está dada 

por su estructura quimica por lo que seria interesante que se diseñaran fármacos cada vez 

más selectivos. esto es, que tengan una mayor potencia en su electo terapéutico y menos 

efectos colaterales indeseables. por Jo que el conocimiento de las propiedades 

fisicoquimicas y de los efectos producidos permite realizar correlaciones sobre Ja manera 

en que cienos parámetros fisicoquimicos [p e solubilidad. lipofilicidad, efectos 

electrónicos. ionización y cstcreoquimica] inciden en el efecto. De esta manera se pueden 
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discilar de una manera racional los fürmacos a sintetizar logrando estructuras quinücas 

cuyas propiedades les intieran 1n:tyor selectividad y eficacia Por otro lado también el 

ami.lisis antigCnico entre cepas sensibles y resistentes al mctronidazol mediante estudios 

Jonsitudinalcs puede indicarnos posibles diferencias entre éstas. estudios a nivel de 

genoma involucrando el uso de sondas moleculares <JUC codifiquen para un determinado 

gen que en este caso seria el de la piruvato ferrcdoxina oxidoreductasa (PFOR) o 

alternativamente el gen de la P-gP que ayudaria a discernir el papel de la amplificación y 

sobreexprcsión dC' los rnismos genes que estuvieran n1cdinndo el fenotipo de resistencia 

Por otra panc. se puede abordar la evaluación de la actividad de dicha enzima asi tambiCn 

como la expresión de R..."'-=Am o bien 41ltcraciones en el sitio activo de la PFOR mediante 

estudios a nivel de cristalografia Sin embargo. el an:il1sis de la permeabilidad membranal 

del para.sito pudiera efectuarse mediante la utilización de fárn1aco marcado con 

nuc1eótidos rad1oa.:tivos en donde se evaluara la cantidad de ay.eme quimiotcrilpico 

incorporado por h1 celula. o posiblemente con agentes c¡uimioterápicos que emitieran por 

si mismos fluorescencia y que mediante el empleo del microscopio de epifluorescencia 

pudiera localizarse el flinnaco en el interior del pnnlsito 

Algunas posibles implicaciones de los resultados obtenidos. sugieren que un determinante 

imponante en la selección de algún método de evaluación de viabilidad a farmacos puede 

ser el mecanismo de acción del agente quimiotcrápico y el mecanh.mo molecular del 

sistema de evaluacion. Por otra pane. las poblaciones de parásitos estan compuestas por 

subpoblaciones mixtas con sensibilidad diferente a farmacos observada en los cultivos 

continuos, ndemils de que los trofozoitos individuales presentan diferencias fenotípicas y 

genotípicas. lo cual puede reflejar un papel activo de G. d11od1.•11alls en las fallas al 

tratamiento Esto último propiciaría casos refractarios al tratamiento con agentes 

quimioterápicos. Por otro lado. la resistencia a fiinnacos en G. d11odc11ali.s sugiere que el 

parDto se esta adaptando ante condiciones adversas. además de presentarse diferencias 
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metabólicas en ambas cepas 1anto a nivel de rcp1icación. como de 1ranscripción y 

traducción. 
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VII. CONCl.USIONES : 

• El método óptimo par• evaluar la sensibilidad de Giardin d11odt."flalu a larmacos de la 

familia de Jos 5-nitrointidazoJes resultó ser el subcuhivo en medio liquido. siendo 

ensayos alternos Ja tinción con colorantes fluorogénicos (FDA-Pl) e incorporación de 

titnidina tritiada {"'H-TdR) en fiuidón de su sensibilidad y rcproducibiJidad (P<0.05 ~á}. 

• El método utiliz.ado en Jos estudios longitudinales y transversales para evaluar Ja 

"iabilidad en trof"ozoítos de G. duode11a1~·s fue la tinción de colorantes fluorogénicos 

debido a su reproducibilidad. sensibilidad y f'aciHdad de realización. 

• Las curvas dosis-respuesta mostraron que el orden decreciente de cfi:ctividad en los S

Nitroimidazotcs fue: onüdazol .=; tinidazol > rortidazol > sccnidazol > ditnctridazol >> 

metronidazol,. tomando como parámetro de sensibilidad la J\flC. 

• El análisis transversal en cepas aislados y donas de G. duodena/IS mostró una gran 

variabilidad en la sensibilidad a !annacos. siendo estas dif"crcncias más graduales con el 

mctronidazol que con el tinida.zol. Sin embargo,. el aislado CIEA- 1 O presentó un 

componamiento homogéneo tolerante con ambos fiínnacos. 

• El análisis longitudinal de sensibilidad a finnacos en cuhivos continuos presentó 

variaciones graduales y repentinas en la susceptibilidad a finnacos representativos del 

grupo de Jos .S-N~ mostrándose en general un componamiento tolerante con el 
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mctronidnzol [i.c. \VB. Pl(S). 12(2). e 13(3)]. mientras que con el tinidazol las clonas 

Pl(6) e 13(3) manifestnron una mayor sensibilidad 

• Los datos reunidos en este estudio dcn1ostraron que el efecto primario del metronidazol 

en Giardia d11odc:11a/is se puede observar a nivel de una disminución en la tasa de 

síntesis de DNA .. afectando secundariamente la sintcsis de ~"1A y de protcinas 
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AJ'EXO J: REACTIVOS Y SOLUCIONES CO;\IPLE;\1E:'<TARIAS 

T. MEDIO TYI - S • 33 SUPLEMENTADO CON SIL.IS (ATCC) # 1404 

Bilis bovina bac1cnológica (Sigma Chcm-Cu) 

Tripticasa (cascin di_ycst pcptone. DBJ_) 

Ex1rncro de levadura (DBL) 

Dcxtros..'1 (Bakcr .An} 

Cloniro d!i! sodio 

Cisteina - monoclo:hidrato 

Acido ascórbico 

Fosíhto de pota!'io mcmob4'sico (Dn'-:cr An) 

Fosfato de polasic- <libásico (Bakcr An) 

Citrato férrico de. monio (Baker An) 

Disolver en a1 ...ia desrilada hnsrn 800 mi 

Ajusrnr pH de 6.8 - 6 9 y ar<:unr a 900 1111. 

05g 

200g 

10.0g 

JO Og 

2.0 g 

20g 

Olg 

06g 

J.Og 

23.0 g 

Filtrar en membrana de 0.2:? mm de diñmctro de poro. 

Rcaliz;u- la pn•·:ba de es1crilidad 

Completar CCln 100 mi de suero bovino descomplementado (HyCloru~) y J mi de stock 

de penicilina (:•0,000 U. l.). estreptomicina (50 mg}. Alm:1ccnar n. 4"': hasta su uso. 

Es estable por cfo!t scma;nas un:¡ vez complcmdo. 
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-e-e. AMORTIGUADOR DE FOSFATOS - SALINA (PBS) STOCK 10 X 

Cloruro de sodio 

Cloruro de po1asio 

Fosfato de sodio dibttsico heptahídratado 

o dodccahidratado 

Fosfato de potasio monobDsico 

Disolver en agua destilada hasta 800 mi 

Ajustar pJ-1 a 7 2 y aforar a l litro 

80.0g 

:?_Og 

:?1.7 g 

28 98 g 

~Og 

Para su uso a 1 X disolver l: 1 O en agua destilada. 

Es estable varia!li semanas 

-e-e-e. PREPARACIÓN DE COLORANTES FLUOROGÉNICOS [FDA - PI] 

Solución stock de FDA 

• FDA 

• CH:iCOCH1 

Se almacena a -20 ºC protegido de la luz. 

Solución de trabajo de FDA (40 mg/ml) 

• Solución stock de FDA 

• PBS pH 7.2 

JOmg 

lml 

40 µI 

JO rnl 
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Solución stock de Pl (30 mg/mJ) 

• PI 

• PBS pH 7.2 

Se almacena a -4 ºC en obscuridad 

Solución de trabajo de PI 

Igual a la solución stock (JO my/ml) 

J.Sm¡¡ 

SO mi 

Tu. PREPARACIÓN DE (3-(4,5-DIMETIL TIAZOL-2-IL)-2,5-DIFENIL BROMURO 

DE TETRAZOLIO [MTT] 

• P!\.15 5 mg/ml de PBS J X 

• l\.1TT O. 05 º/o en PBS 1 X 

u. SOLUCIÓN PARA EMISIÓN DE CENTELLEO 

Para preparar :?OO mi de dicha solución 

• OmiflUor al 0.4 o/o 

• Tritón 100 X al 30 º/o 

Se arora con tolueno a :!00 mi. 

111 
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U<. PREPARACIÓN DE ÁCIDO TRICLOROACÉTICO [CCl.COOH) AL 10 % 

(VN) 

Se colocan 1 O mi de ñcido rricloroacCtico y se afora con 90 mi de agua destilada 

estéril. si se observan impurezas se procede a realizar Ja filtración mediante papeles 

filtro. 

un. PREPARACIÓN DE MEDIO LURIA PARA PRUEBA DE ESTERILIDAD 

• Peptona (Oibco) 

• NaCJ (J\.fonterrcy) 

• Extracto de levadura (Dibco} 

• NaOH 2 1\.1 (Baker) 

• Agar bacteriológico (Dibco) 

IOg 

10 g 

Sg 

1 mi 

15 g 

Se disuelven todos Jos reactivos mencionados anteriormente en 500 mi de agua destilada 

CsteriJ y se afora a 1 lt con agua 
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ANEXO 11: TÉCNICAS CO~fPLE~IENTARIAS 

nA. CRIOPRESERVACIÓN DE TROFOZOITOS DE G. duodena/is EN N2 

LIQUIDO 

Cuhivar los trotOzoitos en medio TYJ - S - JJ hasta fase logarítmica de crecimiento. 

Enfriar Jos tubos de cultivo 60 minutos en un baño de agua - hielo. 

Centrifugar a 840 x g· durante 10 minutos a 4° C. 

Retirar eJ sobrenadante y contar en cámara de !':c\11•bauer. 

Agregar medio adicionado con D!\150 al JO ~ó ( en razón J · J por cada 5-..¡; 106 

trofozojtos ) y se resuspcnden 

Transferir el contenido a criotubos :-..·une ~1R de J S mi de capacidad y enfriar en baño 

de hielo-agua 

Almacenar Jos tubos en ultracongcJador a - 70° C una noche 

• Transferir Jos criotubos a inmersión en 1'!2 liquido y almacenarlos hasta su 

descongelación Son viables hasta por tres años 

nD. DESCONGELACIÓN DE TROFOZOITOS DE G. duodena/Is 

Colocar Jos criotubos en baño a 37° C hasta su fusión (ó a temperatura ambiente). 

Transferir el medio con cCJulas a un tubo cónico de 1 S mJ conteniendo J mi de medio 

TYI - S - 33 f"rcsco. 
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Centrifugar a 840 x s· durante 5 minutos n temperatura an1bicnte 

Decantar et sobrcnadantc y llenar con 15 mi de medio fresco. 

Revisar los trofozoitos al microscopio óptico 

Incubar a 37° C 

Cambiar el medio al dia siguiente para eliminar las células muertas 
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