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1. RESUMEN

Actualmente, una alternativa en el tratamiento de la giardiosis es la nitazoxanida, la cual
es un excelente antiparasitario de amplio espectro y sus efectos secundarios son menores en
comparacion con aquellos presentados por el albendazol, metronidazol, quinacrina y
furazolidona. Ademas de ser el unico farmaco con el cual no se ha detectado desarrollo de
resistencia por este parasito; por ello resulta de interés desarrollar y sintetizar andlogos de la
nitazoxanida, cuya finalidad sea incrementar su actividad farmacolodgica contra los trofozoitos de

Giardia intestinalis.

Para incrementar la actividad farmacologica, se realizd un estudio de estructura-
actividad de manera explorativa que permitid definir nuevas moléculas con actividad
antiparasitaria. A este respecto, en el Instituto de Quimica de la UNAM, el grupo de
investigacion del Dr. Angel Guzman, ha realizado la sintesis de 5 andlogos de la nitazoxanida
(AG-2 al AG-6), respetando como estructura base la molécula 5-nitro-2-aminotiazol y afadiendo
los grupos sustituyentes con densidad electronica variable. Evaluando su actividad giardicida
mediante un ensayo “in vitro”, en el cual, se colocaron en tubos Ependorf, 5x10" trofozoitos de
Giardia intestinalis a diversas concentraciones (0.005 hasta 0.5 pg/mL) de los compuestos
analogos de la nitazoxanida, testigos positivos (Metronidazol, Albendazol y Nitazoxanida);
ademas de testigos negativos. Posteriormente, se incubaron 48 h a 37 °C, después se colocaron en
bafio de hielo durante 1 h, para realizar cambio de medio fresco y nuevamente volver a incubar a
las condiciones anteriores. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién necesario, se colocaron
en bafio de hielo por 1 h y se agitaron los tubos Ependorf para colocar 12 pL de cada uno de los
tubos en la camara de Newbauer y contar el nimero de trofozoitos vivos de los cuadrantes

secundarios de la camara.
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Finalmente, se calculd el niimero de trofozoitos muertos de las concentraciones antes
mencionadas y se introdujeron los datos en el programa Probit, para obtener las Clsy requeridas

para cada uno de los compuestos analogos de la nitazoxanida y controles respectivos. (Cedillo y

Muioz, 1992).

De los 5 compuestos analogos de la nitazoxanida sintetizados por el Dr. Angel Guzman,
los compuestos AG-2 y AG-5, resultaron ser aquellos que presentaron una mayor actividad
antiparasitaria en comparacion con el albendazol y metronidazol. Sin embargo, los compuestos
AG-3 y AG-4, fueron mas activos que el metronidazol y menos activos que el albendazol.
Finalmente el compuesto AG-6, resultdé ser menos activo que el albendazol e igualmente activo

que el metronidazol.

En conclusion todos los compuestos fueron menos activos que la nitazoxanida, aunque,
los compuestos AG-2 y AG-5; al haber obtenido valores de actividad giardicida muy cercanos a
los establecidos por la nitazoxanida, pueden ser evaluados en un modelo de giardiosis, en un

proximo proyecto de investigacion.
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2. INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias son de gran importancia, ya que son muy frecuentes y
en consecuencia una parte muy numerosa de la poblacion mundial se encuentra infectada. De
acuerdo a estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1998), 280 millones
de personas son infectadas cada afo. La incidencia puede ser alta en nifios de paises
desarrollados y disminuye 2-7% en algunas naciones industrializadas. Recientemente, la
OMS estim6 que 3 millones de personas viven en el medio ambiente y la propagacion de la
giardiosis entre ellos es aproximadamente del 30%, sugiriendo asi, que existen
aproximadamente 1 millén de casos de giardiosis contribuyendo con 2.5 millones de muertos

anualmente por enfermedades diarreicas.

Estimaciones realizadas por la OMS en el 2002, han hecho notar que mas de la mitad
de la poblacion mundial padece de alguna infeccion parasitaria causada por helmintos y/o
protozoarios. Desde el punto de vista de dafio, las parasitosis presentan una enorme gama de
posibilidades, que van desde cursar asintomaticas, hasta casos fatales; también la localizacion
de los parasitos en el hospedero humano es muy variable, desde parasitos que no van mas alla

del estrato corneo, hasta localizaciones viscerales a nivel practicamente de todo el organismo.
Por otro lado, por sus implicaciones sociales y econdémicas, las parasitosis producen

dafios de enorme trascendencia en una comunidad, poblaciéon y pais. Estas se pueden

clasificar por su localizacion; asi hablamos de enfermedades intestinales y extraintestinales.

Q.F.B EDUARDO ANTONIO OLVERA YANEZ -3-



De igual forma, podemos sefialar que existen 2 grandes grupos de enfermedades
parasitarias, esto dependiendo de los agentes que las produzcan, €stos pueden ser protozoos y
helmintos, esta clasificacion a su vez genera que las protozoosis y helmintiosis se clasifiquen
de acuerdo con su dindmica de transmision. Asi, tenemos entonces que estos parasitos pueden
transmitirse por: fecalismo, artropodos, transfusion, via transplacentaria, contacto directo de

mucosas y por via respiratoria (Romero, 1999)

En el caso especifico de Giardia, éste es un pardsito protozoario que habita el tubo
digestivo de vertebrados y produce la enfermedad conocida como giardiosis. Se han
encontrado en el hombre, monos, varias especies de roedores, perros, gatos, bueyes, caballos,
cabras; muchas especies de aves, anfibios, varanos y peces. Giardia intestinalis (También
llamada Giardia duodenalis y Giardia lamblia), afecta al hombre y presenta en la actualidad
una prevalencia creciente tanto en paises tropicales como no tropicales (Goldsmith, 1995;
Romero, 1999). Ademas, G. intestinalis afecta predominantemente a nifios causando el

sindrome de mala absorcidn.

El farmaco de eleccion en el tratamiento de la giardiosis es el metronidazol. Sin
embargo, hay reportes de falla terapéutica, la cual puede deberse, por un lado, a que los
pacientes no completan la terapia debido principalmente a los efectos secundarios que
ocasiona el metronidazol y por otro lado, a la resistencia de cepas de G. intestinalis al
farmaco. Se ha reportado un 20% de resistencia de G. intestinalis al metronidazol (Upcroft y

Upcroft, 2001).

Una alternativa en el tratamiento de giardiosis ha sido el empleo de los bencimidazol-

({54

2-carbamatos, como el albendazol y el mebendazol que han resultado ser mas activos “in
vitro” que el metronidazol o tinidazol contra trofozoitos de G. intestinalis (Cedillo y Muioz,
1992; Chévez et al., 1992). Ademas, presentan pocos efectos laterales cuando se usan como
agentes antihelminticos, antiprotozoarios y no afectan la flora intestinal normal. Los ensayos
clinicos, han demostrado que el albendazol es tan efectivo como el metronidazol en el

tratamiento de la giardiosis (Rodriguez et al., 1999).
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Actualmente la nitazoxanida ha sido empleada en el tratamiento de la giardiosis. Este
farmaco es un antiparasitario de amplio espectro efectivo contra protozoarios y helmintos
intestinales, ademds de algunas bacterias aerobias y anaerobias. A la fecha no se ha reportado

el desarrollo de resistencia a este farmaco en G. intestinalis.

En un estudio realizado en Colima (M¢éxico), la nitazoxanida tuvo la mayor eficacia de
erradicacion en el tratamiento de Hymenolepis nana (90-100%) y en el tratamiento de G.
intestinalis (56.2-73.9%). Los resultados con quinfamida y mebendazol fueron un poco
inferiores a los mostrados con la nitazoxanida. También se mostré una erradicacion de
parasitosis Unicas del 70.8% y una erradicacion de parasitdsis multiples del 79.2% (Gutiérrez

et al., 2002).

Considerando la aparicion de resistencia en los parésitos a los farmacos empleados,
resulta de interés contar con nuevos antiparasitarios, por lo que es posible considerar a la
nitazoxanida como molécula lider y realizar diferentes sustituciones en diferentes posiciones
de la molécula base con la finalidad de realizar estudios de estructura-actividad que lleven a la
obtencion de moléculas de amplio espectro de actividad, con mejores caracteristicas

fisicoquimicas y que no tengan efectos secundarios.
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3. ANTECEDENTES

La parasitologia ha estado presente desde épocas muy remotas, se menciona asi el
famoso papiro de Ebers (1600 antes de J.C.) que describe un gusano, probablemente el
céstodo de los bovinos (Taenia saginata), como patdégeno del hombre y prescribe como
tratamiento para sacarlo la infusion de corteza de granada. También se menciona a Moisés
que recibio instruccion médica de los sacerdotes egipcios; ademas, dictd leyes sanitarias para
protegerse contra las plagas transmitidas por insectos y contra la carne animal infectada

(Walter y Davies, 1984).

En Grecia, en tiempo de Aristoteles se conocian los céstodos. Hipdcrates diagnostico
el quiste hidatidico y describid una técnica para extirparlo del cuerpo humano. El médico
persa Avicena (981-1037) descubrié gusanos que probablemente eran: Ascaris lumbricoides,
Taenia saginata, Enterobius vermicularis 'y posiblemente también Ancylostoma duodenale

(Walter y Davies, 1984).

Mas adelante se publico en 1684, el primer libro dedicado a la parasitologia por Redi,
en el cual incluyd descripciones de los 6rganos reproductores de Ascaris lumbricoides y de
los huevos del parasito. Goldfuss en 1817, us6 por primera vez el término protozoo, al cual

Sichold le di6 sentido moderno en 1845 (Walter y Davies, 1984).

También durante la década de 1940, Stoll estimaba que 150 millones de personas
deberian estar infectadas por Giardia intestinalis, 30 millones por Entamoeba histolytica,
100,000 por Balantidium coli y 39 millones por Taenia saginata. En esos afios la poblacion
era inferior a este nimero de personas, lo cual se explicaba por la existencia de
multiparasitismo, es decir, mas de un pardasito presente en un individuo (Walter y Davies,

1984; Romero, 1999).

Q.F.B EDUARDO ANTONIO OLVERA YANEZ -6-



Tay et al., en 1977, reportaron la frecuencia de enfermedades parasitarias en 20 afios.
Aunque estos datos no reflejan la situacion de todos los Estados de la Reptiblica Mexicana, se
estimé que de cada 100 mexicanos, existen 19 con giardiosis y 16 con amibiosis. Por esos
afios se suman los trabajos realizados por Martuscelli en la poblacioén asistente al Hospital
Pediatrico del Centro Médico Nacional (IMSS), en los cuales se reporta un 20% de
giardidsicos, mas de 10% con amibiosis y 40% de los nifios con tricocefalosis, uncinariosis y

ascariosis (Romero, 1999).
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La Direccion General de Estadistica Informatica y Evaluacion, en el Anuario
Estadistico de 1995-2000, en el capitulo segundo y tercero, reservado al tema “Dafos a la
Salud” (Tabla 1), refiere el nimero de individuos afectados por enfermedades de notificacion
obligatoria, informados por el Sistema de Vigilancia Epidemioldgica. En la Tabla 2, se
presentan las cifras de individuos infectados con Giardia, Entamoeba y helmintos en general,
en los diferentes Estados de la Republica Mexicana. Esta informaciéon pone en evidencia que
tanto la amibiosis como la giardiosis representan un problema de salud publica en nuestro

pais.

Tabla 1.- Numero de individuos infectados con diferentes parasitos en el periodo de

1995-2000.

PARASITOSIS TOTAL DE CASOS TASA POR 100,000
HBTS
Amibiosis intestinal 1,106,364 1,274.98
Absceso Hepatico Amibiano 3,074 3.54
Ancilostomiosis y Necatoriosis 3,420 3.94
Ascariosis 469,951 527.22
Giardiosis 76,577 88.25
Oxiuriosis 152,499 175.74
Teniosis 9,495 10.94
Cisticercosis 691 0.70
Tricuriois 10,468 11.83
Marcadas como otras parasitosis 123,308 142.10
intestinalis
Otras infecciones intestinales 1,834,283 3,266.26

Fuente: SS-EPI-11 Direcciéon General de Epidemiologia.
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Tabla 2.- Nimero de individuos con giardiosis, amibiosis y helmintiosis en el periodo

1995-2000 en los diferentes Estados de la Reptblica Mexicana.

ESTADO GIARDIOSIS, HELMINTIOSIS TASA POR 100,000
AMIBIOSIS HBTS'
Aguascalientes 13,083 6,254 1,642.31
Baja California 8,770 1,353 468.58
Baja California Sur 10,454 1,180 3,043.75
Campeche 10,020 8,915 1,767.31
Coahuila 18,717 6,485 888.82
Colima 18,714 31 4,046.72
Chiapas 25,822 16,056 754.46
Chihuahua 11,498 5,094 431.09
Distrito Federal 51,297 31,580 918.64
Durango 9,130 4,416 639.20
Guanajuato 35,841 11,135 838.80
Guerrero 42,123 38,497 1,518.18
Hidalgo 25,993 14,748 1,292.33
Jalisco 80,841 28,708 1,423.24
Estado de México 132,065 36,100 1,222.72
Michoacan 36,573 19,530 963.03
Morelos 44,156 22,150 3,394.68
Nayarit 33,488 14,495 3,806.72
Nuevo Leon 46,680 13,289 1,396.89
Oaxaca 52,631 29,605 1,644.18
Puebla 38,008 24,462 859.99
Querétaro 23,492 8,183 2,083.27
Quintana Roo 12,561 14,418 2,630.45
San Luis Potosi 28,421 16,487 1,329.79
Sinaloa 48,851 18,362 2,088.28
Sonora 13,079 6,768 677.45
Tabasco 48,246 54,165 3,025.95
Tamaulipas 22,383 27,758 922.58
Tlaxcala 24,559 12,353 2,995.59
Veracruz 57,794 96,986 2,041.85
Yucatan 44,427 33,465 5,140.52
Zacatecas 39,231 15,375 2,894.47

*En esta tasa, se incluyen helmintos y protozoarios.

Fuente: SS-EPI-11 Direccion General de Epidemiologia.
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De acuerdo a los datos aportados por la Direccion General de Epidemiologia (Tablas 1
y 2), la giardiosis tiene niveles elevados dentro del territorio mexicano; tanto en Estados de la

Republica Mexicana donde el clima es calido, como en aquellos cuyo clima es himedo.

Cabe sefialar que el Estado de México, es aquel estado que presenta una mayor
cantidad de individuos con giardiosis y amibiosis intestinal; seguida de Veracruz, Oaxaca,
Tabasco, Nuevo Ledn, Yucatdn y Guerrero. Ademas, de ser una de las parasitosis mas
elevadas dentro del periodo 1995-2000, junto con amibiosis intestinal, ascariosis, oxiuriosis,
tricuriosis y otras infecciones intestinales. Lo cual, indica que este protozoario es uno de los
parésitos patdgenos mas cosmopolitas y comunes dentro de la poblacion de la Republica

Mexicana.
Ademas, hay que sefialar que las amibiosis representan un indice elevado, debido a que

dentro de este grupo; se encuentran tanto la Entamoeba histolytica que es un parasito como la

Entamoeba dispar que es un comensal.
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4. GENERALIDADES DE LOS PROTOZOARIOS

Las enfermedades parasitarias, tanto las protozoosis como las helmintiosis, siguen
siendo uno de los principales problemas de salud publica en el mundo y principalmente en
paises en vias de desarrollo. En nuestro pais, la poblacion infantil es la que se ve mayormente
afectada por infecciones helminticas, lo cual ha llevado a las campafias de desparasitacion
nacional como lo recomienda la OMS. Por otro lado, llama la atencion que en México, para
las infecciones causadas por protozoarios no se han implementado campafias similares

(http://www.ssa.gog.mx)

Los protozoarios son animales unicelulares, eucariotas, la mayor parte son de vida
libre, algunos actiian como parasitos adaptandose a las condiciones de vida que le provee su
hospedero. Su tamafio es variable entre 2 y 100 um, el protoplasma esta rodeado por una
membrana celular y contiene numerosos organelos, como un nucleo rodeado por membrana,
reticulo endopldsmico, granulos de almacenamiento de nutrientes y vacuolas, tanto
contractiles como digestivas. Los organos de motilidad varian desde extensiones
citoplasmaticas simples hasta estructuras mas complejas, como cilios o flagelos. La
reproduccion se hace en general por fision binaria simple, aunque el ciclo vital de algunos
protozoarios incluye fases de fision multiple, alternando con un periodo de reproduccion
sexual (Boreham et al., 1988). Casi todos los protozoarios poseen un metabolismo anaerobio,
el O, que pudieran llegar a necesitar, lo obtienen a partir de accién enzimatica. Algunos
protozoarios presentan 2 fases, la de quiste y la de trofozoito; la primera es necesaria para la

sobrevivencia.
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Seglin la nueva clasificacion, son considerados como un subreino del reino Protista
y son reconocidos 7 Phyla en el subreino Protozoa: Sarcomastigophora, Labyrintomorpha,

Apicomplexa, Microspora, Acetospora, Myxospora y Ciliopora.

Las infecciones causadas por protozoarios intestinales del tipo Entamoeba histolytica 'y
Giardia intestinalis continian siendo un problema de salud publica. Estos parasitos son los
agentes causales de la amibiosis intestinal, del absceso hepatico amibiano y de la giardiosis

respectivamente.
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5. GENERALIDADES DE Giardia intestinalis

Giardia ha sido wubicada en la familia Sarcomastigophora, clase
Zoomastigophorea, y ha sido clasificada en el orden Diplomonadida. El criterio morfologico
ha dividido el género Giardia en tres especies: Giardia agilis, Giardia muris y Giardia
intestinalis. Giardia agilis, se diferencia porque el cuerpo del trofozoito mide 20 x 4.5 um de
largo y ancho respectivamente, el cuerpo parabasal tiene forma de lagrima colocado en
paralelo a lo largo del axostilo; infecta principalmente anfibios. Giardia muris, se caracteriza
por tener dos pequefios cuerpos centrales parabasales en forma de pera, los trofozoitos miden
aproximadamente 10 um de largo por 7 um de ancho; infecta roedores, pajaros y reptiles.
Giardia intestinalis también llamada (Giardia lamblia o Giardia duodenalis), se distingue por
su cuerpo parabasal en forma de coma, descansa transversalmente a través del axostilo,
usualmente se observan dos cuerpos parabasales aunque algunas veces solamente se encuentra
uno. La morfologia representativa de este tipo difiere entre el animal hospedero variando de
11-16 um de largo y 5-9 um de ancho; infecta una variedad de mamiferos, incluyendo al

humano, también péjaros, reptiles, ente otras especies.

G. intestinalis, es un protozoario flagelado del tracto gastrointestinal. Este parasito se
presenta en las fases de trofozoito y de quiste (Figura 1). El trofozoito es redondo en su parte
anterior y afilado en la parte posterior, es convexo dorsoventralmente y en su posicion ventral
esta provisto de una cavidad superficial y ligeramente ranurada (disco ventral) que ocupa casi
toda la mitad anterior del cuerpo del parasito. El tamafio es variable entre limites muy amplios
(de 9 a21 um de largo por 5 a 15 um de ancho y de 2 a 4 um de espesor), tiene 2 nicleos que
son ovoides y contienen un cariosoma central; ademads, de tener 4 pares de flagelos que se

originan de organelos superficiales en la cara ventral del cuerpo.
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Los trofozoitos se dividen mediante un complicado proceso de fision binaria
longitudinal que incluye la division del nucleo, después del aparato neuromotor y el disco
ventral, enseguida de la separacion del citoplasma, de tal manera que se forman 2 trofozoitos
hijos y finalmente estos tienen la capacidad de translacion con movimientos lentos, vibratorios

y a la vez rotatorios.

Por otra parte, los quistes son ovoides, miden de 8 a 12 um de largo y 7 a 10 um de
ancho. Tienen un citoplasma granular fino claramente separado de la delgada pared quistica,

en su forma inmadura poseen 2 nucleos y los maduros 4 (Chin, 2001).

_Citostoma
Hurcleos
Esmudo lateral
.'J:‘ Cuerpo parabasal
o | Flagela lateral
'I anterior
Axastila
- Flagelo lateral
posterior
Grarmlo basal

Figura 4. Estructuras del (A) trofozoito y (B) quiste de G. intestinalis.

Fuente: www.merksource.com/pp/us/cns/cns_hl dolands
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Los trofozoitos de G. intestinalis se localizan en el intestino delgado, adheridos a la
mucosa, principalmente en el duodeno y yeyuno; ademas, aquellos que caen a la luz intestinal
dan origen a los quistes. Estos ultimos son eliminados en las materias fecales y pueden
permanecer viables en el suelo huimedo o en el agua por varios meses. La giardiosis ocurre por
la ingestion de los quistes presentes en el agua o alimentos contaminados y por la via oral-
fecal (manos o fomites); una vez ingeridos los quistes comienza la exquistacion (paso 3 y 4;
Figura 2) en el intestino delgado, pudiéndose observar asi la presencia de los trofozoitos que
se adhieren a la mucosa intestinal mediante el disco ventral; aquellos trofozoitos que
continian su ruta comienzan a enquistarse (Paso 5; Figura 2) cuando llegan al colon y
finalmente éstos son eliminados en las heces pudiendo contaminar otra vez alimentos, agua o
bien por la via oral-fecal volver a iniciar su ciclo de vida e infectar a otro hospedero (Figura 2)

(Romero, 1999; Chin, 2001).
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CONTAMNACIGN DEL AGUA, ALMENTDS, 0
MANDS,/FOMITES CON QUISTES INFECTIVOS
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PERD ELLOS HO SOBREVIVEN EN
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Figura 2.- Ciclo de vida de Giardia intestinalis

Fuente: DPDX\HTMUL\Giardiasis.htm
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6. GIARDIOSIS

Algunas de las manifestaciones clinicas que se presentan en la giardiosis se sitlian de
acuerdo al grado de dafo provocado en el organismo, por lo cual, las formas leves se
caracterizan por dolor epigastrico de poca intensidad y alteracion en el ritmo de la defecacion.
Las formas moderadas se manifiestan por un cuadro de duodenitis, con dolor frecuente en
region epigastrica, a veces nauseas, flatulencia y diarrea. La giardiosis severa presenta ademas
de la duodenitis, esteatorrea o lienteria con heces abundantes, pastosas o liquidas de muy mal
olor, lo que se asocia con flatulencia. (Romero, 1999; Chin, 2001). Existen también individuos

asintomaticos que eliminan quistes en las heces.

Giardia intestinalis habita en el duodeno y yeyuno superior donde el pH alcalino es
favorable para su desarrollo e invasion. El principal mecanismo de patogénesis en la giardiosis,
se debe a la accion mecanica de los trofozoitos sobre la mucosa del intestino delgado. Esta accion
se hace por fijacion de los trofozoitos en la pared intestinal por medio del disco ventral;
obstruyendo una pequefia porcion de la superficie y si a esto se agrega la irritacion que produce
el parasito adherido en la pared, ocasionando asi la produccion de moco, que también se queda
en la superficie. Generandose asi, una doble obstruccion para la absorcion (por un lado, los
trofozoitos adheridos a la superficie, y por otro, el moco que se esta produciendo). Sin embargo,
si el numero de trofozoitos es elevado pueden presentarse atrofias parciales de las
microvellosidades (causando deficiencia de disacaridasas como lactasa y xilasa, actividad de la
enteropeptidasa e hidrolasa peptidica y absorcién de grasas y vitamina Bj;), hipertrofia criptica,
dafio de células epiteliales hasta llegar a presentar una inflamacién que ocasiona la presencia del

sindrome de mala absorcién en el hospedero infectado, principalmente nifios.
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El diagndstico de esta enfermedad anteriormente, se realizaba empleando la capsula
de Beal o de la cuerda de nylon, que es una capsula de gelatina como la de los farmacos,
pero en su interior tiene un hilo de nylon y de algodon. El hilo se traga en ayunas y se deja
todo el dia, se pide al paciente que camine, que se acueste un rato del lado derecho para
ayudar asi que llegue al duodeno y 4 6 5 horas después se extrae el hilo que se ha pegado en la
mejilla del paciente; si el liquido es amarillo verdoso es que ha llegado al duodeno, a
continuacidn se exprime y el material se lleva al microscopio en un examen directo en fresco
para observar la presencia de trofozoitos. Actualmente se realiza por fluoroscopia, mediante
la cual, se descubre hipermotilidad del duodeno y yeyuno. Las radiografias revelan en
algunos casos defectos en la mucosa (esta ultima técnica es empleada para observar la
presencia de trofozoitos y quistes). El estudio microscopico del liquido duodenal obtenido
por sondaje, puede demostrar la presencia de los trofozoitos. También se puede emplear la
biopsia intestinal que muestra los cambios en las vellosidades y ocasionalmente permite ver

los parasitos.

Sin embargo, si existe una baja cantidad de quistes, las técnicas mas empleadas
actualmente son los métodos coproparasitoscopicos de concentracion por flotacion
(Método de Faust, Willis y Ferreira), que dan excelentes resultados para encontrarlos. Ademas
de algunos test o pruebas, que tienen como fundamento técnicas inmunologicas. (Chin,

2001).

A pesar de lo antes mencionado, la diarrea aguda de la giardiosis se puede confundir
con aquella causada por patdogenos como virus (causantes de cuadros agudos), bacterias y
protozoarios. El diagnostico se sospecha ante la presencia de dolor abdominal superior,

distension, heces con mal olor y flatulencia, con ausencia de moco o sangre.
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La diarrea cronica puede semejarse a una amibiosis u otras infecciones por
protozoarios intestinales patdégenos como Dientameba fragilis, Cryptosporidium sp. e
Isospora belli (estos son parasitos oportunistas y sus cuadros son severos), asi como también
por el nematodo Strogylodes stercolaris, y una enfermedad intestinal inflamatoria o colon
irritable. Cuando la giardiosis provoca molestia abdominal superior, sensacion urente, pirosis
y gorgorismos se debe diferenciar de la tulcera duodenal, hernia hiatal y enfermedades
vesiculares y pancredticas. La diarrea cronica por giardiosis en nifios puede ocasionar mala

absorcion y pérdida de peso (Goldsmith, 1995).

La eosinofilia y sintomas intestinales cuando se presentan juntos, pocas veces se deben
a giardiosis, es mas frecuente que sean causadas por ancilostomas o por S. stercolaris, D.

fragilis o 1. belli.
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7. TRATAMIENTO

La enfermedad ocasionada por G. intestinalis ha sido tratada con medicamentos
eficaces que tienen la capacidad de fungir como farmacos antiparasitarios; tal es el caso del

tinidazol, quinacrina, furazolidona y metronidazol.

El Tinidazol, aunque no se encuentra disponible en Estados Unidos de
Norteamérica (E.U.A.), en otros paises se ha demostrado que tiene ventajas usandose a dosis
unicas; en comparacion con otros medicamentos a dosis multiples, siendo su posologia de 2g
para adultos y de 30 a 35 mg/kg para nifios, ademds de que es muy bien tolerado. El 10% de
los pacientes presentan malestar gastrointestinal leve y cefalea como efectos secundarios, en
pocas ocasiones se ha informado de vértigo. Como otros nitroimidazoles no debe tomarse con

alcohol, puesto que tiene un efecto similar al disulfiram.

Figura 3: Estructura quimica del Tinidazol

Fuente: Flores y Armijio, 1992 ; Tomoko et al., 2003.
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La Quinacrina, es un derivado acridinico que se utiliz6 ampliamente en la Segunda
Guerra Mundial como antipalidico (Goodman y Gilman, 2003). Su uso actual queda
restringido sobre todo en adultos, ya que los nifios no la toleran. Este medicamento se
intercala en las cadenas del DNA inhibiendo asi la sintesis de acidos nucleicos. Se absorbe
bien por via oral, se distribuye por todos los tejidos y se elimina lentamente por lo que se
acumula con facilidad. Es excretado en la orina, donde persiste aun 2 meses después de

suspendido el tratamiento.
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Figura 4: Estructura quimica de la Quinacrina

Fuente: Flores y Armijio, 1992; Tomoko et al., 2003.

El clorhidrato de quinacrina es muy eficaz contra G. intestinalis y con ¢l se logran
cifras de curacion del 92-95%. Este farmaco esta contraindicado en enfermos con psoriasis
porque la exacerba y no se debe dar a mujeres embarazadas por riesgo a inducir teratogenia.
Puede provocar también anemia aplasica, dermatitis exfoliativa, liquen plano atipico, necrosis
hepatica y efectos oculares similares a la cloroquina. Ademas de presentar efectos secundarios
tales como cancer en el tracto respiratorio, desarrollo de lesiones uterinas, embarazo ectopico,

amenorrea, mareos, dolor de cabeza, vomito, respuesta psicotica (Flores y Armijio, 1992).
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La Furazolidona, es un derivado de nitrofuranos aprobado en 1995 por la Food and
Drugs Administration (FDA), principalmente para el tratamiento de diarrea, enteritis bacterial
y protozoal (Tomoko et al., 2003). La Furazolidona a menudo se prescribe para nifios por que
se encuentra disponible en una presentacion liquida de sabor agradable (Goodman y Gilman,
2003). Este medicamento pertenece al grupo de los nitrofuranos; su espectro abarca Giardia
intestinalis, bacterias Gram positivas y negativas tales como estafilococos, enterococos,

Salmonella, Shigella y E. coli (Litter, 1984; Goldsmith, 1995; Romero, 1999; Rang, 2000).

Este farmaco tiene un mecanismo de accion estructural y funcional similar a los
inhibidores de Monoamino Oxidasa (MAO) y la forma reducida de la furazolidona interfiere

con algunos constituyentes celulares del protozoario como su DNA (Flores y Armijio, 1992).

Figura 5: Estructura quimica de la Furazolidona

Fuente: Flores y Armijio, 1992; Tomoko et al., 2003.

El porcentaje de erradicacion parasitaria de la furazolidona comprende un 80-89%.
Sin embargo, al igual que otros medicamentos también se presentan algunos efectos adversos
como disturbios gastrointestinales, anemia hemolitica, reacciones de hipersensibilidad y

coloracion de la orina.
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La introduccion de compuestos nitroheterociclicos en 1950 y 1960 anuncié una nueva
era en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias Gram positivas y negativas,
ademads, de actividad sobre un rango de parasitos protozoarios patégenos. El antibidtico
amomizina (2-nitroimidazol), aislado en Japon de un estreptomiceto, fue el primer
nitroimidazol descubierto; el cual fue la referencia base para la sintesis del nitroimidazol

" Metronidazol".
CH,CH,OH
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Figura 6: Estructura quimica del Metronidazol

Fuente: Flores y Armijio, 1992; Tomoko et al., 2003.

El Metronidazol, es un profirmaco que requiere activacion reductiva del grupo nitro
por los microorganismos susceptibles. Su toxicidad selectiva hacia microorganismos
patégenos anaerobios y microaerofilicos, como los protozoarios amitocondriados, T.
vaginalis, E. histolytica y G. intestinalis, ademas de diversas bacterias anaerobias, se deriva
de su metabolismo de energia que difiere del de las células aerobias (Upcroft et al., 1999).
Estos microorganismos, al contrario de sus homologos aerobios, contienen compuestos de
transporte de electrones, como ferredoxinas, proteinas Fe-s pequefias que tienen un potencial
de oxidorreduccion lo suficientemente negativo para donar electrones al metronidazol. La
transferencia del electron tUnico forma un radical nitro muy reactivo que mata a
microorganismos susceptibles por mecanismos mediados por radicales que se dirigen al DNA

y tal vez a otras biomoléculas vitales.
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El metronidazol se recicla mediante mecanismos cataliticos. Sin embargo, la pérdida
del electron del metabolito activo regenera el compuesto original. Las concentraciones cada
vez mas altas de O, inhiben la citotoxicidad inducida por el metronidazol, por que el O,
compite con este ultimo par de electrones generados por el metabolismo de energia. Asi, el
O, puede tanto disminuir la activacion reductiva del metronidazol, como aumentar el reciclado
del fdrmaco activado. Los microorganismos anaerobios o microaerofilicos susceptibles al
metronidazol obtienen energia a partir de la fermentacion oxidativa de cetoacidos como el
piruvato. La descarboxilacion del piruvato, catalizada por la oxidoreductasa de piruvato-
ferredoxina (PFOR), produce electrones que reducen a la ferredoxina (Figura 7), que dona
mediante mecanismos cataliticos sus electrones hacia el metronidazol (Upcroft y Upcroft

2001; Goodman y Gilman, 2003).
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Figura 7.- Mecanismo propuesto para la activacion del metronidazol por G. intestinalis

y E. histolytica.
Fuente: Upcroft y Upcroft, 2001.
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La dosis en caso de giardiosis en adultos es de 250-500 mg por via oral y en nifios de

Smg/kg en 3 tomas.

Una limitante actual en el tratamiento de la giardiosis con metronidazol son sus efectos
secundarios que en muchas ocasiones llevan a la falla terapéutica por el abandono del
tratamiento. Otra causa de la falla terapéutica observada con el metronidazol, es la presencia
de parasitos resistentes al farmaco, la cual ha sido demostrada en aislados de G. intestinalis
provenientes de pacientes refractarios al tratamiento (Johnson, 1993; Upcroft et al., 1996;

Boreham et al., 1998; Upcroft y Upcroft, 2001).

Un farmaco recientemente utilizado en el tratamiento de la giardiosis es el
Albendazol, que es un carbamato de bencimidazol que se ha utilizado a nivel mundial, de
manera primaria contra diversos nematodos intestinales y de tejidos, pero también contra

formas larvarias de ciertos céstodos.
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Figura 8: Estructura quimica del Albendazol

Fuente: Flores y Armijio, 1992; Tomoko et al., 2003.
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El albendazol también tiene cierta eficacia contra protozoarios anaerobios como T.
vaginalis, Entamoeba histolytica y G. intestinalis. Este farmaco inhibe el crecimiento “in
vivo” de los trofozoitos de G. intestinalis y su adhesion a cultivos de células epiteliales
intestinales a través de cambios conformacionales en la formacion de microtabulos y
microlistones en el disco ventral de los trofozoitos. El albendazol se une a la B-tubulina del
parésito inhibiendo de esta forma la polimerizacién de los microtibulos, con una cascada de
otros efectos metabolicos resultado de ellos (Upcroft et al., 1999). El primer estudio realizado
en humanos fue el de Bangladesh, donde el promedio de erradicacion parasitaria fue de 62-
95% comparado con el 97% del metronidazol. El albendazol eventualmente es aceptado en
lugar del metronidazol particularmente en casos de fallas con este ultimo (Upcroft y Upcroft,
2001). Como en el caso del metronidazol, la resistencia al albendazol ha sido reportada “in
vitro” (Linquist, 1996; Upcroft et al., 1996); sin embargo, tal resistencia se desarrolla mas
facilmente en cepas resistentes a la furazolidona, ademas estas cepas también presentan

resistencia a multiples farmacos.

Al evaluar la actividad “in vitro” del albendazol y mebendazol contra trofozoitos de G.
intestinalis, se observd que estos farmacos fueron 30 a 50 veces madas activos que el
metronidazol y 4 a 40 veces mas activos que la quinacrina; ademads, a concentraciones bajas
de mebendazol se logré tener una actividad bloqueadora de la reproduccidon y no parasiticida
sobre los trofozoitos de G. intestinalis, lo que implica la existencia de una reaccion reversible

hacia la molécula blanco del parasito de G. intestinalis (Thomas et al., 1990).

Cedillo y Munoz (1992) reportaron para Giardia intestinalis una concentracion
inhibitoria 50 (Clsg) del albendazol de 0.01mg/L y una concentraciéon minima letal (CML) de
0.04mg/L, en comparacion con el mebendazol que fue de 0.06mg/L y de 0.5mg/L
respectivamente; demostrando asi, que tanto el albendazol como el mebendazol son excelentes

candidatos para uso clinico.
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En un estudio realizado en pacientes adultos con sintomas de giardiosis tratados con
albendazol (grupo 1) y metronidazol (grupo 2), se observoé al realizar un examen fecal a los 7
dias de post-tratamiento que ninguno de los 2 grupos present6 quistes de G. intestinalis, pero,
a los 15 dias de post-tratamiento, 1 paciente fue positivo para G. intestinalis con albendazol
(grupo 1) y 9 pacientes positivos para el metronidazol (grupo 2), demostrando asi que el
albendazol es mas efectivo que el metronidazol en giardiosis en adultos, ademas, de presentar

menos efectos laterales que el metronidazol (Karabay et al., 2004).

Otros derivados bencimidazolicos (IRE 6-A e IRE 7-B) han mostrado actividad
giardicida “in vitro” comparable al albendazol (Jiménez et al., 2003) sugiriéndose como

alternativa en el tratamiento de cepas de G. infestinalis resistentes al metronidazol.
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8. NITAZOXANIDA

Desde 1996, los laboratorios Columbia, introdujeron en México un nuevo
medicamento alternativo para el tratamiento de la giardiosis y cuyo nombre comercial es
Daxon (nitazoxanida), el cual ha presentado una accidén antiparasitaria de amplio espectro

(Fox y Saravolatz, 2005).

De igual forma, los laboratorios Romark, en diciembre del 2002 obtuvieron la
autorizacion de la FDA para comercializar Alina (nitazoxanida), como una suspension oral
para el tratamiento de nifios con diarrea causada por los microorganismos Cryptosporidium
parvum 'y Giardia intestinalis. En julio del 2004, la nitazoxanida fue aprobada para el
tratamiento de diarrea causada por Giardia intestinalis en adultos. Alina y Daxon, son los
unicos medicamentos aprobados por la FDA para infecciones de Cryptosporidium y las
primeras innovaciones en el ambito de G. intestinalis en més de 40 afios (Fox y Saravolatz,

2005).

La nitazoxanida [2-(acetoliloxi)-N-(5-nitro-2-tiazolil) benzamidal] 6 N-2-(5-
nitrotiazolil) acetilsalicimida, es un derivado del 5-nitrotiazol, sintetizado por primera vez
por Rossignol y Cavier en 1976 (Boletin Informativo de Laboratorios Columbia, 1996;

Ximénez et al., 2000).
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Figura 9: Estructura quimica de la Nitazoxanida

Fuente: Flores y Armijio, 1992; Tomoko et al; 2003.
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En esta molécula de estructura nitrotiazol, un atomo de sulfuro reemplaza al de
nitrégeno en el anillo, siendo el responsable de algunas detoxificaciones en los nitroderivados
de esta familia, de esta manera se aumenta su espectro, su eficacia y se disminuye la toxicidad

(Boletin Informativo de Laboratorios Columbia, 1996; Ximénez et al., 2000).

La nitazoxanida es un agente antiparasitario de amplio espectro efectivo contra
protozoarios y helmintos intestinales; ademas, de algunas bacterias anaerobias y aerobias.
Este farmaco fue primeramente reportado como un agente anticestodico en ovejas, perros y
gatos, con poca eficacia contra nematodos tales como: Uncinaria stenocephala, Trichuris
vulpis en perros y es ineficaz contra Syphacia obvelata en ratdon. Rossignol y Cavier
reportaron por primera vez en 1976, que a una dosis de 50 mg/kg de peso, fue 100% efectiva
en el tratamiento de Hymenolepis nana var. fraterna, en ratones. Euzeby et al., en 1980
obtuvieron un 100% de cura tratando infecciones por Dipylidium caninum y Taenia pisiformis
en perros, Taenia taeniaformis en gatos y Moniezia expansa, Avitellina centripunctata,
Stilesia globipunctata y Thysaniezia ovilla en ovejas, todas con dosis Unicas orales de 75-200

mg/kg.

En la definicion terapéutica de la nitazoxanida, se ha estudiado el efecto sobre los
helmintos, nematodos, céstodos y trematodos que infectan al humano, encontrando que
interfiere con el metabolismo de la glucosa del parasito, por alteracion de sustancias secretoras
del Aparato de Golgi, secrecion de acetilcolinesterasa y el consumo de la glucosa del parésito;
creando asi un agotamiento en el glucogeno y una acidosis lactica en el parasito, lo que

ocasiona, finalmente la muerte de éste (Boletin Informativo de Laboratorios Columbia, 1996).
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La actividad de la nitazoxanida contra organismos anaerobios, ha sido estudiada
(Sisson et al., 2002; Gilles y Hoffman, 2002), demostrandose que ésta, se debe a la
competencia existente entre la nitazoxanida y los NADP liberados al llevarse acabo la
descarboxilacion oxidativa del piruvato, por los electrones equivalentes; impidiendo la
reduccion del NADP a NADPH vy por lo tanto, inhibiendo enzimas vitales del metabolismo
energético como la PFOR. A diferencia del metronidazol, la nitazoxanida no induce

mutaciones en el DNA.

En cuanto a la farmacocinética y farmacodinamia de este farmaco; se puede mencionar
que se absorbe rdpidamente en el tracto gastrointestinal, aproximadamente 48 h post-dosis. Es
metabolizada por la carboxil-esterasa del intestino y esterasas del plasma, en su derivado
desacetilado [Tizoxanida], el cual se puede titular en sangre y orina (Figura 10 y Figura 11).
La vida media se calcula en 1.11 h, se une altamente a proteinas plasmaticas y la proporcion

no unida es muy baja (Olea Rodriguez, 1999).
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GLUCORONIDO en plasma, orina y bilis del hombre
DE TIZOXANIDA

Figura 10.- Resumen del metabolismo de la nitazoxanida en el organismo humano

Fuente: Foxy Saravolatz, 2005.
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La excrecion de nitazoxanida por via renal es de 38% y por heces 52%. Los
metabolitos (Figura 11) encontrados en plasma y en orina después de la administracion de
nitazoxanida son: desacetil-nitazoxanida o tizoxanida (DN ¢ TIZ), aminonitrotiazol (ANT),
acido salicilico (S), acido salicilirico (SU) y acido gentisico (G) (Stockis et al., 1996;
Yamamoto et al., 1999).

OH

JTE\NH—CO

Tizoxanida 6 Desacetil-nitazoxanida (TIZ 6 DN)

HO

(o)
AN
/c —CH, —NH—rIl— C

|
HO H §

Acido saliciltrico (SU)

T

Aminonitrotiazol (ANT)

Figura 11.- Algunos metabolitos de la nitazoxanida

Fuente: Stockis etal., 1996; Yoshimasa et al., 1999.

En caso de una sobredosificacion de la nitazoxanida puede inducirse el vomito y
administrarse antidcidos de hidroxido de aluminio con magnesio; ademas al interactuar con
anticoagulantes cumarinicos puede incrementar los niveles plasmaticos de éstos y prolongar

el tiempo de protrombina (Indice Farmacéutico Medicohompage.com: nitazoxanida_ pa).
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En un estudio realizado con 6 voluntarios a los que se les administré de forma oral
nitazoxanida, se encontr6é que en plasma y orina los metabolitos de la nitazoxanida como DN,
ANT, S, SU, y G. El metabolito mas importante y activo de la nitazoxanida, la tizoxanida
(TIZ 6 DN), se encontrd a una concentracion maxima de 1.9 mg/L [rango 1.1-2.5 mg/L]

(Stockis et al., 1996).

Cedillo Rivera et al. (2002), evaluaron el efecto “in vitro” de la nitazoxanida contra
trofozoitos de E. histolytica, G. intestinalis y T. vaginalis. Las Clsy y Clg obtenidas para el
farmaco contra estos 3 parasitos se muestran en la Tabla 3. Como se puede observar la
nitazoxanida fue mas activa que el metronidazol contra estos 3 parasitos. Por microscopia
electronica se observd que este firmaco no ocasionaba cambios ultraestructurales en el disco
ventral de G. intestinalis y en el caso de T. vaginalis y E. histolytica se observo la formacion
de enormes vacuolas y redistribucion de ellas dentro del citoplasma; ademés de ocasionar
cambios en la membrana plasmatica de los trofozoitos de estos tres protozoarios. Otros
cambios estructurales observados en los trofozoitos de G. intestinalis tratados con la
nitazoxanida incluyen: pérdida del complejo vacuolar de la membrana dorsal, aumento del
volumen (dando a los trofozoitos forma globosa), glucocalix y citoplasma menos electrodenso

(Ponce-Macotela et al., 2001; Elmendorf et al., 2003).

También se han desarrollado estudios sobre los cambios estructurales causados por la
nitazoxanida en quistes de G. intestinalis; observando por microscopia electronica de
transmision, la presencia de areas con alto contenido granular y una ubicacion inusual de los
componentes del citoplasma en el espacio peritrofico, sugiriendo una posible ruptura de la

membrana (Bernal et al., 2004).
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En un estudio realizado con 546 pacientes con infecciones de helmintos y protozoarios
en Egipto; administrandoles nitazoxanida y basados en la reexaminacion fecal después de 4
dias de terminar el tratamiento, la erradicacion fue de 81% (127-156 pacientes), 94% (130-139

pacientes) y 77% (10-13 pacientes) para amibiosis, giardiosis y balantidiosis respectivamente.

La nitazoxanida fue bien tolerada y solo 14.5% de los pacientes presentaron algunos
efectos adversos tales como dolor abdominal leve, ndusea, mareo, vomito, cefalea y debilidad

(Abaza et al., 1998).

En la Unidad de Medicina Familiar No. 91 de la Ciudad de México, se realizd un
estudio con 272 nifios con una edad promedio entre 2 a 14 afos infectados con helmintos y
protozoarios. Para confirmar las parasitdsis, se realizaron examenes de muestras fecales con
técnicas coproparasitoscopicas como Ferreira y tinciones como la de Kinyoun. Al ser tratados
con nitazoxanida 121 pacientes, se obtuvo que aproximadamente el 84% de parasitos
protozoarios y el 95% de helmintos son eliminados completamente de esos pacientes (Diaz et

al., 2003).

Otro estudio realizado en el Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la
Facultad de Medicina de la UNAM, se examinaron 1824 muestras fecales de adultos y nifios,
de los cuales 246 pacientes adultos y nifios, resultaron infectados con protozoarios y
helmintos. Al administrarse 7.5mg/kg de nitazoxanida cada 12 h por 3 dias consecutivos y
examinando las heces fecales en los dias 6, 7, 8, 13, 14 y 15 post-tratamiento mediante la
técnica de Kato-Katz; se obtuvo de un 71 a 100% de eliminacion de Entamoeba histolytica, E.
dispar, Giardia intestinalis, Blastocystis hominis, Isospora belli, Enterobius vermicularis,
Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura e Hymenolepis nana. Ademas, solo el 6.1% presento

algunas reacciones adversas (Romero et al., 1997).
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La nitazoxanida como una forma alternativa de tratamiento para la giardiosis, ha sido
administrada por periodos prolongados, tanto en pacientes con anemia, enfermedades
concomitantes, desnutricion o SIDA, sin mostrar efectos secundarios de importancia. Su
eficacia de erradicacion parasitaria en casos clinicos varia entre un 70 a un 90%, segln las

caracteristicas de cada paciente (Doumbo et al., 1997; Romero, 1999; Rodriguez et al., 1999).

Tabla 3.- Concentracion inhibitoria del 50% de crecimiento (Clsy) de la nitazoxanida,

albendazol y metronidazol contra Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis Yy

Trichomonas vaginalis.

FARMACO CIs (ng/mL) Limites de Cly (ng/mL) Limites de

Confianza Confianza

Entamoeba histolytica
Nitazoxanida 0.017 0.012-0.022 0.776 0.500-1.004
Albendazol 15.0 10.0-20.0 >20.0 N/A®
Metronidazol 0.060

Giardia intestinalis

Nitazoxanida 0.004 0.003-0.005 0.067 0.050-0.106
Albendazol 0.010 0.008-0.012 0.020 0.015-0.024
Metronidazol 0.210 0.150-0.270 1.280 0.880-1.680

Trichomonas vaginalis

Nitazoxanida 0.034 0.025-0.046 2.046 1.020-4.104
Albendazol 0.422 0.419-0.425 3.290 1.805-5.435
Metronidazol 0.037 0.035-0.040 0.169 0.160-0.178
N/Ano aplica.

Fuente: Cedillo et al., 2002.
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Para amibiosis, giardiosis, tricomoniosis y helmintiosis (ascariosis, hymenolepiosis y
trichiuriosis), la dosis recomendada es de 500mg, dos veces al dia, por 3 dias consecutivos en
adultos y en nifios es de 7.5 mg/kg de peso cada 12 h por 3 dias consecutivos (Ximénez et al;
2000; Indice Farmaceutico Medicohomepage.com). En el caso de faciolosis en adultos, la
dosis es 500mg, cada 12 h, por 7 dias cosecutivos y en nifios es de 7.5mg/kg, cada 12 h, por 7
dias consecutivos. En el caso de los nifios, también puede emplearse tabletas dispersables de
200 mg 6 suspension oral con sabor a fresa con una posologia de 100 mg por cada 5 mL. Por
lo cual, la dosis adecuada es una tableta dispersable o bien, 1 6 2 cucharaditas segiin sea el

caso; una en la mafiana y una en la noche durante 3 dias.

Los efectos secundarios presentes al administrar nitazoxanida como una forma de
tratamiento de giardiosis son: dolor abdominal leve, ndusea, mareo, vomito, cefalea y

debilidad.
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9. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente los medicamentos mas prescritos en el tratamiento de giardiosis son la
quinacrina, la furazolidona, metronidazol y albendazol principalmente. Donde estos 2 iltimos
farmacos han sido empleados dentro del cuadro de desparasitacion del IMSS. Sin embargo,
todos estos agentes quimioterapéuticos provocan diversas alteraciones en el organismo
humano, iniciando con efectos adversos indeseables, actividad contra la flora bacteriana
normal, teratogenicidad y carcinogenicidad (Thomas et al., 1990). Ademas, en los individuos
giardidsicos se presentan fallas terapéuticas provocadas por el abandono del tratamiento que
comprende largos periodos de administracion farmacolégica y por la resistencia de los
trofozoitos de G. intestinalis contra estos farmacos (Linquist, 1996; Upcroft et al., 1996;

Upcroft y Upcroft, 2001).

Una alternativa en el tratamiento de la giardiosis es la nitazoxanida, la cual es un
excelente antiparasitario, sus efectos secundarios son menores en comparacion con aquellos
presentados por el albendazol, metronidazol, quinacrina y furazolidona. Ademas, no se ha

detectado desarrollo de resistencia al farmaco por este parasito.

En virtud de que la nitazoxanida es una sustancia relativamente nueva con amplio
espectro de actividad antiparasitaria, que causa menos efectos secundarios, resulta de interés
la sintesis de andlogos de la nitazoxanida. Lo anterior, con la finalidad de realizar un estudio
de estructura-actividad que permita definir nuevas moléculas con actividad antiparasitaria. A
este respecto, en el Instituto de Quimica de la UNAM, el grupo de investigacion del Dr. Angel
Guzman, ha realizado la sintesis de 5 analogos de la nitazoxanida, respetando como estructura
base la molécula 5-nitro-2-aminotiazol (Figura 12) y afiadiendo los grupos sustituyentes con

densidad electronica variable como se indica en la Tabla 4.
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Figura 12.- Molécula 5-nitro-2-aminotiazol (Estructura base para el disefio y

sintesis de los compuestos analogos de la nitazoxanida).

Tabla 4.- Compuestos analogos de la nitazoxanida.

COMPUESTO

PESO MOLECULAR DE
LA MOLECULA
COMPLETA

(g/mol)

GRUPO SUSTITUYENTE

0—S—o
R N S
343.26 CH,
Metil-sulfonil-oxifenil
AG-3 CH,
c|:o
306.296 NH

4-Acetamidofenil

Q.F.B EDUARDO ANTONIO OLVERA YANEZ

-38 -




|
\N

gy |
NO
RJJ\” s 2 288.281 H
2-Indonil
AG-5
N
(0] (o] o
)I\ | v
R N S NO, 293.254
H 1,3-Benzodioxol
AG-6
B el °
NO, 307.281 o
Metoxicarbonil

Q.F.B EDUARDO ANTONIO OLVERA YANEZ

-39 .




10. HIPOTESIS

e La molécula del 5-nitro-2-aminotiazol representa la parte activa de la
nitazoxanida, debido a que los andlogos de la nitazoxanida (Compuesto AG-2

al AG-6) la conservan, éstos tendrian una mayor actividad giardicida.

11. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la actividad biolégica “in vitro” de los compuestos andlogos de la

nitazoxanida contra trofozoitos de G. intestinalis
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12. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la actividad biologica de 5 compuestos analogos de la nitazoxanida
(AG-2 al AG-6) sobre los trofozoitos de G. intestinalis por medio del método

de subcultivo.

e Determinar la Clsy de cada uno de los compuestos andlogos de la nitazoxanida
(AG-2 al AG-6) en contra de trofozoitos de G. intestinalis mediante el

programa Probit.
e Comparar la actividad biologica de los compuestos andlogos de la nitazoxanida
(AG-2 al AG-6) con la del Albendazol, Nitazoxanida y Metronidazol contra

trofozoitos de G. intestinalis.

e Relacionar la estructura-actividad de cada uno de los compuestos analogos de

la nitazoxanida (AG-2 al AG-6) con su actividad giardicida
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13. MATERIALES EMPLEADOS

Material de vidrio

>
>
>
>
>
>
>
>
>

Pipetas graduadas de 10 mL ( IVA)

Pipetas graduadas de 5 mL (IVA)

Botellas con tapa de 100 mL (Scott Duran)
Botellas con tapa de 1000 mL (Scott Duran)
Tubos de ensaye de 7 mL ( PYREX)

Vasos de precipitados de 1000 mL (Scott Duran)
Céamara de Newbauer (Reichert)

Probeta graduada de 10 mL (PYREX)
Portaobjetos (Corning)

Materiales de plastico

>
>
>
>
>
>

Micropipetas de 20, 100, 200 y 1000 pL (Gilson)
Puntas para micropipetas (Aerosol Barrier Tips)
Gradillas de 96 pozos (Axygen)

Tubos Eppendorf (Axygen)

Tubos Falcon de 10 mL (Corning)

Guantes (TITAN)
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Otros materiales

>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>

Propipeta (AKKU)

Piseta con alcohol al 70%

Pinzas (Ateo)

Microscopio invertidos (Axiovert 25)
Espatula (Ateo)

Incubadora (REVCO)

Agitador (Vortex)

Autoclave (Falcon)

Balanza granataria (OHAUS)
Balanza analitica (Scientech inc)
Filtros (Millipore)

Potenciometro (Bekman)

Contenedor criogénico (MVE Cryogenics)
Nitrogeno liquido (INFRA)

Sales puras

>
>
>

Nitazoxanida (Laboratorios Columbia)
Albendazol (Smith Kline Beeckham)
Metronidazol (SIGMA)

Otras sustancias

>
>
>
>
>
>

Agua destilada

Alcohol al 70%

DMSO (J.T. Backer)

Medio TYI-S-33 (Anexo 1)
Suero Fetal Bovino (Hyclone)

Cloro (Clorox)
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14. METODOLOGIA

1.-CULTIVO AXENICO DE G. intestinalis

1.

Se descongel6 la cepa WB de G. intestinalis, conservada a —70 °C, manteniéndola a

temperatura ambiente.

En los tubos de ensaye estériles de 13x100, se afiadieron 3 mL de medio TYI-S-33
(Anexo A) complementado con suero de ternera (ST) al 10% y se repartio el
contenido del criovial en los diferentes tubos centrifugdndose a 1500 rpm durante 5

min.

El sobrenadante se desechd y se afiadieron 6 6 7 mL de medio de cultivo.

Cada uno de los tubos se taparon y se homogeneizaron lentamente, después se

etiquetaron, sellaron con parafilm e incubaron 48 h a 37° C.

Los tubos se observaron al microscopio con el objetivo de 40X, dependiendo del grado
de confluencia, se cambié el medio de cultivo y se volvido a resembrar colocando

medio de cultivo fresco en cada tubo.

Los tubos se incubaron nuevamente 48 h a 37 °C para obtener los parasitos en
confluencia para ser empleados en la curva de crecimiento y en los ensayos de

actividad parasitaria.
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2.- CURVA DE CRECIMIENTO

1.- Se tomaron 100 pL del tubo original donde se encontraban los trofozoitos de G.
intestinalis suspendidos en medio TYI-S-33 y se diluyeron con 900 puL de amortiguador de

fosfatos salino 1X (PBS).

2.- Posteriormente, se colocaron 12 pL en la camara de Newbauer y se observaron los
trofozoitos existentes en cada una de las cuadriculas secundarias de la cdmara (Anexo B); si la

cantidad era elevada, se realizaba una dilucion 1:10.

3.- Se colocaron 12 pL de la dilucion anterior y se contaron los trofozoitos situados en
las cuadriculas secundarias de la camara de Newbauer calculandose el numero total de

trofozoitos/mL.

4.- Se incubaron 5x10* trofozoitos/mL en medio TYI-S-33 complementado con ST al

10% a 37°C.

5.- El nimero de trofozoitos se determind a diferentes tiempos de incubacion, con la
finalidad de obtener el tiempo al cual se encontraban los trofozoitos en fase de crecimiento

exponencial. Este tiempo sera utilizado en los ensayos de subcultivo.
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3.-EVALUACION DE LA ACTIVIDAD GIARDICIDA DE LOS ANALOGOS DE LA
NITAZOXANIDA

Se determino la actividad biologica de los 5 compuestos analogos de la nitazoxanida (AG-

2 al AG-6) contra los trofozoitos de G. intestinalis, empleando el método de subcultivo

(Cedillo y Muifioz, 1992).

1. Se prepararon los stocks (10 mg/mL) de cada uno de los compuestos analogos de la
nitazoxanida y a partir de éstos, se realizaron las correspondientes diluciones para
obtener diferentes concentraciones de los compuestos (0.001-0.50 pg/mL), empleando

como diluyente dimetilsulféxido (DMSO) al 1-2% como maximo (Anexo B).

2. A 50x10* trofozoitos en medio TYI-S-33 complementado con ST al 10%, se les
afiadieron los compuestos a las diferentes concentraciones llevandose a volumen final
de 1 mL y se incubaron a 37 °C por 48 h. Como control negativo se incubaron los
trofozoitos en medio libre de compuestos y como control positivo se emplearon el
albendazol, metronidazol y nitazoxanida a las mismas concentraciones que las usadas

con los compuestos analogos de la nitazoxanida.

3. Una vez concluida la incubacién, se enfriaron en bafio de hielo por 1 h, se tomaron 50
ul y se adicionaron en otro tubo que contenia 900 uL de medio de cultivo sin

compuestos.
4. Se incubaron nuevamente a 37 °C por 48 h y una vez transcurrido el tiempo se

enfriaron los tubos con hielo por 1 h y se realiz6 una diluciéon 1:10 con PBS 1X, pH

7.0, para realizar un conteo confiable.
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5. Se colocaron 12 pL de la dilucion anterior en la cdmara de Newbauer, se observaron al
microscopio con el objetivo 40X y se contaron los trofozoitos vivos situados en los

cuadrantes secundarios de la camara.

6. Se calculd el nimero de trofozoitos muertos (Numero de trofozoitos vivos en los
controles - Numero de trofozoitos vivos en todas las concentraciones de cada uno de
los compuestos = Numero de trofozoitos muertos) y se introdujeron al programa Probit
para obtener las Cls, correspondientes para cada uno de los compuestos analogos de la

nitazoxanida.

7. Este ensayo se llevo a cabo 3 veces por duplicado.
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15. DIAGRAMA DE FLUJO

Evaluacion de la actividad giardicida de los compuestos
analogos de la nitazoxanida

gt

[ 5x10* trofozoitos de G. intestinalis ]

g

Concentraciones de 0.005, 0.01, 0.05,
0.1. 0.5 (ug/mlL)

ABZ, MTZ y NTZ TROFOZOITOS EN MEDIO TYI-S-

{ CONTROLES POSITIVOS ] CONTROL NEGATIVO
33 SIN FARMACO

COMPUESTOS ANALOGOS DE LA
NITAZOXANIDA
(AG-2, AG-3, AG-4, AG-5 Y AG-6)

gt

@r 48 h, 37 °C y colocar en bafio de hielo 1 h al término de la incub@

50 pL de trofozoitos tratados se
subcultivan con medio de cultivo
fresco

@r 48 h, 37 °C y colocar en bafio de hielo 1 h al término de la incub@

Conteo de parasitos viables,
calculo del % de inhibicion
de crecimiento y Cls

mediante analisis Probit

ABZ = Albendazol
MTZ = Metronidazol
NTZ = Nitazoxanida
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16. RESULTADOS Y DISCUSION

METODO ESTADISTICO.

El método estadistico empleado para manejar los datos obtenidos durante la
experimentacion es aquel denominado como Probit, el cual, se fundamenta en una de las
distribuciones mas importantes de la estadistica “Distribucion normal & Distribucion de
Gauss” y cuya finalidad es transformar los datos situados dentro de una campana de Gauss
(Figura 13) a wuna ecuacion lineal (Figura 13), proporcionando asi, los wvalores
correspondientes a la Clso y CI 99, Ademas de una desviacion estandar y un coeficiente de
variacion cuyo objetivo es demostrar el comportamiento verdadero de los compuestos

analogos de la nitazoxanida sobre los trofozoitos de Giardia intestinalis.

Figura 13.- Representacion grafica simbolica de los datos obtenidos experimentalmente

transformando un grafico de campana de Gauss a un grafico lineal
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CURVA DE CRECIMIENTO DE LOS TROFOZOITOS DE G. intestinalis.

Se realizaron experimentos para obtener la curva de crecimiento de los trofozoitos de
G. intestinalis (Figura 14), para posteriormente determinar la actividad giardicida de los
compuestos analogos de la nitazoxanida De esta manera, se observé que los trofozoitos de G.
intestinalis se encuentran dentro de la fase exponencial ¢ logaritmica de crecimiento entre 48
y 72 h. Considerando lo anterior, los ensayos de evaluacion de la actividad giardicida de los
compuestos andlogos de la nitazoxanida, se realizaron mediante el método de subcultivo

tomando como alicuota 5x10* trofozoitos en 1 mL.

Trofozoitos/ mL
(1076)
.

0 20 40 60 80 100 120
HORAS

1076 =10° trofozoitos /mL.

Figura 14.- Curva de crecimiento de G. intestinalis empleando un indculo de

5x10* trofozoitos / mL.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE TROFOZOITOS
DE G. intestinalis.

En la Tabla 5, se presentan las Clso de los compuestos empleados como testigos
positivos y de los compuestos andlogos de la nitazoxanida evaluados contra los trofozoitos de
G. intestinalis. Al analizar las Clsy obtenidas, se pone de manifiesto que los compuestos
analogos AG-2 y AG-5 (Clsp= 0.0063 y 0.0083 nug/mL respectivamente) tienen una actividad
muy cercana a la de la nitazoxanida (Clso = 0.0043 ug/mL). Estos mismos compuestos fueron
mas activos contra G. intestinalis, que el albendazol (Clso= 0.0147 pg/mL) y el metronidazol
(Clsp = 0.210 pg/mL). El compuesto AG-6 resultd ser el menos activo de los compuestos
evaluados (Clsp = 0.234 pg/mL), siendo menos activo que el albendazol y la nitazoxanida,

pero con actividad similar al metronidazol.

Tabla 5.- Actividad bioldgica de los compuestos analogos de la nitazoxanida sobre

los trofozoitos de Giardia intestinalis.

COMPUESTO CONCENTRACION  COEFICIENTE DE DESVIACION

INHIBITORIA 50 VARIACION ESTANDAR
(Clso) (C.V) (o)

METRONIDAZOL 0.210 8.166 0.022
ALBENDAZOL 0.0147 3.936 0.0005
NITAZOXANIDA 0.0043 48.038 0.002
AG-2 0.0063 39.735 0.002

AG-3 0.0287 64.542 0.018

AG-4 0.054 49.828 0.026

AG-5 0.008 27.712 0.002

AG-6 0.234 96.685 0.226

Estos valores representan el promedio obtenido de 3 ensayos realizados para cada uno de los compuestos
analogos de la nitazoxanida. Las Cls, fueron obtenidas mediante un programa estadistico de computadora

denominado Probit
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De los 5 compuestos analogos de la nitazoxanida evaluados se calculd su
coeficiente de potencia con respecto al albendazol, metronidazol y nitazoxanida (Tabla 6,

Figuras 15-17).

Tabla 6.- Coeficientes de potencia de cada uno de los compuestos analogos de la
nitazoxanida contra trofozoitos de G. intestinalis, obtenidos con respecto al

Metronidazol, Albendazol y Nitazoxanida.

COEFICIENTES DE POTENCIA CON RESPECTO AL METRONIDAZOL

AG-2 33.33
AG-3 7.317
AG-4 3.888
AG-5 25.301
AG-6 0.897
MTZ 1.00

COEFICIENTES DE POTENCIA CON RESPECTO AL ALBENDAZOL

AG-2 2.333
AG-3 0.512
AG-4 0.272
AG-5 1.771
AG-6 0.0628
ABZ 1.00

COEFICIENTES DE POTENCIA CON RESPECTO A LA NITAZOXANIDA

AG-2 0.683
AG-3 0.150
AG-4 0.080
AG-5 0.518
AG-6 0.018
NTZ 1.00

MTZ: Metronidazol
ABZ: Albendazol
NTZ: Nitazoxanida
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COEFICIENTE DE POTEN

AG-2 AG-3 AG-4 AG-5 AG-6 MTZ
COMPUESTOS

Figura 15. Coeficiente de potencia contra trofozoitos de Giardia intestinalis, dado
por la relacion de Cls) entre el Metronidazol (MTZ) y cada uno de los compuestos

analogos sintetizados.

Se puede observar en la Figura 15, que los compuestos analogos de la nitazoxanida
AG-2, AG-3, AG-4 y AG-5 resultaron ser mas activos que el metronidazol. Los
compuestos AG-2 y AG-5 resultaron 33.3 y 25.3 veces mas activos que el metronidazol.

El compuesto AG-6 fue igual de activo que el metronidazol.
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Figura 16. Coeficiente de potencia contra trofozoitos de Giardia intestinalis, dado
por la relacion de Clsy entre el Albendazol (ABZ) y cada uno de los compuestos

analogos sintetizados.
Los compuestos AG-2 y AG-5 fueron més activos que el albendazol (Figura 16), con

un coeficiente de potencia de 2.33 y 1.777 respectivamente. De esta forma AG-2 y AG-5

fueron 2.3 y 1.77 veces mas activos que el albendazol.
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Figura 17. Coeficiente de potencia contra trofozoitos de Giardia intestinalis, dado
por la relacion de Clsy entre la Nitazoxanida (NTZ) y cada uno de los compuestos

analogos sintetizados.

Ninguno de los compuestos andlogos de la nitazoxanida tuvo mejor actividad que la
misma nitazoxanida (Figura 17). Sin embargo, los compuestos AG-2 y AG-5 tuvieron los
mejores coeficientes de potencia (0.68 y 0.518 respectivamente). El compuesto AG-6 fue

el menos activo con un coeficiente de potencia de 0.018.

De acuerdo a las Clsy obtenidas de los compuestos analogos de la nitazoxanida, asi
como el coeficiente de potencia calculado en relacion al albendazol y metronidazol, resulta
de interés que en todos los casos, los compuestos AG-2 y AG-5 mostraron ser mas activos,

no siendo asi para la nitazoxanida.
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Considerando que los compuestos AG-2 y AG-5 fueron mas activos que el albendazol
y el metronidazol, estos dos compuestos pueden seleccionarse para continuar con una

evaluacion de su actividad “in vive” empleando un modelo de giardiosis.

Con respecto a la relacion estructura-actividad, podemos observar que todos los
compuestos analogos de la nitazoxanida han sido disefiados y sintetizados a partir de la
molécula 5-nitro-2-aminotiazol y los grupos sustituyentes “R”, son grupos aromaticos con
radicales que le confieren una densidad electronica variable y con la cual, se buscod
incrementar la actividad biolégica de los compuestos andlogos de la nitazoxanida (Tabla

4).

Es importante mencionar que los sustituyentes metil-sulfonil-oxifenil y 1,3-
benzodioxol de los compuestos AG-2 y AG-5 respectivamente, tienen caracteristicas de

electrodonadores.

Los sustituyentes 4-acetamidofenil y 2-indonil de los compuestos AG-3 y AG-4

respectivamente, tienen caracter de electrodonadores débiles.

Finalmente, el sustituyente metoxicarbonil en posicion orto (o), del compuesto AG-6

tiene caracter de electroatractor.

De lo anterior y con relacion a la actividad mostrada para cada uno de los compuestos
evaluados, podemos concluir que el sustituyente en posicion orto (o) con caracter de
electrodonadores como el grupo metil-sulfonil-oxifenil y el 1,3-benzodioxol, confieren a
los compuestos AG-2 y AG-6 una mayor actividad giardicida en comparacion con el
sustituyente metoxicarbonil con caracter de electroatractor presente en el compuesto AG-

6, el cual disminuy0 la actividad giardicida de la molécula.
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17. CONCLUSIONES

1) Los compuestos analogos AG-2 y AG-5 fueron mas activos que el albendazol y el

metronidazol contra trofozoitos de G. intestinalis.

2) Los compuestos anadlogos AG-3 y AG-4 fueron mas activos que el metronidazol,

pero menos activos que el albendazol.

3) El compuesto AG-6, resultd ser menos activo que el albendazol y similarmente

activo que el metronidazol.

4) Todos los compuestos analogos de la nitazoxanida fueron menos activos que la

misma nitazoxanida.

5) Los compuestos AG-2 y AG-5, tienen grupos sustituyentes (metil-sulfonil-oxifenil
y 1,3-benzodioxol respectivamente) con caracteristicas electrodonadoras en
posicion orto (0); que le confirieron una mayor actividad biologica contra los

trofozoitos de G. intestinalis.

6) De acuerdo a la actividad biologica giardicida, los compuestos AG-2 y AG-5 son

candidatos a evaluarse en modelos murinos.
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ANEXO A

1.-Preparacion del medio de cultivo

Para la preparacion de 1 L de medio de cultivo (TYI-S-33) se adicionan los siguientes

reactivos:

L. Cloruro de Sodio (2 g/ MERCK)

II. Fosfato de Potasio Dibasico (1 g/ J.T. Backer)
I1I. Fosfato de Potasio Monobésico (1 g/ J.T.Backer)
IV.  Glucosa (10g/ SIGMA)

V. Biosate (30 g/ SIGMA)

VI.  L-cisteina (2 g/ INC)

VII.  Acido Ascérbico (0.2 g/ SIGMA)

VIII. Citrato Férrico (0.022 g/ SIGMA)

IX. Bilis (0.8 g/ SIMA)

a) Una vez que se adicionan los reactivos para formar el medio de cultivo, se ajusta el pH

entre 7-7.2.

b) Después, se filtra a través de una membrana de 0.45 um, se almacena en frascos de vidrio
previamente esterilizados con capacidad de 500 mL y se realiza prueba de esterilidad del
medio de cultivo, para esto se toma una alicuota de 4 pL. y se inoculan en una caja con

agar sangre incubando por 24 h a 37 °C.
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¢) Los frascos con medio de cultivo se rotulan (nombre del medio, nombre de quien lo
elaboro6, fecha de su preparacion) y finalmente si pasan la prueba de esterilidad se congela

el medio a -20 °C.

d) Para crecer el parasito bajo condiciones de esterilidad se complementa el medio de cultivo
TYI-S-33 con 10% de suero de ternera descomplementado (Hyclone) y 0.5 mL de

antibidtico penicilina- estreptomicina 10 000 U/pg/mL.
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ANEXO B

CUENTA DE TROFOZOITOS CON CAMARA DE NEWBAUER

1.

El recuento presupone un conocimiento exacto de las lineas limite de las cdmaras de
conteo utilizadas.

Los trofozoitos, que se encontraban en o cerca de las lineas de limitacion, no se
contaran dos veces o se sobrepasara el conteo, se siguieron determinadas reglas.

Se contaron todas las células dentro de una zona de medicion definida.

También se contaron las células (marcadas en negro), que se apoyan o tocan en las 2
caras, por ejemplo en la linea de media izquierda y superior (Figura 18).

Esto también fue valido para el tipo de la operacion de conteo propiamente dicho, que
se efectud en forma de meandro. Se efectlio en el angulo superior izquierdo en

direccion de la flecha (Figura 19).

--".
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® ®

Figura 18. Lineas de limitacion

Figura 19. Conteo a manera

y ejemplo de trofozoitos a ser de meandro.

contados.

Fuente: http://www.superior.de/pgr06_info_s.htm
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6. En los conteos de camaras, el diagrama del condensador en el microscopio invertido
(Olympus CK2) se encontraba cerrado en gran parte.

7. La diferencia de las células contadas en los cuadrados grandes y en los cuadrados de
grupos no podra ser superior a 10 células.
En todos los conteos de células, se realizaron dobles determinaciones. Después del
recuento de la red de conteo superior, se recuenta como control también la red de
conteo inferior. Se tuvo cuidado de que la cdmara no estuviera reseca.

8. Si en alguna de las redes se contaba mas de 50 trofozoitos se hacia una dilucion 1:10,
en donde se colocaban 100 pL de la muestra 'y 900 uL de PBS.

9. Al terminar de contar los trofozoitos en las cuatro redes, el total de estos se divide
entre cuatro (obteniendo el promedio) el resultado es multiplicado por el factor de

dilucion y por 10 000. Con ello el namero de trofozoitos por mL.

Este 10 000 se debe a que cada cuadrante tiene de superficie 0.1 mm, y cada

lado 1mm por lo que tenemos entonces.

Volumen =Imm x Imm x 0.1 mm = 0.1 mm® = 0.1mL, por lo tanto;
Trofozoitos por cuadrante 0.1ul
X 1000ul
Donde X =10 000
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DILUCIONES EMPLEADAS EN EL METODO DE RESIEMBRA

Se partid de una solucién patrén donde se disolvieron 10mg/ml del compuesto en
DMSO (Baker). Se cuidé que la concentracion final del DMSO en los tubos de ensayo no
rebasara el 1% de la concentracion total con la finalidad de que el parasito no se viera afectado

en su crecimiento debido a dicho disolvente.

| v v Vi vl v
1:10 1:100 1:1 000 1:10 000 1:100 000
Stock
10 mg/mL
100uL 50p 10 uL 50uL 10 uL
lpug/mL
0.5pug/mL 0.1 pg/mL 0.05pg/mL 0.01pg/mL

Figura 20. Diagrama de diluciones empleadas en el método de subcultivo.
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