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RESUMEN 

Giardia  lamblia  es un  parásito protozoario que infecta al humano, se aloja en el  

intestino  delgado  y causa  la giardiasis, una  enfermedad  caracterizada  por  

diarrea  y  síndrome de  mala absorción. Presenta  una  distribución  mundial  con 

mayor  incidencia  en  las  regiones  tropicales  y  subtropicales,  su   infección  

puede  transmitirse por  agua  contaminada con quistes, así como  de persona a 

persona  en  grupos  con  deficiente  higiene. Existen  varios  tratamientos para la 

giardiasis,  siendo  el metronidazol la  primera elección, aunque también se utilizan 

el albendazol  y el mebendazol. 

Una propuesta  para el  tratamiento  de la giardiasis  son  los  péptidos  

antimicrobianos. Estos  péptidos   son  secretados   por células epiteliales   y  

leucocitos como  los macrófagos  y  neutrófilos en mamíferos,  poseen  

propiedades  quimiotácticas, modulan el sistema   inmune  y son  un  puente entre  

la inmunidad  innata  y  la adaptativa. Se  clasifican de acuerdo  a su tamaño, 

conformación  estructural, ubicación  de sus  puentes  disulfuro, tipo de 

aminoácidos, carga e hidrofobicidad. Su papel  principal es causar daño a los 

organismos por medio de su unión a membranas y  la  lisis de los mismos. 

Nosotros  evaluamos  el  efecto  de varios péptidos en cultivo determinando la  

viabilidad  del  trofozoito. El  péptido  Palm-Lys-Lys-NH2  es un péptido sintético, 

derivado del  ácido palmítico  de acuerdo  con  nuestros  resultados, fue el mejor 

para destruir  la membrana  de los trofozoitos de G. lamblia ,  según  la   literatura  

este péptido es activo  en Gram + y algunos hongos.  

Para el ensayo con los péptidos implementamos una  curva de crecimiento para 

elegir cantidad  de  trofozoitos  con la que se  realizarían todas las curvas  de 

viabilidad con  los  diferentes  péptidos. Se determinó la movilidad y morfología a 

nivel macroscópico, asimismo también  observamos el daño en los  trofozoitos a 

nivel de  microscopia  electrónica. Los ensayos mostraron que los péptidos Palm-

KK  y  Palm-KGK fueran los más efectivos disminuyendo la viabilidad (mayor a 

~80%) y destruyendo a los trofozoitos, lo que sugiere que estos péptidos utilizan el 

mecanismo de lisis. 
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INTRODUCCIÒN 

La Giardia lamblia también conocida como Giardia intestinalis o Giardia duodenalis 

es un parásito cosmopolita que causa la giardiasis. Se aloja en el intestino delgado 

y se multiplica por división binaria, un pH ligeramente alcalino favorece su 

desarrollo. El ciclo de vida tiene dos fases el trofozoito o forma vegetativa y el 

quiste, este último es la forma infecciosa. El trofozoito es periforme, mide 12 a 15 

μm por 5 a 9 y 1 a 2 de espesor, tiene disco suctor, axostilo, dos núcleos con 

cromatina  central, cuerpo parabasal, vacuolas en el citoplasma, borde y surco 

paradiscal, ribosomas microtúbulos, endomembranas y depósitos de glucógeno, 

flagelos y blefaroplastos. El quiste es ovalado y mide aproximadamente  15 μm de 

longitud y 10 μm de ancho con una morfología ovalada en su citoplasma contiene 

núcleos, microtubulos, un cuerpo parabasal, vacuolas, axonemas, fragmentos del 

disco suctor y un cuerpo medio[6].  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Morfología del trofozoito y quiste de Giardia lamblia. Tomado de  www. giardiasis-

g2.blogspot.com. 

Las infecciones por Giardia son causadas por alimentos o agua contaminada, de 

forma directa por el contacto ano-mano-boca. Como mínimo es necesario ingerir 

10 quistes para que la infección se establezca  [14]. También puede tomarse en 

cuenta la contaminación por medio de los animales infectados surgida por la 

convivencia con éstos [ 33 ]. 
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La infección se inicia cuando accidentalmente se ingiere el quiste   a su  entrada   

por el  tracto  digestivo es expuesto al  contenido ácido gástrico   provocando  la 

ruptura  del  quiste  que  se  transforma  en   trofozoitos, estos llegan al intestino 

delgado donde el pH es favorable, se adhieren al epitelio intestinal y se multiplican 

por fisión binaria. Los trofozoitos pasan a través del intestino delgado  y  llegan al 

colon en donde ocurre el enquistamiento este se produce cuando los trofozoitos 

entran en contacto con las sales biliares, cuando el quiste se forma sale de la 

persona infectada por medio de las heces. La mayoría de las infecciones son 

asintomáticas pero en algunos casos la infección puede cursar con diarrea o 

síndrome de mala absorción después de un periodo de incubación de 

aproximadamente de 12-19 días [ 4,11,14,16,22 ]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Ciclo de vida de Giardia lamblia. El quiste entra en el hospedero pasa por el 

estómago y continua hasta el intestino delgado, donde se transforma en trofozoitos, se 

divide y pasa al colon donde se enquista. Los  quistes  salen  del  hospedero  en  las  heces  

(tomada  de www.cdc.gov/parasites/giardia). 

http://www.cdc.gov/parasites/giardia
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Epidemiología 

Anton Van Leeuwenhoek fue el primero en observar un trofozoito de Giardia en 

1681, analizando al microscopio sus propias heces diarreicas. Sus observaciones 

fueron retomadas más tarde por Brian J. Ford [57]. La distribución mundial de 

Giardia lamblia tiene mayor prevalencia en las regiones con clima tropical. Se 

estima que alrededor de 200 millones personas presentan la enfermedad en Asia, 

Africa y Latinoamérica, cada año aumentan a 500,000 los casos nuevos [14, 38, 

52]. En México se calcula que hay 9 millones de personas parasitadas por Giardia. 

Según algunos reportes la infección depende de factores como la edad, 

aproximadamente solo 2% de los adultos están infectados mientras que en los 

niños de 1-5  años las cifras fluctúan entre 4-42%[41]. 

 

 

Figure 3. Seroprevalencia de Giardia lamblia basada en la clasificación regional de 

desarrollo económico [41]. 
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Diagnóstico. 

El diagnóstico de la  giardiasis debe ser considerado en  pacientes con diarrea 

aguda, persistente especialmente  si  se trata  de niños  de 1 a 5 años o  en 

aquellos  pacientes  con antecedentes de viajes a zonas endémicas. No existe el 

método que permita detectar con un 100 % de eficacia a G. lamblia, se cuenta con 

algunas pruebas, la más utilizada es el examen directo o en fresco que se basa en 

detectar los quistes en las heces sin embargo, aproximadamente en un 50% de 

los casos no se pueden detectar los quistes en las heces. Además del examen en 

fresco, dentro de los estudios de rutina se incluyen los coproparasitoscòpicos 

(CPS) que se basan en la concentración del parásito en heces. Estos 

procedimientos de concentración de las heces son  los más empleados y permiten 

observar muestras con pequeñas cantidades de organismos que pueden ser 

omitidos en las observaciones directas. Básicamente existen dos técnicas  

fundamentales: 

 Concentración   por  flotación  centrifugación (método de Willis) 

 Concentración por sedimentación centrifugación (método de Faust). 

Ambos permiten separar y observar formas parasitarias entéricas, cabe mencionar 

que de estas dos técnicas se derivan una serie de metodologías con variantes  

diferentes, pero con un mismo fin que es identificar parásitos. 

En el caso de pacientes que presentan diarrea crónica, malabsorción y los 

exámenes de heces son  negativos, puede ser necesario recurrir al estudio del 

contenido duodenal  o  una  biopsia del  duodeno, sin embargo estos métodos son 

poco empleados.  

Actualmente, se está usando la serología como diagnóstico, algunas de las 

técnicas que se usan son: 

 Reacción de inmunofluorescencia indirecta (RIFI) utiliza anticuerpos 

monoclonales en la detección del antígeno GSA 65 o CWP1, alcanza una 

sensibilidad del 82,3% y una especificidad de 86,9%. 
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 El método de ELISA utiliza el antígeno de superficie GSA-65 para detectar 

quistes y trofozoitos, posee un 95% de sensibilidad y un 99% de 

especificidad [49]. 

 La aplicación del PCR en el diagnóstico de giardiasis utiliza distintos 

iniciadores que amplifican secuencias específicas del gen de la giardina, 

gen HSP o el gen de la subunidad 18S-rRNA, comparado con la 

microscopía  óptica, el PCR tiene una mayor sensibilidad [50,44]. 

Otros tipos de diagnóstico utilizan sueros que detectan antígenos parasitarios en 

las heces mediante pruebas de inmunoprecipitación.  

El  diagnóstico resulta más preciso si varios de los métodos se combinan. 

Tratamiento 

Para esta parasitosis existen varios tratamientos siendo el de primera elección el 

metronidazol [34,14]. El metronidazol actúa en los trofozoitos, cuando la piruvato 

ferredoxin oxido reductasa (presente en la vía anaeróbica de Giardia lamblia), 

dona electrones a el grupo nitro del metronidazol, reduciéndose este y generando 

radicales tóxicos para los trofozoitos causándole daño en su estructura [34]. 

También pueden usarse algunos Benzimidazoles como albendazol y mebendazol, 

estos medicamentos actúan inhibiendo la polimerización de tubulina dando como 

resultado un deficiente ensamble de los microtúbulos provocando una falla  en la  

unión de los trofozoitos a la pared  intestinal [14]. 

Péptidos antimicrobianos 

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) son una de las primeras barreras de defensa 

contra los patógenos, en los últimos años han sido investigados como posibles 

alternativas en tratamientos de infecciones ocasionadas por bacterias, hongos y 

virus, solos o en combinación con antibióticos [28,5,44]. 

Los AMPs son parte del sistema inmune innato de diferentes organismos 

vertebrados e invertebrados (bacterias, hongos, y animales) y pueden producirse 

de forma sintética [45,40,5]. Generalmente los AMPs están compuestos 

aproximadamente de 15 a 45 residuos de aminoácidos, se han identificado más de 
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750 péptidos antimicrobianos con diferentes blancos de acción muchos de estos 

tienen efecto contra bacterias, parásitos, hongos y virus [28], además de 

propiedades antitumorales, lo que los hace buenos candidatos como alternativa de 

tratamientos. 

Actualmente, existen varias maneras de clasificarlos, de acuerdo a su 

conformación estructural, composición de aminoácidos y carga, también pueden 

ser clasificados por su modo de acción [28,40,39]. Los péptidos catiónicos son 

ricos en arginina y lisina, mientras que los péptidos a aniónicos son ricos en ácidos 

aspártico y glutámico. Algunos péptidos aniónicos contienen metales como el zinc. 

La carga de los péptidos catiónicos va a depender de su composición y se cree 

que los de mayor carga + son más activos que los péptidos menos cargados o 

neutros. La hidrofobicidad característica de algunos péptidos, les permite 

insertarse dentro de la bicapa lipídica, y mediante la amfipaticidad pueden 

interactuar con las regiones polares y apolares de la bicapa. La tabla 1 presenta 

algunas características de varios péptidos, origen y su efectividad contra algunos 

organismos. En cuanto a su conformación y estructura, los péptidos 

antimicrobianos pueden clasificarse, por sus estructuras secundarias, como son α-

hélices y láminas β. 

Tabla 1. Péptidos antimicrobianos y sus características más importantes. 

Nombre Carga Estructura Origen Efectividad 

Citropin + α-hélice Rana litoria  citropa Contra  S. aureus 
Gram + 

Histatin 5 +  Saliva  humana C. albicans, HIV. 

Palm-KGK, 
 

Palm-KK 
 

Palm-KKK 

+  Derivados sintéticos 
del  ácido palmítico 
conjugado a  
residuos de 
aminoácidos. 

S. aureus. Dermatofitos. 
Cocos Gram+  multiresistentes (S. 
aureus, E. fecalis, R. equi, S. 
pyogenes. C. albicans. C. neoformans 

Omiganan + α-hélice Análogo  de la 
Indolicidina. 
Aislado de  gránulos 
de  neutrófilos en  
bovinos. 

Bacterias  Gram + y Gram – 
Candida sp. 

Temporinas  
A y B 

+ α-hélice Secretado en la piel   
de la rana  
temporaria 

Leishmania 

LFH + Proteína  
transferrina 

Saliva humana. 
Leche 

Streptococcus mutans Vibrio 
cholerae,  E. coli  
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El papel principal de los péptidos antimicrobianos es la lisis directa de 

microorganismos, sin embargo también se les han descrito propiedades 

quimiotácticas y moduladoras en el sistema inmune y de esta forma constituir un 

puente entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. 

Existen diferentes modelos de actividad antimicrobiana dentro de los cuales están  

- Formación de poros transmembrana  

- Ataque a componentes intracelulares. 

El más estudiado actualmente es la formación de poros a través del cual se 

enlazan los péptidos a la bicapa lipídica de la membrana este enlace puede ser de 

tres formas diferentes: 

“Barrel stave” En este modelo los péptidos se insertan en la membrana, la parte 

hidrofobica, se alinea con los ácidos grasos presentes en la membrana y la parte 

hidrofílica queda expuesta al centro de la bicapa, esta forma de alinearse en la 

membrana asemeja un barril [3,39]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. El Modelo de barril (Barrel stave) que muestra la inserción de los péptidos 

antimicrobianos (Tomada de Brogden, Kim 2005). 
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Modelo carpeta”, en este los péptidos se acumulan en la superficie de la bicapa 

cubriendo la superficie de la membrana celular como una carpeta. En altas 

concentraciones estos péptidos interrumpen la continuidad de la membrana y se 

insertan en la membrana en paralelo a la bicapa lipídica, mediante sus regiones 

hidrofóbicas. Las regiones polares de los péptidos quedan expuestas al exterior, 

de modo que actúan de manera similar a los detergentes formando micelas [3,39]. 

 

Figura 4. Modelo de carpeta donde se observa que los péptidos antimicrobianos se 

acumulan en la membrana formando una superficie parecida a una carpeta (Tomada de 

Brogden, Kim 2005). 
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“Poro toroidal” Este  modelo es muy similar al modelo de barril con la diferencia 

que los péptidos se insertan en la membrana permitiendo que las regiones polares 

de ambas capas de la membrana se unan, así los lípidos de la membrana forman 

una curva alrededor de los péptidos [3,39]. 

 

Figura 5.  Modelo de poro toroidal, se observa como los péptidos antimicrobianos se 

insertan en la membrana mientras que los lípidos de la membrana forman una curva 

alrededor de ellos (Modificada de Brogden, Kim 2005). 

 

 

 



16 
 

 

Algunos autores refieren que los AMPs activan cascadas intracelulares, inhiben 

síntesis de proteínas, incluso degradan proteínas requeridas en la síntesis del 

ADN [3,39]. 

 

Figura 6. Mecanismos de acción intracelulares de los péptidos  antimicrobianos (Tomada de 

Brogden, Kim 2005). 
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Recientemente, se han identificado cepas de G. lamblia resistentes al 

metronidazol y albendazol. Esto hace necesario la búsqueda de nuevas opciones 

de tratamiento. Existe una gran variedad de fármacos en fase de investigación, 

que han demostrado tener efecto in vitro, algunos de ellos son: la rifampicina, 

bitionol, diclorofeno, pirimetamina, fusidato de sodio, la cloroquina y la mefloquina. 

Sin embargo su eficacia ha sido limitada por su rápida absorción en el intestino. 

Los AMPs por sus propiedades antes mencionadas abren una opción para 

generar nuevos fármacos en contra de la giardiasis. 
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HIPOTESIS 

De  acuerdo  con  las  características  de  los  péptidos  antimicrobianos, tendrán 

un efecto tóxico sobre los trofozoitos de G. lamblia. 
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OBJETIVO GENERAL: 

Estudiar el efecto de varios péptidos sobre los trofozoitos de Giardia lamblia 

cultivados in vitro. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

Implementar la técnica de cultivo para el protozoario G. lamblia 

Determinar la curva de crecimiento de los trofozoitos. 

Observar el efecto de varios péptidos antimicrobianos sobre  trofozoitos in vitro. 

Microscopía electrónica del efecto del péptido antimicrobiano Palm-KK sobre los 

trofozoitos. 

Determinar la DL50 del Palm-KK 
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MATERIALES  Y  MÈTODOS 

 

 

Estrategia  experimental 

 

 

 

 

 

 

 

  

Implementación  del  cultivo de  

trofozoitos  de  Giardia  lamblia. 

 

Curva de  Crecimiento Selección del  inóculo 

Ensayos  de viabilidad con cada  

uno  de  los  péptidos 
Análisis  de  datos  

Selección  del  péptido  con 

mayor efecto  

Microscopía  electrónica  
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Material  biológico 

La cepa WB de Giardia lamblia fue proporcionada por el CINVESTAV, IPN, la 

cepa fue  cultivada en medio TYI-S-33  a pH 6.8, complementado con 10 % de 

suero bovino adulto. 

Reactivos 

Péptidos  antimicrobianos. Todos los péptidos antimicrobianos fueron 

sintetizados químicamente usando el método Fmoc/But en fase solida. Los 

péptidos fueron analizados por cromatografía de líquidos. Los péptidos fueron 

liofilizados y secados. Soluciones de 1mg/ml del péptido fueron preparadas en 

agua destilada. 

Colorante azul tripan. Para preparar la solución de azul tripan, se utilizaron 0.4 g 

del mismo en 10 mL de agua destilada. Se esteriliza por filtración en membranas 

0.22µm. 

Mezcla  de antibióticos. Un vial comercial que  contiene penicilina (1000,000 

UI/ml) y  otro   vial  que  contiene estreptomicina  a 100000 mg/mL. 

Medio de  cultivo: Para 1,000 mL de medio se agregan las siguientes cantidades: 

Peptona  biotriptasa  30g 

Dextrosa    10g 

K2HPO4    1.0g 

KH2PO4    0,6g 

NaCl     2.0g 

Cisteína    2.0g 

Ac. Ascórbico   0,2g 

Citrato  férrico de  amonio  22,8mg 

Ajustar el pH dentro entre 6.8-6.9, esterilizar en autoclave o por filtración 0.22µm. 
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Al final se añade el suero bovino fetal al 10% y bilis bovina al 0.1 %. 

Solución de Paraformaldehído 4%. Este reactivo se prepara al momento de 

realizar el ensayo de fijación. Para  5 mL se pesan 0.2 g en un matraz Erlenmeyer 

con tapa y se agregan 5 mL de agua destilada, se calienta la solución a 60oC, 

hasta que se vea transparente, esta solución no debe dejarse hervir. Cuando la 

solución este transparente se enfría a 4oC por 10  min. 

Glutaraldehído:  Este reactivo comercial se toma directo de su empaque, debe 

estar protegido de la luz. 

Solución fijadora: se prepara agregando 3mL de la solución de paraformaldehído 

al  4% y 108µL de glutaraldehído al 70%, guardar a 4oC. 

Modelo  experimental.  

Cultivo  de la  cepa: Colocar  un  tubo  con  un cultivo de  trofozoitos  sumergido  

en  hielo  por  10 minutos  aproximadamente,  posteriormente  dentro  de  una  

campana  de  flujo  laminar, tomar  200 µL  del  cultivo con una  pipeta  y  

adicionarlos  a  un tubo  estéril, tomar  aproximadamente 7 mL  el  medio de  

cultivo TYI-S-33,  incubar  a  37º C. 

Curva  de  crecimiento  

Para elegir el inóculo a usar en el experimento se realizaron curvas de crecimiento 

con diferentes inóculos del parásito. 

De un cultivo de 48  horas se obtienen los trofozoitos, el cultivo (tubo) se coloca  a 

4oC por 10 min con la finalidad de que los trofozoitos se despeguen del vidrio. 

Posteriormente en condiciones de esterilidad tomar 1 mL del cultivo y centrifugarlo 

a 735 Xg/5min, desechar el sobrenadante y resuspender el botón en 450 µL de 

PBS, agitar con la pipeta, tomar 50 µL de esta dilución y agregar 50µL de la 

solución de azul de tripan, resuspender y  tomar aproximadamente 15 µL  para  

llenar  la  cámara  Neubawer. Realizar el conteo en el microscopio con el objetivo 

de 10X, únicamente  los trofozoitos muertos se tiñen de azul. Después de obtener 

la cantidad de trofozoitos que hay en 1 mL, se realizan el cálculo para los inóculos 

que se probarán (50,000, 100,000, 150,000, 200,000 trofozoitos). Colocar cada 
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inoculó en viales estériles posteriormente agregar la  cantidad  necesaria de medio 

de  cultivo para  obtener un  volumen  final  de  1.5 mL, en total serán 16 tubos, 4 

por cada inóculo. Realizar la primera cuenta a las 24 horas de cada inóculo, tomar 

un tubo y desprender los trofozoitos como se explicó anteriormente, la cuenta de 

los trofozoitos se realiza a las 48, 72, 96, 120 h. 

Ensayo con los péptidos: Tomando  del  mismo  cultivo  de  48 horas, se inoculó 

con 100,000 trofozoitos  (150 µL)  en  un tubo  ependorff   estéril de 0.6 mL. 

Agregar  150 µL  de  cada  una  de las  diluciones  del  péptido, para el  control se 

cambian los 150 µL  el  péptido por H2O estéril. El  experimento  se llevará  a cabo  

con  3 concentraciones  a los tiempos (3, 6, 24, 24,48,72,96 hrs) cada  una de  las  

concentraciones  será  por  duplicado más  el control. Al  término de  cada  uno  de 

los  diferentes  tiempos ,  centrifugar  a 735 Xg/5min  al  finalizar la  centrifugación 

colocar  el  tubo  en  la campana de  flujo  laminar,  tomar   50 µL  de cada  una de 

las diferentes  concentraciones colocarlos  en  un  tubo  ependorf y agregar  50 µl    

de azul  tripan, resuspender, llenar la  cámara  de  Neubawer, observar al 

microscopio ótico con el  objetivo de  10X, contar la  cantidad  de trofozoitos  vivos,  

muertos, inmóviles  y  redondeados,  Las  cantidades  restantes  de  cada  uno  de 

los  tubos  se  utilizaran  posteriormente  para el  ensayo  de  fijación  para  

microscopia  electrónica. 

Microscopía  electrónica: Terminado el experimento, centrifugar los parásitos a 

735 Xg por 5 min en condiciones de esterilidad, retirar el sobrenadante de y 

realizar 3 lavados con PBS de 10 min. Se adicionan 0.5 mL de la solución fijadora 

a los parásitos y se incuba 1 h a temperatura ambiente para finalmente guardarlos 

a 4oC. Finalmente, las muestras se incluyen en epón 812 para realizar los cortes 

para la microscopía. 
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RESULTADOS: 

En el primer experimento se realizó una curva de crecimiento con diferentes 

inóculos para determinar el crecimiento óptimo de los trofozoitos en un volumen de 

0.6 mL. En la  figura  1  puede  observarse   que  todos  los  inoculos  probados   

siguen  una  cinética  de  crecimiento  en  forma  de  campana  de Gauss.  El 

inoculó de 100,000  trofozoitos fue el mejor para obtener una curva de crecimiento,  

puesto que  comparado  con  los  otros, muestra  el  mayor  crecimiento (5X106) 

de  trofozoitos  en 72 horas en un cultivo de 0.6 mL, en contraste el menor 

crecimiento fue observado para los otros inóculos de 5000, 15000 y 200000 y 

donde su crecimiento máximo se alcanzó a  las 96, 72 y 48 horas 

respectivamente. Asimismo, en todos los casos se determinó la viabilidad de los 

parásitos, observando la movilidad en microscopia óptica y tiñéndolos con azul 

tripan. Los trofozoitos fueron tomados de tres puntos de las curvas, a la mitad de 

la curva ascendente, punto máximo y a la mitad de la curva descendente de 

crecimiento. Se observó una viabilidad que fue de 49, 100 y 33%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1.El grafico muestra el crecimiento de los trofozoitos de Giardia lamblia uilizando 

diferentes inoculos a través del tiempo (0-120 h) en cultivo de 0.6 ml. 
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Determinado el inoculo, la curva de crecimiento y el punto donde se tomarian los 

trofozoitos, se realizaron los ensayos de incubación de los trofozoitos con 10 

péptidos antimicrobianos a las concentraciones de 0, 100, 200 y 300 µg/mL (Tabla 

I). En cada ensayo se determinó la viabilidad del parásito, la movilidad y el daño 

que sufre el trofozoito. La movilidad de cada uno de los ensayos realizados con los 

péptidos fue calculada comparando el número de los trofozoitos móviles en el 

control y en cada uno de los trofozoitos de los ensayos tratados con los péptidos. 

Se calculo él porcentaje de viabilidad tomando al control como 100%. El daño fue 

determinado por la presencia o ausencia de las deformaciones de la morfología 

del trofozoito, mediante la microscopia óptica y tinción con azul tripan. 

En  la tabla 1 se  puede  observar que,  comparado  con el  control,  todos los 

péptidos antimicrobianos disminuyen la viabilidad en  diferentes  porcentajes  así  

como  la movilidad. Se observó que  el Omiganan presentó una disminución en la 

movilidad mayor del 50% a las concentraciones de 100 y 200 mg/mL y una 

disminución de la  viabilidad  en 50%  a estas concentraciones, el Citropin  

presenta una  movilidad  de aproximadamente  40% a 300 mg/mL y  una  

viabilidad  de  80 % a las  concentraciones de  200 y 300 mg/mL, mientras que el 

Palm-KGK presentó una disminución en  la  movilidad del 70% y una viabilidad  

mayor al  90% a las concentraciones de 200 y 300 mg/mL,  y   por  último  para el  

Palm-KK  al  igual  que  el  caso  anterior  existe una disminución  de la movilidad  

y la viabilidad  mayor al 90% en todas las concentraciones de péptido usadas. 
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Tabla 1. Resumen  de la  viabilidad  de los  trofozoitos  de G. lamblia  con  los  

diferentes  péptidos  antimicrobianos  a  24 h. 

 

* ( - ) Ausencia  de  daño  en  los  trofozoitos, ( ++ ) Daño en  la mitad  de  los  trofozoitos, ( +++ ) 

Daño  en  todos  los  trofozoitos. 

 

 

Péptido 
Concentración 

µg/mL 
Concentración 

µm 
Viabilidad 

% 
Movilidad 

% 
Trofozoitos  

dañados 

Control 0 0 99 100 - 

omiganan 100 26 32 44 - 

  200 53 35 50 - 

Control 0 0 99 100 - 

Histatin 5 100 15 77 122 ++ 

  200 30 83 152 ++ 

  300 45 83 149 +++ 

Control 0 0 99 100 - 

Temporina 
B 100 60 90 93 - 

  200 119 83 91 - 

  300 179 80 91 - 

Control 0 0 99 100 - 

Temporina 
A 100 31 75 81 - 

  200 61 81 90 - 

  300 92 82 90 - 

Control 0 0 99 100 - 

Citropin 100 26 85 108 - 

  200 52 80 59 - 

  300 79 81 42 - 

Control 0 0 99 100 - 

Palm-kk 100 89 71 9 ++ 

  200 177 10 4 +++ 

  300 265 3 3 +++ 

Control 0 0 99 100 - 

Palm-kgk 100   61 43 - 

  200 78 40 29 - 

  300   27 23 - 



27 
 

%
 d

e
  m

o
vi

lid
ad

 

Concentración  

 Efectos  en la  movilidad 

 Histatin

Control

 Pal KK"

  pal KGK"

  Omiganan"

  citropin"

Por otro lado, sólo los péptidos Histatin a 300 mg/mL y Palm-KK y Palm-KGK a  

200 mg/mL y 300 mg/mL dañaron a los trofozoitos, observando al microscopio se 

encontraron trofozoitos muy redondeados   y  sin  movimiento, y para  el  caso  de  

los  péptidos  Palm-KK  y Palm-KGK ,  se  observaron sólo restos  de  orgánelos. 

 

Figura 2. Efecto en la movilidad de los trofozoitos de Giardia lamblia al ser incubados por 24 

h con diferentes péptidos a las concentraciones de 100, 200 y 300 mg/mL. Omiganan se 

probó sólo a las concentraciones de 100 y 200 mg/ml. Un grupo de trofozoitos sin péptido, 

se utilizó como control del experimento.  

Debido a los resultados anteriores continuamos los  experimentos utilizando 

únicamente los péptidos Histatin, Palm-KK y Palm-KGK. Se  realizaron curvas de 

crecimiento a tiempos de (3, 6, 12 y 24 h) para Palm-KK y KGK, así como de (24, 

48, 72 y 96 h) para Histatin 5 con la meta de observar el efecto que causan en el 

crecimiento de los trofozoitos de Giardia lamblia. 
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Figura 3. Efecto sobre el crecimiento de los trofozoitos de Giardia lamblia en presencia del 

péptido A) Palm-KK, B) Palm-KGK y C) Histatin 5 a las concentraciones de 0, 100, 200 y 300 

mg/ml con diferentes tiempos.  
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La figura 3A presentan los resultados del efecto sobre el crecimiento de trofozoitos 

incubados con tres diferentes concentraciones del péptido Palm-KK a los  tiempos 

de 3 a 24 horas 3 a 120 h. Las concentraciones de 200 y 300 mg/ml disminuyen el 

número de los trofozoitos vivos mayor  al 90% a partir de las  3 horas de 

incubación,  esta disminución se mantiene hasta las 24 horas, mientras que en el 

caso  de 100 mg/ml la disminución de los trofozoitos vivos solo alcanza un 50% 

hasta las 24 h. 

Para el péptido Palm-KGK se  realizó el mismo ensayo (Figura 3B). Se muestra 

que a la concentración de 300 mg/ml hay una disminución de aproximadamente 

un 90%  de los trofozoitos vivos a partir de las 3 h de incubación con el péptido y 

se mantiene constante hasta las 24 h, mientras que a 200 mg/ml disminuyen 

aproximadamente 80% de los trofozoitos vivos a partir de las 3 h de incubación y 

se observa un repunte de trofozoitos vivos dando 40%. Por el contrario, en la 

concentración de 100 mg/ml, el porcentaje de viabilidad inicia con un 80% a las 3 

h de incubación y va disminuyendo hasta el 40% de trofozoitos vivos a las 24 de 

incubación. 

En la Figura 3C se observa que el péptido Histanin 5 causo solo un ligera 

disminución en el crecimiento 5, 10 y 20% en los trofozoitos de G. lamblia, a las 

concentraciones de 100, 200 y 300 mg/ml del péptido durante 24, 48, 72 y 96 h. 

Puesto que el péptido Palm-KK fue el que causó el mayor daño a los trofozoitos de 

G. lamblia, este se utilizó para realizar la microscopia electrónica de transmisión. 

La Figura 4A muestra un trofozoito incubado en medio de cultivo sin péptido, en el 

se pueden observar las estructuras características de un trofozoito de G. lamblia. 

Al comparar las imágenes de la microscopia electrónica de los trofozoito 

experimentales incubadas con el péptido Palm-KK y compararlas con el control 

incubadas sin péptido, es  evidente que existen daños en la estructura de los 

trofozoitos, por ejemplo trofozoitos incubados a 200 mg/ml de péptido (Fig. 4B), se 

observa un trofozoito muy hinchado y redondeado donde resulta imposible 

observar claramente los componentes estructurales del mismo, en contraste la 

Fig. 4C muestra un trofozoito con poco daño en donde se pueden todavía 

observar las estructuras características de los trofozoitos de G. lamblia. Asimismo, 
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los trofozoitos incubados con la concentración de 300 µg/ml muestran que la 

mayoría de los trofozoitos se encuentran destruidos o hinchados (Fig. 4E), sin 

estructuras reconocibles y rastros de trofozoitos destruidos por la acción del 

péptido (Fig. 4D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 A. Un trofozoito del grupo control sin péptido, donde se muestran las estructuras 

características de la Giardia lamblia: Núcleo (N), retículo endoplásmico (RE), microtúbulos 

de los flagelos (MF), cuerpo medio (CM) , el disco ventral (DV), ribosomas (R) y uñas (U). 

  

A 
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Figura 5. Las  figuras  anteriores  son  un ejemplo  del  daño causado a los trofozoitos de 

Giardia lamblia por el péptido Palm-KK a 200 mg/mL (B y C) y (D y E) a 300mg/ml al ser 

incubados por 3 h.  
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DISCUSION 

Hoy  en  día  algunos   de  los   fármacos  de  elección  para el  tratamiento  de la 

giardiasis han  causado  resistencia,  tal  es  el  caso  del   Albendazol y  el  

Metronidazol (34,5,14), donde inclusive se han identificado los genes  que  causan  

dicha resistencia. La resistencia a los fármacos es un grave problema económico, 

no solo para las compañías farmacéuticas sino para los gobiernos que invierten en 

Salud (39,14). 

Los  AMPs  son  componentes  de  la  inmunidad  innata en los organismos, que 

les  permite  controlar  infecciones  desde el  momento  en que estos lo invaden. El 

daño que causan a los microbios se debe a las características que presentan  

como  la  conformación,  carga, momento  hidrofóbico, hidrofobicidad y 

composición (39,40,28).  Los AMPs son capaces de destruir  bacterias,  hongos, 

virus y células  cancerosas, sin causar reacciones secundarias (28,39). Por 

ejemplo una  manera  de  medir  la  citotoxicidad  de los  péptidos  puede ser   

reflejada  por el  daño  causado  en  los eritrocitos,  para  el  péptido  Palm-KK  

existen    reportes   en  donde  se  indica   que  no  tiene  efecto   dañino  sobre 

estos (24). 

Recientemente, se  han  realizado  numerosas  combinaciones  de péptidos  

antimicrobianos   naturales   con  moléculas  que  puedan  potenciar  su  efecto  

antimicrobiano,  tal  es  el  caso  del  ácido  palmítico  que  se  conjugo  con  una  

cadena  corta  de aminoácidos (2,24,25,46), lo que generó los lipopéptidos como 

el Palm-KK y el Palm-KGK, el primero ha  resultado  efectivo  en  concentraciones  

bajas contra  infecciones  provocadas   por bacterias y  Staphylococcus   aureus , 

Streptococcus pyogenes, así como por algunos organismos Gram+  (24),  también 

se ha reportado  su  efecto en  dermatofitos  sólo  o  en combinación con otros 

fármacos (46). Nosotros  tomamos  como  referencia lo antes mencionado y 

probamos el efecto de estos 2 lipopéptidos sobre los trofozoitos de  G. lamblia.  

Como primera  parte del trabajo y para probar los AMPs en contra de Giardia 

lamblia, se implementó una curva de crecimiento con un inoculo de 10,000 

trofozoitos en un volumen de 0.6 ml, con el objetivo de determinar el tiempo 

óptimo donde existiera la mayoría de trofozoitos viables, que fue a las 72 h.  
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Una vez determinado este sistema, se probaron los Palm-(KK y KGK) y otros 8  

péptidos contra  los trofozoitos de G. lamblia. Cabe mencionar que para algunos 

péptidos utilizado, existen  reportes  que  indican el mecanismo de daño y  muerte 

que causan en bacterias, hongos  y  virus (28, 39). Sin embargo, pocos reportes 

existen para protozoarios, en  particular  para  G. lamblia. Para el caso de los  

trofozoitos de  G. lamblia,  varios  AMPs no  causaron el  mismo  efecto  reportado  

en   bacterias,  lo  cual  podemos  atribuirlo   a  diferentes  causas,  una de  ellas  

puede  ser  las  diferencias  encontradas  en  la estructura, composición y 

diferentes cantidades de componentes de la membrana, ya que estas  

características  influyen  significativamente  en  la unión al péptido e inserción 

sobre la membrana o transporte a través de ella,  así como a la unión de sus 

moléculas blanco dentro de los mismos (24,39). 

La   membrana   plasmática   de  los  trofozoitos  de  Giardia  se  caracteriza  por  

la presencia  de   fosfolípidos  aniónicos,  lo que ayuda  a  los  péptidos  

antimicrobianos con  carga  positiva  a  la  penetración  en  la  membrana y no a 

los péptidos con carga negativa, desafortunadamente  todavía no  están  muy  

estudiados este tipo de interacciones en modelos  de membrana con estos 

lipopéptidos (23,29,31,39,42). 

El  Omiganan  tiene  efecto sobre bacterias Gram + como  S. aureus,  E.  

pyogenes   y  un  pobre   efecto   sobre  Gram  - como  ejemplo en  E. coli (12). Se 

observó que a la concentración  máxima  de  300 mg/ml provocó una  disminución 

de 50%  en  la viabilidad de los trofozoitos de G. lamblia,  efecto que se pierde con 

el tiempo, por lo  que  este  péptido  fue descartado  de  los  siguientes 

experimentos. Una explicación a este efecto es que  a  esa  concentración   las  

rutas  bioquímicas  de los  trofozoitos  regeneren  los  componentes  dañados,  

originando  un  freno  en  la  actividad  del  péptido. 

Por otro lado, el Palm-KK  y el Palm-KGK mostraron el mayor efecto en  la  

viabilidad de los trofozoitos de Giardia, sin  embargo  si  comparamos entre los  

dos,  el Palm-KK mostró  un  mayor efecto a una  concentración 300 mg/mL y  

200mg/mL en un  tiempo de  3 h. Estos  péptidos son extremadamente  lipofílicos  

comparados  con  cualquiera  de los AMPs probados,  por  lo  cual  atribuimos  su  
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actividad  a   esta  característica, por  el  contrario el  Omiganan  no  es  lipofilico, 

sino  rico  en  triptófano,  aminoácido  que  presenta  propiedades ácidas lo  que 

favorece la  carga  positiva, en  contraste  con   algunos  otros  aminoácidos como  

la  histatina  y  lisina  que   predominan  en  los  péptidos  Palm-KK y  Palm-KGK. 

Grandes  porcentajes de  estos  aminoácidos inducen la  translocacion  de  

fosfolipidos  de la  membrana  ocasionando  la formación de poros (20,39), estas 

diferencias podrían ser una explicación a la alta disminución  de  viabilidad 

presentada por estos lipopéptidos.  Por otro lado, algunos  reportes mencionan 

que la formación de oligomeros sobre la membrana es un  requisito para  su 

actividad  antimicrobiana en estos lipopéptidos. Por lo tanto, les sería difícil llegar a 

los  fosfolípidos  de las membranas  citoplásmicas. Además de  esto  vale la pena 

mencionar  que la amidación en el  extremo COOH del  lipopéptido provoca  una  

mayor hidrofobicidad para estos  péptidos lo que ayuda a integrarse más 

rápidamente a la membrana. 

Para los casos de  péptidos  que presentan  una  pobre  disminución  en  la  

viabilidad, una  propuesta  puede ser que el  daño  no se  origine  a nivel  de 

membrana, sino atacando moléculas internas no esenciales para la vida del 

parásito. Que al ser sintetizadas de nuevo restablezcan las funciones de 

protozoario. En  las  figuras 2-5, se observa cómo estos péptidos los lipopéptidos 

Palm-KK y Palm-KGK dañan la movilidad, la viabilidad y las estructuras del 

trofozoito de G. lamblia determinado por la microscopia óptica y electrónica.  

En  el  presente  trabajo se  implementó el cultivo de crecimiento de G. lamblia en 

un volumen pequeño, así  como la  propuesta a futuro de  estos lipopéptidos como 

una  nueva  opción  para el tratamiento  de la  giardosis causada por G lamblia. 

Por otro lado, abre la puerta para realizar nuevas  investigaciones, como realizar 

experimentos  en  combinación con  fármacos  como el  metronidazol  o 

albendazol,  mejorar el efecto de los lipopéptidos ya probados utilizando modelos 

computacionales para mejorar su unión a la membrana, así como determinar el 

mecanismo por el cual estos péptidos causan la muerte a los trofozoitos de G. 

lamblia. Una hipótesis de acuerdo  a los  reportes  revisados hasta  el  momento  

podemos  decir  que  estos  péptidos  forman  poros  sobre la  membrana  de los  

trofozoitos.

D E 
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CONCLUSIONES: 

Implementamos  una  curva  de crecimiento  para  los  trofozoitos de  G. lamblia  

en  donde  el  inoculo  óptimo  para realizar  los  experimentos  fue  100000 

trofozoitos  a  un  tiempo  de 72  horas. 

De los péptidos probados sólo los  péptidos  Palm-KK  y  Palm-KGK mostraron  

una  disminución  en  la viabilidad  mayor  al  80 %, para el  caso  del Palm-KGK a 

una  concentración de  300mg/ml  y para el  Palm-KK a  las  concentraciones  de  

200 mg/ml  y  300mg/ml. 

Mediante  la  microscopia  electrónica, corroboramos  que  el  péptido  PAL-KK  

causa  daño  en  la  membrana  citoplásmica. 

Se sugiere que el mecanismo que utilizan los péptidos Palm-KK  y  Palm-KGK es 

el mecanismo de lisis por la formación de poros. 
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