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RESUMEN

En el presente trabajo se implement6 un modelo in vitro para evaluar la susceptibilidad de
trofozoitos de Giardia lamblia, utilizando resazurina como indicador de viabilidad celular
determinando la Concentracion Inhibitoria Media (ICs) de antiparasitarios convencionales
(albendazol, mebendazol, metronidazol y tinidazol); posteriormente, bajo las mismas
condiciones, se realizd la evaluacion de la actividad antiparasitaria de extractos obtenidos
de plantas del género Triplaris y otras especies vegetales utilizadas en la medicina
tradicional Tacana en casos de diarrea con sangre.

Para la estandarizacion del método fluorométrico se trabajé con una longitud de excitacion
y emision de 540 — 590 nm respectivamente, una poblacion parasitaria de 7,5x10°
trofozoitos/mL, incubados a 37°C por 48 hrs y posterior adicion de resazurina 2mM por 4
hrs a 37°C. Con este procedimiento se evaluaron las drogas antiparasitarias control,
obteniendo la ICso de mebendazol (0.012 +0.0028 pg/mL), albendazol (0.021 +0.002
pg/mL), tinidazol (0.161 £0.085 pg/ml), metronidazol (0.354 +0.058 pg/mL), como
control antiparasitario natural se utilizaron Alcaloides Totales de Corteza de Galipea
longiflora, CAT, (57.3 +7.0 pg/mL).

El estudio quimico—biodirigido de las 2 especies vegetales antiparasitarias Tacana, Anani
(Triplaris americana) y Anani Pa (T. poeppigiana), mantuvieron valores de 1Cs; mayores
a 100 pg/mL.

Posteriormente se evaluaron 27 extractos etandlicos de plantas de la farmacopea Tacana,
dando un total de 14 extractos (52%) sin actividad, con 1Csp mayor a 200 pg/ml, 8
extractos (30%) presentaron valores de 1Csp entre 150 y 200 pg/ml, 3 extractos (11%)
presentaron valores entre 100 y 150 pg/ml y 2 extractos (7%) con valores entre 50 y 100
pg/ml, demostrando la utilidad del método para la busqueda de nuevos agentes
antiparasitarios.

El trabajo se realiz6 gracias al proyecto “Validacion de la Farmacopea Tacana frente a
trofozoitos de Giardia spp” financiado por el programa de la cooperacion Sueca en Bolivia
UMSA-ASDI, realizado laboratorios de la Unidad de Evaluaciones Biologicas del area de
Quimica Farmacéutica del Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas de la Facultad

de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas.



ABSTRACT

In this work, an in vitro model was implemented to evaluate the susceptibility of
trophozoites of Giardia lamblia using resazurin as an indicator to determinate the half
maximal inhibitory concentration (ICsp) of conventional antiparasitic (albendazole,
mebendazole, metronidazole and tinidazole); then was performed, under the same
conditions, evaluation of antiparasitic activity of extracts obtained from Triplaris plants and
other plant species used in traditional medicine Tacana.

Standarization of the fluorometric method was with a length of excitation and emission of
540-590 nm. respectively, a parasitic population of 7,5x10° trophozoites /mL, incubated at
37 ° C for 48 hrs and subsequent addition of resazurin 2 mM for 4 hrs at 37 ° C. With this
procedure the antiparasitic drug control was evaluated, obtaining the 1Cso of mebendazole
(0.012 + 0.0028 pg / mL), albendazole (0.021 + 0.002 pug / mL), tinidazole (0.161 + 0.085
pg / ml), metronidazole (0.354 + 0.058 pg / mL) as natural antiparasite control was used
Bark total alkaloids from Galipea longiflora, CAT (57.3 +7.0 ug / mL).

The chemical — bioassay of 2 antiparasitic plants Tacana, Anani (Triplaris americana) and

Anani Pa (T. poeppigiana) maintained 1Cs, values greater than 100 g / mL.

Subsequently 27 ethanol extracts of plants also of the Tacana pharmacopoeia were
evaluated, giving a total of 14 abstracts (52%) without activity, with 1Csy greater than 200
pg / ml 8 extracts (30%) had 1Csy values between 150 and 200 pg / ml, 3 extracts (11%)
had values between 100 and 150 pg / ml and 2 extracts (7%) with values between 50 and
100 pg / ml, demonstrating the utility of the method for the research of new antiparasitic

agents.

The work was done thanks to the project " Pharmacopoeia Tacana Validation against
trophozoites of Giardia spp™ project funded by the Swedish cooperation program in Bolivia
UMSA-ASDI, in the Biological Evaluations Area of the Institute of Pharmaceutical and

Biochemical Research from the Biochemical and Drug Sciences School.



1. INTRODUCCION.

Giardia lamblia, es un protozoario flagelado que infecta el tracto superior del intestino
delgado de muchos vertebrados incluido el hombre, siendo la causa més frecuente de
infeccion gastrointestinal humana producida por parasitos protozoarios. Las
enfermedades parasitarias intestinales son un problema de salud publica siendo mas
frecuentes en paises de escasos recursos afectando mayormente a nifios ya sea por la

inmadurez inmunologica, habitos higienicos 6 ambos. (Atias 1998)

G. lamblia, es un protozoario entérico patdgeno capaz de vivir en el ser humano y otros
mamiferos domesticos cuando es ingerido en su forma infectante denominado quiste.
Una vez en el intestino del huésped pasa a la forma metabdlica activa conocida como
trofozoito, la cual se multiplica por fision binaria en la superficie de la mucosa
intestinal. Las manifestaciones clinicas pueden ir desde un estado con diarrea aguda o
cronica, pérdida de peso, malabsorcion intestinal llevando a una desnutricién propia de

la Giardiasis 0 en algunos casos ser asintomatica (Atias 1998).

A nivel mundial cerca de 280 millones de personas estan infectadas existiendo unos 500
mil casos nuevos cada afio (Barrén, 2012; Ali & Nozaki, 2007) especialmente en paises
en vias de desarrollo ya que es una enfermedad asociada a la pobreza. En Bolivia no
existen datos generales, pero diversos estudios realizados en diferentes poblaciones

parasitadas muestran datos de presencia de G. lamblia que van de 15% a 25% de la



poblacién en estudio, tal es el caso del trabajo realizado en el Hospital Del Nifio
Manuel Ascencio Villarroel de Cochabamba en agosto del 2007, el cual muestra que la
poblacién infectada con G. lamblia es del 15% (Ajllahuanca et al., 2008). Otro trabajo
publicado sobre parasitosis en dos unidades educativas de la zona Ticti Norte de
Cochabamba realizado por Barrientos et al, 2008, muestra resultados de infeccion con

giardiasis en 24% de la poblacion estudiada.

El tratamiento para esta parasitosis es importante desde el punto de vista econémico y
social, entre los medicamentos utilizados comprende nitroimidazoles, quinacrina,
benzimidazoles y furazolidona; las drogas de eleccion son el metronidazol y tinidazol.
Sin embargo, los efectos adversos asociados al tratamiento incluyen problemas
gastrointestinales, nauseas, dolor de cabeza, leucopenia (Tracy et al., 1991). La
inaccesibilidad a estas drogas en ciertas comunidades y la necesidad de probar nuevos
compuestos antiparasitarios impulsa a probar terapias alternativas que ayuden a
erradicar este problema, planteandose la hipotesis de que ciertas plantas (semillas, hojas
o tallos) contienen principios activos capaces de inhibir el crecimiento de G. lamblia,
tales son los estudios hechos a Curcubita pepo (Barron, 2012), Achyrocline
satureioides, Eugenia uniflora, Feoniculum vulgare, Psidiums guajava (Costa et al.,
2009), Lippia spp. (Ponce - Macotela et al., 2006), Geranium niveum (Calzada et al.,
1999), Hovenia dulcis (Gadelha et al., 2005) que muestran resultados prometedores de

nuevas sustancias terapéuticas antigiardiasicas.



La bdsqueda de antiparasitarios se realiza a través de métodos que ayuden a determinar
la viabilidad celular in vitro logrando el desarrollo de técnicas de tamizaje de nuevos

componentes antiparasitarios (Martinez - Barrios, 2011).

La técnica espectrofotométrica de DPPH que emplea el radical 1,1-difenil-2-
picrilhidracriles puede dar variables dispersas, en algunos casos puede ser inerte y
reaccionar lentamente (Barron, 2012). Otra es la técnica de recuento celular utilizando
colorantes vitales, consume tiempo, es laboriosa, poco sensible ademas de ser un
proceso subjetivo (Marrero-Ponce et al., 2009). Los métodos basados en la reduccion
de la sal 3-(4,5- dimetiltiasol-2yl) -2,5- difenil tetrazolium bromide (MTT) de cristales
de formazan por las deshidrogenasas mitocondriales de células viables, son
ampliamente utilizado sin embargo, el producto final de esta sal es insoluble en agua
por lo que requiere solventes organicos para solubilizarlo (Calzada et al., 1999).
También esta el uso de andlogos de MTT como el XTT sodio (2,3-bis(2-metoxi-4-
nitro-5-sulfofenil)-2-h-tetrazolium-5-carboxanilide)  esta técnica es realizada en el
Instituto de Investigaciones Farmaco — Bioquimicas (I.1.F.B.) la cual pese a ser soluble
en agua, no permite tener resultados satisfactorios con G. lamblia debido a la oxidacion

del medio de cultivo TYIS-33.

La mayoria de los métodos presentan desventajas por ser de punto final, imposibilitando
continuar con el monitoreo del comportamiento celular después de ser sometidas a un

tratamiento traumatico.



La resazurina es un colorante redox que permite cuantificar la proliferacion y observar
la citotoxicidad en diferentes tipos celulares (Skehan, 1990), exhibe cambios
colorimétricos y fluoromeétricos relacionados a la actividad celular metabdlica (Zhang
H, 2004). Esta técnica se basa en la capacidad de células metabdlicamente activas que
reducen la forma oxidada, resazurina, a resorufina por la actividad enzimatica

mitocondrial de las células viables (Makiuchi et al, 2013).

La comunidad indigena Tacana, es un pueblo originario de la amazonia cuyas creencias
y précticas tradicionales aun continGan ejerciendo influencia muy importante en la vida
cotidiana de su gente, utilizando diversos tipos de plantas como tratamientos
medicinales algunos ejemplos son las plantas del género Euterpe precatoria las cuales
son utilizadas para tratar la anemia, en casos de fiebre utilizan plantas como ser Costus,
Brugmansia, Mansoa, Jessenia entre otras, mientras que especies vegetales del género
Triplaris, Achyrocline, Zingiber, Carica, Anacardium, Mussatia son utilizadas cuando
existen molestias estomacales e intestinales. En el presente estudio se trabajo
principalmente con especies vegetales pertenecientes al género Triplaris, debido a que
esta planta en la actualidad es de mayor uso al momento de tratar enfermedades

diarreicas.

Para desarrollar el trabajo se estandarizd la técnica fluorométrica con resazurina,
posteriormente se evalud la Concentracion Inhibitoria Media (ICso) de los extractos

crudos de 2 variedades de plantas del género Triplaris utilizadas tradicionalmente como



antiparasitario dentro de la farmacopea Tacana frente al trofozoito del protozoario
Giardia lamblia. Finalmente se evaluaron 27 extractos etandlicos de plantas también
pertenecientes a la farmacopea Tacana, demostrando la utilidad del método
fluorométrico estandarizado y validando la utilidad in vitro de algunas especies

vegetales.

2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la susceptibilidad in vitro sobre trofozoitos de Giardia lamblia de

tratamientos convencionales y medicina tradicional Tacana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estandarizar el método flurométrico (Resazurina) para determinar la actividad
antiparasitaria in vitro de productos convencionales y extractos naturales.

e Determinar la ICsy de tinidazol, albendazol, mebendazol y metronidazol sobre
trofozoitos de Giardia lamblia.

e Determinar la ICsp de los extractos acuosos y etanolicos de Anani (Triplaris
americana), Anani Pa (Triplaris poeppigiana), Alcaloides Totales de Corteza de
Galipea longiflora (CAT) y otras especies vegetales pertenecientes a la medicina

tradicional Tacana sobre trofozoitos de Giardia lamblia.



3. JUSTIFICACION

Las infecciones parasitarias hoy en dia son uno de los principales problemas de salud
publica en todo el mundo, especialmente en paises en vias de desarrollo debido a la
pobreza, causando diarrea, disenteria llevando a una deshidratacion que puede causar la

muerte si no se administra tratamiento a tiempo (Almeida et al., 2007).

Mas de cinco millones de nifios menores de cinco afios mueren anualmente a causa de
enfermedades diarreicas graves, siendo Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y
Cryptosporidium parvum, entre otros, los responsables de infecciones parasitarias (Rani,

2011).

A nivel mundial, G. lamblia es el protozoario entérico encontrado con mayor
frecuencia en examenes coproparasitoldégicos (Thompson, 2008) se ha estimado una
frecuencia de 280 millones de individuos infectados, con unos 500 mil casos nuevos por
afio (Barron, 2012). En Bolivia diferentes trabajos muestran una elevada frecuencia de
enteroparasitos (helmintos y protozoarios); Condori et al., 2008, publica un estudio
realizado en una poblacion de Santa Cruz, donde el 65% de esta se encontraria
multiparasitada. Estudios de parasitosis intestinales en poblaciones del area rural
tropical del departamento de La Paz (Giménez et al., 2009-2014) asi como en el area
urbana (Patifio, 2002; Calami. 2006) evidencian que hasta el 21% de una poblacion de

niflos comprendidos entre 0-15 afios estan infestados por G. lamblia, datos que



muestran la gravedad de esta infeccion en la poblacion infantil, constituyéndose en el

sector poblacional méas vulnerable.

G. lamblia, afecta el tracto superior del intestino delgado, causando la giardiasis,
existiendo disminucién en la retencion de grasas, dificultando la absorcion de vitaminas
Ay C dado que estas necesitan disolverse en lipidos para ingresar al organismo al igual
que otros nutrientes, produciéndose esteatorrea por giardiasis. Cuando la enfermedad se
vuelve cronica no permite asimilar otras moléculas vitales como la vitamina B, el
acido fdlico, algunos carbohidratos (D-xilosa, lactosa) y proteinas, manifestando una
sintomatologia similar a la de una pancreatitis (De la Guardia, 2006; Bussati et al.,
2007). Es importante también sefialar que la giardiasis impide el crecimiento, aunque el

nifio no presente sintomas como la diarrea (Prado et al., 2004).

Los tratamientos actuales como el metronidazol pueden llegar a causar efectos
secundarios graves los que incluyen nauseas, dolor de cabeza, leucopenia y problemas
gastrointestinales, ademas se han descrito efectos mutagénicos y carcinogénicos
(Escribano et al., 2012); en muchos pacientes, se ha observado hasta un 20% de
resistencia a los medicamentos tanto por factores de huésped o la resistencia del
parasito conduciendo al fracaso terapéutico (Hahn et al., 2013, Tejman-Yarden et al,
2013), por lo que la busqueda de nuevos agentes antiparasitarios de origen sintético,

semisintético o natural es muy importante.



Desde hace més de 30 afios no se mejoran de manera sustancial los farmacos
antiparasitarios que existen en el mercado, aunque a la fecha hay mejor entendimiento
sobre la patologia de la enfermedad, existe poca atencion de parte de las compafiias
farmacéuticas en el desarrollo de nuevos medicamentos debido a que la mayor parte de
los enfermos por parasitosis, viven en la pobreza, razén por la cual han sido clasificadas
dentro de las Enfermedades Desatendidas por la Organizacion Mundial de la Salud

(O.M.S.) (Becerril, 2011).

La busqueda de nuevos tratamientos eficaces con baja toxicidad es muy importante, el
uso de productos naturales con propiedades terapéuticas es tan antiguo como la
civilizacion humana, por lo que la mayoria de las personas que viven en paises en vias
de desarrollo utilizan la medicina tradicional como principal fuente para tratar sus
enfermedades (Echevarria et al., 2001). La O.M.S. estima que aproximadamente el
80% de la poblacion mundial hace uso de remedios tradicionales para el cuidado de su

salud (Bueno et al. 2005).

La continua contribucion de la naturaleza, no solo como fuente de potenciales agentes
quimioterapéuticos, sino también como compuestos lideres que aportan para
semisintesis o la sintesis total de nuevos farmacos, se encuentra bien documentada en
publicaciones desde la década de los 80 (Newman & Cragg, 2012). Por esto los

productos naturales constituyen, un buen punto de partida para el descubrimiento de



nuevos farmacos o aportando compuestos que pueden ser modificados con el objeto de

tener principios activos mas efectivos y menos toxicos.

Es por esto que las medicinas tradicionales constituyen una alternativa expectante sin
embargo, pocas especies han sido estudiadas en forma cientifica y validadas en el

laboratorio en nuestro medio.

Por todas estas causas es necesario que se abra la oportunidad de encontrar nuevas
estructuras quimicas con potencial antiparasitario, a partir del estudio de especies de la
medicina local, como es la medicina tradicional Tacana, grupo étnico se halla asentado

en la Provincia Abel Iturralde, norte del Departamento de La Paz.



4. ANTECEDENTES

En nuestro pais existen pocos estudios relacionados con Giardia lamblia y la
susceptibilidad a los medicamentos convencionales para su tratamiento. Desde un punto
de vista econémico y social, el tratamiento para esta enfermedad es importante, la
droga de eleccién es el metronidazol, aunque existen otras alternativas como el
albendazol, sin embargo los efectos adversos que pueden producir incluyen problemas

gastrointestinales, nauseas, dolor de cabeza y leucopenia (Tracy et al., 1991).

La inaccesibilidad a estas drogas en ciertas comunidades y la necesidad de probar
nuevos compuestos antiparasitarios, impulsa a probar terapias alternativas que ayuden a
erradicar este problema, planteandose hipdtesis de que ciertas plantas (semillas, hojas o
tallos) contienen principios activos capaces de inhibir el crecimiento de G. lamblia.
Tales son los estudios hechos a Curcubita pepo (Barrén, 2012), quienes reportan una
ICso de 0.29 mg/mL de dicha planta, conocida en términos comunes como pepa de

zapallo frente a trofozoitos de G. lamblia.

Un estudio realizado en Brasil el 2009 a Achyrocline satureioides, Eugenia uniflora,
Feoniculum vulgare, plantas utilizadas como antiparasitarios de la farmacopea
tradicional de la poblacion Guarani, sefiala que Achyrocline satureioides presenta la
mejor 1Cso de 0.313 mg/mL de los antiparasitarios probados frente a Giardia (Brandelli

et al., 2009).
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En 1999 Calzada y colaboradores, realizaron el estudio de extractos etandlicos de
Geranium niveum, probando sobre trofozoitos de Entamoeba histolytica y Giardia

lamblia, determinando una ICso de 92.7 y 138.1 pg/mL respectivamente.

Ademas otros estudios realizados con Hovenia dulcis (Gadelha et al., 2005), Lippia spp.
(Ponce - Macotela et al, 2006), entre otros, sostienen resultados prometedores a nuevas
sustancias terapéuticas antigiardiasicas a partir de extractos etandlicos y acuosos de

dichas plantas.

En lo que respecta al tratamiento natural o uso de extractos de plantas contra G.
lamblia, Mc Allister et al., 2005, demostro en experimentos in vitro con Yucca
schidigera que la concentracion del extracto requerida para disminuir la adherencia de
trofozoitos un 50% varia de 62 a 250 pg/mL segun el tipo de extracto con el que se

trabaja.

Una publicacion de Harris y colaboradores el 2000, indica que el extracto del ajo
completo presenta efectos inhibitorios sobre trofozoitos de G. lamblia con ICsy de

300 pg/mL.
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5. MARCO TEORICO

Giardia lamblia es un protozoario entérico flagelado que reside en el intestino humano
y de otros mamiferos, es el causante de la enfermedad diarreica conocida como
Giardiasis, una patologia que se presenta con manifestaciones clinicas que varian desde
la infeccion asintomética a la enfermedad aguda o crdnica asociada con diarrea,

malabsorcion de nutrientes y pérdida de peso.

5.1 Resena historica

En 1681 Giardia fue identificada inicialmente por Anton Van Leeuwenhoek en sus
propias heces.

En 1859 EIl microorganismo fue descrito con mejor detalle por Wilhelm Duszan Lambl,
que encontrd al protozoario en las heces diarreicas de nifio y las denomino “Cercomas
intestinalis”. (Adam, 2001)

En 1882, Kunstler estableci6 el género “Giardia” luego de observar la forma flagelar
en el intestino de renacuajos y lo denominé Giardia agilis (Thompson, 2008).

En 1888 Blanchard propuso el nombre de lamblia para el género, en homenaje al
médico Wilhelm Lamb recibiendo el nombre de “Lamblia intestinalis”.

En 1915, Stiles cred la designacion de Giardia lamblia, como se conoce actualmente.
(Heresi, 1997).

Entre 1930 y 1940 se demostrd que es un agente causal de enfermedad esporadica o

epidémica (Botero, 1998).
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En 1952, en base a criterios morfolégicos del trofozoito, la posicion de cuerpos
mediales, forma parasitaria y la relacion del disco suctor con el tamafio total del

trofozoito, se dividio al género en tres especies:

1. Giardia agilis (anfibios)
2. Giardia muris (de roedores y aves)
3. Giardia lamblia, intestinalis o duodenalis (mamiferos)

5.2 Clasificacion taxondmica

Su clasificacion taxonomica es la siguiente:

Phylum: Protozoa

Clase: Zoomastigophorea, (flagelos como medios de locomocion)
Orden: Diplomonadida

Familia: Hexamitidae

(Martinez 1982; Campos & Vazquez, 1999).

5.3 Morfologia

En la naturaleza, G. lamblia adopta dos formas evolutivas:

e Quiste o forma infectante

e Trofozoito o forma movil

El quiste constituye la forma de resistencia al medio ambiente, permite que el parasito
sobreviva y resista el paso a traves del estdmago de un nuevo hospedero ademas de

contribuir en la diseminacion del parasito.
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Son de forma ovalada, miden de 8 a 12 pum de ancho y de 7 a 10 pum de largo,
observados al microscopio son refringentes con una membrana quistica de doble pared
en cuyo interior se observan de dos a cuatro nlcleos y una serie de filamentos que
constituyen los restos flagelares y cuerpos parabasales. Constituyen la forma infectante
que transmite la enfermedad ya sea a través de agua o alimentos contaminados luego
que el hospedero ingiere los quistes (Atias, 1998), acceden al duodeno donde cada

quiste da lugar a dos trofozoitos, que comienzan a multiplicarse (figura 1).

Figura 1. Trofozoito de Giardia lamblia (A). Donde se puede observar las siguientes estructuras: Cuerpo
basal o kinetosomas (K), nucleos (N), cuerpos medios (CM), flagelos antero-laterales (FAL), flagelos
ventrales (FV), flagelos postero — laterales (FPL) y flagelos caudales (FC).

Iméagenes tomadas de cultivo celular (C) y de un frotis a partir de cultivo de trofozoitos (D).

Quiste de Giardia lamblia (B), donde se observa la pared quistica (P), nicleo (N), los fragmentos de

disco (FD) y axostilos.
Imagen tomada de una muestra de heces fecales con quistes de G. lamblia.(E).
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El trofozoito es la forma movil del parésito y produce los sintomas de la giardiasis, se
desarrollan en la superficie de la mucosa del duodeno y en la parte alta del yeyuno
donde se multiplican por fision binaria, es piriforme observado de frente, mide
aproximadamente 12-15 pm de largo y 5-9 um de ancho (figura 2). Presenta un cuerpo
medio denominado axostilo, siendo este un engrosamiento citoplasmatico compuesto
por microtbulos, donde destacan las proteinas que conforman: la tubulina y la giardina,
dos nucleos ovalados con una masa de cromatina central, cuatro pares de flagelos que
nacen de estructuras denominadas blefaroblastos, se designan en relacion a su
disposicion como: anterior, posterior, caudal y ventral, permitiéndole la motilidad
caracteristica, presenta un disco ventral o suctor que es de gran importancia en el
desarrollo de invasion al hospedero y en la viabilidad de los parasitos ya que permite
permanecer firmemente unidos a las microvellosidades (Gillin et al., 1996). En su
membrana expresa Proteinas Variantes de Superficie (VSP), las cuales han sido
ampliamente estudiadas debido a que son los principales antigenos que reconoce el
hospedero (Lujan et al., 2009). No contiene algunos organelos tipicos y caracteristicos
de los eucariotes, como citosoma, por lo que tiene que absorber los nutrientes mediante
endocitosis y tampoco presentan peroxisomas, lo que hace que se incluya dentro de los
eucariotes mas primitivos, dentro del grupo Arqueozoa, tampoco poseen mitocondrias
pero presentan mitosomas las cuales realizan una funcion similar, la diferencia es que

estas no contienen genes propios (Lujan et al., 2009; Diaz de la Guardia R. 2006).
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De manera distinta al quiste, los trofozoitos necesitan condiciones anaerdbicas para
sobrevivir y multiplicarse, ademéas de condiciones especificas de temperatura, pH y

salinidad.

Figura 2. Diversas fotografias tomadas de trofozoitos de Giardia lamblia.
Imagen modificada de: http://bioinfomtica.upf.edu/2010/projectes10/Dy/resultados_intestinalis.html (A).
https://blogclinicacuatropatas.wordpress.com/2011/11/03/giardiasis-canina-y-felina/ (B,C).
http://web.stanford.edu/group/parasites/ParaSites2006/Giardiasis/ (D, E).

5.4 Ciclo de vida

El quiste inicia el proceso de desenquistamiento, cuando sus envolturas se disuelven
debido a la accion de los jugos digestivos. Este proceso consta de dos etapas: la primera
en la que esta en contacto con el pH &cido del estbmago y la segunda donde se

encuentra con un ambiente rico en proteasas y ligeramente alcalino en la parte alta del
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intestino delgado. Durante la primera etapa el quiste detecta los estimulos a través de la
pared, lo cual lleva a una respuesta altamente coordinada en la que se dan cambios en
los niveles de RNAm, hay ligeros cambios del pH intracelular y se da la aparicion de
pliegues de membrana que podrian ser importantes para determinar la polaridad de los
trofozoitos (Hetsko et al., 1998). Durante esta etapa también se ha encontrado que las
vesiculas periféricas almacenan una fosfatasa, la cual es liberada al espacio

periplasmico y es importante para que se dé el desenquistamiento (Touz et al., 2002).

En la segunda etapa de desenquistacion hay variaciones en los niveles de mMRNA, se da
el rompimiento de la pared por la accion de proteasas tipo cisteina (Hetsko et al, 1998).
El proceso se completa cuando del quiste emerge el trofozoito activo el cual se divide
por fisidn binaria y asi coloniza el duodeno y yeyuno, adhiriéndose a la superficie del
epitelio intestinal mediante el disco ventral, multiplicAndose activamente envueltos en el

moco que recubre la pared intestinal. (Bernarder et al., 2001).

Cuando los trofozoitos alcanzan la parte media del intestino delgado y el yeyuno, se da
un proceso conocido como enquistacion, este proceso se ve estimulado por el exceso de

sales biliares y la disminucion en colesterol disponible en el ambiente.

A lo largo de la enquistacion se dan cambios bioquimicos y morfolégicos importantes

que se pueden dividir en tres etapas:
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a) Recepcion de estimulos para la formacién del quiste y la consecuente
activacion de genes especificos.

b) Biogénesis de organelos secretores y la sintesis, empaquetamiento,
transporte y liberacion de materiales de la pared celular.

c) Elensamble de la pared extracelular (Lujan HD et al., 2009).

Durante la enquistacion se expresan las proteinas de la pared celular (Celular Wall
Proteins CWP1, CWP2 y CWP3) que se caracterizan por tener regiones con alto
porcentaje de identidad. Estas proteinas son transportadas en vesiculas secretoras
(ESVs) donde sufren modificaciones importantes, como el clivaje del extremo C-
terminal de la CWP2 por parte de una proteasa cisteina (ESCP), que al parecer es vital
para el proceso de formacion de la pared celular (Lujan HD et al., 2009; Touz MC, et al.
2002). En esta etapa también se observan dos rondas sucesivas de replicacion de los
cromosomas sin un evento de citoquinesis (Bernarder R, et al. 2001), el desensamblaje y
empaquetamiento de organelos como el disco ventral y los flagelos (Gillin et al., 1996).
Cuando se completa la enquistacion los quistes son expulsados a través de las heces y
pueden empezar un nuevo ciclo en el mismo hospedero o en otro. Se observa un

resumen del ciclo biolégico en la figura 3.
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Figura 3. Ciclo evolutivo de Giardia lamblia
Imagen modificada de http://www.zazzle.com/giardi228095492605466283?lang=es

5.5 Manifestaciones clinicas

Los estudios indican que el periodo de incubacidn tiene un promedio de 1 a 2 semanas.
La infeccidn puede causar diversas manifestaciones clinicas, los sintomas varian segun

las caracteristicas del huésped y de los parasitos. (Heresi, 1997).

Aproximadamente 60 a 80% de los casos permanecen como portadores asintomaticos
(Sullivan et al., 1992). Las formas leves se caracterizan por dolor epigastrico de poca
intensidad, alteraciones en el ritmo de las evacuaciones, nauseas, vomitos, astenia,

anorexia, molestias abdominales tipo colico, malestar general, fiebre.
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Las formas moderadas pueden presentar cuadros de duodenitis con dolor en epigastrio,
nauseas, flatulencia y un rasgo caracteristico de la giardiasis es la duracion prolongada
de la diarrea con heces liquidas, explosivas, borborismo y distension abdominal que

puede causar una pérdida importante de peso. (Brodsky et al., 1974).

El paciente con giardiasis grave, ademés de duodenitis, presenta esteatorrea, flatulencia,
alteracion en la consistencia de las heces que pueden ser abundantes o liquidas y en los
casos cronicos presentan sindromes de malabsorcidn de grasas y de vitaminas, diarrea
cronica, retardo del crecimiento y alteraciones en el estado nutricional, con perdida de
peso (Botero, 1998). En personas sanas, los sintomas de giardiasis pueden durar 2 a 6

semanas, aunque el tratamiento puede acortar la duracion de los sintomas.

5.6 Patogenia de la Giardiasis

El mecanismo patogénico especifico por el que el protozoo G. lamblia causa
enfermedad no ha sido identificado. Se habla de una patogenia multifactorial y se han
implicado a factores dependientes tanto del parasito como del hospedador (Olsen et al.,

1977).

La respuesta clinica a la infeccion puede atribuirse a la virulencia de la cepa y/o a

factores del huésped (respuesta inmunoldgica).
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5.6.1 Factores dependientes de Giardia lamblia

En primer lugar, ciertas alteraciones histoquimicas de la mucosa intestinal, debidas a la
adherencia del trofozoito activando los linfocitos T por la presencia de VSP, esta
obstruccion mecanica interfiere en la absorcién de grasas y vitaminas liposolubles
produciendo una irritabilidad de la mucosa por el disco suctorio, traduciéndose en una
atrofia de las microvellosidades intestinales, lo que lleva consigo a una pérdida o
disminucion de la actividad digestivo absorbente de las disacaridasas (lactasa, maltasa,
sacarasa), con la consiguiente diarrea osmotica. Una disminucion de la absorcion de
hidratos de carbono, vitamina B12, vitamina A, acido folico, alteracion en el transporte

de glucosa—sodio y en la absorcion de D-xilosa.

También hay factores ligados a la virulencia del gen infectante que depende, por un
lado, de las VSP expresadas por el parasito mediadas por las proteasas intestinales, y
por otro, por la secrecion de una cistein-proteasa IgA1 por los trofozoitos que elimina la
respuesta secretora local (IgA) del hospedador. Por el momento no se ha descrito la
presencia de citotoxinas ni enterotoxinas. (Rada & Aranda, 2002; Takahashi et al.,

2001).

Los reportes de la invasion intestinal por G. lamblia no son aceptados universalmente ya
que se ha encontrado superpoblacion bacteriana en pacientes con giardiasis y
malabsorcion intestinal por lo que se ha propuesto que también pueden causar diarrea

(TomkKins et al, 1978).
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5.6.2 Factores dependientes del hospedador

Para resistir la infeccion se requiere un sistema inmune mediado por células
competentes. Uno de los factores mas importantes dependientes del hospedador es la
inmunodeficiencia humoral, como la hipogammaglobulinemia (congénita, comun
variable, ligada al cromosoma X) o el déficit selectivo de IgA (afecta al 10% de la

poblacién), cuyos pacientes estan en mayor riesgo.

Otros factores son los antigenos de histocompatibilidad (HLA): HLA-AL, A2, B8 y
B12. La malnutricion caldrico-proteica aumenta la gravedad de la giardiasis por
disminucidn de la produccion de enterocitos en las vellosidades intestinales. Por altimo,
habria que citar la microflora intestinal, imprescindible para la expresion de la

patogenicidad de G. lamblia (Alcaraz & Soriano, 2009).

En pacientes sin tratamiento la duracidbn promedio de la enfermedad es
aproximadamente 6 semanas. Se diferencia de las enfermedades virales o bacterianas
por la diarrea créonica. (Perlmutter et al, 1985; Ljungstrom IC, 1992). Los cambios
patologicos son mas marcados en los inmunodeficientes observando que la
microvellosidad puede variar de normal a anormal marcadamente y la hiperplasia
linfoide es comun. Luego de un tratamiento, la vellosidad vuelve a su estado normal y la

malabsorcion se resuelve (Taylor & Wenman, 1987).
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5.6.3 Mecanismos de la malabsorcién intestinal

Los mecanismos por los que G. lamblia causa diarrea y malabsorcion intestinal siguen
siendo polémicos y probablemente multifactoriales. Se sugirié la barrera mecanica de
los trofozoitos y la competencia de nutrientes entre el parasito y el hospedador, pero la
enorme superficie del intestino delgado y la pequefia masa metabdlica relativa del
parasito hacen de esta hipétesis insostenible. Existen indicios de que G. lamblia produce
varios grados de lesion en la mucosa, al mismo tiempo que influye en las condiciones

del lumen intestinal e interfiere tanto en la digestion como en la absorcion.

5.7 Tratamiento

Existe un rango limitado de drogas efectivas permitidas para el tratamiento de
giardiasis, que incluyen nitroimidazoles, quinacrina, benzimidazoles y furazolidona, el
metronidazol, es la droga de eleccion, pero existen otras alternativas como albendazol
(Romero-Cabello et al., 1995). Algunos reportes clinicos sugieren una aparente
resistencia a las drogas lo que explican la falla al tratamiento de giardiasis (Nash et al.,

2001).

Los nitroimidazoles tienen un amplio espectro de actividad contra bacterias anaerdbicas
y protozoarios como resultado de su reduccién a radicales metabolitos anionicos a
través de de moléculas de ferrodoxina o proteinas de transporte de electrones (Phillips

et al, 2010).
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Figura 4. Férmula quimica del Metronidazol
Imagen modificada de http://www.info-farmacia.com/microbiologia

El mecanismo de accion consiste en difundirse al interior del trofozoito, una vez dentro,
las ferredoxinas del sistema de transporte electrénico del parasito donan electrones al
grupo nitro de la estructura 5-nitroimidazélica. EI metronidazol reducido se enlaza al
DNA vy éste pierde su estructura de doble hélice, interrumpiéndose su duplicacion,
produciendo la inhibicion rapida de respiracion causando muerte celular (Ings et al,

1988).

Las formas quisticas del parasito apenas se ven afectadas debido a la escasa penetracion

del farmaco a través de la pared celular del quiste. (Adam, 2001).

Puede llegar a causar efectos secundarios como nauseas, dolor de cabeza, leucopenia y
problemas gastrointestinales, ademas se han descrito efectos mutagénicos vy
carcinogénicos (Escribano et al., 2012) siendo no muy bien tolerados por muchos
pacientes, también se ha observado para todos los tratamientos de giardiasis hasta un
20% de resistencia a los medicamentos, dandose el fracaso terapéutico debido a factores
de huésped o la resistencia del parasito (Tejman-Yarden et al, 2013).

Los nitroimidazoles incluyen: Metronidazol, Tinidazol, Ornidazol y Secnidazol.
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Figura 5. Estructura quimica del Tinidazol
Imagen modificada de http://www.info-farmacia.com/microbiologia

Quinacrina es un agente antimalarico efectivo para el tratamiento de Giardiasis cuando
se da en un periodo de 5 a 10 dias (Davidson, 1984) y es considerado como el agente
de eleccion. Sin embargo sus efectos colaterales son en el sistema gastrointestinal, a
veces causando complicaciones en algunos casos, incluye psicosis toxica y hemolisis en
pacientes con deficiencia de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa. EIl mecanismo de
accion de la quinacrina es posiblemente sobre los componentes de flavoproteina y

quinona de la respiracion. (Parkin et al., 1972).
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Figura 6. Estructura quimica del Quinacrina
Imagen modificada de http://www.info-farmacia.com/microbiologia
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Quinacrina interfiere con la duplicacion del ADN en los trofozoitos, aungue se han
evidenciado casos de resistencia debida a una reducida absorcién del farmaco por

los trofozoitos.

Furazolidona es frecuentemente usado en nifios pero puede ser menos efectiva que

quinacrina y metronidazol. (Davidson, 1984).

Figura 7. Férmula quimica del Furazolidona
Imagen modificada de http://www.info-farmacia.com/microbiologia

El mecanismo de accion consiste en que furazolidona sufre una reduccion. Los
equivalentes de reduccion proceden del NADH. La actividad electrofilica de
furazolidona reducida interfiere con un sinnimero de moléculas del paréasito, entre ellas

el ADN.

Los dos benzimidazoles terapéuticos son Albendazol y Mebendazol, los cuales ejercen
su accion farmacologica uniéndose a la S-tubulina del citoesqueleto de G. lamblia. Esta
union se traduce en: la inhibicion de la polimerizacién del citoesqueleto y la

interferencia con la captacion de glucosa.
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Figura 8. Férmula quimica de A. Albendazol y B. Mebendazol
Imagen modificada de http://www.info-farmacia.com/microbiologia

Una ventaja del Albendazol es que también resulta Gtil en el tratamiento simultaneo de
diversas helmintosis intestinales que suelen coexistir junto a la giardiasis. Es dificil
cultivar G. lamblia de muestras de pacientes y probar la susceptibilidad in vitro de

cada uno, por eso es dificil documentar la resistencia a la droga.

Se ha visto una disminucién de susceptibilidad in vitro a los diferentes farmacos
utilizados para el tratamiento de la giardiasis (Taylor & Wenman, 1987; Gutiérrez et al.
2008) y desde hace mas de 30 afios no se han mejorado de manera sustancial los
farmacos antiparasitarios que existen en el mercado, sin embargo aunque a la fecha hay
mejor entendimiento sobre la patologia de esta enfermedad, existe poca atencion de
parte de las compafiias farmacéuticas en el desarrollo de nuevos medicamentos debido a
que la mayor parte de los enfermos, por parasitosis, viven en la pobreza, la basqueda de

nuevos agentes antiparasitarios sean de origen sintético (Sousa et al., 2006, Tian et al.

27


http://www.info-farmacia.com/microbiologia

2010, Arguello-Garcia et al., 2004) o natural (Ponce-Macotela et al., 2006) es

importante ya que permitiria continuar con la investigacion en la bioprospeccion.

5.8 Epidemiologia

La giardiasis es una enfermedad parasitaria intestinal de distribucién mundial, esta
asociada a la pobreza, constituyéndose como Enfermedades Desatendidas segin la

Organizacion Mundial de la Salud (O.M.S.) (Savoli et al., 2006).

Se estima que afecta a cerca de 280 millones de personas cada afio a nivel mundial
(Upcroft & Upcroft, 2001; Ali & Nozaki 2007), especialmente en paises en vias de
desarrollo de Asia, Africa y América Latina. Es la causa de diarrea en hasta un 20% de
los casos en paises en vias de desarrollo, pero solo de un 3-7% en paises desarrollados

(O.M.S., 2009).

En Latinoamérica existen cerca de 50 mil casos nuevos/afio de giardiasis, observandose
un mayor grado de riesgo en la poblacion infantil. Las mas altas prevalencias se
presentan en regiones tropicales y subtropicales, en zonas rurales donde es frecuente la
contaminacién de agua o alimentos con materia fecal de estos paises (Ponce — Macotela

et al., 2006).

Bolivia al ser un pais en vias de desarrollo, presenta una elevada prevalencia de
parasitosis intestinales, ya sean producidas por protozoarios o helmintos, alcanzando

cifras entre 25% y 90% respectivamente (Condori, 2008; Alparo 1., 2005; Barrientos et
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al., 2008). En la regidn altiplanica del pais, se observa mayor prevalencia, a nivel de
enteroparasitos, encontrandose valores de hasta 25% especialmente en poblaciones
marginales y rurales que tienen condiciones precarias de higiene individual y familiar,
ademas de habitos de alimentacion propicios a esta infeccion por la contaminacion de
manos, agua y alimentos. Los principales protozoarios reportados en este medio son
Entamoeba coli, Blastocystis hominis, Giardia lamblia, siendo este ultimo el patégeno

mas comunmente hallado en procesos diarreicos, sobre todo en los nifios.

5.9 Medicidn de la viabilidad celular

Una prueba in vitro ideal para evaluar la proliferacion celular y la citotoxicidad debe
tener como caracteristicas principales: ser simple, répida, eficiente, econdmica,
reproducible, sensible, segura, efectiva en la media de la poblacion celular viable y que

no muestre interferencia con el compuesto a evaluar (Anoopkumar., 2005).

Se han descrito diferentes métodos que permiten determinar la viabilidad celular in
vitro facilitando el desarrollo de técnicas de tamizaje a nuevos componentes
antiparasitarios (Martinez — Barrios, 2011). La técnica espectrofotométrica de DPPH
que emplea el radical 1,1-difenil-2-picrilhidracriles puede dar variables dispersas
debido a que es un radical nitrogenado de larga vida, en algunos casos puede ser inerte y
reaccionar lentamente (Barron, 2012). La técnica de recuento celular utilizando
colorantes vitales es laboriosa, consume tiempo, no es sensible y es un proceso

subjetivo (Marrero-Ponce et al., 2009). Los métodos basados en la reduccién de la sal
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3-(4,5- dimetiltiasol-2yl) -2,5- difenil tetrazolium bromide (MTT) por las
deshidrogenasas mitocondriales de las células viables de cristales de formazan,
presentes en los cultivos. Estos métodos son ampliamente utilizados, sin embargo el
producto final de esta sal (formazan) es insoluble en agua, por lo que se utiliza solventes
organicos para solubilizarlo (Calzada et al., 1999). El uso de andlogos de MTT como el
XTT sodio  (2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2-h-tetrazolium-5-carboxanilide)
técnica realizada en el L.I.LF.B. no presenta resultados satisfactorios debido a la

oxidacion del medio de cultivo (TYIS-33).

La mayoria presentan desventajas por ser de punto final, imposibilitando seguir el

comportamiento celular después de ser sometidas a un tratamiento traumatico.

5.10 Resazurina

La resazurina es un colorante que ha sido utilizado desde 1950 para evaluar la
contaminacién en fluidos bioldgicos y leche por bacterias y hongos (Erb et al., 1950),
también se utiliza para cuantificar la proliferacién y observar la citotoxicidad en
diferentes tipos celulares. Ultimamente se han desarrollado técnicas colorimétricas de
oxido reduccién en base a la resazurina para monitorear la sensibilidad parasitaria
frente a drogas patron, tal es el caso de promastigotes de Leishmania (Kulshrestha et al.,
2013), amastigotes de T. cruzi (Bowling et al., 2012) y trofozoitos de Trichomona

vaginalis (Ibafiez et al., 2012).
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La resazurina es un colorante redox, que exhibe cambios tanto colorimétricos como
fluorometricos relacionados a la actividad celular metabdlica (Gonzélez & Tarloff,
2001; Ahmed et al., 1994). La técnica se basa en la capacidad de células activas
metabOlicamente que reducen la resazurina a resorufina y dihidroresorufina. Esta
conversién ocurre intracelularmente en la mitocondria de las células viables donde la
forma oxidada de resazurina ingresa al citosol y es convertida a la forma reducida por la
actividad enzimética mitocondrial aceptando electrones del NADPH, FADH, GMNH,
NADH, como se observa en la figura 9 (Makiuchi et al., 2013), la reduccién por el
crecimiento produce que la resazurina oxidada o no fluorescente (color azul) la reduzca

0 cambie a la forma fluorescente (color rosado).

La resofurina es excretada al medio permitiendo el continuo monitoreo de la
proliferacién y/o la citotoxicidad de sustancias sobre células humanas, animales,
bacterias, hongos. Este colorante es poco toxico para las células y permite la
continuidad de estudios en las mismas células, economizando tiempo y dinero,

especialmente en cultivos primarios donde las células son escasas.

(l)@
([:}1)\ NADH/H*  NAD* H,0 N
N A
HO O 0] HO (0] 0]

. Resorufina
Resazurina

Figura 9. Conversion de resazurina a resorufina (fluorescente), por accion metabdlica de células viables.
Imagen modificada de: http://www.pharmacelsus.de/resazurin_assay/
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5.11 Plantas de la Medicina Tradicional Tacana

El conocimiento de propiedades curativas de plantas medicinales, permite identificar y
aislar compuestos quimicos con actividad bioldgica o propiedades farmacoldgicas, el
grupo étnico Tacana presenta una variedad de plantas utilizadas para tratar males y
enfermedades de todo tipo, a continuacion se resumen algunas de importancia en el

trabajo.

5.11.1 Triplaris.

Triplaris es un arbol de la familia de las Polygonaceae nativo de los bosques de Centro
y Sudamérica. EIl tronco alcanza hasta 25 m de altura y 40 cm de diametro. Las flores

dioicas pueden ser de color blanco, rojo o naranja.

Usos Tacana: La madera es utilizable en la construccion de viviendas y muebles. Las

flores rojas se utilizan como adorno en las iglesias, haciendo arreglos en forma de cruz.

Mientras que en la medicina tradicional se utiliza la corteza para hacer infusiones
contra la diarrea y en casos de lombrices intestinales (Ascaris spp.), también utilizan
en mujeres que no pueden dar a luz al momento del parto. Debido a los antecedentes
antiparasitarios descritos, se probd contra Leishmania, sin embargo no se obtuvieron

resultados positivos in vitro contra este parasito (Bourdy et al., 2000).
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5.11.2. Anani pa (Triplaris poeppigiana)

Presenta hojas lanudas, se caracteriza por tener flores de color rojo dioicas, (figura 10)

aungue presenta mutualismo con las hormigas, existen pocas dentro del tronco

Figura 10. Arbol y flor de Triplaris poeppigiana
Imagen recuperada de los viajes de campo San Buenaventura 2014

5.11.3 Anani (Triplaris americana)

A diferencia de Triplaris poeppigiana, tiene las hojas lisas, sin pelos y su tronco esta
lleno de hormigas rojas, la flor dioica de esta especie es color naranja (Bourdy et al.,
2000).

Figura 11. Arbol y flor de Triplaris americana
Imagen recuperada de los viajes de campo San Buenaventura 2014
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5.11.4 Evanta (Galipea longiflora)

Galipea longiflora Krause es conocida como Evanta entre las etnias Amazonicas,
Tacana, Moseten y Tsimane, la emplean como fortificante en nifios y adultos, ademas se
utiliza en el tratamiento de diarreas causadas por parasitos intestinales, como en el

tratamiento de Leishmania (Bourdy et al., 1999).

Algunos autores han demostrado que los alcaloides de esta planta tienen una amplia
gama de actividad bioldgica in vitro, como  antitripanosoma, antirretroviral,
antiplasmodial, nematocida, trichomonacida y antimnycobacterium ademas de un efecto

gastro-protector (Aguinaldo et al., 2007; Campos et al., 2010; Salamanca et al., 2008)

5.11.5 Tahua Midha, Tahua Pa (Pourouma cecropiifolia)

Conocido también como ambaibillo, los Tacana designan la especie con dos nombres
diferentes, Tahua midha para el individuo macho y Tahua pa para el arbol hembra que
da frutos comestibles. Utilizan para la pesca, el tronco como lefia, su uso medicinal es

en casos de infeccion urinaria.

5.11.6 Cuabad’u (Cedrela fissilis)

El pueblo indigena lo utiliza en caso de diarrea con o sin fiebre, también cuando hay
hemorragias en mujeres después de dar a luz, ayuda a limpiar la matriz después del

parto y como antiinflamatorio luego de golpes fuertes.
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5.11.7 Shaute uja (Zingiber officinale)

Denominada también como Picantillo dentro de la comunidad Tacana, Zingiber
officinale es una planta medicinal que se ha utilizado ampliamente en diferentes
culturas alrededor del mundo, las principales acciones farmacoldgicas del jengibre y sus
compuestos aislados incluyen acciones de inmunomodulacién, antiinflamatorias, anti
apoptoticas, antihiperglicemiantes, antilipidémicas y antieméticas. También es conocido
por ser un buen antioxidante pudiendo mitigar o prevenir la generacion de radicales
libres (Bradeldin et al., 2007). El pueblo Tacana recomienda el uso de esta planta para

diarrea, resfrio, disenteria y reumatismo.

5.11.8 Chuchuhuasi (Maytenus laevis)

Sirven para tratar infecciones e inflamaciones, otras muestran actividad analgésica y
antiulcerosa, al mismo tiempo que reportan actividad antiplasmodica (Fonseca et al.,

2009; Estevam et al., 2009).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Disefio metodoldgico

Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas

I
4
Unidad de Unidad de

FITOQUIMICA PARASITOLOGIA
Area de Evaluaciones

\ 4

\ 4
Adaptacion a cultivos in vitro en medio TYIS-

Recoleccién e identificacion . .3,3
del material vegetal Identificacién molecular

Reconocimiento del comportamiento parasitario

Viajes de campo

Triplaris americana

Triplaris poeppigiana

Estandarizacion del Metronidazol
Otras especies vegetales método fluorometrico | Mebendazol
con antiparasitarios Albendazol
. Tinidazol
convencionales.
Valores de
ICso
ObtenCIénde -------------{---

Primera evaluacion

—P . , . .
extractos crudos del bioldgica, T. americana

) Control de prueba
material vegetal

\ 4
Segunda evaluacion
bioldgica T. poeppigiana

\ 4
Evaluacion de extractos
vegetales de otras plantas
de la medicina tradicional
Tacana
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6.2 Medio de Cultivo TY1S-33

El medio de cultivo utilizado en el estudio fue TYIS-33 modificado enriquecido con
15% de Suero Bovino Fetal (Sigma-Aldrich), el cual permiti6 mantener la viabilidad de

los trofozoitos de G. lamblia. Cada 100 mL de medio contiene los siguientes reactivos:

K,HPO, 01 g
KH,PO, 0.06 ¢
NaCl 01 g
Extracto de levadura 3 g
Bilis bovina deshidratada 0.05 ¢
Glucosa 1 g
L-cisteina HCI 02 g
Acido ascérbico 0.02 g
Citrato férrico amonico 2.2 mg

El medio de cultivo se ajustd a pH 7.0 con NaOH 0.1 N.

Una vez preparado se esterilizd filtrandolo a través de una membrana de 0.22 pm
Millipore (Thomas Scientific), se suplement6 con 15 % de Suero Bovino Fetal (SBF) y
3% de solucion de vitaminas (Sigma - Aldrich). EI medio se alicuoto en tubos de
50 mL estériles para ser utilizados por 7 — 15 dias, almacenandolos a -20°C para su
conservacion. Todo se realizd en condiciones estériles, trabajando en campana de flujo

laminar.
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6.3 Giardia lamblia y procedimiento de cultivo celular

Los trofozoitos de G. lamblia se obtuvieron por donacién de la doctora Maria
Auxiliadora Dea Ayuela, profesora en Farmacia de la Universidad Complutense de

Madrid, Espaiia (2009).

La forma parasitaria fue crioconservada resuspendida en una solucion de Suero Bovino
Fetal (SBF) al 15% utilizado como protector del Dimetil Sulfoxido (Sigma - Aldrich)
(DMSO), almacenada a una temperatura de -80°C en un congelador (Nuaire) del

I.I.LF.B.

El descongelamiento consistia en llevar los tubos crioconservados a 37°C en bafio
maria y centrifugar por 5 minutos a 2500 r.p.m., desechar el sobrenadante, transferir los
trofozoitos del precipitado a un tubo de 1,5 mL. estéril con medio TY1S-33 previamente
atemperado. Se lleno por completo el tubo con el medio de tal forma que no hubo
presencia de aire debido a que estos parasitos son anaerobios facultativos, los tubos
fueron incubados en una estufa a 37°C (Faeta), colocados de manera inclinada puesto

que existe mayor superficie, permitiendo mejor crecimiento.

6.4 Curva de crecimiento de G. lamblia

Para conocer el comportamiento bioldgico del parasito se realizd la curva de

crecimiento, el proceso consistié en la inoculacion de 2x10* trofozoitos G. lamblia/mL
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en 10 tubos eppendorf de 1,5mL saturados con medio TYIS-33 que se incubaron a

37°C.

El recuento celular se realizo diariamente a la misma hora utilizando los reticulos de
glébulos blancos en una camara de Neubauer, haciendo diluciones 1/10 con

glutaraldehido 2.5% para evitar la motilidad durante el conteo. (Figura 12).

Figura 12. Reticulos utilizados para el recuento de trofozoitos de G. lamblia

El calculo del recuento parasitario se hizo mediante la formula:

Trofozoitos contados x10 x 2.5 x 1000 = Trofozoitos/mL

El recuento se realizo por triplicado.

6.5 Resazurina

La resazurina (Sigma - Aldrich) fue almacenada a 4°C protegida de la luz.

Se preparod una solucion madre al 1% p/v con concentracidn equivalente a 4 M, a partir

de la cual se realizaron diluciones de 4, 2, 1, 0.5, 0.25 mM con Buffer Fosfato
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Salino (pH 7.4). Esto se realizé con el fin de determinar la concentracién ideal para la

lectura fluorométrica del trabajo.
6.6 Estandarizacion de la técnica fluorométrica

A partir de un cultivo in vitro de trofozoitos de 48 horas de crecimiento se hicieron
célculos y se realizaron diluciones seriadas %, utilizando concentraciones entre 1,5 x10°
hasta 2,5x10° trofozoitos/mL, estos fueron distribuidos en placas de cultivo de 96 pozos
(Cellstar) por duplicado en diferentes dias, a cada pozo se afiadi6 10uL de la solucioén de

resazurina a diferentes concentraciones (4, 2, 1, 0.5, 0.25 mM).

Se probaron tiempos de incubacién de 2, 3, 4, 5, 6 y 7 horas. Las placas fueron leidas
en un lector de Fluorescencia (Synergyht, Biotek) a una longitud de excitacion y
emision de 540 y 590 nm respectivamente. A partir de los datos, se obtuvo curvas de
fluorescencia en funcién a las concentraciones de parasitos y concentracion de

resazurina, para los diferentes tiempos de incubacion.
6.7 Antiparasitarios convencionales

Para la estandarizacion de la técnica se utilizaron los siguientes antiparasitarios
adquiridos en la farmacia institucional:

Albendazol 400 mg
Mebendazol 100 mg
Metronidazol 500 mg
Tinidazol 1000 mg
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Como control antiparasitario natural se utilizaron Alcaloides Totales de Corteza de
Galipea longiflora (CAT), los cuales se obtuvieron de la Unidad de Fitoquimica del

I.I.LF.B. (Bourdy et al., 2000, Salamanca 2008, Giménez et al., 2009- 2014)

Tanto los medicamentos convencionales como CAT se disolvieron en DMSO al 96%,
obteniéndose una concentracion de 10 000 pg/mL respectivamente, como se resume en
la tabla 1. Se puede observar que los antiparasitarios presentan una gran cantidad de

excipientes que pueden interferir al momento de hacer las diluciones.

Cantidad
Peso tedrico | Peso real | Principio pesada de Principio DMSO
mg mg activo % | capsula para activo pL [c] ng/mL
obtener 2 mg de
principio activo
Albendazol 400 742 53.9 3.71 mg 2mg 200 10000
Mebendazol 100 258 39 5.16 mg 2mg 200 10000
Metronidazol 500 791 63 3.16 mg 2mg 200 10000
Tinidazol 1000 1217 82 2.43mg 2mg 200 10000

Tabla 1. Resumen de la obtencidn de la disolucién madre de antiparasitarios convencionales utilizados
en el tratamiento contra G. lamblia.

Para llegar a la concentracion de 2 pg/mL a partir de la cual se hicieron diluciones
seriadas de 1pg/mL hasta 0,007 pg/mL, las cuales engloban la 1Csy establecida de
medicamentos convencionales, se procedié de la siguiente manera (citamos como

ejemplo el albendazol):

Principio Dilucion en
1P DMSO uL [c] pg/mL | medio TYIS- | [c] pg/mL
activo 33
Albendazol | 2mg 200 10000 | /100 | 1/50 2

Tabla 2. Metodologia para llegar a la concentracion de 2 pg/mL
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Mientras que de CAT se hicieron diluciones igualmente seriadas utilizando

concentraciones de 100 pg/mL hasta 12,5 pg/mL como se indica en la tabla 3.

Concentraciones utilizadas de antiparasitarios convencionales y CAT

Diluciones de Diluciones del
antiparasitarios control natural,
convencionales con CAT con DMSO
DMSO pg/mL pug/mL
1 100
0.5 50
0.25 25
0.125 12,5
0.06
0.03
0.015
0.007

Tabla 3. Concentraciones de antiparasitarios convencionales (albendazol, mebendazol, metronidazol,

tinidazol) y CAT como control natural, utilizados para la estandarizacién del método fluorometrico.

6.8 Ensayo para la determinacion de la Concentracion Inhibitoria Media de drogas

control

Se hizo una dilucion 1/10 del cultivo de trofozoitos con glutaraldehido 2.5% para fijar
los parasitos y realizar el recuento en camara de Neubauer. Se ajusté la poblacion a
7,5x10 ° trofozoitos/mL con medio TY1S-33 modificado, distribuyéndolos en placas de

96 pozos (Cellstar) en un volumen de 100 pL. A continuacién se procedié a afiadir las
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distintas concentraciones de las drogas control a evaluar en volumen similar al de los
parésitos, se realizd un control de crecimiento parasitario, es decir 100 pL de parésitos
ajustados a 7,5x10 ° trofozoitos/mL mas 100pL de antiparasitario convencional diluido
en medio TYI-S-33. Como blanco se utilizo el medio de cultivo. Como control positivo
de crecimiento se utilizaron los trofozoitos en medio TYIS-33 sin ninguna droga, se

detalla el procedimiento en la figura 13.

Se incubd por 48 horas a 37°C dentro de un CandleJarr, un recipiente cerrado de vidrio
con una llave de paso en la tapa y una vela encendida en su interior de tal modo que
permita la salida del oxigeno y la saturacion en el interior de anhidrido carbonico
requerido para el crecimiento de los trofozoitos de G. lamblia. Pasado este tiempo, a la
placa se afiadid (10uL/pozo) de una solucion de resazurina 2mM en Buffer Fosfato
Salino (pH 7.4). Las placas se incubaron durante 4 horas a 37°C, en el CandleJarr
con el mismo procedimiento, fueron reveladas y leidas en un lector de fluorescencia

Synergyht BioTek.

Pasado el tiempo de incubacién se procedio a la lectura fluorométrica 'y determinacion
de la 1Csp, con longitudes de excitacion y emision de 540 y 590 nm respectivamente, el
andlisis de datos fue realizado en el programa Gen5, transformando el indice de
fluorescencia en porcentaje de viabilidad de los paréasitos, donde el 100% representa la

fluorescencia del control de parasitos sin droga.
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0.007

Figura 13. Metodologia de sembrado de drogas control en la placa de 96 pozos.
6.9 Recoleccidn de plantas del género Triplaris y otras especies vegetales

Las especies vegetales fueron recolectadas en la localidad de Buena Vista ubicada en
el municipio Abel Iturralde del departamento de La Paz a una altura de 214 m.s.n.m.
En la comunidad Tacana ubicada a 14°22’ 11.65” S y 67°34°01.12” O. Durante los

meses de julio, septiembre y octubre del afio 2014.

Las plantas recolectadas fueron pertenecientes al genero Triplaris y otras especies

vegetales sefialadas en la tabla 5.
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6.10 Preparacion de extractos crudos para plantas del género Triplaris

Una vez identificado el material vegetal, se dejo secar protegiendo de la luz solar, en un
ambiente cerrado y seco. Se trabajo con la corteza de las dos especies de Triplaris, una
vez molido el material vegetal se realizo la maceracion en etanol 96%, 4 veces, cada
una de 24 hrs. El residuo obtenido al evaporar el disolvente se resuspendi6 en agua y
extrajo tres veces con diclorometano (CH,Cl), obteniendo una subfraccion soluble en
CH,Cl,. La fraccion organica se llevo a sequedad, obteniéndose una fraccion de
CH,Cl,. La fraccion acuosa se extrajo tres veces con acetato de etilo (AcOEt),
obteniéndose una fraccion soluble en AcOEt y una fraccion acuosa. La fraccion
organica se llevo a sequedad, obteniéndose asi una fraccién de AcOEt y una fraccion
acuosa que fue congelada a -80°C vy liofilizada, el procedimiento se describe en Anexos
I1. Se obtuvieron un total de 10 fracciones y subfracciones de cada especie vegetal

como se indica en la tabla 4.
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Triplaris poeppigiana, Anani Pa rojo Triplaris americana, Anani naranja
Extracto obtenido Abreviacion Extracto obtenido Abreviacion

Extracto etandlico Are Extracto etanolico Ane
Fraccion acetato de etilo Ara Extracto acetato de etilo Ana
Fraccion acuosa Arg Fraccion acuosa Anq
Fraccion diclorometano Ard Fraccion diclorometano And
Subfraccion CH,CI, Ardl Subfraccion CH,Cl, Andl
Subfraccion CH,CI, Ard2 Subfraccion CH,Cl, And?2
Subfraccion CH,CI, Ard3 Subfraccion CH,Cl, And3
Subfraccion CH,CI, Ard2-1 Subfraccion CH,Cl, And2-1
Subfraccion CH,CI, Ard2-2 Subfraccion CH,Cl, And2-2
Subfraccion CH,CI, Ard2-3 Subfraccion CH,Cl, And2-3

Tabla 4. Fracciones y subfracciones obtenidas en el proceso de maceracion y particion de cada especie
vegetal de Triplaris.

Los porcentajes de rendimiento, las fracciones y subfracciones obtenidas de los
extractos de T. poeppigiana y T. americana se resumen en el esquema 1.

Una vez obtenidos los extractos y pesados se diluyeron en DMSO al 96% obteniendo
una concentracion de 10 000 pg/mL, se hicieron las diluciones para utilizar a una
concentracion de 100 pg/mL y el DMSO termino en una concentracién de 1%, no

toxica para las células.
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Fracciones y subfracciones obtenidas de extractos de T. poeppigiana y T. americana

Triplaris poeppigiana
(Anani pa rojo)
Corteza (58.729)

Triplaris americana
(Anani naranja)
Corteza (86.260)

Extracto etanélico
Are: 10.56 g (17.98%)

Ane: 13.38 g (15.51%)

Particion CH,CI,/H,O

Maceracién con Etanol 96% (4veces/24h)

Fraccion CH,Cl, -
Fraccion H,O
Ard: 0.1763 g (1.67%)
And: 0.21 g (1.57%)
Particion AcOEt/H,0O
Sephadex LH-20
CHCI;:MeOH 1:1
| |
Ardl: 49.1mg Ard2: 77.8mg Ard3: 19.1mg Fraccion AcOEt Fraccién H,O
And1: 67mg And2: 111.6mg And3: 15.1mg

Sephadex LH-20
CHCI;:MeOH 1:1

Ara: 1.30g (12.31%)
Ana: 1.34qg (10.0%)

Ard2-1: 22.4mg
And2-1: 26mg

Ard2-2: 12.8mg
And2-2: 35.2mg

Ard2-3: 39.8mg
And2-3: 42.9mg

Arg: 2.52g (23.86%)
Anq: 5.11g (38.2%)

Esquema 1. Porcentaje de rendimiento del extracto y fracciones obtenidas de la corteza de Triplaris

poeppigiana (rojo) y Triplaris americana (azul) durante el estudio quimico biodirigido.
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6.11 Ensayo para la determinacion de la Concentracion Inhibitoria Media de

extractos crudos de Triplaris .

Se hizo una dilucion 1/10 del cultivo de trofozoitos con glutaraldehido 2.5% para fijar
los parésitos y realizar el recuento en camara de Neubauer. Se ajusto la poblacion a
7,5x10 ° trofozoitos/mL con medio TYI1S-33 modificado, se los distribuyo en placas de
96 pozos (Cellstar) en un volumen de 100uL. A continuacion se procedid a afiadir las
distintas concentraciones de los extractos, fracciones y subfracciones de T. americana y
T. poeppigiana a evaluar (100-50-25-12,5-6,2-3,1-1,5-0,7ug/mL), en volumen similar
al de los parésitos, se utilizd controles de crecimiento parasitario, el blanco fue el

medio de cultivo, de igual manera que en la estandarizacion.

Las placas se incubaron en el CandleJarr de la misma manera descrita en la
estandarizacion, luego de 48 horas fueron reveladas y leidas en el lector de

fluorescencia Synergyht BioTek para determinar la ICs.

6.11.1 Determinacién de la Concentracion Inhibitoria Media de otras

especies vegetales

Para la determinacion de ICsy de otras especies vegetales de la farmacopea tradicional,
se realizo el mismo procedimiento, con la diferencia que la concentracién de los
extractos etandlicos evaluados fueron 200-100-50-25ug/mL. Los nombres genéricos y

utilidad de las plantas se resumen en la tabla 5.
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N° | Nombre genérico Organo Fecha de colecta Usos medicinales Tacana
1 | Ambaibillo Hojas Septiembre 2014 Infeccion urinaria
2 | Ambaibillo Talloy ramas | Septiembre 2014 Infeccion urinaria
3 | Cawasha Hojas Octubre 2014 Infecciones fuertes
4 | Cawasha Raiz Octubre 2014 Infecciones fuertes
5 [Cedro Corteza Octubre 2014 Antiparasitario
6 | Cepa caballo Raiz Septiembre 2014 Diarrea con sangre
7 | Chiori de otro tipo Hojas y tallo | Octubre 2014 Anti leishmania
8 | Chiori de otro tipo Raiz Octubre 2014 Anti leishmania
9 | Chiwama Raiz Septiembre 2014 Verrugas
10 | Chuchuhuasi Corteza Septiembre 2014 Reumatismo
11 | Chuchuhuasi Raiz Septiembre 2014 Reumatismo
12 | Corazoén de Jesus (liana) Hojas Octubre 2014 Diarrea con sangre
13 | Corazdn de Jesus (liana) Tallo y raiz Octubre 2014 Diarrea con sangre
14 | Manzano silvestre Corteza Octubre 2014 Diarrea y Tetanos
15 | Patujusillo tallo Tallo Octubre 2014 Diarreas
16 | Patujusillo Raiz Octubre 2014 Diarreas
17 | Picantillo jengibre Raiz Septiembre 2014 Diarrea y antiparasitario
18 | Ribaribay planta entera Planta entera | Octubre 2014 Diarrea con sangre
19 | Toronjil Hojas Octubre 2014 Dolor estomacal
20 | Toronjil Tallo Octubre 2014 Dolor estomacal
21 | Toronjil Inflorescencia | Octubre 2014 Dolor estomacal
22 | Toronjil Raiz Octubre 2014 Dolor estomacal
23 | Viravira Tallo Octubre 2014 Diarreas y hongos
24 | Viravira Raiz Octubre 2014 Diarreas y hongos
25 | Yondilla Hojas Septiembre 2014 Acné
26 | Yondilla Tallo Septiembre 2014 Acné
27 | Yondilla Raiz Septiembre 2014 Acné

Tabla 5. Resumen de plantas evaluadas diferentes al género Triplaris y usos tradicionales Tacana.
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6.12 Tipificacion parasitaria por PCR-RFLP del gen beta giardina

A los trofozoitos se realizé la tipificacién molecular para determinar si la especie con la
que se trabajaba era similiar a la especie circulante en nuestro medio, es por eso que se

comparo con ADN de quistes extraidos de muestras circulantes en nuestro medio.

®
Se utiliz6 el kit de extraccion PureLink DNA  (Invitrogen). Se adiciono 200 pl de
buffer de lisis y mezcld en vortex para homogeneizar la solucion. Se incubo a 55°C
por 10 minutos, luego se adiciond 200 pl de etanol 96% al lisado. De acuerdo a las

instrucciones del Kit, la muestra de ADN fue almacenada a 4°C hasta su analisis.
Se amplificd del gen beta giardina, un fragmento de 753 pb usando los cebadores:

G7 (5"-AA GCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC- 3)

G759 (5'-G AGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3)

La concentracion de los reactivos utilizados fue: solucién tampén de la DNA Taq
polimerasa 1X, MgCI2 1,5 mM, 0,2 mM de la mezcla de NTP, 1 uM de cada cebador,
0,2U de Taqgpolimerasa y 2 uLL de DNA, para un volumen final de 20 pL. La reaccion se
efectué en un termociclador Minicycler con una temperatura de desnaturalizacién de
94 °C durante cinco minutos, seguido de 35 ciclos a 94 °C durante 30 segundos, 65 °C
por 30 segundos, 72 °C por un minuto y un ciclo de extension final a 72 °C por siete

minutos. Ademas, se incluy6 un control de corrida sin muestra de ADN.
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7. RESULTADOS

7.1 Adaptacion de trofozoitos de G. lamblia al medio de cultivo TYI1S-33

La adaptacion al medio TYIS-33 modificado luego del descongelamiento de los
trofozoitos crioconservados se observo diariamente bajo microscopio notando

diferencias en la capacidad de adherencia al tubo, motilidad y divisién de los mismos.

7.2 Curva de crecimiento de Giardia lamblia

Curva de Crecimiento de Giardia lamblia
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Figura 14. Curva de crecimiento de Giardia realizada por triplicado.
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Las poblaciones obtenidas nos permitieron hacer una gréfica del crecimiento parasitario
por mL. Se puede observar una fase de adaptacion durante el primer dia, a partir del
segundo dia hay crecimiento con un aumento significativo durante los dias 5, 6 y 7, la
fase estacionaria dura hasta el decimo dia a partir del cual la cifra de trofozoitos fue

decreciendo hasta el dia 12 en el que se interrumpe el proceso.

7.3 Estandarizacion de la técnica fluorométrica

Durante la estandarizacion del método flurométrico, se observo que las concentraciones
de resazurina 2mM y 4mM emitian mayor fluorescencia; para obtener la ICsy de los
medicamentos convencionales y extractos crudos seria necesario leer la fluorescencia

emitida por la mitad de la poblacion parasitaria sobreviviente.

Los resultados mostraron que con una concentracion de resazurina 2mM la diferencia
de emision de fluorescencia entre una poblacion y la mitad de la misma era alrededor de
6000 UFR, las cuales permitirian discriminar de mejor manera los resultados de ICsp a
diferencia de la fluorescencia emitida por la mitad de la poblacion con resazurina 4mM
(3000 URF), que podrian ser considerados como parametros positivos, lo que no

permitiria hacer una discriminacién al momento de calcular la I1Cs.
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frente a distintas concentraciones de resazurina
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Figura 15. La fluorescencia (U.F.R.) emitida entre las concentraciones parasitarias/mL y las diferentes
concentraciones de resazurina.

Una vez establecidas las concentraciones de rezasurina 'y trofozoitos/mL, se procedio a

determinar el tiempo de incubacion, observando que a las 4 horas era el tiempo donde la

emision de fluorescencia era mayor, para lo cual hizo la comparacion respectiva de la

emision de fluorescencia (UFR) por la resazurina a distintas concentraciones en

diferentes tiempos con una concentracion parasitaria de 7.5 x10° trofozoitos de Giardia

/mL.
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La mejor correlacion lineal (R=0.96) se obtuvo con la concentracion de resazurina
2mM a las 4 horas y se observo que a partir de este periodo la emision de fluorescencia

no aumentaba en niveles significativos (Figura 16).

Emision de fluorescencia de la concentracion parasitaria establecida
a diferentes tiempos
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Figura 16. Comparacién de la emision de fluorescencia (UFR) por la resazurina en diferentes tiempos
con una concentracion de 7.5 x10° trofozoitos de G. lamblia /mL.

Por lo tanto, para el procedimiento se tomo trofozoitos de un cultivo en crecimiento de
48 hrs., llevandolos a una concentracién parasitaria de 7.5 x10° trofozoitos/mL, se
alicuoté 100 pl en cada pocito de la placa, ademas de 100 ul de medio de cultivo con:
extractos a evaluar, los controles y el blanco, se incubaron a 37°C por 48 hrs. en un
CandleJarr sacando el oxigeno de manera descrita anteriormente. Pasado ese tiempo, se
afiadio 10 pl de resazurina 2mM en cada pocito y se incubaron a 37°C por 4 hrs.

Finalmente se leyo la placa en el lector de fluorescencia.
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7.4 Concentracion Inhibitoria Media de medicamentos convencionales

La ICs, obtenida de las drogas convencionales en el presente trabajo fueron:
mebendazol 0.012 +0.0028 pg/mL, albendazol 0.021 +0.002 pg/mL, tinidazol 0.161
+0.085 pg/ml, metronidazol 0.354  +0.058 pg/mL, estos resultados se asemejan a
resultados obtenidos por estudios previos que nos permiten validar la técnica. (Cedillo-
Rivera, 1992; Gadelha 2005; Calzada et al., 2003) Los resultados indican que
trofozoitos de G. lamblia presentan mayor sensibilidad tanto al albendazol como al
mebendazol, sin embargo las drogas utilizadas como gold estandar son el metronidazol

y el tinidazol.

En la figura 17 se observa la curva de Concentracion Inhibitoria Media obtenida del

metronidazol, la curva de los demas antiparasitarios se observan en Anexos I.

Curva de la Concentracion Inhibitoria Media del
Metronidazol
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Figura 17. Curva obtenida por el programa Gen5 que muestra la 1Csy del metronidazol.
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Los resultados obtenidos indican que la técnica fluorométrica con resazurina tiene un
buen potencial para ser utilizado en pruebas de tamizaje a los medicamentos
antiparasitarios, productos sinteticos y extractos naturales, ya que los resultados con los
antiparasitarios comunmente utilizados se asemejan a resultados obtenidos en otros
trabajos que seran discutidos mas adelante. En la tabla 6 se resumen las I1Cs obtenidas

de los antiparasitarios convencionales con su respectiva desviacion estandar.

Medicamento 1Cso pg/mL

Albendazol 0,021 +0.002
Metronidazol 0.354 £0.058
Tinidazol 0.161 +0.085
Mebendazol 0.012 +0.0028

Tabla 6. Resumen de la ICsy de antiparasitarios convencionales utilizados para G. lamblia y su
respectiva desviacion estandar.

7.5 Concentracion Inhibitoria Media de Galipea longiflora

Se vio efecto con los alcaloides totales de la Corteza de Galipea longiflora, especie
vegetal utilizada como antiparasitario y como control natural en el estudio, con una

concentracion de 57.3 £ 7.0 pg/mL como se observa en la tabla 7.

Corteza Alcaloides Totales de
Galipea longiflora 1Cso ug/mL

CAT 57.3+7.0

Tabla 7. 1Cso de Corteza Alcaloides Totales de Galipea longiflora (CAT) cuya actividad antiparasitaria
es menor a 100 pg/mL. Resultados obtenidos por el programa Genb.
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7.6 Concentracion Inhibitoria Media de fracciones y subfracciones de Triplaris

poeppigiana y Triplaris americana.

Una vez estandarizada la técnica, se realizaron las pruebas para determinar la ICsy de
las fracciones y subfracciones de las especies vegetales. Los resultados muestran una
actividad antiparasitaria baja, mayor a 100 pg/mL, las concentraciones de rendimiento
de los extractos de Triplaris se resumen en el esquema 2. La subfraccion And3 del T.
americana, Anani naranja, muestra una ICsp de 73.3 £10 pg/mL, en las demaés
fracciones y subfracciones no se observan resultados que puedan tener un efecto

antiparasitario in vitro con concentraciones menores a 100 pg/mL.
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Rendimiento de las Fracciones y subfracciones obtenidas de los extractos de T.

poeppigiana y T. americana

Triplaris poeppigiana

Triplaris americana

Extracto etanélico

Are: >100 pg/mL
Ane: >100 pg/mL

| Particion CH,Cl,/H,0

Maceracion con Etanol 96% (4veces/24h)

Fraccion CH,ClI,

Fraccion H,O

Ard: >100 pg/mL

And: >100 pg/mL Particién AcOEt/H,0
Sephadex LH-20
CHCI;:MeOH 1:1
| |
Ard1: >100 pg/mL Ard2: >100 pg/mL Ard3: >100 pg/mL Fraccion AcOEt
And1: >100 pg/mL And2: >100 pg/mL And3: 73.3 pg/mL
Gl Ara: >100 pg/mL
Ana: >100 pg/mL

Sephadex LH-20
CHCI3:MeOH 1:1

Ard2-1: >100 pg/mL
And2-1: >100 pg/mL

Ard2-2: >100 pg/mL Ard2-3: >100 pg/mL
And2-2: >100 pg/mL And2-3: >100 pg/mL

Fraccion H,O

Arq: >100 pg/mL
Ang: >100 pg/mL

Esquema 2. Rendimiento de las fracciones y subfracciones obtenidas de la corteza de Triplaris

poeppigiana (rojo) y Triplaris americana (azul).
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7.7 Concentracion Inhibitoria Media de otras plantas pertenecientes a la medicina
tradicional Tacana.

El propdsito de este estudio fue evaluar el efecto antiparasitario in vitro sobre
trofozoitos de G. lamblia, de extractos de plantas medicinales utilizadas por el pueblo
Tacana para el tratamiento de diarrea, de manera que el estudio contribuya a mejorar la
bioprospeccion de plantas y sus efectos, por este motivo se recolectaron diferentes
plantas de la medicina tradicional Tacana, distintas a las del género Triplaris y se
evaluaron sus extractos sobre trofozoitos de G. lamblia. Dentro de este grupo de
plantas, los resultados muestran que al menos 13 presentan actividad antiparasitaria
menor a 200 pg/mL de las cuales 2 fracciones, raiz de Chuchuhuasi (Maytenus laevis) y
Jengibre (Zingiber officinale), tienen buena actividad antiparasitaria con una ICs

proxima al antiparasitario natural, CAT. Los resultados se observan en la tabla 8.
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- Nombrepgigrr:t:arllco dela Organo 1Cso /ML
1 Ambaibillo Hojas >200

2 Ambaibillo Tallo y ramas 180.35 +5.14
3 Cawasha Hojas >200

4 Cawasha Raiz >200

5 Cedro Corteza >200

6 Cepa caballo Raiz >200

7 Chiori de otro tipo Hojas y tallo 175.3

8 Chiori de otro tipo Raiz 164.05

9 Chiwama Raiz 144.3 +15.2
10 Chuchuhuasi Corteza 182.73 +14.95
11 Chuchuhuasi Raiz 67.77 £21.09
12 Corazon de JesUs (liana) Hojas >200

13 Corazon de JesUs (liana) Tallo y raiz >200

14 Manzano silvestre Corteza >200

15 Patujusillo tallo Tallo 150.83 +4.47
16 Patujusillo Raiz 174.6 £9.89
17 Picantillo jengibre Raiz 64.89 £11.45
18 Ribaribay Planta entera >200

19 Toronjil Hojas >200

20 Toronjil Tallo >200

21 Toronjil Inflorescencia >200

22 Toronjil Raiz 175.4 +3.11
23 Vira vira Tallo >200

24 Vira vira Raiz >200

25 Yondilla Hojas 144.05 +£12.43
26 Yondilla Tallo 185.3 +12.72
27 Yondilla Raiz 188.9 +9.61
28 Metronidazol* 0.302 +0.072
29 Tinidazol* 0.190 £0.018
30 CAT** 53.62 +9.56

Tabla 8. 1Cs, de fracciones de extractos vegetales diferentes al género Triplaris donde se observa que

las fracciones de raiz de Chuchuhuasi y Picantillo tienen una ICsy menor a 100 pg/mL. Resultados
obtenidos por el programa Gen5
*Antiparasitario convencional utilizado como control positivo
**Control antiparasitario natural

60



7.8 Identificacion molecular

Los productos amplificados se visualizaron mediante una electroforesis en gel de

agarosa al 2% revelados con Sybrgreen (Invitrogen) como se observa en la figura 18.

PCR — RFLP del gen de la beta giardina
1. 2 3 4 & 6 7 M

1000ph
500pb
200pb
100pb

—
_~

Figura 18. Gel de agarosa al 2% tefiido con SybrGreen, muestra bandas amplificadas de 1: trofozoitos de cultivo; 2,
3, 4 y 5: muestras de quistes; 6: muestra de Leishmania; 7: Control de corrida blanco; M: marcador de peso
molecular. Se usaron cebadores G7 y G759 para amplificar gen beta giardina (753pb).

Los amplicones fueron digeridos con la enzima de restriccion Haelll (para el fragmento
de 753 pb) utilizando 0,2 U de la enzima en un volumen final de 20 ul durante una hora
a 37°C , posteriormente fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 2 % y se
revelaron de igual manera, los perfiles de restriccion permitieron discriminar los
genotipos. Se han descrito ocho genotipos de G. lamblia, del A al H. Los genotipos A'y
B se han aislado de humanos y algunos mamiferos. En nuestro trabajo, las muestras de
quistes de pacientes de nuestro medio, mostraron que todas eran del genotipo A como se

observa en la figura 19.
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Amplicones digeridos con Haelll.

1000pb

400pb
300pb
200pb

i 1000pb

—1 400pb
—| 300pb
200pb

100pb

—| 100pb

Figura 19. Gel de agarosa al 2% teflido con Sybrgreen muestra los fragmentos de restriccion del producto de 753 pb

del gen de la beta giardina con la enzima de restriccion Hae .

A. 1: Trofozoitos de cultivo (genotipo A: 200, 150, 130 pb); 2: M22 (genotipo A: 200, 150, 130 pb) 3: M27
(genotipo A: 200, 150, 130 pb); 4: M40 (genotipo A: 200, 150, 130 pb); 5: M80 (genotipo A: 200, 150, 130
pb); 6: T.cruzi 7: control de corrida blanco, M: marcador de peso molecular de 100 pb. B. Diagrama en

que se reproducen los fragmentos apreciados en la corrida electroforética

La cepa de G. lamblia cedida por la Universidad Complutense de Madrid, Espafia,

correspondio al genotipo A de acuerdo con el perfil de restriccion descrito por

Caccio, et al.2002.

Tamafio del Enzima Perfil de las bandas

. (numero de Tamafio de los fragmentos : -

Genotipo | Fragmento del sitios de esperados (pb) para el diagnostico de
gen amplificado restriccion) los genotipos (pb)

A Beta giardina Hae 111 (4) 202, 201, 150, 126, 74 200, 200, 150, 130
B Beta giardina Hae 111 (5) 202, 176, 150, 117, 84, 24 200, 180, 150, 120, 80
C Beta giardina Hae 111 (6) 286, 150, 126, 102, 70, 15,4 | 290, 150, 130, 100, 70
D Beta giardina Hae Il (3) 346, 286, 117, 4 350, 290, 120

Tabla 9. Tamafio de los fragmentos esperados (pb) y perfil de bandas para diagnostico (pb) de los genotipos de G.
lamblia sometidos a PRC —RFLP a partir de un fragmento de 753 pb del gen de la beta giardina digerido con Hae Il




El tamafio de los fragmentos de restriccion esperados se muestra en la tabla 9. Se
designo un perfil de diagndstico para cada enzima redondeando el tamafio de los
fragmentos para simplificar el anélisis de los geles. Los fragmentos de menos de 50 pb
no se incluyeron, dado que no migran fuera del gel y porque los genotipos se pueden
distinguir sin necesidad de analizar las bandas de menos de 50 pb, segun los reportes de

Caccio, et al. 2002; Lebbad, et al., 2008.
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8. DISCUSION

Existen estudios que indican el aumento de la resistencia por parte de Giardia lamblia a
los medicamentos convencionales (Ortega & Adam 1997; Gardner & Hill 2001;
Upcroft & Upcroft, 2001), ademas que estas enfermedades parasitarias son un
problema de salud publica en todo el mundo por lo que el estudio de la sensibilidad a
extractos de plantas alternativos a la medicina convencional es necesario para el
desarrollo de nuevas sustancias, agentes o entidades quimicas antiparasitarias que

tengan un minimo de efectos adversos.

Hacer la curva de crecimiento permiti6 conocer el comportamiento de division
parasitaria y comparar los resultados de adaptacion parasitaria al medio de cultivo frente
a datos obtenidos en otros trabajos. Karapetyan en 1963 cultivando G. lamblia en un
medio de cultivo compuesto de suero humano, tripticasa, extracto de embrion de pollo y
solucién de Hank, sefialo que el maximo de crecimiento se conseguia en los dias 5, 6 y
7; mientras que Gonzales et al en 1986, utilizaron medio HLELSB y TC-199 para
realizar una curva de crecimiento de G. lamblia teniendo los mayores crecimientos
durante los dias 4, 5 y 6 indicando un descenso del crecimiento en los dias sucesivos.
El hallazgo en nuestro trabajo fue similar al de ambos autores ya que el maximo de

crecimiento fueron los dias 5, 6 y 7 (Fig. 14).

Respecto a la estandarizacidn, nuestros resultados muestran una respuesta lineal de la

fluorescencia al incremento del nimero de parasitos. La concentracién parasitaria
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donde la fluorescencia tuvo valores significativos fue 7.5 x10° trofozoitos/mL, por lo
tanto se establecié esta concentracion para el trabajo. Se observo que la concentracion
de resazurina 4mM daba mayor fluorescencia y para obtener la ICsy de los
medicamentos convencionales y extractos vegetales seria necesario leer la fluorescencia
emitida por la mitad de la poblacién parasitaria sobreviviente, los resultados indicaban
que la fluorescencia emitida con resazurina 4mM de dicha mitad, daba datos que
podrian ser considerados como parametros positivos, lo que no permitiria hacer una
discriminacion al momento de obtener la ICso, ya que los datos obtenidos seguirian
siendo elevados, ademas la mejor correlacion lineal (R = 0.9) se dio con la

concentracion de 2mM por lo que utilizamos esta ultima para realizar el trabajo.

Se descartaron las concentraciones menores a 2mM de resazurina debido a que los
resultados muestran una baja emision de fluorescencia por parte de estas, como se puede

ver en la figura 15.

Si bien existen trabajos donde utilizan concentraciones bajas de trofozoitos 2x10*
trofozoitos/mL (Barrén, 2012), 5x10* trofozoitos/mL (Cedillo — Rivera, 1992) estas no
serian significantes para determinar cambios de poblacién buscados ya que no
mostrarian rangos URF significativos; segin Arguello-Garcia et al., 2004, trabajoé con
poblaciones de alrededor de 1x10° trofozoitos/mL y (Ponce - Macotela et al., 2006)
1,5x10° trofozoitos/mL con estas concentraciones en nuestro caso, tampoco podriamos

trabajar ya que producirian saturacion en la emision de fluorescencia.
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Por otro lado, en base a los resultados obtenidos de poblacién parasitaria y
concentracion de resazurina se determind el tiempo de incubacion (figura 16), pudiendo
observar un buen coeficiente de correlacion lineal (R=0,96) a 2 mM y 4 horas de

incubacion.

Mediante estos parametros se confirmo la eficacia antiparasitaria in vitro de varios
compuestos usados para el tratamiento de esta enfermedad obteniendo resultados de
ICso de albendazol (0.021 +0.002 pg/mL), metronidazol (0.354 +0.058 pg/mL),
tinidazol (0.161 £0.085 pg/mL), mebendazol (0.012 +0.0028 pg/mL) acercandose
nuestros resultados a resultados obtenidos anteriormente por estudios de susceptibilidad.
(Cedillo-Rivera, 1992; Gadelha 2005; Calzada et al., 2003) permitiéndonos confirmar
la validez de la técnica, verificando que la mejor respuesta esta dada por el albendazol

y mebendazol frente a trofozoitos de G. lamblia.

En el trabajo utilizamos CAT como control antiparasitario natural ya que segun la
farmacopea tradicional, se utiliza esta planta como vermifugo, antiemético, amebicida y
en el tratamiento de diarreas causadas por otros parasitos intestinales (Bourdy et al.,
2000). Existen estudios que demuestran que el extracto de esta planta es efectiva frente
a protozoarios como Acanthamoeba castellani y A. polyfaga reportando una ICs, de
12.01pg/mL y 27.34 pg/mL respectivamente (Salamanca 2008). En el proyecto
Desparasitacion de Nifios en Escuelas Rurales I y 1l (Giménez et al., 2009- 2014)

muestra una disminucién de la poblacion infantil infectada con G. lamblia de 35% en
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nifios tratados con extracto de Galipea longiflora, en un margen de 2 afios (2010 -
2012). De la manera esperada confirmamos en el trabajo que CAT tienen efecto
antigiardiasico dando una concentracion inhibitoria media de 57.3 £7.0 pg/mL como se

observa en la tabla 7.

La estandarizacién de este método fluorométrico permite que sea una herramienta
sensible y cuantitativa de evaluacion, no solo de drogas antiparasitarias sino que ademas
sirve para iniciar la basqueda de una bioprospeccion de plantas medicinales en el
Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas, demostrando que la determinacion
de fluorescencia emitida por la resazurina es un metodo rapido, sensible, confiable para
realizar pruebas de tamizaje a diferentes productos que se quieran probar de manera in

vitro contra trofozoitos de G. lamblia.

En el estudio se evalud la actividad antigiardiasica de extractos de 2 plantas del género
Triplaris, utilizados para el tratamiento de diarrea por la comunidad indigena Tacana,
reportamos la actividad antigiardiasica de las distintas fracciones de los extractos,
obteniendo resultados mayores a 100 pug/mL en las fracciones y subfracciones de T.
poeppigiana, mientras que en el caso de T. americana, solamente una de las fracciones,
And3, presenta una actividad antiparasitaria con una ICsy de 73.3 pg/mL, siendo las
demas fracciones similares a las de T. poeppigiana, en las cuales no se observan
resultados que puedan tener un efecto antiparasitario in vitro con concentraciones

menores a 100 pg/mL.
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Existen muy pocos trabajos publicados acerca del estudio antiparasitario de plantas del
genero Triplaris, Inocente 2009, habla de compuestos fenolicos de Triplaris americana,
los taninos y flavonoides, quien en su trabajo evalud la actividad antioxidante del
extracto hidroalcoholico, obteniendo una ICso de 9.54 pg/mL asi mismo indico que
extractos de la corteza de Triplaris americana tenian actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis utilizando concentraciones de 600 pg/disco,
800 pg/disco y 1 mg/disco, demostrando que hubo inhibicién del crecimiento menores
al 20% que no son niveles significativos. También existen estudios los cuales destacan
que Triplaris americana presenta actividad antimaldrica contra una cepa de
Plasmodium falciparum resistente a la cloroquina in vivo en roedores infectados con
Plasmodium vinckei petteri 279. (Desmarchelier Alonso, 2005; Mostacero et al.,

2002).

En lo que respecta al tratamiento natural o uso de extractos de plantas contra G.
lamblia, Mc allister et al. 2005, con el uso de extractos con acetona, cloroformo y
butanol de Yucca schidigera demuestra en experimentos in vitro que la concentracion
del extracto requerida para disminuir la adherencia de trofozoitos un 50% es de 62, 135
y 250 pug/mL respectivamente, definiendo que el mejor resultado fue con el extracto de
acetona, 62 pg/mL. En nuestro trabajo la fraccion And3 es obtenida con diclorometano,
en el trabajo de Mc allister el solvente cuya composicion y propiedades quimicas son

similares, es el cloroformo, pudiendo comparar nuestros resultados de 73.3 £10 pug/mL
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con el de 135 pg/mL confirmando que nuestro extracto tiene mayor efectividad

antiparasitaria que otros.

Una publicacion de Harris et al. 2000, demuestra que el extracto del ajo completo
presenta efectos inhibitorios sobre G. lamblia con I1Csy de 300 pg/mL, 3 veces mayor al
que presentan las fracciones de Triplaris.  Gadhella et al., 2005, demuestra en su
estudio con Hovenia dulcis una 1Cso de 50 pg/mL, reportando un mejor resultado de la
fraccion extraida con clorometano a 12 pug/mL. Brandelli et al., 2009 reporta datos de
Achyrocline satureioides capaces de inhibir 47% de poblacion parasitaria de trofozoitos
de G. lamblia a una concentracion de 300 pg/mL, mayores a los que presenta la fraccion
And3 de T. americana. Estos resultados permiten pensar en la presencia de un principio

activo con efecto antiparasitario sobre G. lamblia.

Comparando los datos podriamos concluir que la I1Cso obtenido en nuestro trabajo
puede ser considerada mas efectiva que los extractos de otras plantas, los cuales pueden
ser empleados a futuro para el desarrollo de investigaciones en el ambito de la
farmacologia, ofreciendo una opcion alternativa de origen natural para el tratamiento de

la giardiasis sin que presente efectos adversos indeseables.

Estos resultados revelan informacion importante para tener en cuenta al examinar las
técnicas biodirigidas para identificar los compuestos responsables de la actividad en los

extractos de estas especies vegetales.
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Ante los resultados obtenidos de Triplaris se evaluaron otras plantas de la farmacopea
Tacana como se muestran en la tabla 8, sin embargo de los 27 extractos etandlicos de
plantas de la farmacopea Tacana evaluados, se vio que 14 extractos (52%) no
presentaban actividad antiparasitaria, obteniéndose un 1Cso mayor a 200 pg/ml, 8
extractos (30%) presentaron valores de 1Csp entre 150 y 200 pg/ml, 3 extractos (11%)
presentaron valores entre 100 y 150 pg/ml y 2 extractos (7%) Jengibre (Zingiber
officinale) y la raiz de Chuchuhuasi (Maytenus laevis), con valores entre 50 y 100

pg/ml, demostrando la utilidad del método estandarizado.

Los resultados obtenidos con extractos de Jengibre (Zingiber officinale) y de la raiz de
Chuchuhuasi (Maytenus laevis) muestran la mayor actividad antigiardiasica con una

ICs0 de 64.89 y 67.77 pug/mL respectivamente.

Se hicieron estudios sobre Zingiber officinale frente a G. lamblia in vivo en ratones.
Mahmoud et al, 2014, confirma el efecto antiparasitario de extractos de dicha planta a
dosis de 10 y 20mg/kg/dia por 7 dias, evaluando los quistes presentes en las heces, el
recuento intestinal de trofozoitos, revisando la histopatologia y haciendo exdmenes
microscopicos de la mucosa intestinal, se encontrd una disminucion en las lesiones e

infeccidn parasitaria.

Zingiber officinale es una planta medicinal que se ha utilizado ampliamente en
diferentes culturas alrededor del mundo, las principales acciones farmacologicas del

jengibre y sus compuestos aislados incluyen acciones de inmunomodulacion,
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antiinflamatorias, anti  apoptoticas, antihiperglicemiantes, antilipidémicas y
antieméticas. También es conocido por ser un buen antioxidante pudiendo mitigar o

prevenir la generacion de radicales libres (Bradeldin et al., 2007).

Por otra parte, Maytenus laevis conocida en los pueblos Tacana como Chuchuhuasi,
pertenece a la familia Celastraceae, estudios relacionados a los géneros de esta familia
presentan varias aplicaciones bioldgicas, entre ellas actividad antioxidante, algunas
especies sirven para tratar infecciones e inflamaciones, otras muestran actividad
analgésica y antiulcerosa, al mismo tiempo que reportan actividad antiplasmodica

(Fonseca et al., 2009; Estevam et al., 2009).

Otros estudios demuestran que el género Maytenus presenta actividad antimicrobiana in
vitro contra Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus

cereus y el hongo Candida albicans (Rodrigues et al., 2012).

Alvares et al. el 2014 demuestra que el género Maytenus imbricata posee actividad
contra Trichomona vaginalis con una 1Csy; mayor a 34 pug/mL y menor a 68 pg/mL,
tomando en cuenta que T. vaginalis es un protozoario al igual que G. lamblia, los
resultados se asemejan pero se deberian estudiar con mayor profundidad ya que con los
resultados obtenidos de los productos vemos que son un area prometedora para el

descubrimiento en la innovacion de sustancias bioactivas.
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Se han descrito ocho genotipos de G. lamblia, del A al H. Los genotipos Ay B han
sido aislados de humanos y algunos mamiferos. La cepa de G. lamblia cedida por la
Universidad Complutense de Madrid, Espafia, correspondi6 al genotipo A de acuerdo

con el perfil de restriccion descrito por Caccio, et al.2002, descrito en la tabla 9.

EI DNA de los quistes aislados de muestras de pacientes también pertenece al perfil del
genotipo A. En Bolivia no existen estudios de prevalencia de giardiasis, pero la
persistencia del parasito esta relacionada con las condiciones higiénicas y el manejo

inocuo de alimentos.
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9. CONCLUSIONES.

Se determino la Concentracion Inhibitoria Media de albendazol, mebendazol,
metronidazol y tinidazol, drogas utilizadas para el tratamiento de giardiasis, las
cuales nos permitieron validar la técnica fluorométrica estandarizada con
resazurina; los datos obtenidos son similares al de vérios autores,
permitiéndonos constatar la técnica.

Se determino la 1Cs de las fracciones y subfracciones obtenidas de los extractos
crudos de las plantas en estudio, obteniendose 10 subfracciones de Triplaris
poeppigiana y de Triplaris americana. La ICso de los productos a determinar
no presentaron actividad antiparasitaria hasta 100 pg/mL, sin embargo la
subfraccion And3 del T. americana, dio una 1Cso menor a 100 pg/mL, con un
resultado muy similar a CAT, haciéndonos pensar que esta fraccion de Triplaris
presenta una actividad antiparasitaria, ya que CAT se ha utilizado anteriormente
como antiparasitario teniendo buenos resultados.

Los resultados de esta evaluacidon a las fracciones de los extractos vegetales
pertenecientes a la medicina tradicional Tacana permitiran, que la comunidad
Tacana discrimine entre familias de plantas con actividad antiparasitaria in
vitro de aquellas que no presentan dicha propiedad frente a posibles parasitos
causantes de diarrea. Asi mismo éste es un primer reporte que demuestra la

eficiencia de Chuchuhuasi (Maytenus laevis) y Jengibre (Zingiber officinale)
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contra un protozoario patdgeno anaerobio facultativo, lo cual nos hace pensar
que también tiene actividad contra otros parasitos gastrointestinales.

Se estandarizo el método fluorométrico por oxido reduccion de la resazurina in
vitro que permitira determinar estudios de susceptibilidad de Giardia lamblia
frente a diferentes drogas, productos sintéticos, semisintéticos o naturales como
indicadordirecto de la superviviecia parasitaria. El estudio nos ayudo en la
determinacion de 1Csy de especimenes vegetales de la Farmacopea Tacana
Triplaris americana, Triplaris poeppigiana Yy otras plantas teniendo buenos
resultados con raices de Chuchuhuasi (Maytenus laevis) y Jengibre (Zingiber

officinale) enel I.I.F.B
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10. RECOMENDACIONES.

Un estudio de citotoxicidad de los extractos de plantas que mostraron mejor
actividad antiparasitaria para entender de mejor manera si estas, como
tratamiento antiparasitario natural son o no dafinas para el organismo.

La axenizacion de quistes y obtencién de una poblacién parasitaria que permita
trabajar con los extractos de plantas que mostraron mejor actividad
antiparasitaria.

La genotipificacion parasitaria de muestras de pobladores infectados, ayudaria
no solo en la determinacion de un tratamiento especifico, sino ademas de la
instauracion de politicas de salud en la comunidad para una convivencia mejor

con los animales.
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11. GLOSARIO

Farmacopea Se refiere a libros recopilatorios de recetas de productos con
propiedades medicinales reales o supuestas, en los que se incluyen elementos de
su composicion y modo de preparacion editados.

Validacion Es la accién y efecto de validar, hace referencia a aquello que tiene
un peso legal o que es rigido y subsistente.

TYIS-33: Trypticase-Yeast Extract-lron-Serum, con sus siglas en ingles, medio
utilizado inicialmente para cultivos axenicos de Entamoeba gingivalis, Giardia
lamblia, etc.

Fluorometria: Medida de la fluorescencia que emiten los compuestos cuando se
exponen a la energia ultravioleta u otras energias radiantes intensas.
Bioprospeccion: Es la busqueda de informacidn a partir de especies biologicas
para su uso posterior en procesos de produccion en diversos sectores.
Axenizacion: Proceso de aislamiento de un organismo en particular.
Susceptibilidad: probabilidad de producir una respuesta significativamente

superior a la medida a una exposicion especifica a una sustancia.
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% de inhibicion

ANEXO 1

Curvas de ICsp obtenidas en el programa Gen5 para los medicamentos
convencionales

Curva de la Concentracion Inhibitoria Media del
Albendazol
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% de inhibicion
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ANEXO II

PREPARACION DE EXTRACTOS CRUDOS PARA PLANTAS DEL GENERO

TRIPLARIS

H Sephadex

I

Fraccién CH,Cl,

Particién CH,Cl,/ HO

Fraccién H,0
Particién AcOEt/ H,0 -
Fraccién AcOEt
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ANEXO III

OBTENCION DE TROFOZOITOS AXENICOS A PARTIR DE QUISTES DE
MUESTRAS FECALES

Se intento trabajar con trofozoitos aislados de muestras de heces fecales de personas
infectadas previamente diagnosticadas por microscopia. Se realizo el siguiente

procedimiento:
1. Recoleccion de muestras

Las muestras recolectadas fueron heces fecales de nifios de la Escuela Rural Charcas 11
con infeccion diagnosticados previamente por microscopia, por la técnica de
concentracion de Richie, en los 2 viajes de campo del proyecto a la comunidad de

Charcas Il durante los meses de junio y octubre del afio 2014.

Una vez comprobada la infeccion por Giardia, por microscopia y la tincion de lugol, la

concentracion de quistes y purificacion se realizo de la siguiente manera:

Se hizo una dilucion 1/10 de la muestra con agua destilada, homogeneizando y
filtrando en 3 capas de gasa, posteriormente se centrifugo el filtrado a 2000 r.p.m. 3 min
desechando el sobrenadante, realizando la misma operacion hasta que el sobrenadante

este claro.

El precipitado se centrifugo en una solucion de sulfato de Zinc 1.180 mg/mL de
densidad, a 1500 r.p.m. 2 min. recolectando el sobrenadante, donde se encontraban los
quistes, centrifugandolo posteriormente en una solucion de sacarosa 1M a 2500 r.p.m.
5 min. Para eliminar impurezas y detritus, colectando la interfase agua — sacarosa y

lavando lo obtenido en solucion fisiologica.
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Durante el proceso de concentracion se utilizo soluciones combinadas de antibioticos y
anti fangicos para eliminar contaminantes de las muestras. Haciendo una bateria de los

siguientes antimicrobianos:

Ciprofloxacina 10mg/mL

Cloranfenicol 5mg/mL

Trimetoprim/sulfametoxazol 20/80mg/mL

Nistatina 50 mg/mL

Los cuales fueron adicionados y resuspendidos junto con el concentrado de quistes en

agua destilada conservados a 4 °C hasta el momento de desenquistamiento.

Muestra

2000 r.p.m. 3'

Precipitado Recuperar SN
Sulfato de Zinc
()

1500 r.p.m. 2'

4°C
Precipitado I E> @ e
Sacarosa 1M ‘ 3
‘ U v

'
\/ 2500 r.p.m. 5'

2. Desenquistamiento

Los quistes aislados y concentrados de las muestras de heces fueron sometidos a un

proceso de desenquistamiento, utilizando el método de Bingham y Meyer, que propone
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el uso de una solucién de HCI pH 1.0 o jugo gastrico para lograr el desenquistamiento
de los trofozoitos.

3. Cultivo axenico

El desenquistamiento de una muestra se logro observando a las 24 horas trofozoitos
libres de contaminantes tanto bacterianos como fungicos y levaduras, pero no pudieron
establecerse los cultivos axenicos de esta forma parasitaria, existen tres posibles razones
principales para esto:
e Hubo desenquistamiento luego del proceso para el cultivo axenico, pero no fue
los suficientemente viable para mantenerse en el cultivo.
e La contaminacién microbiana persistio reproduciéndose en el medio de cultivo.
e Incapacidad de los trofozoitos de establecer y formar una capa ya que morian
pasadas las 24 horas.
e EIl método de desenquistamiento simula el paso de los quistes a través del
intestino, lo que incluye la disminucién de pH seguido de la neutralizacion y la
incubacion en medio de cultivo, todo realizado a 37°C.

Par de flagelos

emergentes
Pared

quistica

del trofozoito

Desenquistamiento de Giardia, liberacion de flagelos.

Fuente: I.1.LF.B./ U.M.S.A.
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