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ACTIVIDAD ANTIGIARDIASICA

Marta Guerra Orddnez!

RESUMEN

Se realiz6 una revision sobre los ensayos farmacoldgicos in vitro mas empleados
para evaluar la actividad antigiardiasica. Los primeros ensayos de susceptibilidad
a drogas conllevaban a una tediosa observacion microscopica del efecto de la
droga sobre la motilidad y la morfologia del parasito; tradicionalmente se ha
empleado el método de inhibicién de crecimiento mediante conteo visual. Un
ensayo posterior de crecimiento clonal elimina este inconveniente pero es
técnicamente demandado. Mas recientemente se destacan el ensayo radiométrico,
basado en la incorporacion de la timidina titriada, € de inhibicion de adherencia
de los trofozoitos y un ensayo colorimétrico que emplea sales de tetrazolio, las
cuales son metabdlicamente reducidas en las células vivas para dar lugar a un
producto coloreado. Cada uno de estos ensayos posee ventgjas y desventgjas; la
tendencia actual esta en desarrollar y combinar métodos que posibiliten obtener
informacion acerca del mecanismo de accién de las drogas.

DeCs: RESISTENCIA A LAS DROGAS; GIARDIASIS/quimioterapia; GIARDIA
LAMBLIA/efectos de drogas;, GIARDIA LAMBLIA/aislamiento & purificacion;
AGENTES ANTIPARASITARIOS; “IN VITRO"; TEST DE SENSIBILIDAD
MICROBIANA.

Diversos factores pueden contribuir a ello es necesaria la blsqueda de nuevos
laineficienciade un tratamiento, entreellos compuestos o la introduccién de otros ya
laexistencia de cepas resi stentes. Algunos existentes.

estudiosindican quelaresistenciaadrogas El uso de técnicas in vitro para €l
en Giardia lamblia puede ser responsable estudio de la sensibilidad de G. lamblia a
de la recurrencia de esta parasitosis, por las drogas of rece ciertas ventajas. Primero,
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puede ser evaluada la actividad antigiar-
diésica de gran nUmero de muestras,
segundo, un mejor entendimiento del modo
de accién de las drogas en condiciones
controladas de ensayos. Finalmente,
pueden ser monitoreados de forma
emergente aislamientos clinicos de
pacientes que no responden al tratamiento.

METODOS PARA EVALUAR
ACTIVIDAD ANTIGIARDIOSICA
IN VITRO

El desarrollo de un medio de cultivo
apropiado para Giardia intestinalis abrid
las posibilidades del estudio delarespuesta
de los parasitos a las drogas. Entre los
primeros reportes, Diamond y Bartgis
describen un ensayo semicuantitativo de
viabilidad paraevaluar el efecto dedrogas,
por conteo de parasitos sobrevivientes in
situ. Cuando se observaban al microscopio
invertido (x 100) 50 parasitos por campo,
eran contados 5 campos, si se observaban
menos, 10 campos. Era calculado el
porcentaje de viabilidad si la morfologia,
adherenciay motilidad eran normales. Este
método se propuso adecuado para una
seleccidninicial dedrogas, sin embargo, no
presentd diferencias cuantitativas (menores
que 20 %) en €l efecto de varios antibiticos
sobre el crecimiento.! Catorce afios
después, se procede de forma similar para
evaluar latoleranciade un cultivo axénico
de G. lamblia a diferentes agentes
antimicrobianos y se alcanzan resultados
de susceptibilidad similares alos obtenidos
con ensayos posteriores de microscopia o
formacion de colonias.?

Era necesario eliminar el empleo de
métodos laboriosos o subcultivos.® Dos
acercamientos a los ensayos in vitro de
drogas contraG. lamblia incluyen aJokipii
L y Jokipii AM en 1980, los cualesincuban
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trofozoitos directamente extraidos de
duodeno. Laviabilidad fue determinada por
examen microscépico de los organismos,
por el movimiento flagelar.* Al menos
100 trofozoitos son examinados micros-
cépicamente (x 400) para evidenciar
motilidad, el movimiento es observado
durante 10 s, especiamente el del flagelo
ventral, clasificandose no matil aun cuando
morfol 6gi camente pudieraparecer normal.
Claro que esta técnica no tenia en cuenta
que los organismos podian ser repro-
ductivamente no viables aunque mostraran
actividad flagelar. Se mostro la actividad
invitrodel metronidazol y € tinidazol, pero
el método resulté confiable porque no
fueron utilizados cultivos axénicos y
algunos cultivos control es murieron espon-
taneamente. El otro, Gillin y Diamond
(1981) los que emplean €l criterio de
concentracion minima letal, mediante un
ensayo de crecimiento clonal.® Estos
autores habian desarrollado en 1980 este
ensayo en medio semisdlido. Las colonias
eran contadas visualmente para evaluar la
actividad antigiardiésica in vitro, elimi-
nando la necesidad de métodos laboriosos
de microscopiao subcultivo.®” En contraste
con las técnicas que empleaban medio
liquido, se plantea que no es posible un
sobrecrecimiento de un simple trofozoito,
cada colonia es formada original mente por
un organismo. Sin embargo, este ensayo es
técnicamente demandado, pues los datos
de susceptibilidad no estaban disponibles
hasta 6-7 d, cuando los clones eran
claramente visibles. No fue recomendado
para el trabajo de rutina pues la eficiencia
del conteo fue solo del 25 %. La
combinacion de las técnicas descritas
posibilitaba evaluar susceptibilidad y
brindaba una mayor informacién de las
drogas comunmente usadas en el
tratamiento delagiardiasis.



Tradicionalmente se ha empleado €l
ensayo de inhibicion de crecimiento
mediante conteo visua de parasitos, el cual
utilizacultivosde 72 h en faselogaritmica.
L os trofozoitos estdn en contacto con el
agente quimioterapéutico durante 48 h,
pasadas las cuales son despegados en
bafio dehieloy redizado € conteo en cmara
de Neubauer, calculandose la IC_;:
concentracion queinhibeel crecimiento del
50 % de la poblacion de parasitos y en
ocasiones la MLC: concentracion minima
letal, para la cual no son observados
parasitos (menosde 1 %) y laHNC: mayor
concentracion no inhibitoria. Paracalcular
el porcentgje de inhibicion de crecimiento
seemplealaexpresién siguiente:

Concentracion de Giardia
en cultivo tratado con la droga

1C=100 - x 100

Concentracion de Giardia
en cultivo no tratado

Esteméodo hasido muy utilizado para
evaluar la sensibilidad in vitro de G.
intestinalisadiferentes agentes quimiotera:
péuticos, sus combinaciones, incluso para
validar otras técnicas.®?

Inicialmente fueron empleados
aislamientos de origen no humano.’
Posteriormente fue descritaunatécnicapara
el cultivo de rutina de trofozoitos de G.
lamblia a partir de las aspiraciones
duodenales humanas.***

Hasta ese momento ningin método
brindabainformacion rapidaal médicoy no
resultaba facil seleccionar nuevas drogas.
Aunque fue importante el desarrollo y
mejoramiento del cultivo de G.
intestinalis,”>*® |a falta de una técnica de
microcultivo impedia un estudio detallado
de la respuesta de los organismos a los
agentes quimioterapéuticos y ya era
impracticable el empleo de grandes
volUimenes.
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Es descrito un microensayo que
aventgaeste problemay daunamedidamés
real de la viabilidad que la de muerte por
exclusién o motilidad, este método eval Ga
la inhibicion de la incorporacién de un
sustrato radiomarcado.®® El cultivo fue
adaptado a una placa de microtitulacion y
el método comparado con microensayos de
viabilidad por matilidad y exclusion, con €l
empleo en este Ultimo caso de unasolucién
acuosa de tripan azul. Las tinciones
desarrolladas con los denominados
colorantes vitales han sido utilizadas para
discriminar entre célulasvivasy muertas.?
El ensayo de crecimiento con timidina
titriada ([*H] timidina) resulto ser
marcadamente méas sensible. Dicho ensayo
consistié en poner en contacto trofozoitos
en fase logaritmica con diferentes
concentraciones de la droga vy
posteriormente con 50 pL de [*H] timidina
(12 uCi/mL) durante 4 h. Fue estimada la
timidina incorporada en un lector de
centelleo y se calculd la I1D,; dosis de la
droga que inhibe la incorporacion de
timidina en el 50 % de la poblacién de
parésitos. Este ensayo permite de forma
rapiday sencilladeterminar lasensibilidad
a drogas de diferentes aislamientos de G.
lamblia y denota cambios inmediatos que
afectan la division.?Z Adjunto a este
ensayo fueron realizados estudios
autorradiograficos que indicaron que la
timidina es incorporada solo en € nucleo
de Giardia, lo que demuestra que no hay
DNA extranuclear. Laincorporacion de[®H]
timidinaal DNA reflgjalareplicaciony en
menor medidalareparacion. Tresde cuatro
drogas estudiadas actan sobre el DNA y
son notados cambios que afectan la
division.

En 1985, Scow adaptalatécnicadescrita
por Thongy Currel paraensayar adherencia
de neutréfilos. El ensayo empled
microcolumnas de fibra de nylon y fue



recomendado para los estudios de
sensibilidad a drogas in vitro;?*?® |os
resultados preliminares indicaron que €
efecto inhibitorio del metronidazol en G.
lamblia fue dosis dependiente. Trabgjaron
también en esta direcci6n otros autores,
algunos comparan | os resultados obtenidos
empleando el ensayo de inhibicion de
adherencia con el de inhibicion de
crecimiento.>1?® Refiriéndonosbrevemente,
se emplean microcolumnas en ocasiones
preparadas con fibra de nylon, las cuales
aceptan fécilmente 130L delasuspension
deG. lamblia. Después delapreincubacion
de la suspensién de trofozoitos con
diferentes concentraciones del agente
quimioterapéutico, esretirado un volumen
definido y colocado en unaincubadora de
altahumedad a37 °C. Transcurridos30min
las columnas son removidas y colocadas
en un aparato disefiado especialmentey en
el cual se aplica una presién de succion.
Los efluentes son depositados en tubos
gue a su vez se colocan en bafio de hielo.
La concentracion de trofozoitos se
determinamediante el conteo en camarade
Neubauer; los resultados son calculados
mediantelaférmulasiguiente;

(Ce x 100)
Co

Porcentaje de adherencia = 100 —
donde:

Ce: concentracién deGiardia en d efluente
Co: concentracion enlasuspension original
Finalmente es calculado € porcentgje de
inhibicién de adherencia:

Porcentaje  Adherencia en suspension
de inhibicion _ tratada c/droga 100
de adherencia™ ] — X
(1A) Adherencia en suspension

no tratada

La adherencia a la mucosa intestinal
ocurre por medio del disco ventral.?° Han
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sido identificadas proteinas contractiles®
y se conoce que la presién de succion,
energia dependiente, es generada por €
constante movimiento del flagelo ventral .22
La adherencia parece ser un requisito
importante en la patogenicidad de G.
intestinalis.!® Al respecto se plantea la
importancia de combinar ensayos para
lograr penetrar en e mecanismo de accion
de las drogas.

Los métodos anteriores consumian
tiempo y algunos requerian el uso de
reactivos radiomarcados. El més reciente,
basado en la adherencia de |l os trofozoitos,
eradependiente de laestimacion visual del
porcentaje detrofozoitos adheridosy asume
gue solo se adhieren lostrofozoitosviables.
Como sefialan los propios autores, l0s
organismosviablesno seadhieren s ocurre
un sobrecrecimiento. De esta forma en
algunos casos la IC,, puede parecer
superior alo queesrealmente.® No obstante
se plantearon como ventajas su rapidez,
simpleza y resultados confiables en poco
tiempo, asi como la posibilidad de medir
eventos tempranos asociados con el
metabolismo energético e integridad de la
membrana antes de la etapa final del
crecimiento, lo que posibilita penetrar en
los mecanismos de accion de las drogas.

En 1994, se evalud la actividad de
diferentesdrogas sobrelaadherenciaauna
linea celular de intestino humano; los
resultados se compararon con lacapacidad
deinhibicién del crecimiento de Giardia,
mediante el ensayo de incorporacion de
timidina®

Larupturadelasa detetrazolium (3-(4,5
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) en un producto
coloreado azul (formazan) por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa, es
potencialmente muy Util para ensayar la
supervivencia y proliferacion celular. La
conversion solo serealizaen célulasvivas



y la cantidad de formazan producido es
proporcional al namero de células
presentes. De hecho esta enzima no esta
presente en el suero (en contraste con la
hexaminidasa), lo que permitid el desarrollo
por Mosmann en 1983 de un ensayo rgpido
y simple, d cual hasido usado paradetectar
factores de crecimiento de células T y
linfotoxinas.

En 1986, Francois Denizot y Rita Lang
introdujeron modificaciones al ensayo
colorimétrico desarrollado por Mosmann,
conveniente paraestimar el crecimiento de
células viables, el cual empleaba un
espectrofotémetro scanning para
microplacas automético y dependia de la
reduccién por lascélulasvivasdelasa de
tetrazolium: MTT, paraformar el producto
formazan azul .** La técnica origina tenia
varias limitaciones: una baja sensibilidad,
resultados variables debido a la
precipitacion de proteinas en e momento
de la adicion del solvente organico para
disolver el producto formazén azul, y una
baja solubilidad del producto. Al respecto,
los autores sefialan que laaplicacion directa
del procedimiento tenia una sensibilidad
menor que el ensayo con [3H] timidinay
gue los resultados fueron muchas veces
irreales debido a la precipitacion de las
proteinas.

Los problemas fueron superados con
lasmodificacionessiguientes: evitar € suero
en e medio deincubacion, asi seeliminaban
los problemas de precipitacién con el
solvente organico; evitar el fenol rojoen el
medio, asi sedliminabael usodeécidoend
solvente final, el cual alteraba las
propiedades del espectro del formazan;
eliminacion del medio que conteniaMTT
después de la reaccion y posterior uso de
propanol o etanol para solubilizar
répidamente el formazan; uso de unamayor
concentracion de M TT; uso delamitad del
areadelaplacaparaincrementar lalongitud
de onda de referencia en un espectro-
fotdmetro de longitud de onda dual. Con
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estas modificacionesfuelogradaunamayor
confiabilidad y sensibilidad del ensayo,
hasta e punto donde en muchos casos se
pudo remplazar el ensayo de la timidina
titriada como medida de la proliferacién
celular o supervivencia en ensayos de
citotoxicidad.

Posteriormente, Collin Wright y otros
desarrollan un nuevo método con el uso
del reactivo XTT, (2,3-bis(2-methoxy-4-
-nitro-5-sul phophenyl)-5[ (phenylamino)
carbonyl]-2H) tetrazolium hydroxide) para
determinar laviabilidad de unacepade G.
lamblia.?* Esta sal de tetrazolio es
metabdlicamente reducida en las células
viables para formar un producto naranja
solubleen agua,®®el cual puede ser medido
directamente por absorcion a 450 nm sin
necesidad de estabilizacion, un paso que
€s necesario con otro cualquier reactivo de
tetrazolio. Los autores concluyen que €l
método es selectivo para determinar la
actividad antigiardiésica in vitro de
conocidos agentes antimicrobianos y que
facilitarialainvestigacion de nuevas drogas
parauso clinico.

Para evaluar lasensibilidadin vitro de
G. lamblia adiferentes extractos de plantas,
se reporta el empleo de la sal MTT.3¢ Se
emplean tubos de microcentrifuga y se
calculad porcentaje de mortalidad. Nuestra
experiencia en ensayos realizados en
colaboracién con e Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri” confirma esta
posibilidad (Guerra Ordéiiez M. Tesis de
Maestriaen Parasitologia, 1998).

Otras sales de tetrazoliocomo el TTC
(2,3,5-trifenil tetrazolio cloruro) han sido
utilizadas como marcadores del crecimiento
exponencia decultivodecélulas,® lasque
bien pueden ser potencial mente empleadas
paraevaluar actividad antigiardiosica.

Mas recientemente, un nuevo ensayo
colorimétrico se basa en la actividad de la
nucléosido hidrolasa de G. intestinalis,
sobre el sustrato andlogo 4-nitrofenil
beta-D-ribofurandsido.®® Otro ensayo



utiliza la capacidad de los trofozoitos
sobrevivientes paratomar oxigeno, después
de expuestos al metronidazol, y se ha
encontrado una buena correlacion con €l
efecto inhibitorio segin determinacion de
viabilidad celular.®

CONCLUSIONES

Evaluar la susceptibilidad no es el
principal problema de las investigaciones
en Giardia s.p.p. Pararealizar estudiosin
vitro de sensibilidad a drogas se han
empleado diferentes ensayosyy criterios de
viabilidad como morfologia, motilidad,
exclusién por colorante vital, adherenciae
incorporacién de un sustrato radiomarcado.
Los primeros, eran métodos de microscopia
laboriosos o conllevaban a subcultivos
posteriores, planteaban como inconve-
niente el sobrecrecimiento o consumian
tiempo y materialesradiomarcados. Lomés
reciente que hemos podido encontrar en la
literatura, refiere el empleo de ensayos
colorimétricos, basados en la actividad
enzimaticadeG. intestinalissobre sustratos
especificos y un ensayo que evalla la
capacidad de los trofozoitos para tomar

oxigeno, lo que se correlaciona en todos
los casos con laviabilidad celular.

Cada uno de los ensayos descritos
poseeventgjasy desventgjas. Unalimitante
comun a todos ellos es la solubilidad del
compuesto evaluado. La tendencia actual
estden desarrollar y combinar métodos que
posibiliten obtener informacion acerca del
mecanismo de accioén de las drogas, lograr
resultados en el menor tiempo posible, con
lamayor reproducibilidad, confiabilidad y
con €l menor gasto de recursos.

Debe quedar claro, quelainformacion
sobre sensibilidad debe incrementarse y
ganar en importancia para esclarecer las
fallas medicamentosas, que aunque
relacionadas con muchos més factores,
algunas veces con los diferentes
aisamientos de G. lamblia y otras con la
posibleresistenciaalos medicamentos. Por
ello se hace indispensable conocer la
disponibilidad de ensayos farmacol 6gicos
invitro parasu utilizacién con estos fines.

No obstante, las conclusiones clinicas
deben manejarse cuidadosamente a partir
de un resultado in vitro, puede ocurrir por
€jemplo, que unaconcentracion menor ala
minimainhibitoriapuedaser suficientepara
eliminar el parasito in vivo, si existe
sinergismo deladrogacon | os mecanismos
de defensa del hospedero.

SUMMARY

A review of the most used in vitro pharmacologic assays to evaluate the antigiardial
activity was made. The first tests of susceptibility to drugs lead to a tedious
microscopic observation of the effect of the drug on the motility and morphology
of the parasite. The method of growth inhibition by visual count has been
traditionally used. A further assay of clonal growth eliminates this inconvenient,
but it is technically demanded. The radiometric assay, based on the incorporation
of titriated thymidine, that of adherence inhibition of the trophozoites and a
colorimetric test using tetrazolium salts, which are metabolically reduced in the
living cells to give rise to a colored product, are stressed at present. Each of
these assays has advantages and disadvantages. The current trend is to develop
and combine methods that make possible the obtention of information about
the mechanism of action of the drugs.

Subject headings: DRUG RESISTANCE; GIARDIASIS/drug therapy; GIARDIA
LAMBLIA/drug effects; GIARDIA LAMBLIA/isolation & purification;
ANTIPARASITIC AGENT; “IN VITRO"; MICROBIAL SENSITIVITY TESTS.
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