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RESUMEN

Introduccion. La infeccion por Giardia lamblia es un problema de salud publica
global y su prevalencia en nuestro pais, particularmente en Sonora, es elevada.
Los tratamientos quimioterapéuticos de eleccidn son costosos y en ocasiones
provocan efectos secundarios. La investigacion en productos naturales,
representa una excelente estrategia para el descubrimiento de compuestos con
efectos antiparasitarios. Objetivo. Evaluar la actividad giardicida de saponinas
presentes en los extractos butandlicos de Yucca baccata contra G. lamblia
usando al jerbo como modelo experimental. Materiales y Métodos. En 2
experimentos independientes, 25 machos (n=5/grupo) y 35 hembras
(n=7/grupo) fueron categorizados aleatoriamente en 5 grupos. Al inicio se
inoculd a c/u con 5x10° trofozoitos/mL. El dia 6 post-infeccién se eutanizé un
par de jerbos para confirmar infeccion a través de la cuenta de trofozoitos en
duodeno y proximal. Los proximos tres dias recibieron tratamiento diariamente.
Para los machos, las concentraciones del extracto para cada grupo fueron:
24.4mg/mL (1.68 mg de saponinas), 12.2 mg/mL (0.84 mg de saponinas) y 6.1
mg/mL (0.42 mg de saponinas). Y para las hembras, un grupo tratado a
24.A4mg/mL (8.61 mg de saponinas), 12.2 mg/mL (4.30 mg de saponinas) y 6.1
mg/mL (2.15 mg de saponinas); ademas de un grupo tratado con el
antiparasitario comercial Metronidazol (1mg/dosis) y un grupo no tratado. El dia
10 post-infeccion, los jerbos fueron eutanizados y se realiz6 un conteo de
trofozoitos en duodeno e intestino proximal. Resultados. En el experimentol
realizado con jerbos machos, se presentd tendencia de disminucion en cuentas
de trofozoitos en duodeno y proximal en los grupos tratados en comparacion
con el no tratado, aunque no se observaron diferencias significativas (p>0.05).

En el experimento 2 realizado con jerbos hembras, se observo que los grupos
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tratados con 12.2 mg/mL y 24.4 mg/mL, presentaron reducciones en cuenta de
trofozoitos significativamente diferentes (p<0.05) al grupo no tratado. En el
grupo tratado con 6.1 mg/mL no se observan diferencias estadisticas al
compararlo con cualquier otro. En intestino proximal también existieron
diferencias significativas (p<0.05) en los grupos tratados con el extracto en
comparacion con el grupo no tratado. El Metronidazol como tratamiento control,
elimino 100% de los trofozoitos

Conclusion. Este estudio constituye un paso para evaluar la actividad
giardicida de saponinas a partir de extractos de Y. baccata. Estos extractos
pueden representar una alternativa terapéutica mas efectiva, econémica y con
menos efectos secundarios en la salud del hombre y en animales de

produccién.

Palabras Clave: G. lamblia, Y. baccata, saponinas, jerbos.

XVii



ABSTRACT

Introduction. Giardia lamblia infection is a global public health problem
including in our country, particularly in the Sonora State. At present, the
chemotherapy of choice is expensive and accompanied with side effects and
natural plant products represent an excellent strategy of treatment. Objective.
To evaluate the anti-giardia activity of Yucca baccata, butanolic extracts using
gerbil as an experimental model. Materials and Methods. Twenty-five males (n
= 5/group) and 35 females (n = 7/group) were distributed randomly into 5 groups
in 2 independent experiments. All gerbils were inoculated with 5x10°
trophozoites per mL of PBS. On day 6 post-infection a couple of gerbils were
euthanized to confirm trophozoites infection in duodenum and proximal ileum.
Then, the assigned treatment was administered once a day for 3 days. In the
males bioassay (1), the extract concentrations for experimental group were
24.A4mg/mL extract (1.68 mg of saponins), 12.2 mg/mL (0.84 mg of saponins)
and 6.1 mg/mL (0.42 mg of saponins). In the females bioassay (2), extract
concentrations for experimental group were 24.4mg/mL treated group (8.61 mg
of saponins), 12.2 mg/mL (4.30 mg of saponins) and 6.1 mg/mL (2.15 mg of
saponins). In this study a group treated with Metronidazole (1mg per mL of PBS)
and an untreated group was used per each bioassay. On day 10 post-infection,
gerbils were euthanized and trophozoite count swas performed for duodenum
and proximal intestine. Results. The bioassay 1 showed lower but no significant
trophozoites counts in duodenum and proximal intestine among the treated
groups (p>0.05). In the bioassay 2 the treated groups with 12.2 mg / mL and
24.4 mg/mL, showed a significant reduction of trophozoite counts (p<0.05) as
compared with the untreated group. For gerbils receiving 6.1 mg/mL of the

extract, no statistical difference was observed when compared to the rest of the
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groups. Significant differences were also observed in the trophozoite counts in
proximal intestine (p <0.05) in the treated groups with the extract as compared
with the untreated group. Metronidazole was 100% effective against
trophozoites. Conclusion. This study assessed the anti-giardia activity of
saponin extracts from the Y. baccata and at present they should be a more
effective and alternative treatment to impact human health and animal

production.

Keywords: G. lamblia, Y. baccata, saponins, gerbils.
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INTRODUCCION

Las parasitosis intestinales tienen una alta incidencia en el mundo, en especial
en paises emergentes como México. Esto es grave para nuestro pais y se ha
vuelto un fuerte problema de salud publica, ya que en su cuadro clinico, las
parasitosis no solo ocasionan dolores de estbmago, diarreas, vomito o malestar
en general; sino que pueden inducir problemas nutricionales graves. Esto tiene
como consecuencias pérdida de peso en adultos y talla baja en nifios (Goto,
2002; Quihui et al., 2003).

Una de las parasitosis mas importantes en el mundo es la giardiasis,
causada por Giardia lamblia. Se estima una frecuencia anual de un billon de
casos y una prevalencia global del 30% de esta parasitosis (Upcrof, 2001;
Gupta et al., 2004). G. lamblia se encuentra frecuentemente en perros, gatos,
animales de crianza y en humanos. El quiste se transmite por ruta fecal-oral y la
ingestiobn de comidas o agua contaminada, lo anterior se ve favorecido por su
resistencia a la cloracién y a que puede sobrevivir periodos largos en aguas
frias (DeRegnier et al., 1989).

En algunas regiones de México, la prevalencia de giardiasis llega hasta
un 68% (Ponce et al., 2002), y especificamente en Sonora, se tiene una alta
incidencia llegando hasta un 40% de la poblacion general. De esta forma se
coloca dentro de los 10 estados con mayor incidencia a nivel nacional (SSA,
2010). Ademas, Giardia es el protozoario que mas se asocia a tasas altas de
morbilidad infantil, especialmente en niflos de 1-4 afios. Estos datos son muy
preocupantes y nos motiva a realizar investigaciones que ayuden a combatir
esta parasitosis.

Los farmacos convencionales contra las parasitosis funcionan, pero

pueden producir una gran variedad de efectos secundarios en los seres
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humanos, aunado a su limitada disponibilidad. Por esto se requieren
alternativas para combatir parasitos, como la medicina tradicional alternativa.
Se ha considerado que la alta variedad de compuestos en las plantas puede
tener una mayor efectividad terapéutica que un producto sintético purificado
(Clark, 1996). En el mundo se utilizan alrededor de 20,000 especies de plantas
como remedios, y se reconoce que la medicina alépata moderna proviene de la
naturaleza. Algunos productos naturales con potencial antiparasitario cumplen
ademas con las demandas que exige la normatividad publica (Tagboto y
Townson, 2001). El uso de plantas tradicionales aun no probadas promueve
una urgente necesidad de estudiarlas y poder asi comprobar qué productos son
eficaces y seguros para el ser humano, ademas de poder determinar su accién
toxica para el organismo (Fernandez-Calienes et al., 2009).

Por lo anterior, surge como interés explicar la posible actividad
antiparasitaria de plantas medicinales, especificamente, la accion antiparasitaria
que pudiera existir en Yucca baccata (una planta del desierto de Sonora) para

combatir G. lamblia.



ANTECEDENTES

Giardia lamblia

El parasito Giardia consta de seis especies, siendo Giardia lamblia la més
comun en humanos, perros y otros mamiferos (Szénasi et al., 2007). Es un
parasito unicelular, eucariético que presenta dos morfologias, trofozoito (forma
vegetativa) y quiste (forma patdgena). La primera se puede encontrar
solamente en el intestino del hospedero, y el quiste en la materia fecal (Hausen
et al., 2009). Este ultimo es mas pequefio y resistente que el trofozoito, ya que
puede permanecer en el ambiente en condiciones adversas y sobrevivir hasta 3
meses en agua a 4°C (Faubert, 2000). Mide de 6 a 12 micras, su forma es
ovalada con una pared gruesa llamada pared quistica, la cual le da resistencia.
Los quistes inmaduros tienen dos nucleos, los maduros cuatro; en su
citoplasma se pueden observar restos de flagelos y cuerpos parabasales
(Romero, 2008).

El trofozoito mide alrededor de 12 micras, tiene una simetria bilateral, es
piriforme, con un extremo anterior ancho y otro posterior delgado. En la parte
anterior tiene una estructura llamada disco ventral donde hay dos nucleos
idénticos y ovalados. Es con esta parte con la que se adhiere al epitelio del
intestino. Una parte central rigida llamada axolema le sirve de esqueleto.
También tiene cuatro flagelos (anterior, posterior, caudal y ventral) (Figura 1)
(Tay et al., 1994; Tay et al., 1996; Campaniti y Monteiro-Leal, 2002).



a) b)

Figura 1. Agente etioldgico de giardiasis. a) Trofozoito, b) Quiste.

(http://futuramedica.org/galeria_principal.php?clave=43)

Ciclo de vida

El ciclo de vida de Giardia lamblia empieza en el organismo del hospedero
cuando se ingiere el quiste. Después de un par de horas, ya que ha pasado por
al pH acido del estbmago y se expone al pH basico del intestino delgado
proximal, eclosiona el quiste. El trofozoito se une al epitelio intestinal y se
multiplica asexualmente por fision binaria en el revestimiento luminal (Faust y
Rusell, 1961). Después, los trofozoitos pasan a la parte terminal del intestino
delgado y forman nuevos quistes que se excretan en las heces. Los quistes
sobreviven en el medio ambiente, para llegar a otros hospederos susceptibles y

causar nuevas infecciones (Adam, 2001; Sulaiman et al., 2004;).


http://futuramedica.org/galeria_principal.php?clave=43

Giardiasis
(Giardia duodenalis)

°

Contaminacion de agua, alimentos
0 Manos con quistes infecciosos

Los trofozoitos tambien pasan
a heces pero no sobreviven en
el ambiente ;

A= Etapa infecciosa
A\ = Etapa diagnostica

Figura 2. Ciclo de vida de Giardia lamblia (Fuente: libreria publica de imagenes
de CDC. http://www.cdc.gov/parasites/giardia/biology.html).



Transmision

Varias especies de Giardia colonizan el intestino de casi todos los grupos de
vertebrados. G. lamblia es la especie que infecta a los seres humanos,
animales domésticos, de granja y silvestres (Thompson, 2000; Sulaiman et al.,
2003). G. lamblia puede transmitirse de persona a persona principalmente
mediante el contacto de heces que contengan quistes de este protozoario.
También puede transmitirse por el consumo de agua y alimentos contaminados
(Nichols, 2000; Farthing, 1997). El mecanismo de infeccidén suele ser variable y
el nimero de quistes que puede haber en heces contaminadas es de

aproximadamente 300 millones (Vazquez y Campos, 2009).

Epidemiologia

Prevalencia global. Las parasitosis son de las enfermedades mas comunes y

con mayor prevalencia a nivel mundial. Alrededor de 3,500 millones de
personas son infectadas por distintos parasitos. Aproximadamente 450 millones
presentan la sintomatologia, siendo la poblacion infantil la mas afectada (Zonta
et al., 2007).

Se creia que G. lamblia era un parasito comensal, pero actualmente es
reconocido como el agente causal mas frecuente de infecciones intestinales
causadas por protozoarios (Thompson, 2008; Vazquez y Campos, 2009). En el
mundo hay aproximadamente 270 millones de infecciones anuales por G.
lamblia. En Asia, Africa y América Latina, alrededor de 200 millones de
personas desarrollan manifestaciones clinicas a causa de la giardiasis y 500 mil
nuevos casos son reportados anualmente. En paises en vias de desarrollo la
prevalencia puede llegar hasta un 60% y en paises desarrollados a un 5%. En
Estados Unidos se estima una incidencia de 2.5 millones de casos por afio
(Furness et al., 2000) y en México, afecta aproximadamente a 9 millones de

personas (Overtruf, 1994).



Prevalencia _en México y Sonora. La giardiasis en México es una de las

principales causas de parasitosis intestinales, afectando a la poblacion en
general, principalmente a los nifios. Se ha reportado una prevalencia de
giardiasis en nifios de 3% a 50% (Cifuentes et al., 2004; Sanchez, et al., 2006).
Los nifios de 1 a 5 afios presentan la prevalencia mas alta, que van desde 4%
al 42% (Nygard, et al., 2006).

Sonora es de los estados con mayor prevalencia e incidencia de
giardiasis en nuestro pais (Jiménez y Cortes, 2002). Se ha encontrado una
prevalencia de Giardia que puede variar de un 14% a 49% en la poblacién
general (Secretaria de Salud, 2009) y una incidencia en nifios de 1 a 4 afos
que puede llegar hasta 88.97 por cada 100,000 habitantes (Figura 3)
(Secretaria de Salud, 2010).

Sintomatologia clinica

Los sintomas por la infeccion con Giardia varian de persona a persona. Esto
debido a la intensidad de la infeccion, la cantidad de quistes ingeridos, la cepa
del parasito y el estado inmunoldgico del paciente. El periodo de incubacion de
Giardia varia de 1 a 3 semanas Yy la duracion de éste depende del tamafio del
inoculo.

Una de las caracteristicas de la giardiasis es que la persona puede estar
infectada con el parasito y no presentar ningln sintoma. En cambio en las
personas que si los presentan éstos pueden variar y pueden ser malestar en
general, debilidad, dolor abdominal, anorexia, diarreas severas. lLas heces
pueden ser mucosas, pastosas o liquidas, fétidas y espumosas, la diarrea es

constante en algunos casos, mientras en otros no (Sing, et al., 2000). La fase
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MNayarit 2441 3337 1431 11.20 3.21 468 532 523 351 2.30 886 B.95
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Tamaulipas 3283 8235 5715 4014 35.06 34.846 6.06 4524 3902 10282 3660 34.23

TOTAL GLOBAL

Figura 3. Incidencia de Giardiasis en México de la poblacion general por grupos de edad. Casos probables registrados en el
Sistema de Notificacion Semanal, 2010.

Incidencia por 100 000 habitantes

A/N= Ausencia de notificacion

N.A.= No aplica para este grupo de edad



aguda de la giardiasis dura 3 6 4 dias y en raras ocasiones existen otras
complicaciones en los afectados como urticaria, rinitis e insomnio (Heuman y
Scott, 1997).

La mayoria de las personas se recupera totalmente después del
tratamiento, pero algunos sufren de malestares estomacales o diarreas que
pueden durar dos afios 0 mas. En casos muy graves existe una mal absorcion
de nutrientes y la consecuente desnutricion (Adam, 1991). Esto puede ser
debido a que Giardia origina alteraciones en el duodeno, causando una
obstruccion mecénica de la superficie de absorcion del intestino. En el
hospedero con giardiasis hay un recambio celular acelerado en el intestino
asociado con la atrofia de las vellosidades. Este es el posible mecanismo
patogénico, que tiene una relacién sinérgica con el desbalance de la flora
intestinal (Farthing, 1997). Algunos autores opinan que la pérdida epitelial y el
desprendimiento de enterocitos son las causas de las diarreas (Burret et al.,
1990). Pero otros como Astiazaran y colaboradores en el 2000, observaron in
vivo que G. lamblia no se distribuye uniformemente en el intestino, si no que
forma nichos. También se ha observado que los niveles de hemoglobina,
vitaminas y parametros antropométricos son afectados (Barreras y Ontiveros,
2002).

Estado nutricional y parasitosis

En general las infecciones intestinales pueden afectar el estado nutricio de la
persona. Los nifios y las personas desnutridas son las mas vulnerables, la
infeccion puede volverse crénica y provocar diarreas graves, péerdida de peso y
talla en los niflos y una mal absorcion de nutrientes. Esta mal absorcion puede
ser en general, o especificamente de algun grupo de nutrimentos, ya sea
vitaminas (como B9 y B12), lactosa, almidon, entre otros (Ortega y Adam,
1997). En un estudio en zonas rurales en el noroeste de Tailandia, se estudio el

efecto de la giardiasis sobre el estado nutricio de nifilos escolares. Al comparar



nifios sanos con infectados, los dltimos presentaban menores ingestiones de
hierro, riboflavina y proteinas (Egger et al., 1990). Algunos estudios como estos
respaldan la evidencia que G. lamblia tiene un impacto negativo en el estado

nutricio, especialmente en nifios (Thompson y Walters, 2002).

Tratamientos

Es dificil encontrar estudios que evallen de una misma manera la eficacia de
los medicamentos usados en el tratamiento contra la giardiasis. Hasta hace
algunos afios no existia un farmaco ideal con el que se lograra un porcentaje
alto de curaciéon con pocos efectos secundarios (Gardner, 2001). Anteriormente
esta infeccién era tratada con productos con arsénico, mercurio y bismuto.
Gracias al descubrimiento de la quinacrina en los afios treintas, este
medicamento fue usado como antigiardidsico, con una eficacia del 90% (Tracy
y Webster, 1996). Sin embargo, tiene efectos secundarios que incluyen;
vomitos, nauseas, coloraciéon amarilla de la piel, cefalea y malestar general.
Esto ha traido como consecuencia una disminucién drastica de su empleo y su
producciéon. Hay distintos tratamientos que tratan de brindar los mejores
resultados en el paciente, pero todos en mayor o menor proporcion pueden
causar efectos secundarios indeseables.

La furazolidona, ha sido otro producto efectivo contra la giardiasis.
Estudios realizados en la década de los ochenta demostraron que las tasas de
curacién alcanzadas con este compuesto oscilaban entre 80% y 90%. Ademas
se sugirid su uso en la poblacién infantil, por sus minimos efectos indeseables y
por su facil disponibilidad en suspensién (Murphy y Nelson, 1983; Cafiete et al.,
2004).

Los nitroimidazoles son de las drogas mas usadas, con tasas elevadas
de curaciéon en el tratamiento para la infeccion con Giardia. Dentro de ellos el
metronidazol ha sido el mas estudiado y sus tasas de curacion oscilan entre

60% y 100%. Sin embargo, hay evidencia de efectos adversos al usar este
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farmaco, entre ellos; sabor metélico, dolor de cabeza, nauseas y toxicidad del
sistema nervioso central. Secnidazol y tinidazol son otros nitroimidazoles muy
utilizados. El poder emplearlos en una sola dosis y la poca aparicion de efectos
secundarios han determinado un incremento gradual en su uso (Gardener y Hill,
2001). Los bencimidazoles se han usado con relativa frecuencia (Al-Waili y
Hasan, 1992). De ellos, el albendazol, es el que mejores resultados ha brindado
tanto en estudios “in vitro”, como clinicos (Hill, 1993).

Por otro lado, se ha probado la eficacia de los tratamientos de
nitromidazoles, furazolidona y bencimidazoles; sin mostrar diferencias
significativas al comparar un tratamiento con otro. En un estudio reciente se
evaluo la eficacia de albendazol, tinidazol y cloroquina en 165 nifios con
giardiasis, donde el porcentaje de curacion de la cloroquina fue de 86% y del
tinidazol del 91% (Escobedo et al., 2003; Escobedo et al., 2008). Ambos
superan la efectividad de albendazol.

Otro estudio realizado en Cuba en nifios de 5 a 15 aflos comparé el
efecto de mebendazol contra secnidazol y no encontré diferencias entre los
tratamientos (Sadjjadi et al., 2001).

Debido a lo anterior, actualmente se buscan alternativas terapéuticas
antiparasitarias en los extractos de plantas de uso en la medicina tradicional
(Satalaya et al., 2009). Estas deben competir con los actuales esquemas de
tratamiento que incluyen medicamento alopatico, en base a costos, efectividad
y ausencia de efectos indeseables.

Efectos secundarios en el hombre

Los efectos nocivos de los farmacos en contra de las parasitosis son un
problema a nivel mundial, tanto econdémica, sanitaria y socialmente. Teniendo,
muchas veces, efectos nocivos en el desarrollo fisico y mental, especialmente
en el nifo. Los antiparasitarios de mayor consumo en el ser humano

aparentemente inocuos han mostrado un efecto toxico tanto “in vivo” como “in
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vitro” en modelos animales experimentales. No solo se presentan efectos
secundarios a nivel clinico como nauseas, diarreas, entre otros; si no que
también los puede haber a nivel genético (Mudry, et al., 1994).

Es necesario el uso de farmacos que no produzcan efectos adversos
para prevenir y tratar infecciones parasitarias. Desafortunadamente los
farmacos estdn perdiendo utilidad, debido a la presencia de tolerancia y
resistencia que estan desarrollando los parasitos. El caso de los antiparasitarios
es muy importante, ya que a nivel mundial el nimero de personas expuestas
aumenta. No existen medicamentos realmente innocuos y que puedan ser
consumidos sin secuelas. Esto ha exigido la investigacion y control clinico que
permitan la disponibilidad de antiparasitarios utiles e identificar agentes toxicos
en vigencia en algunas regiones del mundo.

El Mebendazol, es un antihelmintico efectivo, pero se ha demostrado su
mutagenicidad en ensayos a corto plazo (Mudry et al.,, 1990). Tiene una
capacidad de inducir micronucleos “in vivo” en eritrocitos policromaticos de
médula ésea de ratones en tres dias de prueba. Otros ensayos “in vitro” en
lineas celulares derivadas de cultivos de células de ovario de hamster chino,
evidenciaron un aumento en la frecuencia de aberraciones cromosémicas. Por
otra parte, la bibliografia ha referido efectos toxicos de mebendazol en humanos
al ser administrado durante el primer trimestre de embarazo (Zutel, 1978; Al-
Waili, 1990).

Los efectos genotdxicos de las drogas nitromidazélicas revelan una
aparente contradiccion en la bibliografia. Por una parte, son potentes
mutagenos en sistemas microbianos “in vitro” (Connor et al.,, 1977), mientras
gue en células de mamiferos, son muy poco o nada activas. Esto pone en
evidencia la alta eficiencia de los mecanismos de reparacion del DNA en las
células eucariotas (Matula, 1990). Sin embargo, su genotoxicidad ha sido

determinada “in vitro”, encontrdndose aberraciones cromosomicas Yy
micronucleos en cultivo de linfocitos humanos e “in vivo” utilizando médula 6sea

de raton. De igual manera, ensayos de carcinogenicidad realizados en ratones
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demostraron susceptibilidad al desarrollo de cancer de pulmon, encontrdndose
también un incremento de linfomas malignos (Rustia y Shubik, 1972).
Hasta el momento no se cuenta con un farmaco ideal con el que se logre un

porcentaje alto de curacién con pocos o ningun efecto indeseable.

Plantas Medicinales

Las plantas medicinales han sido utilizadas por la humanidad desde tiempos
muy remotos debido a sus componentes terapéuticos. EI hombre poco a poco
ha aprendido a usarlas y conocer sus propiedades benéficas, aprendizaje sin el
cual tal vez no hubiera sobrevivido. El ser humano, al dominar la naturaleza, ha
creado las medicinas sintéticas, benéficas para la salud, pero debido a su mal
uso han perdido eficacia y provocado efectos secundarios. Aun con los avances
en la medicina moderna, se sabe que en algunas regiones del mundo el 80% de
la poblacién sigue utilizando medicina tradicional para curar enfermedades
(OMS, 2002; Annan y Houghton, 2007).

El uso de las plantas medicinales va en aumento, aungue no son inocuas
y hay que estudiarlas para saber sus propiedades farmacoldgicas, clinicas y
toxicas, para obtener como resultado una alternativa atil en el desarrollo de
farmacos que resuelvan problemas de salud. El propésito de algunos
tratamientos alternativos es fortalecer el organismo y controlar los efectos
secundarios de los tratamientos convencionales. La mayoria de las veces son
mas seguros y tienen menos efectos secundarios que los medicamentos ya
existentes (Pressman, 2001; Barbosa et al., 2006). Su uso, en paises
desarrollados ha aumentado considerablemente, y mas en paises emergentes
como México, tanto en la medicina homeopética como en productos naturales
purificados (OMS, 2002).

Por falta de recursos econdémicos o de acceso a la medicina alopata,
algunos sectores de la poblacion mexicana usa solo remedios elaborados con

plantas medicinales. En México existen alrededor de 5,000 especies utilizadas
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para curar diversas enfermedades. Solo una pequefia parte ha sido estudiada
desde el punto de vista biolégico (CONABIO, 2010).

Ademas de producir metabolitos primarios, como aminoacidos,
carbohidratos, acidos grasos, las plantas producen metabolitos secundarios.
Son sustancias que no parecen participar directamente en el desarrollo,
simplemente aportan a la planta que las produce una ventaja para responder a
estimulos del entorno (Quiroga et al., 2001; Quiroga et al., 2004). A esos
metabolitos, se les atribuyen las propiedades de las plantas, que estan ganando
interés para aplicaciones terapéuticas (Sing et al., 2000). Los metabolitos
secundarios de las plantas pueden poseer propiedades bioldgicas, tales como
anticancerigenos, antimicrobianos, antiinflamatorios, y antiparasitarios. Ademas,
tienen potencialidad para utilizarse en la prevencion de enfermedades
(Ferguson, 2001).

Se han realizado estudios sobre la actividad de las plantas medicinales.
En México el estudio quimico de las plantas se ha realizado desde hace mucho
tiempo. En los ultimos afios este enfoque ha cambiado considerablemente.
Ahora se busca extraer sus compuestos tratando de demostrar diversas
actividades biologicas, identificando especificamente el metabolito secundario

activo.

Yucca sp.

La yuca es una planta mexicana con propiedades curativas. Tiene unas 50
especies pertenecientes a la familia Agavaceae; todas ellas faciimente
diferenciadas de los agaves, aun sin floracion. Presentan hojas rectas y flores
blancas, en forma de campana. Estas ultimas, ademas de los frutos de la yuca,
son comestibles. La mayoria de las especies de yuca se producen en regiones
semiaridas o en el desierto. Su héabitat va desde el norte de las grandes llanuras
a través de los bosques y el tropico seco de México, hasta el suroeste de
Estados Unidos. Cerca de 10 especies se encuentran en la region del Desierto
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de Sonora, siendo una de ellas Yucca baccata (Figura 4) (Mielke, 1993;
Dimmitt, 2000). De las raices de algunas especies de Yucca se obtienen
productos quimicos que se utilizan para hacer jabon, proporcionar el agente
espumante en bebidas, entre otros. También se logran beneficios terapéuticos
gracias a las saponinas; metabolitos secundarios que producen algunas plantas
desérticas (Piacente et al., 2005).

Figura 4. Yucca baccata
http://en.wikipedia.org/wiki/Yucca_baccata

Saponinas en plantas medicinales

Las saponinas son detergentes naturales encontrados en muchas plantas que
contienen compuestos solubles en agua y en grasa. Las dos principales fuentes

comerciales son Yucca schidigera que crece en el desierto del norte de México
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y Quillaja saponaria, un arbol que crece en las zonas desérticas de Chile
(Cheeke, 2000).

La mayor produccion de yuca se lleva a cabo en nuestro pais. El tronco
de la planta es la parte mas utilizada. Se tritura y seca para obtener polvo de
yuca. Después se somete a un macerado mecénico para producir jugo de yuca,
el cual se concentra por evaporacion, quedando el concentrado denominado
extracto de yuca. Finalmente quedan los componentes activos, con propiedades
detergentes; las saponinas son excelentes agentes espumantes. Los extractos
de yuca se utilizan en bebidas, lapiz labial y champul. Sus propiedades
antifingicas y antibacterianas son muy importantes en las aplicaciones
cosméticas. También se ha reportado una reduccion de amoniaco ruminal en el
ganado “in vitro” e “in vivo”, cuando se administran concentraciones de
extractos de yuca (Santoso et al., 2004; Pen et al., 2006).

En Estados Unidos se ha utilizado Y. schidigera para aliviar los sintomas
de artritis en caballos. Ademas las saponinas también sirven de proteccion
contra la leishmaniasis, una enfermedad humana (McClure y Nolan, 1996), que
es la segunda protozoasis mas importante, después de la malaria.

Uno de los efectos mas importantes que tienen las saponinas de Y.
schidigera es su actividad antiprotozoaria al formar complejos irreversibles con
el colesterol. Este y otros esteroles son componentes de las membranas
celulares, excepto de las bacterias, entonces las saponinas causan ruptura de
la membrana, lisis celular y muerte (Cheeke, 2000). Su actividad en contra de
protozoos ruminales ha planteado la cuestibn de que si estas mismas
saponinas pueden ser eficaces contra las enfermedades por protozoos que
afectan a los seres humanos. Por ejemplo, en la giardiasis, enfermedad
causada por G. lamblia, se ha observado que las saponinas de Y. schidigera
son efectivas para matar a los trofozoitos en el intestino (McAllister et al., 1998).

Ademas, las saponinas son particularmente eficaces como adyuvantes
en las vacunas contra protozoarios (Bomford, 1989). La eficacia de las vacunas
orales aumenta porque se altera la permeabilidad de las células de la mucosa

intestinal. Esto facilita la absorcion de sustancias que normalmente el intestino
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no absorbe (Johnson et al., 1986). Por lo tanto las saponinas podrian ser
utilizadas en un ataque de dos frentes sobre protozoarios patdogenos. Esto es

un area muy prometedora para futuras investigaciones.

Evaluacién de la actividad antiparasitaria de los extractos de Yucca schidigera
sobre Giardia lamblia

Los extractos de la especie de Y. schidigera han sido estudiados ampliamente.
Uno de los casos es en la produccion porcina y de aves de corral para reducir el
olor y las emisiones de amoniaco (McAllister et al., 1998). Ademas, se ha
demostrado “in vitro” e “in vivo” que reducen protozoos del rumen en el ganado
(Wang et al., 1998; Hristoy et al., 1999). Igualmente se ha estudiado el efecto
que tienen las saponinas de extractos de Y. schidigera para combatir la
giardiasis, utilizando como modelos experimentales jerbos y corderos
(McAllister et al., 2001).

Se han hecho estudios para analizar la actividad de extractos y polvo de
Y. schidigera, y probar la inhibicion de la adhesion de trofozoitos en jerbos
infectados con Giardia. Estos fueron tratados administrdndoles oralmente
extracto de butanol o incluyendo polvo de yuca en su dieta. Al final del ensayo
se evalud la excrecion fecal de quistes y se observo que el extracto de butanol
tuvo mayor actividad que el polvo de Yucca. Se realizé un ensayo “in vitro”
utilizado extracto de butanol a 1500ug/mL y como control un antiparasitario
comercial (metronidazol) a 40ug/mL. Se pudo observar que ambos tuvieron la
misma eficacia al reducir hasta en un 50% la poblacién de trofozoitos en la
placa. En los jerbos tratados los trofozoitos no fueron eliminados totalmente del
duodeno y yeyuno, esto por la dificultad de eliminar Giardia de estas regiones.
Sin embargo fueron eliminados por completo del ileon (McAllister et al., 2001).

También fueron infectados veinte corderos con Giardia y después de la
infeccion se les administro de forma oral polvo de yuca. Se observo que la

excrecion de quistes fue menor (P <0.05) para los corderos que recibieron el
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polvo en comparacion con los no tratados. Aun asi no se observaron
disminuciones significativas de la incidencia. El polvo de yuca administrado en
la dieta de corderos redujo quistes en la materia fecal. Pero, después de 26
dias de tratamiento, el 90% de los corderos seguian excretandolos. Por lo tanto,
se demostréo que Y. schidigera no elimina en su totalidad la giardiasis en
corderos, pero si reduce la excrecion de quistes (McAllister et al., 2001).

Por otra parte, las saponinas son conocidas por formar complejos con las
sales biliares y colesterol (Gee y Johnson, 1988). Es posible que la liberacion
de estos compuestos en el duodeno reduzca la actividad anti-giardial de
saponinas en las regiones superiores del intestino delgado (Wang et al., 1999).
La inactivacién resultante de las saponinas puede reducir la eficacia del extracto
como tratamiento para la giardiasis.

Con estos resultados no se puede confirmar claramente que tan
efectivos son los extractos de saponinas obtenidas de Y. schidigera. Hay
evidencia un poco mas confiable sobre la efectividad de los extractos de
saponinas en estudios “in vitro”, pero “in vivo” la informacién que se tiene es
muy poca. No hay conclusiones sobre la eficiencia de este tratamiento y mucho
menos informacién sobre concentraciones utilizadas para obtener resultados
favorables.

Una de las especies de Yucca con mayor distribucién en Sonora, es Y.
baccata. De esta especie no se tienen estudios que evallen su actividad
antigiardiasis “in vitro” e “in vivo”. Se recomienda seguir con este tipo de
estudios en las plantas de este género, y comprobar si especies diferentes
pueden tener actividad anti protozoaria. Las concentraciones de las dosis sin
producir efectos toxicos, su aceptacion y costos razonables en su fabricacion y
administracion, seran las areas de impacto. Estos factores deben ser
considerados en el desarrollo de recomendaciones para el extracto de yuca
como alternativa terapéutica para la giardiasis, asociada a tasas altas de

morbilidad en la poblacion.
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HIPOTESIS

Las saponinas de los extractos de Yucca baccata del desierto sonorense tienen
actividad antiparasitaria “in vivo” sobre G. lamblia en jerbos (Meriones

unguiculatus).
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antiparasitaria de las saponinas presentes en los extractos

de Yucca baccata, contra Giardia lamblia usando al jerbo (Meriones

unguiculatus) como modelo experimental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar el método de Dinitrosalicilico (DNS) para la cuantificacion

de saponinas usando como estandar Quillaja saponaria.

. Obtener extractos butandlicos de hoja, tallo y raiz de Yucca baccata y
cuantificar el contenido de saponinas en las mismas para seleccionar

aquella con la mayor concentracion.

. Evaluar la actividad antigiardiasis de saponinas usando tres
concentraciones (24.4 mg/mL, 12.2 mg/mL y 6.1 mg/mL ) del extracto

butandlico de Yucca baccata usando jerbos como modelo experimental.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio Experimental

El presente trabajo fue un disefio completamente al azar. El trabajo se
dividi6 en dos experimentos independientes. Cada experimento incluyé 5
tratamientos (tres a base de saponinas: concentracion baja, media y alta; uno
mas utilizando antiparasitario comercial y un grupo no tratado) y 5 grupos de
comparacion. La asignacion de los tratamientos a los grupos de comparacion y
de los jerbos previamente infectados a cada uno de los grupos, se hizo de
manera aleatoria. El proceso de aleatorizacién se hizo con el apoyo de un

programa estadistico, y consistié en:

Asignacion de los jerbos a los grupos

Se realiz6 mediante un programa de computo (STATA version 11)
partiendo de una poblacién de 25 jerbos (Experimento 1, machos) y de 35
(Experimento 2, hembras), suponiendo 5 grupos de comparaciéon con igual
namero de jerbos.
Asignacion de los tratamientos a los grupos

Se tuvieron 2 urnas, en una de ellas se colocaron 5 papeles etiquetados

con numeros del 1 al 5, que definian a los grupos. En la otra se colocaron 5
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papeles etiguetados con letras de la A, a la E, que definian cada tratamiento
como sigue:

e Tratamiento A: 24.4 mg/mL del extracto, concentracion alta de
saponinas, (Experimento 1: 1.65 mg/mL de saponinas y Experimento 2:
8.61 mg/mL de saponinas).

e Tratamiento B: 12.2 mg/mL del extracto, concentracion media de
saponinas (Experimento 1: 0.82 mg/mL de saponinas y Experimento 2:
4.30 mg/mL de saponinas).

e Tratamiento C: 6.1 mg/mL del extracto, concentracién baja de saponinas
(Experimento 1: 0.41 mg/mL de saponinas y Experimento 2: 2.15 mg/mL
de saponinas).

e Tratamiento D: Antiparasitario comercial Metronidazol.

e Tratamiento E: Buffer de fosfatos (PBS).

Bioensayo

Antes de iniciar con el experimento se realizé un in6culo gastrico a cada uno
de los jerbos con G. lamblia. Se consider6 a un par de jerbos en cada
experimento, seleccionados aleatoriamente, los cuales también fueron
inoculados con trofozoitos de G. lamblia, para confirmar la infeccién, haciendo
cuenta de trofozoitos en el duodeno e intestino proximal seis dias post-
infeccion.

Después de asignar aleatoriamente a los jerbos en cada grupo de
tratamiento, y a siete dias post-infeccidén, se procedié a la administracion del
tratamiento correspondiente una vez diariamente por tres dias consecutivos. El
décimo dia se realizé el sacrificio de los jerbos y se extrajo el duodeno e
intestino proximal, para realizar la cuenta de trofozoitos. Ademas se registro el

peso de cada jerbo al inicio y al final del bioensayo (Figura 5).
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Llegada de Jerbos
(Meriones
unguiculatus)

Mantenimiento y periodo de
adaptacion de los jerbos (20

dias)
Pesaje de Confirmacion  Tratamientos Pesaje de
jerbos dela por 1G jerbos
infeccion

! t t et
e———————

Tiempo (dias) 0 6 7 8 9 10
Infeccion con G. Sacrificio de dos jerbos y Sacrificiode jerbos y
lamblia, por 1G cuenta de trofozoitos en cuenta de trofozoitos en
duodeno y proximal duodeno y proximal

Figura 5. Seguimiento de jerbos en el bioensayo.
IG: inoculacion intragastrica con G. lamblia.
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Coleccion de los especimenes y obtencion de extractos

Coleccion de especimenes

La planta Y. baccata se colectd en el Rancho El Aribabi ubicado a 20 minutos al
este del poblado de Imuris, Sonora. Las plantas se extrajeron del suelo y se
colocaron en cajas rotuladas. Los especimenes fueron transportados hacia el
herbario de la Universidad de Sonora para realizar su autentificacion

taxondmica por el Ing. Jesus Sanchez Escalante responsable del Herbario.

Proceso de secado

El material recolectado fue secado extendiéndolo sobre laminas, a la sombra, a
temperatura ambiente, y removido diariamente durante 20 dias. Después fue
cortado por partes (hoja, tallo y raiz) y empacado en diferentes bolsas. El
material seco fue pulverizado en un molino Whiley (Molino Thoma-Whiley Model
4, Laboratory Mill USA) hasta obtener un polvo grueso (2 mm de tamafo de
particula), para la elaboracion de los extractos. Posteriormente se obtuvo el

peso del material seco.

Preparacion de los extractos

La preparacion de los extractos se realizé basandose en el método descrito por
Newbold en 1997, el cual consistié en realizar una suspension acuosa de hoja,
tallo y raiz de Y. baccata (33g/L), por toda una noche a temperatura ambiente
(25-30°C). Posteriormente cada suspension fue filtrada y agitada en un volumen
igual de n-butanol durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se repitid la
extraccion con n-butanol y las capas organicas de cada extracto, fueron

agrupadas y secadas en un rotavapor acoplado a una bomba de vacio (Vacum
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Bland) a 40°C. Finalmente el sélido extraido fue pesado y resuspendido en PBS

en una relacion 1:15 del volumen original de agua.

Cuantificacion de saponinas

La estandarizacion para la cuantificacion de saponinas se realizé a través de
una curva de calibracion en un rango de 1 mg/mL hasta 5 mg/mL de estas. Se
relacioné la cantidad de azucares generados por la hidrélisis de las saponinas
con la concentracion inicial de estas; usando como estandar las saponinas de
Quillaja saponaria, a través de la metodologia del DNS (dinitrosalicilico). Este
consiste en agregar 0.1 mL de la muestra y 0.1 mL del reactivo a un tubo de
ensayo. Seguidamente se hidrolizo la reaccién por 5 minutos en bafio de agua
hirviendo, para después interrumpir la reaccion en un bafio con hielo. Después
se agregéb 1 mL de agua a cada tubo, se dejé en reposo por 15 min y se
cuantifican los azucares reductores por el método espectrofotométrico del 3, 5-
dinitrosalicilico a 540 nm. La curva de calibracion se realizdé con la saponina
terpénica de Quillaja saponaria (Sigma) (Newbold, 1997; Hernandez et al.,
2005). Finalmente se selecciond la estructura de la planta que contenia la
mayor concentracion de saponinas, la cual fue administrada como tratamiento

antiparasitario durante el curso de la parte experimental del proyecto.
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Evaluacion de la actividad antigiardiasis

Condiciones de bioterio

El area de bioterio de CIAD fue sanitizada con solucion de hipoclorito de sodio
al 10%. La temperatura se regulé entre 20°C y 26°C con una Optima de 22°C +
1°C y una humedad relativa del 40%-70%. La ventilacion fue mantenida con 10
a 14 recambios de aire por hora y con un ciclo de 12 horas de luz y 12 de
oscuridad. Se colocé a cada jerbo en una jaula y se les proporcioné agua
esterilizada por filtracion y alimento ad libitum. Cada jaula fue sanitizada cada 3
dias. Los desechos se depositaron en bolsas rojas de material peligroso
biologico infeccioso (RPBI) (Villar y Mendocilla, 2007).

Modelo animal

Para este ensayo se utilizaron 60 Jerbos Mongodlicos Meriones unguiculatus,
gue se pueden observar en la Figura 6; de ambos sexos, con variacion de
pesos que fueron desde 36g a 66g y de 6 a 12 semanas de edad; provenientes
de las facilidades de experimentacibn animal de la Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM).
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Figura 6. Jerbos (Meriones unguiculatus)

Dieta de mantenimiento

Los jerbos recibieron por un periodo de 20 dias, una dieta comercial en base a
sus requerimientos nutricionales diarios, como se observa en la Tabla 1. Esta
consistié en caseina, aceite de maiz, fibra, mezcla de minerales, gluconato de
zinc mezcla de vitaminas, colina, almidon de maiz y sucrosa (Alimento Teklad

Global para roedores Proteina, esterilizable).
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Tabla 1. Requerimientos nutricionales diarios para roedores (National Research
Council, 42 edicion revisada en 1995 y modificada en el 2009).

COMPONENTE CANTIDAD COMPOSICION
Caseina 200 20
Aceite de maiz 50 5
Fibra 50 5
Mezcla de minerales® 35 3.5
Gluconato de zinc® 0.03 0.003
Mezcla de vitaminas® 10 1
Colina 2 0.2
Almidén de maiz 653 65.3
Sucrosa Suficiente en la mezcla de
minerales
TOTAL 1000 g dieta 100%

Cultivo y preparacion del in6culo de G. lamblia

Se colocaron 7mL de medio TYI-S-33 suplementado al 10% con suero bovino
(Bovine adult serum, SIGMA) en un tubo de ensayo de 13 x 100 mm. Se
adicionaron 250 pL de cultivo de G. lamblia GSH7 (1x10° trofozoitos/mL). Ya
sembrada la cepa, se incub6 en condiciones semi-anaerébicas (Figueroa y
Granados, 2003)(Anexo 1). Se utilizé la cepa de la clona GS/M83-H7.

La transferencia de Giardia se realizd en condiciones estériles con ayuda
de una campana de flujo laminar vertical (Purifier Class Il Biosasfety Cabinet,
Delta Series, LABCONCO). Se mantuvo el cultivo de trofozoitos de Giardia por
20 minutos en bafio de agua-hielo para liberar los trofozoitos adheridos a la
pared del tubo. Los trofozoitos se lavaron tres veces en solucion reguladora de
fosfatos PBS con un pH de 7.2 (GIBCO) utilizando una centrifuga a 800g por 10
minutos a 4°C. Después del tercer lavado la pastilla de trofozoitos resultantes

se re-suspendid en 500uL de PBS para su cuantificacion en camara de
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Neubauer en dilucién 1:15 con PBS y posterior dilucion 1:2 con azul de tripano
(Trypan Blue, solucion 0.4% SIGMA, cat T8154). Después del ultimo lavado la
pastilla se re-suspendié en PBS y se ajustd a 5x10° de trofozoitos en 200uL de

solucién.

In6éculo con G. lamblia

Después de la semana de dieta de mantenimiento y para iniciar el bioensayo,
todos los jerbos fueron inoculados con 5x10° trofozoitos de G. lamblia clona
GS/M-83-H7. El in6culo suspendido en PBS fue proporcionado por medio de
una sonda de alimentacion forzada directamente en el tracto digestivo de cada

roedor (Figura 7). La infeccion se establecié en los siguientes 7 dias.

/

Figura 7. Inoculacion intragastrica
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Confirmacion de la infeccion

De cada experimento, se seleccionaron dos jerbos aleatoriamente, el sexto dia
fueron sacrificados para confirmar giardiasis a través de la presencia
microscépica de trofozoitos en el tejido duodenal (Astiazaran et al., 2000).
Seguido, se estimé el promedio de trofozoitos observados, antes de iniciar con
la evaluaciéon de los tratamientos. Los jerbos fueron anestesiados y colocados
en cama de inmovilizacion. Se realiz6 una asepsia y con material quirdrgico
estéril se hizo un corte en la regiébn abdominal diseccionando 5.0 cm de
duodeno y 3 cm de la region proximal a esté. Estos se humedecieron con PBS
para mantener vivos a los trofozoitos. Se realizaron lavados de los tejidos
diseccionados duodenal y proximal, los cuales fueron transferidos a viales que

contenian 4 mL de solucion PBS estéril y se mantuvieron a 4°C.

Recuperacion y conteo de trofozoitos

Los viales con tejido duodenal fueron agitados en un rotor mecanico SOL-bat
(Aparatos cientificos, Serie 1-86) a 35g por 60 minutos a 4°C, para liberar los
trofozoitos adheridos al tejido. ElI sobrenadante donde se encontraban
suspendidos los trofozoitos fueron transferidos a tubos conicos, los cuales se
centrifugaron a 800g, a 4°C por 10 min. El sobrenadante fue descartado, y una
vez que el sedimento fue agitado para su homogenizacion, se tomd una
muestra (0.5 pL) y se llevo a una dilucién 1:20 con solucion PBS. Se contabiliz
la cantidad de trofozoitos localizados en cada uno de los cuatro cuadrados
grandes de las esquinas (1 mm?2 cada uno) de la camara de Neubauer. La
observacion se llevd a cabo en un microscopio invertido (Olympus, equipado

con contraste de fases, modelo CKX41) con el objetivo 40X.
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Administracion de los extractos

Después de confirmar la infeccion, los jerbos restantes recibieron en forma oral
los extractos acuosos de Y. baccata en las concentraciones seleccionadas
(24.4 mg/mL, 12.2 mg/mL y 6.1 mg/mL) una vez al dia por 3 dias. Después de
este periodo, los jerbos fueron sacrificados para contabilizar los trofozoitos en el

tejido duodenal y proximal.

Determinacién de la efectividad

El efecto de cada tratamiento fue determinado por la proporcién de trofozoitos
contabilizados microscopicamente en la camara de Neubauer. Se definié6 como
dosis terapéutica efectiva a aquella que tuvo un efecto letal sobre el 50% de los
trofozoitos en comparacion con aquellos en el grupo control sin tratar (Villar y
Mendocilla, 2007).

Anédlisis Estadistico

La variable tratamiento consisti6 en el extracto de saponinas en sus tres
diferentes concentraciones evaluadas, el antiparasitario comercial para el
tratamiento de giardiasis, y buffer de fostatos (PBS). El efecto de cada uno de
los tratamientos en la reduccién de las cuentas de trofozoitos se comparo
mediante la prueba de Kruskal-Wallis y la diferenciacion de medianas mediante
la prueba de Dunn. La significancia estadistica se considero a una p<0.05. El

paquete estadistico utilizado fue NCSS 2007.
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RESULTADOS

Estandarizacion y cuantificacidn de saponinas

Durante el experimento 1 (machos) se obtuvo un coeficiente de determinacién
de R?= 0.9945, lo cual se muestra en la Figura 8a; y para el experimento 2
(hembras) se obtuvo un coeficiente de R2= 0.9813 como se puede ver en la

Figura 8b.
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Figura 8a. Curva estandar de saponinas utilizando Quillaja Saponaria

(Experimento 1).
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Figura 8b. Curva estandar de saponinas utilizando Quillaja Saponaria
(Experimento 2).

Curva estandar de glucosa

Después de la estandarizacion y cuantificacién de saponinas, se preparé una
curva estandar de glucosa usando de 0.0 a 0.8 mg/ml, para conocer la cantidad
de azucar contenida en el estandar de saponinas de Quillaja saponaria. Para el
experimento 1 se obtuvo un coeficiente de determinacion de R2= 0.9955 y para
el experimento 2 de R?= 0.9922 lo cual se muestra en la Figura 9a y 9b

respectivamente.
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Figura 9a. Curva estandar de glucosa (Experimento 1).
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Figura 9b. Curva estandar de glucosa (Experimento 2).

Finalmente se relacioné la cantidad de saponinas en Quillaja saponaria con el

contenido de azlcares obtenidos en la curva estandar de glucosa. Se obtuvo un
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coeficiente de determinacion de R2= 0.9945 para el experimento 1 (Figura 10a)
y de R2=0.9813 para el experimento 2 (Figura 10b).
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Figura 10a. Quillaja saponaria vs contenido de azlcares (Experimento 1).
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Figura 10b. Quillaja saponaria vs contenido de azUcares (Experimento 2).
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Saponinas en Y. baccata

Después de la estandarizacion de la cuantificacion de saponinas de Quillaja, se
procedi6 a cuantificar las saponinas de Y. baccata.

La cuantificacion se hizo especificamente para tallo, hoja y raiz
(Experimento 1, Tabla 2) y solamente para tallo (Experimento 2, Tabla 3).
Segun la ecuacion de la recta de la curva estandar los resultados fueron los

siguientes:

Tabla 2. Contenido de saponinas en tallo de Yucca baccata empleada para la
preparacion de las concentraciones del tratamiento en el Experimento 1 (Jerbos

machos).
Extracto Concentracion Extracto butandlico
butandlico saponinas (mg/mL) peso en seco (%)
Hoja 1.99 8.30
Raiz 0.41 1.2
Tallo 3.37 13.82

Tabla 3. Contenido de saponinas en tallo de Yucca baccata baccata empleada
para la preparaciéon de las concentraciones del tratamiento en el Experimento 2
(Jerbos hembras).

Extracto Concentracién Extracto butanélico
butandlico saponinas (mg/mL) peso en seco (%)
Tallo 17.22 70.6%
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Cuenta de trofozoitos en duodeno y proximal

Con la finalidad de corroborar el establecimiento de la infeccion, dos jerbos
machos del experimento 1 y un jerbo hembra del experimento 2 fueron
infectados con 5x10° trofozoitos de G. lamblia diluidos en 200ul de PBS.
Después de seis dias de infeccion y al realizar el sacrificio se obtuvo para el
experimento 1, una media en la seccion del duodeno de 120,000 trofozoitos/mL,
y en la seccion del proximal de 85,000 trofozoitos/mL. Para el experimento 2, se
obtuvo una cuenta de 200,000 trofozoitos/mL para duodeno y 130,000
trofozoitos/mL para el intestino proximal.

En la Figuras 1la y 11b se pueden observar trofozoitos tanto de
duodeno como en intestino proximal especificamente. Estas imagenes
corresponden a un campo del microscopio de contraste, observado a una

resolucion de 40X.

Figura 11a. A: Trofozoitos en duodeno. B: Trofozoitos en intestino
proximal (Experimento 1: Jerbos machos).
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Figura 11b. A: Trofozoitos en duodeno. B: Trofozoitos en intestino
proximal (Experimento 2: Jerbos hembra).

Modelo experimental

Se utilizarén 25 jerbos machos para el experimento 1 y 35 jerbos hembras para
el experimento 2 (Meriones unguiculatus), divididos en 5 grupos los cuales se
pesaron al inicio del estudio. A continuacién se muestras los resultados de los
pesos al inicio del estudio (Tabla 4 y 5).

En la tabla 4 y 5 se puede observar la pérdida de peso en jerbos del
primer al décimo dias del bioensayo. Para el primer experimento, no se
observan diferencias significativas en los pesos de los jerbos entre los grupos
tratados con los extractos de Y. baccata comparados con el grupo no tratado
(p>0.05). En cambio en el experimento 2, realizado con hembras se puede ver
diferencias en la pérdida de peso (p<0.05) entre los grupos tratados con el
extracto butandlico de Y. baccata y el control negativo (PBS) comparado con el

grupo tratado con metronidazol.
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Tabla 4. Medianas de los pesos de los grupos de Jerbos macho durante el

ensayo experimental (Experimento 1).

Peso corporal | Peso corporal | Pérdida
Extracto butandlico inicial final de peso
(9) 9) (9)
24.4 mg/mL del extracto 57.9+1.85% 45+1.3 7241512
(1.65 mg saponinas/dosis)
12.2 mg/mL del
extracto(0.82 mg 54.3+2.832 43.2+4.09 6.1+1.89%
saponinas/dosis)
6.1 mg/mL del extracto 53.4+2.052 46.6 7 62
(0.41 mg saponinas/dosis)
No tratado 56.3+3.182 50.1+£2.25 :_3,_413__2:_3,"’l
Metronidazol (1mg/dosis) 57.1+1.128 56.5+2.9 1.2+0.76%

Pérdida de peso en jerbos macho al dia 10 post-tratamiento. Datos se muestran
como mediana + EES. Diferente literal indica diferencia significativa (Kruskal-
Wallis, p<0.05, diferenciacion de medianas por la prueba de Dunn).
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Tabla 5. Medianas de los pesos de los grupos de Jerbos hembra durante el
ensayo experimental (Experimento 2).

Peso corporal | Peso corporal | Pérdida
Extracto butandlico inicial final de peso
(9) (9) (9)
24.4 mg/mL del extracto 52 5+1 482 53.6+5.9 4.35+4.05°
(8.61 mg saponinas/dosis)
12.2 mg/mL del
extracto(4.30 mg 52 4+3.032 49.8+2.6 6.4+1.55°
saponinas/dosis)
6.1 mg/mL del extracto 57.1+0.992 46.6 7 6+0.532
(2.15 mg saponinas/dosis)
No tratado 56.84+3.132 52.5+0.85 4.6+0.33%
Metronidazol (1mg/dosis) 52 8+3.952 52.612.85 3.740.69°

Pérdida de peso en jerbos macho al dia 10 post-tratamiento. Datos se muestran
como mediana + EES. Diferente literal indica diferencia significativa (Kruskal-
Wallis, p<0.05, diferenciacién de medianas por la prueba de Dunn).
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Efecto de los tratamientos a diferentes concentraciones sobre la infecciéon de

Giardia lamblia en jerbos

En la Tabla 6 se muestran los efectos de las dosis orales en el duodeno e
intestino proximal de PBS (control negativo), extracto butandlico de tallo de Y.
baccata 24.4 mg/mL (1.65 mg de saponinas por dosis), 12.2 mg/mL (0.82 mg
de saponinas por dosis), 6.1 mg/mL (0.41 mg de saponinas por dosis) y
Metronidazol (1 mg por dosis) dado a jerbos macho infectados con Giardia
lamblia, una vez al dia durante 3 dias.

En la parte del duodeno y proximal respectivamente, se ve que no hay
diferencias significativas (p>0.05) en las cuentas de trofozoitos entre los jerbos
macho tratados con una dosis alta de extracto, con aquellos con una dosis baja,
y con el grupo control. Pero se observé una clara tendencia en ambos casos en
la disminucion de trofozoitos en los grupos tratados con el extracto a diferentes
concentraciones en comparacion con el grupo no tratado.

El grupo tratado con metronidazol fue muy efectivo, eliminando al 100%

de los trofozoitos en duodeno e intestino proximal.
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Tabla 6. Efectos del tratamiento del extracto butandlico con saponinas a
diferentes concentraciones sobre las cuentas de trofozoitos de G. lamblia en

jerbos macho al dia 10 post-infeccion.

Extracto butandlico de Duodeno Proximal (trofozoitos/mL)
Y. baccata (trofozoitos
/mL)
24.4 mg/mL del extracto
(1.65 mg saponinas/dosis) | 440,000° 90,000%
12.2 mg/mL del
extracto(0.82 mg 200,000 130,000%
saponinas/dosis)
6.1 mg/mL del extracto
(0.41 mg saponinas/dosis) | 480,000% 120,000%
No tratado 1,112,000% 430,000%
Metronidazol (1mg/dosis) 0.0 0.0

Efectos en el duodeno e intestino proximal de los tratamientos contra Giardia
lamblia en jerbos machos. Valores expresados como medianas. Diferente literal
indica diferencia significativa (Kruskal-Wallis, p<0.05, diferenciacién de medianas

por la prueba de Dunn).
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En la Tabla 7 (Experimento 2), se muestran los efectos de las cuentas de
trofozitos en el duodeno e intestino proximal de las dosis orales de PBS (control
negativo), extracto butandlico de tallo de Y. baccata 24.4 mg/mL (8.61 mg de
saponinas por dosis), 12.2 mg/mL (4.30 mg de saponinas por dosis), 6.1 mg/mL
(2.15 mg de saponinas por dosis) y Metronidazol (1 mg por dosis) dado a
jerbos hembra infectados con Giardia lamblia, una vez al dia durante 3 dias.

En la parte del duodeno existieron cuentas significativas bajas de
trofozoitos (p<0.05) en los grupos tratados con el extracto de Yucca baccata en
comparacion con el grupo control negativo (PBS).

En intestino proximal se puede ver que los grupos tratados con 12.2
mg/mL y 24.4 mg/mL son iguales estadisticamente, pero diferentes (p<0.05) al
grupo no tratado. En el grupo tratado con 6.1 mg/mL no se observan diferencias
estadisticas al compararlo con cualquier otro.

El grupo tratado con metronidazol fue muy efectivo, eliminando al 100%

de los trofozoitos en duodeno e intestino proximal
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Tabla 7. Efectos del tratamiento del extracto butan6lico con saponinas a
diferentes concentraciones sobre las cuentas de trofozoitos de G. lamblia en
jerbos hembra al dia 10 post-infeccion.

Extracto butandlico Duodeno Proximal
(trofozoitos/mL) (trofozoitos/mL)

24.4 mg/mL del extracto
(8.61 mg saponinas/dosis) 30,000° 15,000"

12.2 mg/mL del
extracto(4.30 mg 65,000° 20,000°
saponinas/dosis)

6.1 mg/mL del extracto

(2.15 mg saponinas/dosis) 210,000%° 50,000%°
No tratado 3,120,000% 1,210,000%
Metronidazol (1mg/dosis) 0.0 0.0

Efectos en el duodeno e intestino proximal de los tratamientos contra Giardia
lamblia en jerbos hembras. Valores expresados como medianas. Diferente literal
indica diferencia significativa (Kruskal-Wallis, p<0.05, diferenciacién de medianas
por la prueba de Dunn).
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DISCUSION

Este es uno de los primeros experimentos en donde se utilizan extractos
de Y. baccata para combatir parasitosis intestinales particularmente giardiasis
en jerbos. En 2001, ya se habia realizado un ensayo utilizando jerbos macho
infectados con G.lamblia y tratados con extractos butandlicos de Y. schidigera
(McAllister et al., 2001). En este estudio no se menciond que parte de la planta
fue utilizada para realizar los tratamientos, ni concentraciones de saponinas que
se administraron.

En las ultimas décadas se han estudiado las infecciones por Giardia en
diferentes modelos animales como perros, ratas, ratones, gatos y jerbos,
observando que estos ultimos son el modelo mas adecuado para estudiar la
infeccion con G. lamblia. Por ejemplo se ha observado infecciones exitosas en
ratones lactantes y jovenes (ya que su sistema inmune es inmaduro). Por lo
tanto, los resultados obtenidos son dificiles de interpretar y su utilidad como
modelos animales para estudios de giardiasis podria ser cuestionada (Faubert y
Belosevic, 1990).

Los pesos de los jerbos utilizados en este experimento (machos y
hembras) oscilan entre 52-58 gramos, lo cual es considerado como apropiado
para su edad de 6-12 semanas. A través de diversos estudios se ha observado
gue este peso y edad son los adecuados para realizar experimentos de G.
lamblia en jerbos, ya que son mas susceptibles a la infeccion. Durante el
estudio por McAllister et al., 2001 (mencionado anteriormente) se realizaron
bioensayos con jerbos de edad y peso similares a los observados en el
presente estudio (McAllister et al., 2001).

Actualmente la medicina tradicional y popular ha retomado importancia
en las investigaciones cientificas, gracias a la falta de farmacos y la urgente
necesidad de nuevos medicamentos que sean efectivos y no ocasionen efectos

secundarios en las personas (Echeverria'y Torres, 2001).
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Los efectos antibacteriales, hemoliticos y antiparasitarios de estas
plantas, se atribuyen a uno de sus metabolitos secundarios: las saponinas, las
cuales son extraibles con butanol (Wang et al., 1999).

Durante la estandarizacion del método para la cuantificacion de
saponinas, usando como estandar Quillaja saponaria. Se obtuvieron altos
coeficientes de determinacion R?=0.9945 y R?=0.9813 para el primer y segundo
experimentos respectivamente. Anteriormente, se reportaron resultados
similares a los de este estudio al estandarizar saponinas utilizando igualmente
como estandar Quillaja Saponaria. Hernandez y colaboradores en el 2005,
reportaron un coeficiente de determinacion de R2?= 0.9827, lo que nos ha
demostrado que el método de cuantificacién de saponinas por determinacion de
azucares es muy confiable, ya que se muestra un alto indice de correlaciéon
entre la cantidad de saponinas presentes y la cantidad de azucares
hidrolizados.

Quillaja saponaria tiene una estructura compleja donde se observan
diversas fracciones. Posee una aglicona sustituida con un limitado nimero de
diferentes sacaridos (entre ellos glucosa, xilosa, fructosa), ademas de acido
quillaico y acido glucoronico, de igual forma las sapogeninas esteroidales se
encuentran sustituidas por un limitado nimero de monosacéaridos unidos entre
si por enlaces glicosidicos en cadenas lineales o ramificadas. En ambos casos
la hidrolisis provocada supone un rompimiento total de los enlaces glicosidicos,
de forma tal que todos los azlucares que conforman a las saponina queden
expuestos como monosacaridos, los cuales son los Unicos detectados por el
método de Miller (Hernandez et al., 2005).

Seguidamente se procedi6 a la cuantificacion de saponinas en el extracto
de tallo de Y. baccata, que fue la parte con la mayor concentracion (3.37
mg/mL) de saponinas lo que correspondidé a 13.82% del extracto butandlico
seco, para el experimento 1, realizado con machos. Para el experimento 2,
realizado con hembras se obtuvo una concentracién de saponinas en tallo de
17.22 mg/mL, lo que correspondio al 70.6% del extracto butandlico seco

obtenido para ese experimento. Existe informacion sobre la cantidad de
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saponinas presentes en otras plantas pertenecientes a la familia Agavaceae,
como lo es Y. baccata, pero no se tiene informacion sobre el tipo de saponinas
presentes en la misma. Los datos obtenidos en la primera extraccion
concuerdan con lo publicado por Wang y Kim en el 2011, donde cuantificaron
saponinas en Y. shidiguera obteniendo un 12.5%, mientras que Oleszek y
colaboradores en el 2001 ya habian publicado que Y. schidigera contenia un
10% de saponinas en su tallo. Los datos obtenidos en la segunda extraccion
fueron muy altos en comparacion de los primeros. Esto puede deberse a la
manera en la que se hizo la extraccion, y aunque el método empleado para
ambos casos era el mismo, cualquier minima diferencia puede hacer que haya
variacion en los resultados obtenidos (Guerra et al., 2008).

Al administrar los tratamientos en el primer experimento realizado con
jerbos machos no se observaron diferencias significativas (p<0.05) en las
cuentas de trofozoitos en el duodeno entre los grupos tratados con 24.4 mg/mL
(1.65 mg de saponinas/dosis; 440,000 trofozoitos/mL), 12.2 mg/mL (0.82 mg de
saponinas/dosis; 200,000 trofozoitos/mL) y 6.1 mg/mL(0.41 mg de
saponinas/dosis; 480,000 trofozoitos/mL) ni en intestino proximal con 24.4
mg/mL(1.65 mg de saponinas/dosis; 90,000 trofozoitos/mL), 12.2 mg/mL (0.82
mg de saponinas/dosis; 130,000 trofozoitos/mL) y 6.1 mg/mL(0.41 mg de
saponinas/dosis; 120,000 trofozoitos/mL) del extracto butandlico de tallo de Y.
baccata. Aunque hay evidencia de que la administraciéon oral de la fraccion
soluble de los extractos butandlicos de Y. baccata redujo en gran manera el
namero de trofozoitos en el intestino delgado (duodeno e intestino proximal) de
los jerbos, estos no fueron eliminados completamente.

Una de las posibles causas por las que en este experimento no se
observaron diferencias estadisticas entre las cuentas de trofozoitos por efecto
de las diferentes concentraciones de saponinas administradas, fue
posiblemente por el tamafo de jerbos por grupo (n=5), lo que hizo que no se
alcanzara una significancia.

Los trofozoitos presentes en duodeno fueron mas que los contabilizados

en intestino proximal, lo cual podria deberse a que las saponinas forman
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complejos con las sales biliares y colesterol (Sidhu y Oakenfull, 1986; Gee y
Johnson, 1988) cuya liberacién en el duodeno reduce la actividad anti-giardia
de saponinas en las regiones superiores del intestino delgado, por lo que su
actividad podria ser mayor en el intestino delgado distal, donde las
concentraciones de nutrientes son menores.

En el experimento 2, realizado con hembras, se pueden observar
cuentas de trofozoitos significativamente bajas (p<0.05) entre los grupos
tratados con 24.4 mg/mL (8.61 mg de saponinas/dosis), 12.2 mg/mL (4.30 mg
de saponinas/dosis) y 6.1 mg/mL (2.15 mg de saponinas/dosis) del extracto
butandlico de tallo de Y. baccata, con respecto al grupo no tratado.

En la regién del duodeno se observaron cuentas de trofozoitos mas
bajas en el grupo tratado con 24.4 mg/mL del extracto (30,000 trofozoitos/mL)
con todos los demas grupos, incluido el grupo no tratado (3, 120,000
trofozoitos/mL).

En intestino proximal el grupo tratado con 24.4 mg/mL (15,000
trofozoitos/mL) es igual estadisticamente al grupo tratado con 12.2 mg/mL
(20,000 trofozoitos/mL), pero diferente al grupo no tratado (1, 210,000
trofozoitos/mL). El grupo tratado con 6.1 mg/mL al realizar la cuenta de
trofozoitos (50,000 trofozoitos/mL) no alcanzé significancia y fue igual a todos
los demas grupos.

En los resultados obtenidos, se observaron las diferencias estadisticas
(p<0.05) en la cuenta de trofozoitos en duodeno y proximal en el grupo de
jerbos hembras al compararlo con los machos. Igualmente la cantidad de jerbos
por grupo en el experimento realizado con hembras fue bajo (n=7), pero fue
suficiente para alcanzar significancia. Aunque un nimero mayor de jerbos por
grupo hubiera sido lo mejor para este tipo de experimentos.

Al aumentar la concentracion de saponinas en el segundo experimento,
redujo de una manera mas eficiente la cuenta de trofozoitos, pero cabe sefalar
gue durante el experimento 11 jerbos murieron y otros se veian enfermos,
débiles y perdian pelo. Situacidon que no paso en los jerbos tratados con el
antiparasitario comercial (Metronidazol) y el grupo no tratado. Metronidazol fue
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100% efectivo en ambos experimentos, eliminando en su totalidad a los
trofozoitos tanto en duodeno como intestino proximal.

McAllister y colaboradores en el 2001, sometieron a jerbos a tratamientos
con extractos butandlicos de Y. schidigera, una vez al dia por tres dias, que
equivalia a un total de 18.3 mg/mL del extracto. Pero al incrementar la dosis
tres veces al dia por tres dias (50 mg del extracto), tuvieron que omitirlas a
partir del segundo dia (quinta dosis) ya que los jerbos se veian apaticos y
posiblemente enfermos. Aunque se observo una reduccion total de trofozoitos
en yeyuno e ileon.

Ademas giardiasis parece tener un impacto negativo en la ganancia de
peso del jerbo. Al comparar el grupo tratado con el antiparasitario comercial y
los grupos tratados con los extractos butandlicos, estos Ultimos mostraron
pérdidas de peso significativas (Sidhu y Shukla 2011; Quihui et al., 2012).

Este estudio demuestra que los extractos butandlicos de Y. baccata
tienen un efecto positivo para combatir giardiasis en jerbos, pero la
administracion de este extracto parece afectar negativamente su salud. Por lo
tanto los estudios sobre la purificacion, toxicidad y la exposicion a largo plazo

de este tratamiento deben ser investigados.
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CONCLUSIONES

El presente estudio constituye uno de los primeros para evaluar la actividad
antigiardiasis de saponinas obtenidas a partir de extractos de Y. baccata.

Se puede concluir que el jerbo (Meriones unguiculatus) de pesos entre
52-58 gramos y de 6-12 semanas de edad, es un excelente modelo
experimental para trabajar con giardiasis; ya que como se pudo observar, es
muy susceptible a esta infeccion.

La parte de Yucca baccata que contiene mayor cantidad de saponinas es
el tallo.

Las saponinas de los extractos butandlicos de Y. baccata disminuyen en
una buena cantidad a los trofozoitos de G. lamblia en jerbos en intestino
delgado (duodeno e intestino proximal). Se propone investigar mas sobre la
administracion de saponinas y el efecto que tienen a diversas concentraciones,

ademas de estudios sobre su toxicidad y exposicibon a largo plazo.
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ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de medio TYI-S-33 y cultivo de G. lamblia
Materiales

Tubos 13x100 estériles con tapdn

Pipetas seroldgicas estériles (5 y 10ml)

Pipetor

Sistema de filtracion (Steril asceptic sustem, Milipore corporation,
Bredfor, MA 01730) Filtro de 0.45um

Campana de flujo laminar (Purifier Class Il Biosafety Cabinet, Delta
Series, LABCONCO)

Incubadora (Thermolype, type 41900)

Reactivos

Componentes para 200ml de medio

Peptona Biotriptasa (BD BIOXON 2305)........ccciiiiiiiiiiiicceeeenn. 4.0g
Extracto de Levadora (BD 11929).........ccoiiiiiiiiiiiieee 2.0g
Dextrosa (J.T. Baker 1916-01)......ccevuiiiiiiiiiiiiie e, 2.0g
Cloruro de Sodio (SIGMA S-7653)......ciuiiiiiiiiiei e 0.4q
L-Cisteina (SIGMA C-8277).. ... 0.4q
Fosfato de Sodio Dibéasico (J.T. Baker 3252-01)........cccoviiiinennan... 0.2g
Fosfato de Potasio Monobasico (J.T. Baker).............c.cccoovviinnn.n. 0.1g
BiliS (SIGMA B-8331 ). .ttt 0.1g
L-Ascorbico (Spectrum A1317). ..o 0.02g
Citrato Férrico Amoniacal (J.T. Baker 3246-

01) e 0.0046g

Preparacion

Aforar a 200ml con agua bidestilada y ajustar el pH a 6.9 con NaOH 10N.
Agregar 0.4ml de antibidtico Rosephin y complementar con suero bovino
(Bovine Adult FERUM, SIGMA B2771) al 10%.
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Metodologia

1. Colocar 7.5ml de medio TYI-S-33 suplementado al 10% con suero
bovino, en tubo de ensayo 13x100.

2. Agregar 0.5ml de cultivo confluente de G. lamblia GS/M-83-H7 (1X10°)
trofozoitos/ml).

3. Realizar la transferencia del parésito en condiciones estériles con la
ayuda de una campana de flujo laminar.
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Anexo 2. Preparacion del in6culo

Materiales

Jeringa para insulina (BD PlastipakR) Céanula para alimentacion forzada
Tubos conicos Eppendorf 1.5 ml Tubos conicos Falcon 50ml
Micropipietas (10-100, 100-1000ul) Micropuntas 1ml

Equipo

Centrifuga (Termo IEC Maraton 3000R, Fisher Scientific)
Camara de Neubauer (Hausser Scientific)

Potenciémetro (Termo Orion)

Reactivos
Solucién reguladora de fosfatos pH 7.2
Componentes: PBS GIBCO BRI (cat. 21300-0017) Sobre con 9.6g
Preparacion:
Re-suspender el contenido del sobre en 1L de agua deionizada
AjustarelpHa 7.2

Durante su uso en todo el proceso de infeccion el PBS debe
mantenerse a 4°C.

Azul de Tripano (Trypan Blue Solucion al 4%, SIGMA cat. T8154)

Metodologia

1. Mantener el cultivo de trofozoitos de G. lamblia en agua-hielo durante 20

minutos para liberar los trofozoitos adheridos a la pared del tubo.

2. Lavar los trofozoitos 3 veces en solucion PBS usando centrifuga a 2700

rpm por 10 minutos a 4°C.
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3. Posterior al ultimo lavado, re-suspender el sedimento de trofozoitos en
500pl de solucién de PBS y realizar una dilucién 1:2 con azul de tripano.
4. Ajustar a 5x10° trofozoitos en 200pl de solucion.
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