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RESUMEN

La giardiasis es una infección intestinal  de amplia  distribución mundial,  que

presenta  manifestaciones  clínicas  con  variaciones  desde  la  infección

asintomática,  a  la  enfermedad  aguda  o  crónica  asociada  con  diarrea

prolongada y severa  y malabsorción de nutrientes. Su agente etiológico es el

protozoario Giardia lamblia. La infección se inicia por la ingestión de quistes del

parásito, presentes en  agua y/o alimentos contaminados o por contacto oro-

fecal  directo. Los  mecanismos  a  través  de  los  cuales  G.  lamblia causa  le

enfermedad  permanecen  aún  en  discusión,  pero  los  principales  postulados

incluyen  tanto   alteraciones  morfológicas  como  funcionales  de  la  mucosa

intestinal  a  causa de la  adhesión de los trofozoítos a las células epiteliales

mediante el disco ventral o suctorio, que afectaría la absorción de nutrientes. El

principal tratamiento es la administración de drogas antiparasitarias, muchas de

las  cuales  han  demostrado  tener  un  amplio  rango  de  efectos  secundarios

desagradable,  lo  cual  sumado  a  la  ocurrencia  de  resultados  clínicos

insatisfactorios  y  al  surgimiento  de  cepas  resistentes,  ha  impulsado  la

búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas.

Es  por  ello  que  el  objetivo  de  esta  tesis  doctoral  fue  evaluar  la  actividad

antigiardiásica de componentes alimentarios de origen vegetal y microbiano,

como así también la interacción de los mismos con drogas antiparasitarias de

uso común.

Para  ello  se  obtuvieron  extractos  a  partir  de  Prosopis  alba  (Algarroba)  y

Ziziphus  mistol  (Mistol)  por  maceración  con  diferentes  solventes  (acetona,

hexano, alcohol  y agua),  y exopolisacáridos (EPS) de kéfir  por precipitación

alcohólica en distintas graduaciones, y se realizaron pruebas de susceptibilidad

para evaluar su efecto sobre el crecimiento, viabilidad y capacidad de adhesión

in  vitro sobre cultivos de  Giardia lamblia,  mediante recuento celular.  De los

extractos vegetales, solo los acuosos y alcohólicos de ambos frutos regionales

mostraron propiedades antigiardiásicas en todas las concentraciones y tiempos

ensayados, pudiendo determinar la concentración que inhibe el 50% del total

de parásitos (IC50), excepto para el  extracto alcohólico de  Z. mistol.  De los
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EPS de kéfir, solo la fracción C disminuyó el crecimiento de trofozoítos de G.

lamblia, y ninguna afectó la capacidad de adhesión.

Mediante  la  misma  técnica  se  analizó  el  efecto  de  la  interacción  de  los

extractos  vegetales  y  EPS  con  metronidazol  (MTZ),  una  de  las  drogas

antiparasitarias  más  utilizadas  en  el  tratamiento  de  la  giardiasis  y  otras

parasitosis. Las menores concentraciones de extractos alcohólicos y acuosos

no afectaron la acción de la IC50 de la droga, mientras que las más elevadas

mejoraron el efecto inhibitorio del crecimiento y de la adhesión. Al utilizar una

dosis menor de MTZ el comportamiento observado fue similar, lo que permitió

en el caso del extracto alcohólico de P. alba, reducir la IC50 del fármaco a la

mitad. Los EPS no afectaron el efecto que tiene el MTZ por sí solo.

Se  realizó  la  caracterización  de  la  composición  e  identidad  química  de  los

extractos  vegetales  y  EPS  con  actividad  antigiardiásica  mediante  técnicas

cualitativas  de coloración,  análisis  espectrofotométricos  y  cromatografías  en

capa fina (CCF ó TLC). 

También se evaluó la toxicidad sobre células Vero y se comprobó que el efecto

de  los  extractos  alcohólicos  y  acuosos  sobre  el  crecimiento,  viabilidad  y

capacidad de adhesión de G. lamblia, fue en concentraciones que no resultaron

citotóxicas  sobre  esta  línea  celular.  Por  su  parte  los  EPS  mostraron

citotoxicidad  en  menores  concentraciones  a  las  ensayadas  con  G.  lamblia,

condicionando su posible utilización en el tratamiento de la giardiasis.

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigación indican que los frutos

regionales  autóctonos  P.  alba y  Z.  mistol,  resultarían  útiles  como paliativos

paras procesos patológicos- infecciosos como la giardiasis  u otras parasitosis

por  protozoarios,  mejorando  las  medidas  terapéuticas  empleadas  en  la

actualidad, tanto por la capacidad de disminuir el crecimiento y adhesión de G.

lamblia como  así  también  reducir  las  dosis  efectivas  de  antiparasitarios

tradicionales.
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ABSTRACT

Giardiasis  is  an  intestinal  infection  of  worldwide  distribution,  presenting  with

clinical manifestations ranging from asymptomatic infection to acute or chronic

disease associated with prolonged and severe diarrhea and malabsorption of

nutrients,  Its  etiologic  agent  is  the  protozoan  Giardia  lamblia.  Infection  is

initiated by ingestion of parasite cysts present in contaminated water and food

or  by  direct  fecal-oral  contact  The  mechanisms  through  which  G.  lamblia

causes disease will remain still under discussion, but the main tenets include

both mechanical obstruction as morphological and functional alterations of the

intestinal mucosa because of the adherence of trophozoites to epithelial cells by

ventral  disk  that  affect  nutrient  absorption.  The  main  treatment  is  the

administration of antiparasitic drugs, many of which have been shown to have a

wide  range  of  unpleasant  side  effects,  which  added  to  the  occurrence  of

unsatisfactory  clinical  results  and  the  emergence  of  resistant  strains,  has

prompted the search for new therapeutic strategies .

That is why the aim of this thesis was to evaluate the activity antigiardiasic in

food components of  plant  and microbial  origin,  as well  as the interaction of

these with commonly used antiparasitic drugs.

To  which  extracts  were  obtained  from  Prosopis  alba (Carob)  and  Ziziphus

mistol (Mistol) by maceration with different solvents (acetone, hexane, alcohol

and water),  and exopolysaccharides (EPS) of kefir by alcohol precipitation in

different rankings, and susceptibility tests were performed to assess their effect

on growth, viability and adhesiveness in vitro cultivation of  G. lamblia by cell

counting.  Plant  extracts,  only  both  aqueous and alcoholic  fruit  antigiardiasic

regional  properties  showed  in  all  tested  concentrations  and  times,  and  can

determine the concentration which inhibits 50% of parasites (IC50), except for

the  alcoholic  extract  of  Z.  mistol.  Of  the  EPS  of  kefir,  only  the  fraction  C

decreased  the  growth  of  trophozoites  of  G.  lamblia,  and  none  affected  the

adhesiveness.

By the same technique it  was analyzed the effect of  the interaction of plant

extracts  and  EPS  with  metronidazole  (MTZ),  one  of  the  most  widely  used
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antiparasitic drugs in the treatment of Giardia and other parasites. The lower

concentrations of alcoholic and aqueous extracts did not affect the action of the

IC50 of the drug,  while  higher concentrations had grater  inhibitory effect  on

growth and adherence. By using a lower dose of MTZ observed behavior was

similar, allowing in the case of alcoholic extract of  P. alba, reducing the drug

IC50 to half. The EPS did not affect the effect of the MTZ alone.

A characterization of the chemical composition and identity of the plant extracts

and  EPS  with  anti  giardiasic  activity  using  qualitative  staining  techniques,

spectrophotometric analysis and thin layer chromatography (TLC or TLC) was

performed.

It was also evaluated the toxicity on Vero cells and it was found that the effect of

alcoholic  and aqueous extracts  on  growth,  viability  and adhesiveness  of  G.

lamblia,  were  at  concentrations  that  were  not  cytotoxic  for  this  cell  line.

Meanwhile  the  EPS showed cytotoxicity  at  lower  concentrations  tested  with

G. lamblia, conditioning its possible use in the treatment of giardiasis.

The results obtained in this research indicate that regional fruits native P. alba

and Z. mistol, would be useful as palliative to stop infectious disease processes,

such as giardiasis or other parasitic protozoa, improving therapeutic measures

currently employed by both the ability to decrease the growth and adhesion of

G. lamblia as well as effective doses of traditional drugs.
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INTRODUCCION

Giardia lamblia 

Giardia  lamblia,  es  un microorganismo unicelular  que habita  en  el  intestino

delgado de humanos y de muchos otros mamíferos (Adam R.D., 1991).

Es un parásito protozoario flagelado que coloniza el intestino delgado superior

causando una infección intestinal conocida como Giardiasis, cuyos síntomas

clínicos varían desde la infección asintomática a la enfermedad asociada con

diarrea severa y prolongada y malabsorción de nutrientes (Adam R.D., 1991 y

Farthing M.J., 1997). 

La Giardia fue  descubierta  en  1681  por  Antonie  van  Leeuwenhoek,  quien

encontró el  parásito en sus propias heces, y aunque por mucho tiempo fue

considerada  de  patogenicidad  dudosa,  en  la  actualidad  se  reconoce  su

importancia  clínica  e  incidencia  para  la  salud  pública  mundial  (Beach  R.,

McCulloch W., 1985). 

Ciclo Biológico

El  ciclo  vital  de Giardia es  bifásico,  con  dos  formas  estructural  y

bioquímicamente  diferentes:  los  quistes,  cuadrinucleados  y  ovoides,

constituyen el estadio más estable y resistente, propiedad que le confiere la

presencia de una pared externa glicoproteíca rígida que protege al parásito de

las  condiciones  ambientales  más  hostiles  e  incluso  de  la  acción  de  desin-

fectantes; y los trofozoítos, flagelados y móviles, que son responsables de la

acción patógena y manifestación clínica de la enfermedad (Lujan H.D., 2006).

La infección se inicia por la ingestión de agua o alimentos contaminados con

quistes, o por  contacto  directo fecal-oral.  La  progresiva  exposición  al  acido

gástrico y enzimas digestivas promueven la desenquistación que da origen a

dos trofozoítos binucleados con forma de media pera y alrededor de 10 µm de

tamaño,  los  cuales  se  dividen  rápidamente  por  fisión  binaria  (Adam  R.D.,

1991).
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 La adhesión de los trofozoítos a las células del epitelio intestinal mediante su

disco ventral  o  suctorio,  representa el  primer paso en la  patogénesis de la

enfermedad  (Rodríguez-Fuentes G.B. et al., 2006) y es considerada un pre-

requisito para la colonización, que se produce principalmente en duodeno y

yeyuno, donde el mayor contenido de  sales biliares y  colesterol favorece su

crecimiento (Katalaris P. et al., 1995).

El  mecanismo de  adaptación  de  Giardia conocido  como enquistamiento  es

esencial  para  que  el  parásito  pueda  sobrevivir  fuera  del  intestino  del

hospedador, ya que los trofozoítos son sumamente sensibles a los cambios de

temperatura,  humedad  y  a  la  presencia  de  agentes  químicos.  Cuando  los

trofozoítos son llevados por el fluido intestinal hacia zonas más distales, donde

las condiciones del medio le son desfavorables y la concentración de colesterol

es menor, se produce la  diferenciación a quistes, los cuales al ser eliminados

con las heces ya son infectantes (Lujan H.D. et al., 1997).

Epidemiología

La giardiasis  es  una  infección  intestinal  de  amplia  distribución  mundial  con

mayor  prevalencia  en  países  en  desarrollo  como  consecuencia  de  las

condiciones  sanitarias  inadecuadas  e  insuficientes,  entre  las  que  se  puede

mencionar  la  calidad  de  los  procedimientos  de  eliminación  de  basura  y

excretas, el grado de contaminación fecal del agua de bebida y riego, con la

subsecuente contaminación de los alimentos.  Aunque afecta a personas de

todas las edades, en las zonas endémicas la infección es más frecuente en

niños,  sobre  todo  aquellos  que  asisten  a  guarderías  o  jardines de  infantes

donde la tasa de infección promedio alcanza entre el 6-8% pudiendo llegar al

20%. Otros grupos de riesgo son las mujeres en edad fértil, los ancianos y los

homosexuales (Wolfe M.S., 1992).

La  principal  vía  de  transmisión  es  fecal-oral.  Los  quistes  eliminados en las

heces  tanto  de  animales  salvajes  como  domésticos  y  también  el  hombre,

constituyen la forma infectiva del parásito y pueden permanecer viables hasta 2
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o 3 meses en agua fría, siendo necesaria la ingestión de un pequeño inóculo

para iniciar la infección en el hombre (Heresi G.P. et al. 2000). 

Manifestaciones clínicas

La infección se caracteriza por la producción de cuadros clínicos, agudos o

crónicos  de  intensidad  y  severidad  variable,  cuya  remisión  y  reaparición

dependen  de  factores  propios  del  huésped,  determinados  genéticamente  o

adquiridos, como también de la virulencia de la cepa (Roxstróm-Lindguist K. et

al., 2006, Heresi G.P. et al., 2000 y Adam R.D., 1991). 

La  gran  diversidad   de  expresión  de  la  enfermedad,  determina  que  una

proporción  significativa  de  las  personas  infectadas sean  completamente

asintomáticas,  mientras que en algunos casos la  infección se presenta con

síntomas leves, de corta duración y se resuelve espontáneamente, y en otros

más prolongada y debilitante (Langford T.D. et al., 2002). 

Los síntomas incluyen dolor abdominal,  náuseas, anorexia,  diarrea, vómitos,

flatulencia,  y  de  no  mediar  tratamiento  efectivo,  la  infección  progresa  a  la

cronicidad, incluyendo pérdida de peso, distensión y dolor abdominal, y signos

de malabsorción como heces acuosas y malolientes (Langford T.D. et al., 2002

y Kumar P., Clark M., 1994). 

El análisis histológico de la mucosa intestinal colonizada por el parásito, es muy

variable,  pero  en  la  mayoría  de  los  casos,  se  observan  cambios

ultraestructurales  como  acortamiento  y  desorganización  de  las

microvellosidades (Chavez B., Martinez-Palomo A., 1995), lo que implica una

reducción de la actividad enzimática en la zona apical  del  enterocito dando

lugar a un cuadro de mal absorción (Buret A. et al., 1992 y -Roberts-Thomson I.

et al., 1976).

Aunque las observaciones en modelos in vitro e in vivo establecieron que la

giardiasis incrementa la permeabilidad intestinal e induce  a  la pérdida de la

función de barrera intestinal (Troeger H, et al., 200 y Scott K. et al., 2002), la

extensión, el tipo de daño y los mecanismos por los cuales  Giardia provoca
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alteraciones  estructurales  y  funcionales  del  epitelio  del  hospedador  aún

permanecen en discusión.

El parásito no  invade la mucosa del intestino delgado y hasta la actualidad no

se ha descripto la presencia de toxinas o factores de virulencia (Adam R.D.,

2001);  las investigaciones indican que la patogenicidad estaría directamente

asociada  a  la  adhesión  estrecha  de  la  región  contráctil  del  disco  ventral

(McCabe R.E. et al., 1991. y  Smith P.D., 1985).

Los mecanismos específicos de adhesión de los trofozoítos de  Giardia aún

permanecen en debate, pero la evidencia sugiere un proceso multifactorial que

incluye: fuerzas mecánicas del disco ventral (Chavez B., Martinez-Palomo A.,

1995  y  Smith  P.D.,  1985);  las  estructuras  del  borde  del  disco  ventrolateral

(Kanaippe F., 1990); la presencia de moléculas de superficie del tipo lectinas

(Farthing M. et al., 1986, Inge P., Edson C.M., Farthing MJ., 1988, Magne D. et

al., 1991, Pegado M., de Souza W. , 1994 y  Sreenivas F. et al., 1995), como

así también proteasas (Rodríguez-Fuentes G.B. et al., 2006).

Tratamiento

Metronidazol 

El  tratamiento  actual  incluye  la  administración  de  drogas  antiparasitarias,

dentro  de  las  cuales  las  más  utilizadas  pertenecen  a  la  familia  de  los

nitroimidazoles, benzimidazoles y nitrofuranos (Harris J.C. et al., 2001).

El metronidazol (MTZ), perteneciente al grupo de nitroimidazoles, es el fármaco

clínicamente más utilizado en la terapia contra la giardiasis a nivel mundial. El

mecanismo de acción utiliza la ruta metabólica anaeróbica del parasito, que

acepta en un grupo nitro, un electrón donado por la proteína transportadora de

electrones ferrodoxina del parásito, y una vez reducido se une covalentemente

a moléculas de ADN, causando daños a nivel estructural y funcional, con la

consiguiente muerte celular (Gardner T, Hill D.,  2001). 
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 También actuaría sobre una enzima de la vía respiratoria causando un rápido

efecto inhibitorio sobre la respiración del trofozoíto (Farthing M.J.G., 1992). 

El  MTZ  se  absorbe  rápida  y  completamente  tras  la  administración  oral  y

penetra en los tejidos corporales y secreciones, se metaboliza principalmente

en el hígado y se excreta en la orina (Tracy J.W., Webster L.T., 1996).

Los efectos  secundarios  más comunes  observados durante  el  tratamiento,

incluyen  náuseas,  vómitos,  xerostomía,  sabor  metálico,  anorexia  y  dolor

abdominal, y en altas dosis también se ha descripto pancreatitis y toxicidad del

sistema  nervioso  central  que  se  manifiesta  como  ataxia,  encefalopatía  e

inestabilidad emocional (Roe F.J.C., 1985 y Kusumi R.K. et al., 1980). 

Además  de  estos  efectos  adversos,  la  ocurrencia  de  resultados  clínicos

insatisfactorios  y el  surgimiento de cepas resistentes (Casburn-Jones A.C.,

Farthing  M.J.,  2004  y  Gardner  T.,  Webster  L.T.,  2001),  han  impulsado  la

búsqueda  de  estrategias  terapéuticas  alternativas,  que  incluyen  alimentos,

suplementos dietarios o fármacos de origen alimentario capaces de inhibir el

crecimiento, la replicación o el ataque a los enterocitos por parte del parásito,

como así  también de estimular la respuesta inmune del  huésped (Petri  W.,

2003. y Greenberg B.H., et al., 1995).

Actividad de componentes alimentarios vegetales y microbianos

Las propiedades beneficiosas para la salud de productos naturales  han sido y

son motivo de interés mundial. Desde tiempos remotos se han utilizado para

mitigar o curar enfermedades, y en el último tiempo,  el estudio y análisis de las

propiedades  de  sus  componentes  ha  ido  en  aumento,  como  estrategias

terapéuticas  alternativas  de  los  tratamientos  convencionales  de  diferentes

procesos infecciosos.

Diversos  estudios  describen  las  propiedades  antimicrobianas  de  extractos

vegetales,  fracciones  de  extractos  o  componentes  aislados  de  los  mismos,

obtenidos a partir de plantas o hierbas autóctonas, utilizadas en la medicina

popular (Zampini I.C. et al., 2007; Demo M. et al., 2005 y Cowan H.M., 1999).
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En  nuestra  provincia  y  en  buena  parte  de  nuestro  territorio  nacional,  aún

subsiste la costumbre de utilizar los frutos de especies arbóreas de los bosques

autóctonos de escasa utilización en la actualidad, entre los que se destacan el

mistol (Ziziphus mistol) y la algarroba (Prosopis alba). 

Ziziphus mistol (Mistol)

Generalidades

Es  un  caducifolio  espinoso  perteneciente  a  la  familia  de  las  Ramnaceas

(Rhamnaceae)  tradicionalmente  conocido  como  "mistol",  y  ampliamente

distribuido en Perú, Bolivia, Paraguay y Argentina.

En nuestro país, abunda en el Chaco Austral y las zonas bajas del Noroeste

Argentino, como también en la región septentrional de la Provincia de Córdoba.

 Su fruto es una drupa esférica de color  marrón rojizo  de aproximadamente

10-17 mm de diámetro, con una pulpa pastosa y dulce.

Composición químico-nutricional

La  composición  química  y  nutricional  varía  en  función  del  fragmento  de  la

planta analizado.

La raíz  contiene saponinas,  taninos,  peroxidasas,  almidón y  proteínas,  y  la

corteza saponinas (Colares M.N., Arambarri A.M., 2008). En las ramas hojosas

se  han  encontraron  antraquinonas  y  vestigios  de  saponinas;  en  las  hojas,

taninos, saponinas, triterpenos, flavonoides, y en los frutos almidón y azúcar

(Pelotto  J.P., Del Pero de Martinez  M.A., 2002).

Aplicaciones alimentarias

El  fruto  se  consume  maduro,  fresco  o  desecado,  solo  o  en  diferentes

preparaciones alimentarias, tal como "bolanchao", una de las más tradicionales

en  la  región  chaqueña  de  nuestro  país.  El  bolanchao  es  preparado  por
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trituración del fruto hasta conseguir una pasta granulosa  y obtener una especie

de golosina muy preciada como merienda, por ser  fácil de transportar, sobre

todo para actividades al aire libre. (Boelcke O., 1989).

Con el fruto fermentado y agua se prepara una variante de “aloja”, y a partir de

su destilación, aguardiente de mistol.

Además  de  estos  usos  tradicionales,  el  mistol  también  hace  una

contribución significativa al medio ambiente mediante la fijación de carbono y

la protección de los suelos y la biodiversidad (Galindez M. et al., 2006).

Aplicaciones medicinales

El mistol  se ha utilizado en muchas comunidades tradicionales del noroeste

argentino, en diferentes preparaciones de uso medicinal.

La infusión o decocción de corteza se ha empleado en el  tratamiento de la

caspa y la seborrea (Bourdy G., 2002; Martínez G.J., Barboza G.E., 2010). La

infusión preparada con la fruta, “té de mistol”, se toma contra el cólico biliar, la

disentería,  "estómago resfriado"  y  "empacho",  como un  expectorante   y  un

antídoto  contra  picaduras  serpientes  e  insectos  venenosos  (Scarpa  G.F.,

2004).

La fruta también se tuesta y se muele para preparar " café de mistol", que se

utiliza para tratar enfermedades del sistema respiratorio, patologías cardíacas,

hipertensión y diabetes. También se emplea como energizante natural (Palacio

M.O. et al., 2009). 

Prosopis alba (Algarroba/o)

Generalidades

El  Algarrobo  es  árbol  de  hojas  perennes,  de  hasta  10  metros  de  alto,

perteneciente a la familia de las leguminosas. Sus frutos, las algarrobas, son

vainas lineares, arqueadas o anulares, de 12 a 25 cm de largo, color  marrón

oscuro, que en su interior contienen semillas y una pulpa de sabor dulce.
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Tiene  amplia  distribución  geográfica  a  lo  largo  de  América  del  sur,

principalmente  en Argentina, Uruguay, Paraguay, Perú, Bolivia y Chile.

 En  nuestro  país,  el  algarrobo  (Prosopis)  tiene  varios  nombres:  algarrobo

blanco  (Prosopis  alba),  negro  (Prosopis  nigra),  dulce;  y  existen  árboles

similares como el caldén (Prosopis caldenia), tintitaco, vinal y otros.

La harina de algarroba se elabora a partir del fruto del árbol. Las chauchas

maduras permiten obtener  una harina muy dulce,  después de una serie  de

tratamientos que incluyen deshidratación, tostado y molienda final del producto.

Composición químico-nutricional

Los frutos o vainas del algarrobo blanco son ricos en hidratos de carbono y

proteínas de valor nutricional, y proveen hierro y calcio, presentando un bajo

tenor graso y buena digestibilidad. 

En la composición de la harina se destaca la presencia de entre un 40 y un

50%  de  azúcares  naturales  (fructuosa,  glucosa  y  sacarosa),  un  5%  de

proteínas y minerales como:  hierro,  calcio,  magnesio,  zinc,  silicio  y  fósforo,

destacándose su gran contenido de potasio y bajo contenido de sodio, además

de vitaminas como  A, B1,  B2 y D (Burkart  A.,  1882; Gianinetto I.B.  et  al.,

1975).

Aplicaciones alimentarias

La harina es soluble en líquidos, por lo cual puede mezclarse rápidamente con

agua o leche, sin necesitar ulterior cocción. Con la harina tostada y agua se

elabora una exquisita torta horneada conocida como patay. 

Por su sabor y aroma similar al cacao, se utiliza como reemplazo de éste en la

preparación de postres y tortas.  También  se elaboran bebidas como añapa,

aloja y  chicha (Escobar B. et al., 2009; Odibo F.J.C. et al., 2008).
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Aplicaciones medicinales

El  uso  de  algarroba  está  muy  difundido  como  tratamiento  para  la

gastroenteritis, principalmente en lactantes. 

Las  algarrobas  frescas  son  laxantes,  mientras  que  la  harina  seca  es  anti-

diarreica, y además posee la propiedad de adsorber las toxinas del conducto

digestivo,  consiguiendo excelentes  resultados en las  diarreas infantiles.  Los

taninos de la algarroba son útiles en el tratamiento de diarrea aguda de origen

bacteriano o viral (Loeb H. et al., 1989)

 Las semillas, son ricas en mucílagos y a partir de ellas se consigue la “goma

de  algarroba”,  que  en  el  estómago  forma  un  gel  viscoso  que  aumenta  el

volumen del  contenido gástrico por  adsorción de líquidos,  incrementando la

sensación de saciedad además de interferir  con el  reflujo de ácido hacia el

esófago (Greally P. et al., 1992). 

En el intestino, la goma tiene efecto laxante, distiende las paredes intestinales y

estimula  un  correcto  peristaltismo.  También  se  ha  descripto  un  efecto

hipocolesterolemiante  sin  modificaciones  de  HDL,  por  consumo  de

preparaciones a base de algarroba rica en fibra dietética y polifenoles (Ruiz-

Roso B. et al., 2010).

Diversos  estudios han confirmado el  efecto  antagónico de microorganismos

sobre patógenos gastrointestinales. Así mismo diversas comunidades étnicas

les  han  adjudicado  propiedades  curativas  y/o  preventivas  a  diferentes

productos  artesanales  obtenidos  a  partir  de  las  fermentaciones  por

microorganismos de la leche de vaca, oveja o cabra entre las más usadas en el

mundo, siendo el Kéfir una de ellas a la que se le sigue prestando atención en

las investigaciones (Coconnier M.H. et al., 1997; Trejo F.M. et al., 2006 y Fayol-

Messaoudi D. et al., 2007). 
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Kéfir

Generalidades

El  kéfir  es  una  bebida  láctea  fermentada,  de  carácter  acido-alcohólica

originaria del Cáucaso.  Según el código alimentario argentino (Capítulo VIII,

Art. 576, Res. 295), se define al kéfir como una leche fermentada elaborada

con granos de Kéfir. 

Los granos de kéfir, se parecen a piezas de coral, o a pequeños coliflores y

miden de 3 a 20 mm de diámetro (Lidudzisz  Z. et al., 1990). 

Son una masa  gelatinosa blanca formada por proteínas, lípidos y polisacáridos

solubles,  que  conforman  una  matriz  donde  se  agrupan   comunidades  de

microorganismos  en  asociación  simbiótica,  que  son  responsables  de  la

fermentación (Fernando Lopitz-Otsoa F. et al., 2006).

Composición química  

La  composición  del  kéfir  varía  de  acuerdo  al  tipo  de  leche  utilizada  y  su

contenido de grasa, a la composición microbiológica de los granos de kéfir, y al

proceso  tecnológico  de  obtención,  pero  los  valores  aproximados  incluyen;

87,5% de agua, 3,5% de grasa, 3.3% de proteínas, 4% de lactosa, vitaminas y

minerales.

En  cuanto  a  los  granos  de  kéfir,  las  proteínas  representan  un  13%  y  los

polisacáridos un 24%, de su peso seco (Semih O.;  Ozem C., 2003). 

El  exopolisacárido característico hallado en los granos de kéfir, es el kefiran,

producido  por  varias  especies  de  lactobacilos  homofermentativos como  L.

kefiranofaciens.  Es  un  glucagalactano,  que  puede  solubilizar  en  agua,

principalmente caliente, formando una solución viscosa (Farnworth E.R.,2005).

 Adicionado a los alimentos actúa como espesante, estabilizante, emulsionante,

sustituto  de  grasa  o  agente  gelificante.  Por  su  elevada  viscosidad,   su
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utilización  en la industria cosmética y alimentaria ha ido en aumento (Toba T.

et al., 1987).

Composición microbiológica

Se  han  identificado  bacterias  del  acido  láctico (Lactobacillus,  Lactococcus,

Leustonostoc y  Streptococcus  salivarius  subsp.  Termophilus) bacterias  del

ácido  acético  (Acetobacter  aceti)  y  bífido  bacterias  (Bifidobacterium

spp).También levaduras fermentadoras de la lactosa (Kluyvermyces marxianus)

y levaduras no fermentadoras de la lactosa (Saccharomyces exiguus) (Hallé C.

et al., 1994).

En el producto fermentado final, el principal Lactobacillus, aproximadamente el

80% del total, es Lactobacillus kefiri, y el resto se compone de  L.actobacillus

paracaseisubsp. paracasei, L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L.

plantarum y L. kefiranofaciens,  Las principales levaduras tanto en la bebida

como en los granos de kéfir  son  Saccharomyces  cerevisiae, Saccharomyces

unisporus,  Candida  kefyr  and  Kluyveromyces  marxianus  subsp.  Marxianus

(Fernando Lopitz-Otsoa F. et al., 2006).

Propiedades beneficiosas para la salud humana

Los  probióticos  son  definidos  como  microorganismos  viables  que  al  ser

ingeridos  provocan  efectos  beneficiosos  para  la  salud  del  huésped.  Los

principales  microorganismos  probióticos  son  bacterias,  pero  también  se  ha

comprobado las propiedades de algunas levaduras (Kumura H. et al., 2004 y

Martins F.S. et al., 2005).

Para que un microorganismo sea considerado probiótico debe ser capaz de

sobrevivir  en  el  tracto  gastrointestinal  y  presentar  al  menos  una  función

beneficiosa  relacionada  a  la  resistencia,  colonización,  inmunomodulación  o

contribución nutricional (Martins F.S. et al., 2005).

El kéfir es considerado en la actualidad, un ejemplo de mezcla probiótica de

bacterias y levaduras (Simova E. et al., 2002).
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A nivel del tracto digestivo se ha comprobado que el kéfir mejora la digestión y

tolerancia a la lactosa en adultos (Hertzler S.R., Clancy S.M., 2003) y estimula

la función motora y de vaciado gástrico (Loranskaia T.I. et al., 1986).

Por  otro  lado,  estudios  han  demostrado  la  actividad  antibacteriana  y

antifúngica, tanto del kéfir (Schneedorf J.M., Anfiteatro D.N., 2004 y Kwon C.S.

et al., 2003), como de los expolisacáridos de kéfir (kefiran) (Rodrigues K.L. et

al.,  2005);   y  también  la  capacidad inmunomoduladora  sobre  la  respuesta

inmune  sistémica   (Thoreux  K.  Schumucker  D.L.,  2001)  y  de  la  mucosa

intestinal (Vinderola C.G. et al., 2005). 

Además se ha determinado propiedades antimutagénicas,  antioxidantes (Liu

J.R. et al., 2005, a y b) y antitumorales (Furukawa N. et al., 1990, b). Respecto

a  ésta  última,  la  actividad  antimetastásica  observada   en  kéfir,   ha  sido

vinculada al contenido de expolisacáridos de los granos de kéfir (Furukawa N.

et al., 2000 b y Murofushi M. et al., 1986).

Si  bien  no  existen  hasta  el  momento  antecedentes  sobre  la  actividad

antigiardiásica  de  P.  alba y  Z.  mistol,  como  tampoco  del  kéfir  y  sus

exopolisácaridos,  los  antecedentes  expuestos  anteriormente,  plantearon  la

necesidad de profundizar el estudio sobre el rol preventivo o paliativo potencial

de  alimentos  de  origen  vegetal  y  microbiano  en  procesos  patológico-

infecciosos como la giardiasis, bajo la hipótesis de que poseen componentes

con propiedades beneficiosas para el tratamiento y control esta enfermedad.

La obtención de componentes alimentarios  capaces  de alterar el curso normal

de la  enfermedad,  y  de  mejorar  las  medidas terapéuticas  empleadas en la

actualidad,  tanto  por  sus  posibles  efectos  protectores  como también por  la

posibilidad de disminuir las dosis efectivas de antiparasitarios tradicionales,  y

con ello los efectos no deseados que estas drogas provocan, justificaría   su

procesamiento  tecnológico,  y  en  el  caso  de  los  productos  vegetales,  la

explotación  no  destructiva  de los  frutos   de  especies  arbóreas  del  bosque

autóctono que justifiquen económicamente su aprovechamiento. 
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Además estos estudios son fundamentales para dar un respaldo científico a la

posible  aplicación  de  la  fitomedicina  en  la  terapéutica  clásica  moderna  de

procesos  patológicos,  o  para  efectuar  medicina  preventiva  con  alimentos

funcionales que refuercen la protección del individuo.
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HIPOTESIS

Los componentes de alimentos vegetales, lácteos y  microbianos  tienen

propiedades potencialmente  útiles  para  el  tratamiento  y  control  de  la

giardiasis.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar la actividad antigiardiásica de componentes alimentarios de

origen vegetal, lácteo y microbiano.

Objetivos específicos:

1) Determinar  la  concentración  mínima  inhibitoria,  (expresadas  en

unidad de mg o ug de extracto seco/mL) de los diferentes extractos

de origen vegetal y  microbiano.

2) Caracterizar  la  composición  e  identidad  química  de  los  extractos

vegetales y/o microbianos con actividad antigiardiásica.

3) Investigar  la interacción de los extractos vegetales y/o  metabolitos

microbianos con drogas antigiardiásicas clásicas. 

4)  Determinar la toxicidad biológica, sobre células Vero de cultivo, de

extractos vegetales y metabolitos microbianos potencialmente útiles. 
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MATERIALES Y MÉTODOS

1-Equipamiento

El trabajo de investigación se llevó a cabo en tres laboratorios que cuentan con

la infraestructura, los servicios y equipamiento necesarios: el que dispone la

Cátedra de Técnicas de Investigación y Control de Alimentos  de la Escuela de

Nutrición  y  que  funciona  dentro  de  la  infraestructura  de  la  Cátedra  de

Bioquímica y Biología Molecular FCM-UNC, el laboratorio de Biología Molecular

y Celular  FCM-UCC, el laboratorio del Instituto de Virología Dr. José María

Vanella, FCM-UNC. 

 Entre los equipos principales que fueron utilizados se destacan: 

- Espectrofotómetro Beckam OV-VIS, Modelo 2.400. 

- Campana de flujo laminar de seguridad biológica/ Sterild Gard Hood. 

- Estufas de cultivo 

- Centrífugas de laboratorio de altas revoluciones con y sin refrigeración. 

- Autoclave (Faeta) Modelo MCIS 2000 con esterilizador IS2000. 

-  Otros  equipos  menores  (Evaporador  Rotatorio,  baños  con  termostato,

balanzas, microscopio y demás material pertinente). 

2-Materiales 

2.1. Drogas y Reactivos

FeCl3.6H20  (Anedra,  pro-análisis);  NH4OH  (Cicarelli,  pro-análisis);  Mg

(Anedra, virutas); BaCl2.2H2O (Anedra, pro-análisis); Na2CO3 (Anedra); AlCl3

(Tetrahedron min 97%); KCH3CO2 (Cicarelli, pro-análisis); NaOH (Cicarelli, pro-

análisis min. 97%); NaCl: (Anedra, 99,9%); KCl: (Anedra, 99,9%); Na2HPO4 12

H2O (BDH,  min.  99%);  KH2PO4 (BDH,  99-101%);  Acetona (grado analítico

DORWIL); Hexano (grado analítico DORWIL);

 Alcohol etílico 96 % (Porta, uso medicinal); Alcohol etílico 99,8 % (Merck, pro-

análisis); HCl (Biopur); Alcohol butílico normal (Anedra, pro-análisis, 99,86%);

Cloroformo- (Sintorgan, grado HPLC min. 99,8%); Ac. Fórmico (Cicarelli, pro-

análisis min. 85%); Ac. Acético glacial (Cicarelli, pro-análisis min. 99,5%); Ácido
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Tricloroacético (Anedra); H2SO4 (Merck, pro-análisis 95-97%), Folin Ciocalteu

(Anedra) 1,95N; Fenol  (Cicarelli,  pro-analisis);  Ácido Gálico Anhidro (Anedra

pro-análisis min 99,6%); Quercetin Dihydrate (Sigma, grado HPLC min. 98%);

D-Glucosa  (Cicarelli);  Caldo Tripticasa soya  (Britania);  Extracto  de  levadura

(Britania);  Agar-  Agar  (Britania);  Peptona (Britania);  Bilis  bovina,  Suero  fetal

bovino; Metronidazol (Sigma, estándar analítico)

Placas de Sílica gel 60 para UV 254 con indicador de fluorescencia. 0.20 mm.

(Kit:  DC-Fortigfolien  ALUGRAM  SIL  G/UV  245.  Macharey-Nagel);  papel

Watman N° 1; Filtros de acetato de celulosa de 0.22 µm (Millipore). 

2.2. Medios de Cultivo

Litro  de  medio  TYI-S-33  contiene:  1,3g  de  K2HPO4  trihidratado,  0,6g  de

KH2PO4 anhidro, 20g de peptona, 10 g de extracto de levadura, 10g de D-

glucosa, 2g de clorhidrato de L-cisteína, 200mg de ácido ascórbico, 22,8mg de

citrato férrico amónico, 0,5g de bilis bovina, se ajusta el pH a 7,0 con NaOH.

Antibiótico  a  concentración  final  de  10U/mL  de   penicilina  y  1  μg/mL  de

estreptomicina. El medio se esteriliza por filtración a través de membranas de

0,2 μm  (Milipore) y  se adicionan 100mL de suero bovino.

Buffer  fosfato  salino  (PBS):  NaCl  137mM,  KCl  2,4mM,  Na2HPO4  10mM,

KH2PO4 1.8mM. pH 7,4 con HCl.

2.3. Material básico de laboratorio 

Pipetas automáticas, manuales, múltiples, beackers, placas de Petri plásticas y

de vidrio, erlenmeyers, gradillas, matraz, etc) 

3-Métodos
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3.1. Obtención de extractos vegetales

Se obtuvieron a partir  harina de algarroba (Prosopis alba)  y  café de mistol

(Ziziphus mistol),  del  mercado local  de la  provincia  de Córdoba.  Se prefirió

utilizar estos productos y no los frutos frescos, ya que es la forma como se

encuentran disponibles y como se consumen por el común de la población

Los solventes utilizados para las extracciones fueron agua destilada, alcohol

etílico  96%,  hexano  y   acetona.  El  material  vegetal  fue  macerado  con  los

diferentes solventes en proporción 1:10 para material seco y 1:5 para material

fresco,  durante  24  horas  a  4ºC. Transcurrido  el  tiempo de  maceración,  se

filtraron con papel, y se concentraron en evaporador rotatorio hasta volumen

mínimo, salvo los extractos acuosos que fueron llevados a sequedad en estufa

a 50ºC hasta peso constante.

Los sólidos resultantes fueron redisueltos en agua destilada, fraccionados y

conservados a -20ºC hasta el momento de su utilización.

Antes de ser usados en los diferentes ensayos, se esterilizaron  por filtración

empleando filtros de acetato de celulosa de 0,22 µm.

Periódicamente,  se  les  realizó  control  microbiológico  sembrando  estrías  en

placas con medio de agar tripticasa soya para bacterias y placas con medio de

agar hongos y levaduras. Los extractos que mostraron crecimiento microbiano

fueron descartados y se obtuvieron nuevamente.

La  determinación  de  Sólidos  Disueltos  (SD)  de  los  diferentes  extractos  se

estimó comparando las densidades de las soluciones de los extractos y el agua

destilada (método directo) y/o por diferencia de peso pre y post secado hasta

peso constante de diferentes volúmenes de los extractos vegetales.

3.2. Obtención de Exopolisacáridos de Kéfir 
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Se realizó la obtención de exopolisácaridos (EPS) de granos de kéfir mediante

la aplicación de 3 métodos de purificación  que consisten en  la precipitación

alcohólica  en  distintas  graduaciones,  del  sobrenadante  de  una  solución  de

granos  de  kéfir  en  agua  destilada,  previa  separación  de  las  proteínas

residuales existentes mediante la precipitación con ácido tricloroacético (TCA),

y neutralización del sobrenadante con NaOH 1N (Gorret N. et al., 2001; Mukai

T. et al., 1990 y Kooiman P., 1968).

Los exopolisácaridos obtenidos se llevaron a sequedad en estufa a  50ºC hasta

peso constante y se conservaron en freezer a -20°C, hasta el momento de su

utilización. 

Fracción 
Precipitación
Proteica

Neutralización
Precipitación 
Alcohólica

A
Líquido de 
kéfir

TCA al 10 % NaOH 1N
1volumen de 
alcohol etílico 
96% por 72 h

B
Sobrenadante 
de la fracción 
A

         -             -
2 volúmenes 
de alcohol 
etílico por 48 h

C
Líquido de 
Kéfir

 TCA al 10 % NaOH 1N

2 volúmenes 
de alcohol 
etílico 96% por
72 h

Obtención  de EPS solubles

Al  desconocer  la  solubilidad  de las  muestras,  para  realizar  los  ensayos  se

trabajó con solución saturada de las mismas, obtenida a partir de la redilución

de  50  mg sólidos  en  1  mL de  agua  destilada,  agitación  durante  1  hora  y

centrifugación.

El contenido de SD se realizó por  diferencia de peso pre y post secado a 37ºC

hasta peso constante.

3.3. Análisis químico cuali-cuantitativo de los extractos vegetales y productos

microbianos

MJR 31



3.3.1. Extractos vegetales

a) Análisis cualitativos presuntivos (Fitoquímica)

Pruebas de coloración: Se evaluaron los extractos crudos para la identificación

de metabolitos secundarios por pruebas cualitativas como: 

-  Taninos: A 0,5 mL de los diferentes extractos se le agregaron 5 gotas de

FeCl3 al  1 % en etanol.  La reacción se consideró positiva cuando apareció

coloración verde, azul o marrón. 

-  Proantocianidinas:  A 0,5 mL de extracto se le agregó HCl hasta pH 2 y se

calentó a la llama. La reacción fue considerada positiva al cambiar la coloración

a  rojiza,  y  con  agregado  de  n-butanol  esta  coloración  pasa  a  la  fracción

alcohólica. 

-  Antocianinas  y  betacianinas:  A  los  diferentes  extractos  (0,5  mL)  se  les

realizaron los siguientes tests para diferenciar estos dos tipos de estructuras. Si

bien ambas presentan la misma coloración, son químicamente diferentes. Los

primeros son derivados fenólicos y los segundos, derivados nitrogenados. 

Test Respuesta de
antocianinas

Respuesta de
betacianinas

Calentar con HCl 2M
durante 5’  a 100 ºC

Color rojo que es extraído
con alcohol amílico

Color rojo que se
desvanece con el tiempo.

Agregar NH4(OH) en
gotas

Cambia de rojo a
azul/verde

Cambia a amarillo

Flavonoides: Ensayo de Shinoda. 

Glicósidos: A los extractos de interés (0,5 mL) se les añadieron 4 gotas de HCl

y  limaduras  de  Mg.  La  reacción  se  consideró  positiva  cuando  surge  una

coloración roja que pasa al butanol cuando es agregado (0,5 mL). 

Aglicones: se concentra el extracto a sequedad y se retoma  con 2 mL de agua

destilada y se procede como se describió anteriormente. 
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Flavonoides sulfatados: Se agregaron 4 gotas de HCl a los extractos (0,5 mL) y

se calentaron a baño María durante 30 minutos, se dejó enfriar y adicionó 0,1

mL de una solución acuosa de BaCl2 (13 mg en 10 mL de agua destilada). Se

consideró positiva al aparecer un precipitado blanco (Pinto Vitorino G. et al.,

2004).

b) Análisis de confirmación (Cromatografías)

Para  confirmar  la  presencia  de  grupos  funcionales  se  efectuaron

cromatografías  en capa delgada y en papel,  según el  perfil  químico de los

extractos. Así para la fase estacionaria de flavonoides; aglicones y glicósidos

se utilizó Silica gel 60 para UV 254 con indicador de fluorescencia.  0,20 mm.

(Kit: DC-Fortigfolien ALUGRAM SIL G/UV 245.  Macharey-Nagel), flavonoides

sulfatados papel cromatográfico Watman Nº:1. Para las fases móviles, en el

mismo  orden:  cloroformo:  acetona:  ácido  fórmico  (7,5:  1,65:  0,85),  para

aglicones;  alcohol  etílico:  ácido  fórmico:  ácido  acético  glacial:  agua

(6,71:0,74:0,74: 1,81) para glicósidos. Para sulfatados, agua.

Para la siembra los extractos se disolvieron en una mezcla de  butanol: ác.

acético: agua (5:10:40). Tomándose de la fase superior para la siembra en el

soporte.

Se  preparó  la  cámara  cromatográfica,  saturándola  con  las  diferentes  fases

móviles y se sembraron los diferentes extractos en las placas cromatográficas

con la ayuda de un capilar (Stahl Egon, 1969).

Reveladores: UV- Fluorescencia.

c) Análisis cuantitativos
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-Determinación del contenido de polifenoles totales 

Los extractos vegetales fueron analizados por espectrofotometría siguiendo el

método colorimétrico que utiliza el reactivo de Folin- Ciocalteu. 

La mezcla para la  reacción contenía 0.2 mL de los extractos en diferentes

diluciones,  1 mL de reactivo  de Folin-  Ciocalteu (diluido 1/10)  y  0.8 mL de

carbonato  de  sodio  al  7,5  %.  Las  muestras  fueron  leídas  después  de  120

minutos de incubación a temperatura ambiente en espectrofotómetro a 765 nm,

y las lecturas obtenidas, comparadas con una curva de calibración estándar,

realizada con 1.6 a 50 μg de ácido gálico. 

Basándose en dicha curva de calibración donde: X= (y-0,0448)/ 0,0508, con

R2=  0,9992,  se  calculó  el  contenido  de  polifenoles  totales.  Los  resultados

fueron expresados como μg de equivalentes de ácido gálico/ mL de extracto.

(Dewanto V.et al., 2002)

-Determinación del contenido de flavonoides

El  contenido  de flavonas y  flavonoles  fue  determinado siguiendo la  técnica

colorimétrica  que  brevemente  se  describe  a  continuación:  0.5  mL  de  los

extractos fueron mezclados con 1.5 mL de etanol al 96% ,0.1 mL de cloruro de

aluminio (ANEDRA) al 10%, 0.1 mL de acetato de potasio (ANEDRA) 1 M, y

llevados a 5 mL con agua destilada. Luego de 30 minutos de incubación a

temperatura  ambiente,  la  absorbancia  fue  medida  a  415  nm  en

espectrofotómetro. 

Las  lecturas  obtenidas  fueron  comparadas  con  una  curva  de  calibración

estándar, realizada con 3.9 a 250 µg de quercetina. El contenido de flavonoides

fue calculado usando la siguiente ecuación, basada en la curva de calibración:

X= (y+0,0289)/ 0,0093 R2= 0,9998, y los resultados fueron expresados como

µg  de  equivalentes  de  quercetina  por  mg  de  sólidos  disueltos  (Salamanca

Grossso G. et al., 2007).

3.3.2 Exopolisácaridos de Kéfir
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Determinación del contenido de azúcares

Las fracciones fueron cuantificadas por espectrofotometría siguiendo el método

colorimétrico  para  determinación  de  azúcares  de  Dubois  (Dubois  M.  et  al.,

1956).

En tubos  sumergidos en baño de agua-hielo se agregó 0,5 mL de muestra, 0,5

mL de fenol 5% p/v y 2,5 mL de SO4H2 concentrado. Se dejó  reposar la reacción

por  15 minutos y se leyó la absorbancia a  490 nm dentro de la hora de iniciada

la misma.  

Las  lecturas  obtenidas  fueron  comparadas  con  una  curva  de  calibración

estándar, realizada con 2.23 a 89.25 µg/mL de glucosa. Los resultados fueron

expresados como µg de glucosa por  mg de sólidos disueltos, y calculados

según  la  siguiente  ecuación,  basada  en  la  curva  de  calibración:

x=(y-0.0150)/0,0402.R² = 0,9991 donde  X= µg EG y= absorbancia.

3.4. Cultivos

3.4.1. Giardia lamblia

Para todos los ensayos se utilizaron trofozoítos de Giardia lamblia WB9B10, los

cuales  fueron  cultivados  hasta  la  confluencia,  en  medio  TYI-S-33  (pH  7)

suplementado con suero bovino adulto al 10% y bilis bovina 0.5 mg/mL a 37°C

en anaerobiosis (Clark C.G. y Diamond L.S., 2002).

 Los cultivos en fase logarítmica, fueron sometidos a frío de hielo durante por

10  minutos  y  luego  centrifugados  a  2500  RPM  4ºC  durante  20  minutos,

agitados  vigorosamente,  a  fin  de  despegar  los  trofozoítos   adheridos  a  las

paredes de los tubos y para determinar el número total de los mismos mediante

recuento celular utilizando una cámara de Neubauer.

3.4.2. Células Vero
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Las células epiteliales de riñón de mono verde Africano Cercopithecus aethiops

(células Vero) se cultivaron, hasta la confluencia en MEM suplementado con

10%  de  suero  fetal  bovino  y  1%  de  gentamicina,  en  estufa  a  37ºC  con

atmósfera controlada (5%CO2/95%O2).

3.5 Efecto de extractos vegetales sobre cultivos de G. lamblia

a) Parámetros de crecimiento de cultivos de G. lamblia

Se realizaron  ensayos  con  diferentes  concentraciones  de  trofozoítos de  G.

lamblia (entre 10² hasta 106 células/mL) para determinar el crecimiento normal y

el  inoculo  inicial,  que  bajo  las  condiciones  de  experimentación  (cultivos

mantenidos a 37°C por  48 horas, en tubos eppendorf con un volumen final de

1,5  mL  de  medio  de  cultivo  TYI-S-33) permitiera  evaluar  el  efecto

antigiardiásico de los extractos vegetales y productos microbianos. 

b) Ensayos de inhibición del crecimiento

Se determinó el efecto de extractos de P. alba y Z. mistol sobre el crecimiento

de  G.  lamblia mediante  ensayos  de  susceptibilidad,  como previamente  han

descripto otros autores (Céu Sousa M.;  Poiares-da-Silva J.,  1999 y Ortega-

Barria,  E. et al.,  1994) con modificaciones estandarizadas y adaptadas para

este estudio.

104 trofozoítos/mL de G. lamblia fueron co-incubados a 37ºC por 48 horas con

concentraciones crecientes (0.38 a 24.32 mg/mL) de los diferentes extractos.

Luego de la incubación, los cultivos fueron sometidos a frío de hielo durante 15

minutos y centrifugados a 2500 RPM  4ºC durante 20 minutos, y se  determinó

el número total de trofozoítos, mediante recuento celular utilizando una cámara

de Neubauer, y  como colorante de exclusión Azul Tripan. Los controles fueron

realizados en similares condiciones experimentales, en ausencia de extractos

vegetales  y  diferentes  solventes  de extracción,  y  como  control  positivo  se

utilizó metronidazol (MTZ). Los resultados se expresaron como número total de
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células por mL y se determinó la  concentración de extractos vegetales que

inhibe el 50% del crecimiento (IC50). 

La reversibilidad  del efecto de P. alba y  Z. Mistol sobre el crecimiento de G.

lamblia,  se evaluó mediante pruebas de recrecimiento. Después de 48 h de

exposición a las diferentes concentraciones de extractos vegetales, los tubos

de cultivo fueron enfriados y centrifugados. 

Luego de descartar el sobrenadante, las células se enjuagaron con PBS estéril,

y se agregó medio de cultivo fresco. Los cultivos se mantuvieron a 37ºC por 48

h, y se determinó el número total de trofozoítos. Los resultados se expresaron

como número total de células por mL.

c) Ensayos de inhibición de la adhesión

Se analizó la capacidad de adhesión de los parásitos a las paredes de los

tubos luego de la exposición a sustancias potencialmente nocivas.

Para lo cual, 104 trofozoítos/mL de G. lamblia fueron incubados con diferentes

concentraciones de los extractos vegetales a 37ºC. Se determinó el número de

células en suspensión mediante recuento celular que fue comparado con el

número total de trofozoítos determinado luego de someter los tubos a frio de

hielo.  Los  resultados  fueron  expresados  como  porcentaje  de  células  en

suspensión respecto al total de células (Pérez-Arriaga L.et al., 2006 y Ortega-

Barria E. et al., 1994).

3.6 Efecto de exopolisacáridos de kéfir sobre cultivos de G. lamblia

Se evaluó el efecto de EPS de kéfir, sobre el crecimiento y la capacidad de

adhesión  de  G.  lamblia,  mediante  ensayos  de  susceptibilidad  como  se  ha

descripto anteriormente.

Los cultivos fueron expuestos a concentraciones crecientes de las diferentes

fracciones obtenidas, e  incubados a 37ºC por diferentes lapsos.
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Mediante  recuento  celular  se  analizó  el  efecto  sobre  el  crecimiento,

comparando el número total de trofozoítos, en cultivos tratados o no con los

productos microbianos,  luego de someter los tubos a frío de hielo durante 10

minutos y centrifugarlos a 2500 RPM  4ºC durante 20 minutos. 

El  efecto  sobre  la  adhesión  se  determinó,  confrontando  el  número  de

trofozoítos en suspensión a 37°C, con el número total de células.

3.7. Interacción de extractos vegetales y exopolisácaridos de kéfir con drogas 

antigiardiásicas clásicas

Como agente antiparasitario se utilizó Metronidazol (MTZ), unas de las drogas

antiparasitarias clásicas utilizadas en el tratamiento de la giardiasis. 

Se realizaron ensayos para evaluar  el  efecto de la droga sobre  G. lamblia,

como así también la interacción de la misma con extractos vegetales.

Fueron expuestos 104  trofozoítos/mL de G. lamblia a 18 µM a 73 µM (3.125 a

12.5 µg/mL) de MTZ. 

Posteriormente, se realizó la combinación de MTZ con extractos vegetales y

exopolisácaridos de kéfir.

Los  cultivos  se  mantuvieron  a  37ºC,  y  cada  24  horas  se  evaluó  mediante

recuento celular, el efecto sobre:

A-Crecimiento:  se  determinó  el  número  total  de  trofozoítos,  que  fue

comparado con cultivos controles. 

B-Adhesión: se determinó el número de trofozoítos en suspensión 37ºC, y

se comparó con el número total de trofozoítos.
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3.8. Ensayos de citotoxicidad biológica 

Para medir la citotoxicidad, se utilizaron monocapas subconfluentes de células

Vero  conservadas  en  Medio  Esencial  Mínimo  (MEM)  suplementado  con

antibiótico,  con  un  10%  de  Suero  Fetal  Bovino  (SFB).  Las  mismas  fueron

inoculadas  con  100  μL  de  muestra  (hasta  un  10%  V/V  de  los  diferentes

extractos vegetales y fracciones de exopolisácaridos de kéfir  y se evaluó la

citotoxicidad a las 72 h, por observación directa al microscopio óptico inverso

40x y se cuantificó por la técnica de captación de rojo neutro (89) en lector de

ELISA a 540 nm. 

Se  utilizaron  controles  de  células  en  MEM  como  control  negativo  y  como

control  positivo  se  utilizó  MEM  con  concentraciones  crecientes  de

dimetilsulfóxido (DMSO) (0,2; 2 y 10%). 

- Técnica de captación de rojo neutro: 

Se llevó a cabo incorporando (transcurridas las 72 h de incubación con las

sustancias problema) a las placas libres de medio, 200 μL de una solución de

rojo neutro (50mg/mL en MEM), dejando incubar en estufa a 37°C durante 3 h.

Transcurrido  dicho  período  se  eliminó  el  colorante  y  se  colocó  100  μL  de

solución  decolorante  (50:1:49  de  alcohol,  ácido  acético,  agua).  Se  dejó  15

minutos en agitación y por último se leyó en lector ELISA a 540nm.

3.9. Análisis estadístico

Todos los ensayos se realizaron por  triplicado y se repitieron al menos 2 veces

(n=6).El análisis estadístico de  los resultados se realizó mediante el análisis de

varianza (AN0VA),  aplicando el  test  de Bonferroni,  considerando diferencias

significativas  p <0,05. Se utilizó el software estadístico Infostat  desarrollado

por  docentes-investigadores  de  Estadística  y  Biometría  y  de  Diseño  de

Experimentos de la Universidad Nacional de Córdoba (FCA-UNC). 
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RESULTADOS

1. Parámetros de crecimiento de cultivos de Giardia lamblia

De las diferentes concentraciones de trofozoítos de G. lamblia ensayadas, se

determinó  que  a  partir  de  104  células/mL,  el  crecimiento  y  adhesividad

alcanzados dentro de las 48 h de cultivo fue el  adecuado para analizar los

efectos  de  las  sustancias  objeto  de  estudio;  lo  cual  no  se  logró  con

concentraciones iniciales inferiores o superiores a ésta. 

Fig.1:  Curva de crecimiento  normal  de  104  trofozoítos de  G. lamblia mantenidos  a

37°C durante 96 horas. 

2. Efecto de extractos vegetales sobre cultivos de G. lamblia

Efecto sobre el crecimiento

Los resultados obtenidos se representan gráficamente en la Fig. 2, en la cual

se observa que  todas las concentraciones de extractos acuosos y alcohólicos

ensayadas  inhibieron  el  crecimiento  in  vitro  de  trofozoítos  de  G.  lamblia

respecto a cultivos no tratados, y que este efecto inhibitorio fue proporcional a

la dosis de extracto utilizada. No hubo diferencias significativas en el recuento
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de células muertas de los cultivos tratados con los extractos vegetales respecto

a los controles. 

A partir de estos resultados se determinó la concentración inhibitoria del 50%

del  total  de  parásitos  (IC50),  que fue  para  los  extractos  acuosos de 12.16

mg/mL para  P. alba y 5.58 mg/mL para  Z. mistol  (Fig. 1-A). En el caso del

extracto alcohólico de P. alba fue 1.53 mg/mL, mientras que el de Z. mistol solo

alcanzó el 40 % de inhibición del crecimiento en las diferentes concentraciones

y  periodos  de  tiempo  (Fig.1-B).  Los  extractos  hexánicos  y  acetónicos  no

afectaron el crecimiento de G. lamblia.

Los resultados de las pruebas de recrecimiento se presentan en la Fig. 3, en la

cual  se  ha  representado  el  número  de  trofozoítos  viables  después  de  la

exposición  a  diferentes  concentraciones  de  extractos  vegetales  y  posterior

incubación en medio de cultivo fresco durante  48 horas. A partir de los datos

obtenidos se  determinó el  porcentaje  de viabilidad que fue disminuyendo  a

medida que aumentaban las concentraciones de extractos vegetales utilizadas,

oscilando entre un 25 a un 40% respecto al control. 
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Fig.2:  Efecto de los extractos vegetales  de  Prosopis  alba y Ziziphus mistol sobre
crecimiento in vitro de  G. lamblia:  10  4  trofozoítos de G. lamblia  fueron incubados a
37°C durante 48 horas en ausencia  o presencia  de diferentes concentraciones  de
extractos acuosos (A) y alcohólicos (B), de MTZ, como control positivo, y  los solventes
de extracción como control de procedimiento. 
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Fig.3: El efecto de extractos acuosos (C) y alcohólicos (D) de P. alba y Z. mistol sobre
la viabilidad de trofozoítos de  G. lamblia expuestos a  diferentes concentraciones de
extractos vegetales, posterior incubación en medio de cultivo fresco por 48 horas.
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Efecto sobre la capacidad de adhesión

Los extractos acuosos y alcohólicos de  P. alba  y Z. mistol  aumentaron  el

número de trofozoítos en suspensión  37ºC  respecto a  cultivos no  tratados,

datos  que  se  presentan  en  la  Tabla  1,  como  porcentaje  de  células  en

suspensión, el cual varió  entre un 30% a 70% en función de la concentración

de  extracto  utilizada  y  tiempo  de  exposición;  los  recuentos  de  células  en

suspensión  de los cultivos tratados con los extractos vegetales no presentaron

diferencias significativas en el  porcentaje de células muertas respecto a los

controles. Los extractos acetónicos y hexánicos no afectaron la capacidad de

adhesión de G. lamblia.

Tabla1: Efecto de extractos vegetales sobre la capacidad de adhesión de trofozoítos
de G. lamblia, expresado en porcentaje de células en suspensión  respecto al total de
células por tubo de cultivo. 

Extractos Concentración
% de Células en suspensión

24 h 48 h
CONTROL 24 22

CONTROL Solvente
(Agua)

25 22

CONTROL Solvente
(Alcohol)

24 22

MTZ
(µg/mL)

3,125
6,25

9,375
12,5

27
47
58
69

29
67
68
93

P. alba-acuoso
(mg/mL)

3,04
6,08
9,12

12,16
24,32

27
31
35
39
42

25
30
36
49
47

Z. mistol-acuoso
(mg/mL)

1,85
3,72
5,58
7,43

14,86

24
32
38
46
43

23
32
42
54
53

P. alba-alcohólico
(mg/mL)

0,38
0,76
1,14
1,53
3,06

29
41
49
65
69

25
44
49
63
70

Z. mistol-alcohólico
(mg/mL)

0,58
1,18
1,77
2,34

27
30
30
39

26
27
33
37

MJR 46



4,68 38

37

Interacción de las IC50 de extractos vegetales

En función de los datos obtenidos, se consideró oportuno realizar ensayos para

evaluar la interacción de las IC50 de los extractos acuosos y alcohólicos.

 Los resultados obtenidos, que se presentan en la Tabla 2, muestran que la

combinación de los extractos entre sí aumenta  la acción que éstos logran por

si solos, pero la suma de los individuales superó a las combinaciones en sus

efectos sobre el crecimiento y capacidad de adhesión de G. lamblia. 

En  cuanto  a  la  inhibición  del  crecimiento,  al  comparar  los  solventes  de

extracción,  se  observó  un  aumento  del  efecto  del  7  % en  el  caso  de  los

alcohólicos y entre el  15 al  20 % para los acuosos. La combinación de los

diferentes solventes del mismo fruto,  mejoró la acción individual entre un 5-

15%.

Al combinar el extracto alcohólico de P. alba con el acuoso de Z. mistol, y el

extracto acuoso de  P. alba con el alcohólico de  Z. mistol,  no se observaron

diferencias significativas,  con respecto al  efecto individual  de  las fracciones

acuosas y alcohólicas de P. alba, pero sí de Z. mistol.  

Un  comportamiento  similar  se  observó  en  el  efecto  sobre  la  capacidad  de

adhesión. Hubo un aumento del efecto inhibitorio, que por solvente  fue 14 %

para los extractos alcohólicos y  40% para los acuosos, y por fruto entre el 5 al

10% comparados con los de  P. alba y aproximadamente un 30 % para los de

Z. mistol.

No  se  observaron  diferencias  significativas  entre  el  efecto  que  logran  el

extracto alcohólico de P. alba y acuoso de Z. mistol, por si solos o combinados.

En cambio resultaron significativas las diferencias entre el extracto acuoso de 

P. alba y alcohólico de Z. mistol,  que mejoraron la acción individual entre 25-

30%.
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Tabla 2: Efecto de la combinación de IC50 de extractos de  Prosopis alba y Ziziphus 
mistol sobre crecimiento in vitro de G. lamblia. 

Ref: Alc.: extracto alcohólico, Ac.: extracto acuoso

3. Efecto de exopolisácaridos de kéfir  sobre cultivos de G. lamblia

El  efecto  de  EPS  de  kéfir  sobre  el  crecimiento  y  adhesividad  in  vitro de

trofozoítos de G. lamblia, se resumen en la Tabla 3. De la misma se desprende

que   las  fracciones  A  y  B  lograron  un  máximo  de  10%  de  inhibición  del

crecimiento  en  las  diferentes  concentraciones  y  tiempos  ensayados,  no

MJR

Extractos
Concentración % de Inhibición

Crecimiento
% Cél. en

Suspensión (mg/mL)
 24 h 48 h 24 h 48 h

CONTROL 0 0 0 26 24
P. alba acuso 12,16 37 55 39 49

Z. mistol acuoso 5,58 34 50 37 39
P. alba alcohólico 1,56 49 50 65 61
Z. mistol acuoso 2,34 37 43 39 37

P. alba Alc. +.Z. mistol Alc. 1,56+2,34 56 56 79 75
P. alba Alc +Z. mistol Ac. 1,56+5,58 44 48 61 64
P. alba Alc.+ P. alba Ac. 1,56+12,16 54 53 70 71
P. alba Ac. + Z. mistol Ac. 12,16+5,58 57 70 78 88
P. alba Ac.+ Z. mistol Alc. 12,16+2,34 55 58 72 73
Z .mistol Ac. + Z. mistol Alc.  5,58+2,34 53 52 67 66
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resultando  significativo  respecto  al  control,  mientras  que  la  fracción  D

disminuyó el  crecimiento entre un 10 a un 20% .Ninguna fracción afectó la

capacidad de adhesión de G. lamblia.

Tabla 3: Efecto de EPS de kéfir, sobre el crecimiento y capacidad de adhesión  in vitro
de G. lamblia. 
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Muestras
(mg/mL)

% Inhibición 
Crecimiento

% Cél. 
Suspensión

24 h 48 h 24 h 48 h
Control 0 0 24 22

Fracción A
1.68
2.24
4.48

2
0
1

  3
11
10

20
22
24

22
26
25

Fracción B
0.69
0.95
1.9

3
0
0

  3
13
10

20
24
25

20
22
23

Fracción C
1.75
4.44
8.88

8
15
14

10
20
18

20
23
24

24
28
25
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4. Efecto de la interacción de extractos vegetales y exopolisácaridos de kéfir

con drogas antigiardiásicas clásicas

Se determinó la IC50 de MTZ que fue 6,25 µg/mL. El porcentaje de células en

suspensión a 37C° osciló entre 44 a 66%.

Los resultados obtenidos de la combinación de extractos vegetales con IC50 de

MTZ mostraron una relación lineal dosis-efecto. Las menores concentraciones

de  extractos  no  modificaron  la  acción  de  la  droga,  mientras  que  las  más

elevadas, mejoraron su efecto inhibitorio del crecimiento, un 9 % en el caso de

los extractos acuosos, entre un 8-13% en el caso del alcohólico de Z. mistol, y

entre un 13-20% en el caso del alcohólico de P. alba. (Tabla 4)

Utilizando  una  dosis  menor  de  la  droga,  3,125  µg/mL,  el  comportamiento

observado  fue  similar.  Las  concentraciones  más  elevadas  de  extractos

mejoraron  la  acción  del  antiparasitario  entre  13-20%,  dichos  resultados  se

muestran en la Tabla 5.

El efecto de la combinación de MTZ con extractos vegetales sobre la capacidad

de adhesión de G. lamblia, mostró un comportamiento  similar al ya observado.

Las  concentraciones  más  elevadas  de  extractos  aumentaron  el  número  de

células  en  suspensión  que  por  sí  misma  provoca  la  IC50  de  la  droga,

mejorando la acción de la misma: alrededor del 10% los extractos acuosos, y

entre un 13 a 40 % los alcohólicos. Sin embargo, al utilizar una dosis menor de

MTZ,  los  extractos  no  modificaron  el  efecto  del  antiparasitario  sobre  la

adhesividad.

Por lo contrario, las diferentes concentraciones de EPS de Kéfir, no modificaron

de manera significativa, el efecto que la droga provoca por si misma sobre  el
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crecimiento y  la adhesividad de Giardia in vitro. Los resultados se resumen en

la Tabla 6.

Tabla  4:  Efecto  de la  combinación  de la  IC50 (6,25µg/mL)  de MTZ con  extractos
acuosos y alcohólicos de  P. alba y Z. mistol  sobre el crecimiento y  capacidad de

adhesión in vitro de trofozoítos de G. lamblia. 

Extractos Concentración 

% Inhibición del
crecimiento  

% Cél. en 
Suspensión 

   24 h      48h     24 h        48 h

Control     23 23     23           21

MTZ 6,25µg/mL    47 69     46           66

MTZ+P.alba alc. 6,25µg/mL+ 0,38 mg/mL    51 77     49           89

 6,25µg/mL+ 0,76 mg/mL    60 79     59         100

 6,25µg/mL+ 1,14 mg/mL    66 87     71         100

 6,25µg/mL+ 1,53 mg/mL    69 90     79         100

MTZ+Z.mistol alc. 6,25µg/mL+ 0,58 mg/mL    51 71     49          72

 6,25µg/mL+ 1,18 mg/mL    51 77     49          89

 6,25µg/mL+ 1,14 mg/mL    52 78     51          94

 6,25µg/mL+ 2,34 mg/mL    60 79     59         100

MTZ+P.alba ac. 6,25µg/mL+ 3,04 mg/mL    51 69     49          66

 6,25µg/mL+ 6,08 mg/mL    51 71     49          72

 6,25µg/mL+ 9,12 mg/mL    51 78     49          71

 6,25µg/mL+ 12,16 mg/mL    51 79     49          75

MTZ+Z.mistol ac. 6,25µg/mL+ 1,85 mg/mL    51 69     49          66

 6,25µg/mL+ 3,72 mg/mL    51 74     49          60

 6,25µg/mL+ 5,58 mg/mL    51 74     49          60

 6,25µg/mL+ 7,43 mg/mL    51 78     49          71

Tabla 5: Efecto de la combinación de una dosis menor (3.125 µg/mL)  a la IC50 de
MTZ con extractos acuosos y alcohólicos de P. alba y Z. mistol sobre el crecimiento y
capacidad de adhesión in vitro de trofozoítos de G. lamblia
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Extractos Concentración 

% Inhibición del 
crecimiento  

% Cél. en 
Suspensión 

   24 h      48 h    24 h          48 h

Control     23   23     23            21

Metronidazol  3,125µg/mL    24 27     27            29

MTZ+P.alba alc. 3,125µg/mL+ 0,38 mg/mL    15 35     28            32

 3,125µg/mL+ 0,76 mg/mL    22 42     31            36

 3,125µg/mL+ 1,14 mg/mL    28 46     33            39

 3,125µg/mL+ 1,53 mg/mL    31 50     35            40

MTZ+Z.mistol alc. 3,125µg/mL+ 0,58 mg/mL     9 29     27            29

 3,125µg/mL+ 1,18 mg/mL    12 31     28            30

 3,125µg/mL+ 1,14 mg/mL    15 33     28            31

 3,125µg/mL+ 2,34 mg/mL    25 42     32            35

MTZ+P.alba ac. 3,125µg/mL+ 3,04 mg/mL    15 32     28            31

 3,125µg/mL+ 6,08 mg/mL    15 32     28            30

 3,125µg/mL+ 9,12 mg/mL    19 39     30            34

 3,125µg/mL+ 12,16 mg/mL    22 39     31            34

MTZ+Z.mistol ac. 3,125µg/mL+ 1,85 mg/mL     9 27     27            29

 3,125µg/mL+ 3,72 mg/mL     9 30     27            30

 3,125µg/mL+ 5,58 mg/mL   15 35     28            32 

 3,125µg/mL+ 7,43 mg/mL   15 37     28            33

Tabla 6: El efecto de la combinación de la IC50 de MTZ con diferentes fracciones de
EPS de kefir sobre el crecimiento  y la capacidad de adhesión in vitro de trofozoítos de
G. lamblia 

Muestras
Concentración 

% Inhibición
Crecimiento

% Cél.
Suspensión

mg/mL 24 h 48 h 24 h 48 h 
CONTROL  0 0 23 21

Metronidazol 6,25* 47 69 46 66
Fracción A 1.68 54 74 54 74
 2.24 50 74 49 73
 4.48 51 75 51 77
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Fracción B 0.69 49 72 48 70
 0.95 49 73 49 71
 1.9 52 73 50 70
 
Fracción C 1.75 54 74 52 70
 4.44 47 72 46 70
 8.88 47 72 47 71
 

5.  Análisis  químico cuali-cuantitativo  de los  extractos  vegetales  y  productos

microbianos

Extractos vegetales

El análisis de identificación de los componentes extraídos por los diferentes

solventes  mediante  las  pruebas  de  coloración  indicó  que  los  extractos

alcohólicos  y  acuosos  de  ambos  frutos  poseen:  taninos,  proantocianidinas,

antocianinas y flavonoides aglicones y glicósidos. 

Las  cromatografías  confirmaron  la  presencia  de  flavonoides  aglicones,

glicósidos pero no sulfatados (determinados por cromatografía en papel).  El

mismo cromatograma reveló para los extractos de algarroba 4 manchas (una

grande y 3 más pequeñas y tenues) en la extracción alcohólica, y en el acuoso

2, muy tenues. En relación al mistol: el alcohol fue más efectivo para extraer

flavonoides aglicones (3 manchas) La mancha grande coincidió con los Rf de

los  estándares  quercetina  y  luteolina.  El  extracto  acuoso  solo  presentó  2

manchas (Fig. 4). 

En  la  foto  no  se  distinguen  todas  las  manchas  que  si  se  detectaron  por

observación directa en cámara con UV, por eso se presenta el dibujo de dichos

cromatogramas (Fig.5).

Se constató además, la presencia de compuestos muy solubles (taninos) que

quedaron en el  lugar de siembra aún con diversos solventes utilizados, por

dicho motivo se efectuó un ensayo para determinar metabolitos secundarios

con solventes más polares que logren separar los diferentes grupos funcionales

(Fig.  6),  observándose de esta forma que se obtuvieron mayor  cantidad de
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metabolitos en las extracciones alcohólicas, principalmente en el extracto de

mistol.

Fig.4:  Fotografía  de  TLC  para  Flavonoides  Aglicones.  Referencias:  1-  Extracto
Alcohólico  de  P.  alba.  2-  Testigo:  Luteolina.  3-Testigo:  Quercetina.  4-  Extracto
Alcohólico de Z. mistol. 5-Extracto Acuoso de Z. mistol.

Fig. 5: Dibujo de TLC para Flavonoides Aglicones. Referencias: 1- Extracto Alcohólico
de  P. alba.  2-  Extracto Acuoso de  P. alba.  3-  Extracto Alcohólico  de  Z. mistol.  4-
Extracto Acuoso de Z. mistol.
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Fig.6: Fotografía de TLC perfil  químico de los extractos con fase móvil  más polar.
Referencias:  1-  Extracto  Alcohólico  de  P.  alba.  2-Extracto  Acuoso  de  P.  alba.   3-

Extracto Alcohólico de Z. mistol. 4-Extracto Acuoso de Z. mistol.

Al  efectuarse  la  determinación  de  flavonoides  glicósidos  mediante  TLC  se

observó que los extractos presentaron arrastre con la fase móvil utilizada que

no se logró mejorar modificando las proporciones de solventes, sin embargo

puede  distinguirse  la  presencia  de  flavonoides  glicósidos  que  coinciden

principalmente con el Rf del testigo quercitrina, para el caso de los extractos de

algarroba (Fig.7).

Fig.7: Fotografía TLC para flavonoides glicósidos. Referencias: 1- Extracto Alcohólico
de  P.  alba.  2-  Extracto  Acuoso  de  P.  alba.  3-Testigo:  Quercitrina.  4-  Testigo:
Vitexina.5- Testigo: Isovitexina.6- Extracto Alcohólico de Z. mistol. 7- Extracto Acuoso
de Z.mistol.

Identificada la presencia de compuestos fenólicos, se realizó la cuantificación

del contenido de polifenoles totales y flavonoides de los extractos acuosos y

alcohólicos, que fueron los que mostraron actividad antigiardiásica.

Los  resultados  obtenidos,  presentados  en  la  tabla  7,  muestran  que  la

extracción  acuosa  permitió  obtener  mayor  cantidad  de  sólidos  totales  y

polifenoles por mL de extracto, mientras que el contenido de flavonoides no

varió significativamente en función del el solvente de extracción utilizado.

Por  cada miligramo de fruto  seco,  la  extracción  alcohólica  permitió  obtener

mayor cantidad de estos compuestos químicos.
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Tabla 7:  Contenido de polifenoles totales y flavonoides de los extractos acuosos y
alcohólicos de Prosopis alba y Ziziphus mistol, expresado por mg de sólidos disueltos
y por mL de extracto. 

EXTRACTO

sólidos
disueltos/mL
extracto 

Polifenoles totales Flavonoides

    µg Ácido gálico por µg Quercetina por 

 mg SD mL extracto mg SD mL extracto 
P. alba
acuoso 194,6 7,815 1,521 0,111 0,0216
alcohólico 24,46 11,333 0,277 1,073 0,0262
Z. mistol     
acuoso 119 30,48 3,63 0,124 0,0148
alcohólico  37,53 20,71 0,78 0,559 0,021

Al establecer la relación entre el contenido de sólidos disueltos/mL , polifenoles

totales/mL  y  flavonoides/mL  con  el  efecto  inhibitorio  del  crecimiento  y

capacidad de adhesión de  G. lamblia  se observó una relación lineal dosis

efecto. El efecto inhibitorio aumenta de manera proporcional a la concentración

de extracto utilizada, con un coeficiente de correlación promedio r2 de 0.97 (P.

alba alcohólico 0.97,  P. alba acuosos 0.99,  Z mistol alcohólico 0.99,  Z. mistol

acuoso 0.96). 

Si  bien  con  alcohol  se  extrajeron  menos  sólidos  y  polifenoles  totales   por

mililitro   de  extracto  que  con  agua,  la  relación  inhibición  del  crecimiento  y

adhesión /SD fue mayor  con las extracciones alcohólicas, es decir que por

miligramo  de  estos  compuestos,  los  extractos  alcohólicos  lograron  mayor

efecto  antigiardiásico  (Tabla  8).   Aunque  no  se  aislaron  principios  activos,

resultó  de  interés   realizar  ensayos  de  susceptibilidad  con  los  estándares

representativos  de  estos  grupos   químicos,   ácido  gálico  y  quercetina,  por

separado y combinados en el rango de concentraciones  en que se encuentran

presentes  en  los  extractos  vegetales,  el  crecimiento  de  G.  lamblia se  vió

afectado,  pero  en  menor  grado  al  efecto  provocado  por  los  extractos.  Los

resultados se resumen en las tablas 9 y 10.
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Tabla 8: Efecto sobre el crecimiento de G. lamblia en función del contenido de sólidos
disueltos, polifenoles totales y flavonoides de extractos acuosos y alcohólicos de  P.
alba y Z. mistol.

Tabla 9: Efecto de estándares de Ácido Gálico y Quercetina sobre el crecimiento  in
vitro trofozoitos de G. lamblia 

MJR

Extractos SD
(mg/mL)

Polifenoles
totales

( µg/mL) 

Flavonoides
(µg/mL)

% de 
inhibición del
crecimiento 

% Cél en

Suspensión

P. alba alcohólico 1,14
1,56

12,8
17

1,46
1,96

39
50

49
63

P. alba acuoso 9.12
12,16

71,3
95

1,21
1,62

40
55

36
49

Z. mistol alcohólico 1,77
2,34

36,6
49

1,18
1,60

32
43

33
37

Z. mistol acuoso 3,72
5,58

113,5
170

0,55
0.83

33
50

32
42

Estándar
Concentración

(µg/mL)

% de  Inhibición
Crecimiento

24 h 48 h
12,5 0 0

Ác. Gálico 25 0 0
37,5 0 3
50 0 5

100 0 3
150 17 23
200 17 28
400 17 24

Quercetina
0,31
0,63
0,94
1,25
2,5

0
0
6
6
6

0
0
6
6
7
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Tabla 10: Efecto de la combinación de estándares de Ácido Gálico y Quercetina sobre
el crecimiento in vitro de G. lamblia 

Extractos Ác. Gálico Quercetina
% Inhibición
Crecimiento 

µg/mL µg/mL 24 h 48 h
P. alba alcohólico 12,5 1,25 0% 4%
 17,5 2,00 0% 6%
Z. mistol alcohólico 37,5 1,20 2% 4%
 50 1,56 2% 4%
P. alba acuoso 70 1,25 2% 12%
 100 1,56 4% 15%
Z. mistol acuoso 170 0,81 8% 17%
 200 1,12 7% 17%
Exopolisácaridos de kéfir

En el caso de los EPS, se cuantificó el contenido de azúcares de las diferentes

fracciones  por  mililitro  de  solución  y  miligramo  de  SD,  resultados  que  se

presentan en la Tabla 11.

Tabla11: Contenido de Hidratos de carbono de Expolisacáridos de Kéfir (mg de eq. de
Glucosa/mg de sólidos disueltos) 

Muestras mg  sólidos
disueltos/ mL

mg  glucosa/
mL

µg glucosa/ mg
solido disuelto 

D.E 

A 26.0 1,83 70.40 0.29 
B 7.6 0,33 43.08 0.11 
C 35.5 1,07 30.11 0.18 

6. Ensayos de citotoxicidad biológica 

En la tabla 12 se presentan los resultados obtenidos; de ella se desprende que

las diferentes concentraciones de los extractos alcohólicos y acuosos de  P.

alba y  Z. mistol ensayadas no alcanzaron un 10% de citotoxicidad sobre  las

células Vero. Por lo contrario, las diferentes concentraciones de  EPS de kéfir,

que  se  muestran  en  la  Tabla  13,  presentaron  entre  un  60  a  76%  de

citotoxicidad sobre células Vero.
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Tabla 12: Citotoxicidad de extractos acuosos y alcohólicos de P. alba y Z. mistol sobre
cultivos de células Vero

MJR

EXTRACTO 
Concentración
(mg/mL) 

% Citotoxicidad

P .alba alcohólico 4,08 -
3,06 -
2,44 -
2,04 -

P. alba acuoso 38,92 4
24,32 8
19,46 -
16,22 -

Z. mistol alcohólico 6,25 5
4,69 9
3,75 2
1,56 -

Z. mistol acuoso 5,95 8
3,97 6
2,97 1
2,38 0
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Tabla 13: Citotoxicidad de de Expolisacáridos de Kéfir sobre cultivos de células Vero

 DISCUSIÓN

La  giardiasis es una entero parasitosis que afecta a humanos y animales en

todo el mundo y se caracteriza por una amplia variedad de manifestaciones

MJR

Muestras Concentración
(mg/mL)

% Citotoxicidad

Fracción A 0.95
         1.8
         3.9

65
67
76

Fracción B 0.57
1.15
2.3

63
63
62

Fracción C 0.87
1.75

         3.5

62
62
64
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clínicas,  desde cuadros severos de diarrea y  mal  absorción intestinal,  a la

enfermedad asintomática (Hill D.R., Nash T.E., 1999 y Farthing  M.J.G.,1997).

La amplia variedad clínica dificulta la determinación concreta de la patogénesis

de  la  enfermedad,  aunque  se  han  propuesto  varias  teorías  respecto  a  la

misma, que incluyen: el daño directo de la mucosa intestinal que provoca la

adherencia del parásito a través del disco ventral;  la consiguiente reducción

enzimática, principalmente de disacaridasas, a causa de la lesión del ribete en

cepillo; la liberación de sustancias citopáticas y la estimulación de citoquinas e

inflamación  de  la  mucosa (Gardner  T.,  Hill  D.,  2001;  Djamiatun K,  Faubert

G.M., 1998; Farthing  M.J.G., 1997 y Chavez B. et al., 1993).

Hasta el momento, el principal tratamiento de la giardiasis es la utilización de

medicamentos, los cuales no solo han demostrado tener un gran número de

efectos  secundarios,  sino  que  también  sus  principios  activos,  a  veces,  no

resultan eficientes ante el surgimiento de cepas de  Giardia resistentes a los

mismos (Petri  W.,  2003 y Gardner  T.,  Hill  D.,  2001)  y  además no generan

mecanismos de defensa eficientes para eliminar el parásito, lo que hace cada

vez más frecuente los casos de re-infección luego del tratamiento (Lujan H.D.,

2006).

En la búsqueda de nuevos agentes, seguros y efectivos en el tratamiento de

enfermedades infecciosas, se ha estudiado las propiedades antimicrobianas de

productos naturales, considerando que por su composición química  presentan

una amplia variedad de sustancias con potencial aplicación medicinal (Ponce-

Macotela M. et al., 2007 y Amaral F.M.M. et al., 2006).

En relación  al  efecto  antigiardiásico  se  ha comprobado in  vitro  y  utilizando

modelos biológicos (Barboza E. et al., 2007,a y Barboza E. et al., 2006,  b) la

capacidad de extractos de origen vegetal y de componentes aislados (Calzada

F. et al.1999 y Khan, I.A. et al., 2000) de disminuir el crecimiento (Calzada F. et

al. 2006, Calzada F. et al., 2005 y Calzada F. et al., 1998), provocar cambios

morfológicos severos (Vidal F. et al., 2007 y Harris J.C. et al., 2000) afectar la
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viabilidad  (Ponce-Macotela  M.  et  al.,  2007)  y  capacidad  de  adhesión  de

trofozoítos de G. lamblia (Vidal F. et al., 2007 y Freitas F.S. et al., 2006).

Resultados previos obtenidos por el grupo de trabajo  demostraron  que si bien

los extractos de Prosopis alba (algarroba) y Zizhipus mistol (mistol), no tienen

actividad  antibacteriana  contra  E.  coli STEC  (Albrecht  C.,  2012),  lograron

contrarrestar la producción de especies reactivas del oxigeno (ROS) inducidas

por toxinas producidas por  E.coli  STEC (Albrecht  C. et  al.,  2011) como así

también  fueron  capaces  de  contrarrestar  el  estrés  oxidativo  provocado  en

sangre por antibióticos de reconocida toxicidad ,  sin afectar la acción de los

mismos  (Flores  N.  et  al.,  2006;  De  Lazzari  L.  y  Nani  A.  2007).  El  mismo

comportamiento se observó, ante el estrés oxidativo generado por cloranfenicol

(Albrecht C. et al., 2009).

Otros estudios  han reportado que algunas especies del género Prosopis tienen

actividad  antimicrobiana.,  en  uno  de  ellos  demostraron  que  la  decocción  y

tintura  de  hojas  inhibieron  el  crecimiento  de  Pseudomonas  aeruginosa,

Pseudomonas corrugata, Klebsiella pneumoniae  y  Staphylococcus aureus   y

Agrobacterium tumefasciens  (Corzo A.G.  et  al.,  2009),  en otro  trabajo  con

extractos  metanólicos de Prosopis kuntzei  y Prosopis ruscifolia  demostraron

actividad  contra Staphylococcus  aureus,  Pseudomonas  aeruginosa,

Enterococcus  faecium  y  Klebsiella  peumoniae  (Salvat  M.E.  et  al.,  2004).

También se ha informado la actividad antimicrobiana de diferentes especies del

genero  Ziziphus, entre ella  Z. mauritiana L., Z. spinachristi L. y  Z. abyssinica

(Abalaka M.E. et al., 2010 y  Gundidza M. and Sibanda M., 1991).

En  función  de  lo  expuesto  anteriormente,  y  aunque  hasta  el  momento  no

existen  antecedentes  sobre  actividad  antiparasitaria  de  estas  especies

arbóreas regionales, en el presente trabajo de investigación se evaluó el efecto

antigiardiásico de extractos vegetales de P. alba y Z. mistol, y se demostró que

las  fracciones  alcohólicas  y  acuosas  de  los  mismos,  en  diferentes

concentraciones  afectaron  significativamente  el  crecimiento,  capacidad  de

adhesión y viabilidad in vitro de trofozoítos de G. lamblia.

MJR 62



Los extractos vegetales disminuyeron el número total de trofozoítos respecto a

los controles, pero no se observaron diferencias significativas en la cantidad de

células  muertas  entre  cultivos  tratados  y  no.  A  partir  de  los  resultados

obtenidos se determinó la IC50, que en el caso  de los extractos acuosos se

alcanzó en un rango de 5.58 a 12.16 mg/mL. Respecto a los alcohólicos, la

IC50 del extracto de  P. alba  fue 1.58 mg/mL; mientras que el de Z. mistol, solo

logró disminuir el crecimiento en un 40%, con las distintas concentraciones y

tiempos ensayados. 

Se observó una relación lineal dosis- efecto, en cuanto el efecto inhibitorio del

crecimiento  aumentó  de  manera  proporcional  a  la  cantidad  de  SD/mL  de

extracto. Teniendo en cuenta la actividad específica por miligramo de SD, los

extractos alcohólicos mostraron una mejor relación que los acuosos, ya que

lograron mayor disminución del crecimiento por miligramo. 

Las concentraciones de extractos necesarias para lograr la reducción del 50%

del  total  de  trofozoítos,  resultaron  ser  más  elevadas  a  las  informadas  de

extractos acuosos y alcohólicos de otras especies vegetales. Sawangjaroen y

col. demostraron la actividad antigiardiásica de extractos acuosos de diferentes

plantas  medicinales¸  entre  ellas Piper  longum,  Murruya  paniculata,  Barleria

lupulina,Acnathus  ebracteatus,  utilizadas  por  pacientes  con  SIDA   en

Thailandia con valores de IC50 entre 500-1000 µg/mL (Sawangjaroen N. et al.,

2005).  En  igual  rango,  Said-Fernández  y  col,  demostraron  el  efecto

antiparasitario de Artemisia ludoviciana (Said-Fernández S. et al., 2005). Por su

parte, Ponce-Macotela et al (Ponce-Macotela M. et al., 2001), y Ordóñez et al

(Ordoñez  M.G.  et  al.,  2001) demostraron  la  actividad  contra  Giardia de

extractos alcohólicos  de  Justicia  spicigena,  Artemisia  absinthium,  Telaxys

ambrosioides,  Stachitarpheta  jamaicensis,  con  valores  de  IC50  entre  100-

250µg/mL.

Las  pruebas  de  recrecimiento  permitieron  evaluar  la  capacidad  de  los

trofozoítos  de  G.  lamblia de  superar  el  efecto  citotóxico  provocado  por  los

extractos vegetales, y de esta manera la reversibilidad de los mismos.  Así,  se
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demostró  que  luego  de  la  exposición  durante  48  horas  a  las  diferentes

concentraciones de los extractos de P. alba y Z. mistol, y posterior incubación

en medio de cultivo fresco, la capacidad de multiplicación de los trofozoítos se

vio negativamente afectada. El  porcentaje de trofozoítos viables respecto al

grupo  control,  fue  entre  23-33%  para  los  cultivos  tratados  con  extractos

alcohólicos y de 24-39% para los tratados con extractos acuosos.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Ponce-Macotela et al. (Ponce-

Macotela M. et al., 2007) y Pérez-Arriaga et al (Perez-Arriaga L. et al., 2006)

que mediante el mismo procedimiento  confirmaron la irreversibilidad del efecto

inhibitorio del crecimiento que Origanum Lippia spp. y curcumina ejercen sobre

Giardia,  y  disiente  con  los  obtenidos  por  Ortega-  Barria  et  al  ,  quienes  al

reemplazar el medio de cultivo pudieron revertir el efecto inhibitorio  provocado

por diferentes tipos de lectinas, entre ellas aglutininas de germen de trigo y de

soja (Ortega-Barria E. et al., 1994).

Considerando que la adhesión de los trofozoítos a las células de la mucosa

intestinal  es  un  factor  esencial  para  la  colonización  y  patogénesis  de  la

enfermedad, el proceso de adherencia puede constituir un blanco importante

de  ataque  por  agentes  quimioterápicos  en  el  tratamiento  y  control  de  la

infección (Machado  M.et al. a, 2011 y Machado M. et al.,b, 2010).

La  exposición  de  los  cultivos  de  trofozoítos  de  G.  lamblia a  diferentes

concentraciones de extractos de  P. alba y  Z. mistol,  aumentó el  número de

células  en suspensión respecto a los cultivos no tratados. En el caso de los

extractos acuosos y alcohólicos de Z. mistol este aumento fue entre un 30 a un

45%, respecto al total de células, mientras que el alcohólico de P. alba alcanzó

hasta el 70%. 

El aumento del número de células en suspensión no se vio acompañado de

cambios en la proporción de células vivas/células muertas, pero si se observó

una disminución de la movilidad y cambios  en la  morfología característica de

los  trofozoítos  expuestos  a  los  extractos.  Estos  resultados  no  permiten

adjudicar a la muerte celular  la disminución de la adhesión, y si  bien  son
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necesarios  estudios  más  profundos  a  nivel  ultraestructural,  los  cambios

observados sugieren alteraciones morfológicas que estarían interfiriendo en los

eventos mecánicos y contráctiles implicados en la adhesión del parásito. 

Esta asociación coincide con la propuesta por otros autores (Freitas F.S. et al.,

2006) que bajo similares condiciones de experimentación, observaron severas

alteraciones morfológicas en trofozoítos de  G. lamblia expuestos a diferentes

concentraciones de Propolis, las cuales afectarían la capacidad de adhesión y

de esta forma impediría la multiplicación y proliferación del parásito.

La combinación de la IC50 de los extractos entre sí, logró mejorar el efecto que

éstos presentan de manera individual sobre el crecimiento y adhesividad de

Giardia, y aunque no se produjo de manera sinérgica, ni aditiva, las diferencias

entre el efecto individual  y las mezclas resultaron significativas. También se

observó  que la  interacción  de  los  extractos  redujo  el  tiempo de  exposición

necesario para alcanzar el efecto inhibitorio individual.  

La actividad antimicrobiana de extractos vegetales en muchos casos ha sido

vinculada  a  su  composición  química,  principalmente  al  contenido  de

flavonoides (flavonoles e isoflavonas), alcaloides, esteroides y ácidos fenólicos

entre otros (Barbosa E. et al., 2006; Calzada F et al., 1999;  Calzada F. et al.,

2005 y Khan I.A. et al., 2000). Más de 100 sustancias han sido aisladas de

diversas especies de plantas y sometidas a estudios biológicos para evaluar in

vitro el efecto antigiardiásico.

El  análisis  químico  de  los  extractos  de  P.  alba  y  Z.  mistol determinó  la

presencia  de  diferentes  compuestos  fenólicos,  y  se  pudo  establecer  una

importante correlación entre el contenido de estos compuestos químicos y el

efecto  inhibitorio  del  crecimiento  y  capacidad  de  adhesión.  Mediante  la

extracción alcohólica se obtuvieron compuestos fenólicos con mayor actividad

antigiardiásica,  ya  que  si  bien  el  agua  permite  extraer  mayor  cantidad  de

polifenoles  totales,  los  extractos  alcohólicos  fueron  los  que  lograron  mayor

disminución del número de trofozoítos  por  microgramo de polifenoles.  Por

otro lado,  no se observaron  diferencias significativas  en relación al  efecto
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inhibitorio  de  los  extractos  por  microgramo  de  flavonoides.  La  actividad

antigiardiásica de compuestos fenólicos como ácido gálico y quercetina ha sido

comprobada en varios estudios. Calzada et al (Calzada F., 2005; Calzada F.,

Cedillo-Rivera  R.,  2001  y  Calzada  F., 1999)  demostraron  la  actividad  de

quercetina  aislada  de  especies  vegetales   utilizadas  comúnmente  en  la

medicina  popular  mexicana  como  Helianthemum  glomeratum,  Cuphea

pinetorum y  Conyza  filagenoides, Así  también,  Alanis  et  al  comprobaron  el

efecto  antigiardiásico  de  ácido  gálico  extraído  de  Rubus  coriifolius  (Alanis

A.D.et al., 2003).

Aunque en el presente trabajo de investigación no se aislaron estos principios

activos, si se evaluó el efecto sobre el crecimiento de ácido gálico y quercetina

(reactivos  p.a.),  como  representantes  de  polifenoles  totales  y  flavonoides

respectivamente, y utilizados como referentes de las técnicas de cuantificación

colorimétricas.  Mediante  estos  ensayos  se  demostró  que  si  bien  las

concentraciones más elevadas lograron una disminución del crecimiento, que

fue  entre un 7 a un 25% en el caso de  ácido  gálico y un 7% para quercetina,

el efecto inhibitorio  no aumentó al combinar diferentes concentraciones de  los

estándares  y  no lograron superar el efecto inhibitorio logrado por  extractos, lo

que indicaría que la actividad antigiardiásica no estaría únicamente vinculada

al contenido de los mismos sino al de otros polifenoles, u otros compuestos

fenólicos presentes en estas especies arbóreas.  

Por otro lado, es importante resaltar que no constituyó un objetivo primordial de

esta investigación, encontrar en los componentes alimentarios sustitutos de las

drogas utilizadas comúnmente en el tratamiento de la giardiasis, pero si evaluar

el efecto de éstos con metronidazol (MTZ), que es uno de los antiparasitarios

más recomendados y de elección en muchos países, razón por la cual figura en

numerosos  estudios  como  control  positivo  del  efecto  antiparasitario  de

productos naturales. 

Si bien los extractos de P. alba y Z .mistol  lograron disminuir el crecimiento y

adhesividad de  G. lamblia,  aparentemente no superaron la acción del  MTZ,

cuya IC50 de 6.25 µg/mL¸ como sí lo han logrado otras especies vegetales
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informadas en varias  de las  publicaciones referenciadas a  lo  largo de este

estudio.  

Los resultados de la combinación de los extractos vegetales con la IC50  del

antiparasitario  mostraron  una  relación  lineal  dosis-efecto,  en  cuanto  las

menores concentraciones  no modificaron la acción de la droga, mientras que

las más elevadas, mejoraron su efecto inhibitorio del crecimiento,  entre un 9 a

20% y el inhibitorio de la capacidad de adhesión entre un 10 a 40%.

El extracto alcohólico de P. alba fue el que logró el mayor aumento de la acción

individual  del  MTZ  en  todas  las  concentraciones  y  tiempos  ensayados,

permitiendo alcanzar hasta un 90% de inhibición del crecimiento y logrando la

total inhibición de la adhesividad;  a diferencia de los acuosos y alcohólico de Z.

mistol cuyos efectos se observaron a las 48 h y en las dosis más elevadas. 

En  función  de  estos  hallazgos,  resultó  conveniente  indagar  si  este

comportamiento  se repetía  con una dosis menor de la droga. Así, al utilizar la

mitad de la IC50 de MTZ, 3.125 µg/mL, los extractos no modificaron el efecto

del antiparasitario sobre la adhesividad de Giardia, pero de manera similar a lo

antes  observado,  las  concentraciones  más  elevadas  aumentaron  el  efecto

inhibitorio del crecimiento del antiparasitario entre un 13-20%, pero en estas

experiencias este aumento se evidenció tanto a las 24 como a las 48 horas de

co-exposición. El extracto alcohólico de  P. alba,  aquí también logró el mayor

aumento del efecto individual de la droga, alcanzando en la concentración más

elevada el 50% de inhibición del crecimiento, y reduciendo de esta forma la

IC50 de MTZ.  

El potencial uso de extractos vegetales y microbianos constituye una alternativa

en el tratamiento de infecciones parasitarias y otros procesos patológicos, lo

que a su vez  plantea  la necesidad de esclarecer ciertos aspectos como la

toxicidad celular por ingestión de los mismos. Una aproximación fue evaluar la

toxicidad  in vitro de los extractos de  P. alba y Z. mistol, sobre una línea de

célula eucariota más representativa de las humanas, como lo son las Vero.
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Si bien las concentraciones de extractos alcohólicos y acuosos que afectaron el

crecimiento, viabilidad y capacidad de adhesión in vitro de  G. lamblia fueron

mayores  a  las  dosis  efectivas  informadas en otros  trabajos,  en el  presente

estudio se demostró que  en ese rango, los extractos no resultaron citotóxicos

para  las  células  Vero.  Estos  resultados  coinciden  con  los  obtenidos  por

Machado et al, (Machado et al. a, 2011, y Machado et al.b, 2010) de extractos

con  actividad  antigiardiásica  de  Syzygium  aromaticum, Thymbra  capitata,

Origanum virens, Thymus zygis que no afectaron la viabilidad y morfología de

células endoteliales aórticas de bovino. 

Es importante destacar, que aunque, estos resultados fueron obtenidos a partir

de  ensayos  realizados  bajo  condiciones  estandarizadas  y  deben

complementarse con exhaustivos estudios in vivo, aportan un dato alentador

para  validar  la  utilización  de  P.  alba y  Z.  mistol en  el  tratamiento  de  la

giardiasis. 

Como parte de los objetivos planteados en esta tesis, también se evaluó el

efecto  de  exopolisácaridos  de  kéfir  sobre  el  crecimiento  y  capacidad  de

adhesión de Giardia.

Dentro de las propiedades beneficiosas atribuidas al kéfir se incluye la actividad

antimicrobiana  contra  un  amplio  rango  de  bacterias  Gram  positivas,  Gram

negativas y hongos, tanto de la bebida fermentada (Martins F.S. et al., 2005;

Simova E. et al, 2002 y Van Wyk J., 2001), de los granos frescos (Farnworth

ER.,  2005),  de  bacterias  aisladas de los  mismos (Yüksekdag et  al.,  2004),

como así  también  del  Kefiran.  (Rodrigues K.L.  et  al.,  2005)  Respecto a la

actividad  antiparasitaria,  se  ha  demostrado  que  factores  extracelulares

liberados  por  Lactobacillus  acidophilus   y  Lactobacillus  johnsonii La1  son

capaces de inhibir  el crecimiento  in vitro  de  Giardia lamblia, de interrumpir el

ciclo celular en la fase G1 impidiendo que se forme el quiste que es la forma

infectiva y provocar alteraciones morfológicas severas, además de estimular la

respuesta inmune del huésped (Besirbellioglu et al., 2006 y Perez et al., 2001). 

En  el  presente  estudio  se  demostró  que  las  diferentes  concentraciones  de

exopolisácaridos (EPS) de kéfir,  lograron disminuir  el  crecimiento in vitro de
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trofozoítos, un 10% las fracciones A y B, y hasta una 20% la fracción C, pero

no afectaron la capacidad de adhesión. 

Al evaluar la citotoxicidad de las diferentes fracciones de EPS sobre células

Vero,  se  observó  que  en  menores  concentraciones  a  las  utilizadas  en  los

ensayos con  G. lamblia, presentaron un alto porcentaje de citotoxicidad sobre

esta  línea  celular.  Teniendo  en  cuenta  estos  resultados,  se  desestimó  la

potencial utilización de los EPS en el tratamiento de la giardiasis.  

CONCLUSIONES

Los  resultados  obtenidos  en  el  presente  estudio  permitieron  verificar  la

hipótesis,  así  como  el  objetivo  general  y  los  específicos,  arribando  a  las

siguientes conclusiones: 
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• Los  extractos  acuosos  y  alcohólicos  de  P.  alba y  Z.  mistol tienen

actividad antigiardiásica “in  vitro”,  en concentraciones no tóxicas para

células eucariotas más representativas de las humanas como las Vero.

• Los efectos inhibitorios del  crecimiento y adhesión de  Giardia lamblia

provocados por los extractos vegetales resultaron irreversibles. 

• La pérdida de adhesión de los trofozoítos provocada por los extractos

vegetales no se debió a la muerte celular.

• La  aplicación  conjunta  de  los  extractos  vegetales  con  metronidazol

permitió reducir la IC50 de la droga hasta la mitad.

Por  lo  descripto  hasta  aquí,  queda  verificado  el  uso  potencial  de  estos

componentes de  origen  alimentario  pertenecientes  a  especies  arbóreas  del

monte autóctono, como paliativos de la giardiasis.

La  incorporación  de Z.  mistol  y  P.  alba en  la  dieta  a  largo  plazo  podría

asociarse con un mejor curso de la enfermedad, tanto por los posibles efectos

protectores  que  puedan  ejercer  por  sus  propiedades  antioxidantes  ya

comprobadas,  como  por  la  posibilidad  de  reducir  las  dosis  efectivas  de

antiparasitarios y con ello los efectos no deseados asociados a los mismos,

además de proporcionar  más evidencias que fortalezcan el manejo sustentable

del ecosistema.
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ANEXO 1: 

Tabla 14: Error estándar  del recuento total de trofozoítos para evaluar el efecto

de extractos vegetales sobre el crecimiento  de G. lamblia

24 h 48 h
  Nº cél/mL E.S Nº cél/mL E.S 
Control 915000 55646 3182500 122966 
Solvente-Agua 887778 70981 3233333 158212 
Solvente-Alcohol 886667 71678 3080000 40000 
MTZ 483333 16667 1000000 41281 
P. alba acuoso         
3,04 830000 64254 2800000 33381 
6,08 745000 55646 2430000 113829 
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9,12 663334 15380 1926667 25647 
12,16 580000 35777 1416667 57368 
24,32 540000 26186 1420000 41748 
Z. mistol acuoso         
1,85 915000 55646 3050000 31396 
3,72 705000 68946 2120000 96214 
5,58 596000 39192 1746667 78088 
7,43 493333 38873 1250000 92051 
14,86 515000 35203 1250000 98198 
P. alba alcohólico         
0,38 830000 64254 2880000 38545 
0,76 662221 10862 2370000 58187 
1,14 520000 47889 1940000 14606 
1,53 462500 18298 1720000 52780 
3,03 310000 11339 1120000 48990 
Z. mistol alcohólico         
0,58 830000 64254 2800000 100854 
1,18 745000 55646 2490000 34434 
1,77 663337 15212 2166667 25647 
2,34 573333 54813 1916667 120490 
4,68 580000 30237 1820000 29761 

Tabla 15. Error estándar  del recuento total de trofozoítos para evaluar el efecto

de extractos vegetales sobre la viabilidad de G. lamblia
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Tabla 16.Error estándar del recuento de células en  suspensión a 37ºC para

evaluar el efecto de extractos vegetales sobre la adhesión de G. lamblia

MJR

 24 h 48 h 72 h 96 h
 Nº

cél/mL
E.S Nº

cél/mL
E.S Nº

cél/mL
E.S Nº

cél/mL
E.S

Control 915000 55646 3182500 122966 2083333 102041 2100000 40816
P.  alba
acuoso

        

3,04 830000 64254 2800000 33381 830000 80122 790000 90902
6,08 745000 55646 2430000 113829 750000 117827 787778 91110
9,12 663334 15380 1926667 25647 640000 107268 564000 85973
12,16 580000 35777 1416667 57368 544000 43897 555000 52217
Z.  mistol
acuoso 

        

1,85 915000 55646 3050000 31396 830000 81222 827779 76010
3,72 705000 68946 2120000 96214 745000 69388 786667 102956
5,58 596000 39192 1746667 78088 620000 32653 553333 93219
7,43 493333 38873 1250000 92051 515000 69067 532000 33724
P.  alba
alcohólico

        

0,38 830000 64254 2880000 38545 690000 67266 745000 69388
0,76 662221 10862 2370000 58187 620000 32653 620000 32653
1,14 520000 47889 1940000 14606 515000 43897 580000 37705
1,53 462500 18298 1720000 52780 515000 44510 490000 50101
Z.  mistol
alcohólico

        

0,58 830000 64254 2800000 100854 660000 1504 830000 80122
1,18 745000 55646 2490000 34434 620000 32653 596000 69388
1,77 663337 15212 2166667 25647 540000 32653 496667 33724
2,34 573333 54813 1916667 120490 490000 50101 500000 29206
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24 Hs. 48 hs
 Nº cél/mL E.S Nº cél/mL E.S
Control 217778 3628 693333 18053
Solvente-Agua 218889 4265 701667 27419
Solvente-Alcohol 216111 4927 698333 16667
MTZ 288515 5231 665555 9981
P. alba acuoso     
3,04 228333 10158 715000 21837
6,08 233333 3954 711667 22340
9,12 223889 5081 695000 16415
12,16 228889 5051 698333 11013
24,32 226111 2922 670000 11055
Z. mistol acuoso     
1,85 221667 8234 698333 27805
3,72 225556 3454 683333 20816
5,58 226111 8860 665000 8333
7,43 228333 7928 678333 6872
14,86 223889 59055 666667 10886
P. alba alcohólico     
0,38 231667 4747 723333 29123
0,76 289286 3571 1045000 24622
1,14 283571 4266 967500 84987
1,53 302143 5000 1016667 90122
3,03 311190 8758 1090000 7071
Z. mistol alcohólico     
0,58 226667 2721 720000 24191
1,18 226111 4917 680000 13052
1,77 222222 3629 706667 22277
2,34 221667 5555 681667 13710
4,68 220000 1571 666667 8165

Tabla 17.Error estándar  del recuento total  de trofozoítos para evaluar el efecto

de  la  combinación  de  IC50  de  MTZ  con  extractos  vegetales  sobre  el

crecimiento de G. lamblia 
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24 h 48 h
 Nº cél/mL E.S Nº cél/mL E.S
Control 915000 55646 3182500 122966
MTZ 483333 16667 1000000 56784
MTZ+P.alba acuoso     

3,04 450665 18889 1000000 56784
6,08 456666 15647 915000 55645
9,12 497775 19234 705000 68946
12,16 450000 10267 665000 77159
MTZ+Z.mistol acuoso     

1,85 446666 16743 1000000 56784
3,72 451118 10457 830000 64254
5,58 467222 19283 830000 64871
7,43 458889 10398 705000 68946
MTZ+P.alba alcohólico     

0,38 450000 18822 745000 55645
0,76 370000 11338 660000 2950
1,14 310000 11958 400000 1238
1,53 280000 3495 310000 11338,93
MTZ+Z.mistol
alcohólico 

    

0,58 450000 18898 915000 55645
1,18 450000 13698 745000 55945
1,77 435000 25845 705000 68946
2,34 376000 9194 660000 1039

Tabla 19.Error estándar del recuento de células en suspensión a 37ºC para

evaluar el efecto de la combinación de IC50  de MTZ  con extractos vegetales

sobre la Adhesión de G. lamblia 
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24 h 48 h
 Nº cél/mL E.S Nº cél/mL E.S
Control 217778 3628 693333 18053
MTZ     
3,125 227222 6566 668333 12285
6,25 228519 5231 665555 9981
9,375 223889 6751 505000 15545
12,5 225556 4303 24958 12479
MTZ+P.alba acuoso     

3,04 221667 4095 668333 6871
6,08 220658 9920 666667 5443
9,12 222222 2671 501361 10183
12,16 226667 2765 501250 7180
MTZ +Z. mistol acuoso     

1,85 220556 1666 503750 7180
3,72 223333 3685 504167 8575
5,58 223889 4194 508570 7189
7,43 225000 2778 502500 8291
MTZ + P. alba alcohólico     

0,38 223333 2796 658333 11666
0,76 221111 1111 663333 11055
1,14 226111 2625 408000 489
1,53 227778 4927 326667 5931
MTZ+ Z. mistol alcohólico     

0,58 220000 1283 656667 6383
1,18 222000 4714 658333 8333
1,77 223333 1111 661666 14498
2,34 225555 6667 668333 20615

Tabla 20.Error estándar  del recuento total  de trofozoítos para evaluar el efecto

de la combinación de la mitad de la IC50 de MTZ (3,125 µg/mL)  con extractos

vegetales sobre el crecimiento de G. lamblia 

24 h 48 h
 Nº cél/mL E.S Nº cél/mL E.S
Control 915000 55646 3182500 122966
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MTZ 833333 10666 1000000 56784
MTZ+P.alba acuoso     
3,04 773333 175575 2160000 101980
6,08 733888 178020 2166667 155263
9,12 745000 164802 1950000 187082
12,16 716667 138804 1943333 163173
MTZ+Z.mistol acuoso     
1,85 830000 186226 2310000 163829
3,72 838887 180326 2226667 153709
5,58 773333 175867 2056667 193252
7,43 772227 176554 2010000 100995
MTZ+P.alba alcohólico     
0,38 773333 176746 2070000 97775
0,76 716667 138804 1843333 99129
1,14 663333 3442 1706667 121106
1,53 634433 65918 1656667 80415
MTZ+Z.mistol alcohólico     
0,58 830000 186225 2266667 110030
1,18 803333 223218 2186667 147873
1,77 774433 174733 2140000 177988
2,34 690000 47873 1860000 50596

Tabla 21.Error estándar del recuento de células en suspensión a 37ºC para

evaluar el efecto de la mitad de la IC50 de MTZ (3,125 µg/mL) con extractos

vegetales sobre la Adhesión de G. lamblia

24 h 48 h
 Nº cél/mL E.S Nº cél/mL E.S
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Control 217778 3628 693333 18053
MTZ     
3,125 227222 6566 668333 12285
6,5 228519 5231 665555 9981
9,375 223889 6751 505000 15545
12,5 225556 4303 24958 12479
MTZ+P.alba acuoso     
3,04 221667 3310 503750 2282

6,08 220658 4049 504167 907
9,12 222222 2181 508570 2143
12,16 226667 2213 502500 4022
MTZ+Z.mistol acuoso    
1,85 220556 1360 658333 1047
3,72 223333 3008 663333 3848
5,58 223889 3424 408000 907
7,43 225000 2267 326667 2721
MTZ+P.alba alcohólico     
0,38 223333 2283 658333 9524
0,76 221111 907 663333 9025
1,14 226111 2143 408000 3999
1,53 227778 4022 326667 4842
MTZ+Z.mistol alcohólico     
0,58 220000 1047 656667 5210
1,18 222000 3848 658333 6803
1,77 223333 907 661666 11835
2,34 225555 2721 668333 16829

 

ANEXO 2: 

Trabajos publicados: 

En colaboración

-  Chemiluminescence determination of antioxidant property of  Zizyphus mistol

and  Prosopis  alba  during  oxidative  stress  generated  in  blood  by  Hemolytic

MJR 91



Uremic  Syndrome-producing  Escherichia  coli.  Albrecht  C,  Pellarin  MG,

Baronetti  J,  Rojas  MJ,  Albesa  I,  Eraso  AJ.  Luminescence:  the  journal  of

biological and chemical luminescence.14: 2010.

-Beneficial  effect  of  Berberis  buxifolia  Lam,  Zizyphus  mistol  Griseb and

Prosopis alba extracts on oxidative stress induced by chloramfenicol.  Albrecht

C; Pellarin MG; Rojas MJ;  Albesa I;  Eraso.  Revista Medicina Buenos Aires.

Buenos Aires. Argentina.70 (1): 65-70. 2009.  

- Inhibition of cytotoxicity of Shiga toxin of Escherichia coli  o157:h7 on Vero

cells  by  Prosopis  alba  griseb  (Fabaceae)  and  Ziziphus  mistol  griseb

(Rhamnaceae)  extracts.  Pellarín  M.G.,  Albrecht  C.,  Rojas M.J.,  Aguilar  J.J.,

Konigheim  B.S.,  Paraje  M.G.,  Albesa  I.,  Eraso  A.J.  Journal  of  Food

Protection.2013

Listo para publicar

Antiparasitic  effect  of  plant  extracts  of  Zizyphus  mistol (rhamnaceae)  and

Prosopis alba (fabaceae) on cultures of Giardia lamblia. Rojas, M.J., Eraso A.J.

Presentaciones en reuniones científicas: 

Primer autor

“Susceptibilidad in  vitro  de  Giardia  Lamblia  a  extractos  de  Zizyphus  mistol

(mistol)  Y Prosopis  alba  (algarroba)” Rojas,  M.J;  Albrecht  C,  Pellarin  M.G.,

Eraso A.J.1º JORNADAS NUTRICIONISTAS AL DÍA- Colegio de Nutricionistas

de la Provincia de Córdoba Noviembre de 2009. Córdoba- Argentina. 

MJR 92



“Potencial  aplicación dietoterápica de extractos de Prosopis alba (algarroba) y

Zizhipus  mistol  (mistol):  interacción  con  metronidazol  (2-methyl-5-

nitroimidazole-1-ethanol)”.  Rojas, M.J.; Pellarin, M.G.; Albrecht, C.; Eraso, A.J.

“IV  Congreso  internacional  de  Ciencia  y  Tecnología  de  los  Alimentos”-

Ministerio de Ciencia y Tecnología de la  Provincia  de Córdoba- Noviembre,

2012 

En colaboración

“Efecto  antiestres  oxidativo  de  extractos  de  frutos  regionales” Albrecht  C;

Pellarin  MG;  Rojas  MJ;  Albesa I;  Eraso AJ.  XIII  Jornadas de Microbiología

Asociación Argentina de Microbiología Filial Rosario. Octubre 2008- Rosario. 

“Potencial  terapéutico  de  antioxidantes  vegetales  frente  a  estrés  oxidativo

inducido  por  toxinas  bacterianas  sobre  células  sanguíneas”.  Albrecht  C,

Pellarin  MG,  Rojas  MJ,  Albesa  I,  Eraso  AJ.  1º  Reunión  internacional  de

Ciencias Farmacéuticas. Organizado por: Dpto de Farmacia, FCQ UNC y Dpto

de  Farmacia,  Facultad  de  Cs  Bioquimicas  y  Farmaceuticas  Univ.  Nac.  de

Rosario. Fecha: 24 y 25 de junio de 2010. 

“Inhibición in vitro del efecto citotóxico de verotoxina, con extractos de mistol y

algarroba”.  Pellarin MG, Albrecht C, Rojas MJ, Aguilar JJ,  Eraso AJ. XXXIII

Reunión del Capitulo Argentino de la Sociedad Latinoamericana de Nutrición

(CASLAN)  y  II  Jornadas  Internacionales  de  Actualización  en  Nutrición  y

Tecnologia de los Alimentos. Octubre de 2010, Córdoba. 

 “Componentes  obtenidos  de  leche  kefirada  con  actividad  antimicrobiana

contra  Escherichia  coli o157:H7:  potencial  uso  como  bioconservantes  en

alimentos”.  Pellarin, M.G.; Rojas, M.J.; Albrecht, C.; Eraso, A.J. “IV Congreso

internacional de Ciencia y Tecnología de los Alimentos”- Ministerio de Ciencia y

Tecnología de la Provincia de Córdoba- Noviembre, 2012 

MJR 93


	El tratamiento actual incluye la administración de drogas antiparasitarias, dentro de las cuales las más utilizadas pertenecen a la familia de los nitroimidazoles, benzimidazoles y nitrofuranos (Harris J.C. et al., 2001).
	Harris JC, Plummer, S, Lloyd D. Antigiardial drugs. Appl Microbiol Biotechnol.57:614-619; 2001.

