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RESUMEN  
 

Giardia lamblia es un protozoario parásito unicelular que causa una infección conocida 

como giardiasis, la cual puede ser asintomática o provocar una enfermedad aguda y, en 

algunos casos, llegar a ser crónica. El tratamiento actualmente utilizado ha sido el mismo 

durante los últimos 50 años y se basa en la administración de drogas derivadas de 

Nitroimidazol. Aunque estas drogas son efectivas, también pueden causar efectos 

adversos significativos, como neurotoxicidad y morbilidad en pacientes crónicos. En un 

estudio reciente realizado en el laboratorio, encontramos que Ivermectina (IVM), una 

lactona macrocíclica derivada de Avermectina, podría ser eficaz como tratamiento para 

la infección producida por este microorganismo. Observamos que IVM tenía un efecto 

letal sobre los trofozoitos del parásito a altas concentraciones. Estos resultados nos 

alentaron a considerar a esta droga para el estudio del daño celular y del mecanismo de 

muerte celular programada (MCP) durante el ciclo celular de G. lamblia, teniendo en 

cuenta especialmente que este organismo carece de mitocondrias. Así, nos planteamos 

como objetivo general de esta tesina de grado para optar por el título de bióloga; 

comprender cómo IVM afecta los mecanismos de MCP en G. lamblia. En primer lugar, 

se determinó cual era la concentración de la droga necesaria para inhibir la proliferación 

celular en un 50%, es decir, la concentración inhibitoria media (CI50). El valor obtenido 

fue 39,51±6,65 μM y, además, se observó una disminución de la viabilidad celular a 

medida que aumentaba la concentración de IVM. Para analizar el mecanismo de MCP, se 

analizaron las poblaciones celulares marcadas con Anexina V-Alexa 488 e Ioduro de 

propidio por medio de citometría de flujo. Los resultados mostraron un aumento 

significativo de células en apoptosis temprana a concentraciones de 40, 60 y 80 μM de 

IVM en comparación con el control. Además, las concentraciones más altas de IVM (60 

y 80 μM) exhibieron una mayor cantidad de células en apoptosis tardía/necrosis. La 

electroforesis en gel de agarosa confirmó la degradación del ADN con el aumento de la 

concentración de la droga. También, se demostró que la droga produce un arresto en la 

fase S del ciclo celular del parásito. Estos hallazgos confirman que IVM tiene un efecto 

inhibitorio sobre el crecimiento de los trofozoitos de G. lamblia y que esta droga induce 

MCP en este parásito protozoario.  

 

Palabras Clave: Giardia lamblia, protozoo, parásito, drogas antiparasitarias, 

Ivermectina, apoptosis, necrosis. 
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SUMMARY 
 

Giardia lamblia is an unicellular parasitic protozoan that causes an infection known as 

giardiasis. The disease can be asymptomatic or lead to acute illness and, in some cases, it 

can become chronic. The treatment currently used has remained unchanged for the past 

50 years and is based on the administration of Nitroimidazole-derived drugs. Although 

these drugs are effective, they can also cause significant adverse effects, such as 

neurotoxicity and morbidity in chronic patients.  In our laboratory, we found that 

Ivermectin (IVM), a macrocyclic lactone derived from Avermectin, could be effective as 

a treatment for the infection caused by this microorganism. We observed that IVM had a 

lethal effect on trophozoites at high concentrations. These results encouraged us to 

consider this drug for the study of cellular damage and the programmed cell death (PCD) 

mechanism during the cell cycle of G. lamblia, especially considering that this organism 

lacks mitochondria. Thus, our general objective in this underdegraduated Biology thesis 

is to understand how IVM affects the PCD mechanisms in G. lamblia. First, the 

concentration of drug required to inhibit cell proliferation by 50%, called mean inhibitory 

concentration (IC50), was determined. The value obtained was 39.51±6.65 μM and we 

also observed that cell viability decreased as the drug concentration increased. To analyze 

the PCD mechanism, we examined cell populations labeled with Annexin V-Alexa 488 

and Propidium Iodide using flow cytometry. The results showed a significant increase in 

early apoptosis cells at concentrations of 40, 60, and 80 μM of IVM compared to the 

control. Furthermore, higher concentrations of IVM (60 and 80 μM) exhibited a higher 

number of cells in late apoptosis/necrosis. Agarose gel electrophoresis confirmed DNA 

degradation with increasing drug concentration. Additionally, it was demonstrated that 

the drug induces a cell cycle arrest in the S phase of the parasite's cell cycle. These 

findings confirm that IVM has an inhibitory effect on the growth of G. lamblia 

trophozoites and that this drug induces PCD in this protozoan parasite. 

 

Keywords: Giardia lamblia, protozoa, parasite, Ivermectin, antiparasitic drugs, 

apoptosis, necrosis.  
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INTRODUCCIÓN 
 

1. Taxonomía y sistemática  

 

Giardia lamblia (sin. Giardia duodenalis, Giardia enterica, Giardia intestinalis) 

se encuentra dentro del Supergrupo Eukaryota, Clado Metamonada; Phylum 

Fornicata; Orden Diplomonadida según la base de datos de taxonomía del Centro 

Nacional de Información Biotecnológica (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy; 

Tabla 1). Los diplomonadidos tienen como característica distintiva una organización 

celular “doble”, con dos núcleos de idéntico tamaño ubicados juntos en la mitad anterior 

de la célula, y dos (o más) aparatos flagelares (Simpson &  Čepička, 2009). En este grupo 

se incluyen microorganismos de ambientes anaeróbicos o microaerófilos, los cuales 

carecen de aparato de Golgi típico y de una mitocondria aeróbica, entre otras 

características (Cavalier-Smith &  Chao, 1996).  Dentro del Orden Diplomonadida se 

encuentran la Familia Hexamitidae, la cual incluye las Subfamilias Hexamitinae y 

Giardiinae, según la última revisión sistemática realizada por Adl et al. (2019). La 

principal diferencia entre estas dos Subfamilias es que la primera posee el surco ventral 

(excavado) de alimentación y un codón alterativo para glutamina, mientras que la 

segunda, no. Giardiinae se caracteriza por presentar los dos aparatos flagelares cercanos 

entre sí en el centro de la célula y entre los dos núcleos, a diferencia de los “hexamítidos”, 

los cuales están ubicados separados unos de otros y generalmente hacia el "exterior" de 

la célula. El miembro más conocido dentro de Giardiinae es el género Giardia, dentro del 

cual encontramos a G. lamblia. Este organismo es verdaderamente inusual entre los 

diplomonadidos debido a que presenta una simetría bilateral superficial en vez de una 

simetría radial (Simpson &  Čepička, 2009). El rasgo apomórfico de este parásito es que 

cuenta con la presencia del denominado disco adhesivo en la zona ventral de la célula, el 

cual al contraerse genera una presión negativa que le permite fijarse a las paredes del 

intestino de su hospedador (Sousa et al., 2001).  

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy
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Tabla 1. Clasificación de Giardia lamblia según Adl et al. (2019). Se incluyen además algunos 

clados “excavados” importantes para comprender las relaciones del patógeno de interés con otros grupos.  

 Phylum Orden Familia  Subfamilia Especie 

      

Metamonada Fornicata Diplomonadida Hexamitidae Hexamitinae 

Giardiinae 

 

Giardia lamblia 

 Parabasalia     

 Preaxostyla Oxymonadida    

Discoba      

Malawimonadidae      

 

2. Ubicación de Giardia lamblia en la historia evolutiva eucariota 

 

Una comprensión precisa de las relaciones evolutivas es fundamental en biología. 

Para los parasitólogos, entender las relaciones entre organismos eucariotas permite la 

predicción de mecanismos de virulencia, comprensión de las interacciones hospedador-

agente infeccioso, identificación de potenciales dianas farmacológicas y reconstrucción 

de vías metabólicas, entre otras (Dacks et al., 2008). Es por ello que consideramos 

pertinente la evaluación del recorrido taxonómico de la especie de interés en la historia 

de la sistemática eucariota. 

Una revisión reciente de la clasificación de los eucariotas, con énfasis en los 

protistas, ha incorporado la información de secuencias de ADN de relevancia filogenética 

para esclarecer las relaciones evolutivas y mejorar la resolución de algunos nodos en 

conflicto. Entre los principales cambios que se propone en esta revisión encontramos, por 

un lado, la confirmación de que los eucariotas forman al menos dos dominios, y por el 

otro, la pérdida de monofilia en Excavata (Adl et al., 2019). Es importante mencionar que 

el término “protistas” es meramente informal, aunque muy utilizado, y hace alusión 

principalmente a “eucariotas unicelulares” o “eucariotas microbios”. Los protistas, en 

general, son microscópicos y unicelulares, sin embargo, dentro de este grupo parafilético 

también encontramos representantes de mayor tamaño o que forman agregaciones 

pluricelulares (Pawlowski, 2014). Desde una perspectiva evolutiva, el ancestro común de 

los protistas es también el ancestro de todos los eucariotas conocidos. Usualmente en la 
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bibliografía puede encontrarse el uso de “los cinco reinos” para clasificar la diversidad 

biológica, separando a los protistas (unicelulares y microscópicos) de otros taxa 

multicelulares y macroscópicos, como animales, plantas y hongos. Sin embargo, esta 

separación no tiene otra justificación que nuestra perspectiva antropocentrista. Por esta 

razón, se ha abandonado el sistema de los 5 reinos y ha sido reemplazado por un sistema 

más objetivo y filogenético en eucariotas (Pawlowski, 2014). De acuerdo a esto, los 

eucariotas son clasificados dentro de dos Dominios denominados Amorphea y 

Diaphoretickes (Fig. 1). 

Figura 1. Esquema actual del árbol de la vida eucariótico. En la base del árbol se encuentra LECA por 

las siglas Last Eukaryotic Common Ancestor (aunque se discute que LECA sea una “única célula”, se 

considera que puede haber sido una población de células muy sofisticada, heterótrofas y generalistas) (More 

et al., 2020). A partir de este ancestro común se diversifican los principales supergrupos, que se encuentran 

referenciados en negrita. Se destaca Amorphea englobando a Opistokonta y Amoebozoa; y a 

Diaphoretickes abarcando los supergrupos Archaeplastida, (T)SAR y a Haptista y Criptista. Podemos 

observar que el microorganismo de interés se encuentra en Metamonada, cercano a Discoba, pero no 

incluido en Amorphea ni tampoco en Diaphoretickes. Esquema adaptado de More et al. (2020). 

Las filogenias están en constante revisión ya que los estudios de la ubicación 

taxonómica de los organismos en los árboles eucarióticos han sido interpretados según 

los conocimientos científicos disponibles en ese momento de la historia. Giardia lamblia 
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no está exenta de esto. De hecho, este parásito se agrupa, junto con otros grupos 

(principalmente parabasálidos y oximonadidos), bajo el nombre de “eucariotas 

amitocondriados”. Los organismos bajo esta terminología, históricamente han sido 

especialmente importantes desde el punto de vista evolutivo, ya que su estudio 

posibilitaba formular hipótesis sobre los primeros eventos de la evolución eucariota 

(Simpson &  Čepička, 2009). Como se sabe, el origen de la célula eucariota se dio a través 

de varios procesos endosimbióticos, actualmente llamada “teoría endosimbiótica serial” 

(TES) postulada por Lynn Margulis en 1970 (Margulis, 1990).  Brevemente, de esta teoría 

se destaca que las organelas como las mitocondrias habrían derivado de una célula 

procariota, específicamente una alfa proteobacteria, hace 1500 o 2000 millones de años. 

Esta bacteria habría formado una asociación simbiótica con la célula hospedera eucariota 

o "proto-eucariota", y luego, el simbionte se convertiría en una organela de la célula 

hospedera. Bajo este marco evolutivo, muchos investigadores propusieron que los 

eucariotas amitocondriados podrían ser ramas tempranas de la "línea principal" de 

descendencia eucariota que se habría separado antes de la adquisición de estas organelas. 

Y, además, proponían que los grupos que presentaban organelas “parecidas a las 

mitocondrias” (como los mitosomas de G. lamblia) habrían sido resultado de un evento 

de endosimbiosis posterior que involucraba a un procariota simbionte diferente. Sin 

embargo, a fines del siglo pasado, esta hipótesis de "mitocondrias tardías" fue refutada 

por la comunidad científica. Numerosas investigaciones genómicas demostraron que 

estos eucariotas amitocondriados, en realidad, derivan del mismo evento endosimbiótico 

que originó la “mitocondria propiamente dicha o canónica” (Simpson &  Čepička, 2009). 

De esta manera, los viejos paradigmas sobre los eucariotas han pasado de 

considerar a Giardia como un organismo “primitivo” a valorarlo como un representante 

de clados que han sufrido una ultra especialización para sus funciones específicas y su 

contexto ambiental. La gran cantidad de datos genómicos comparativos que actualmente 

se encuentran disponibles, han permitido postular incluso que el último ancestro común 

eucariota era aparentemente complejo, sugiriendo que las adaptaciones específicas de 

cada linaje y las pérdidas secundarias han sido realmente importantes en la historia 

evolutiva de la vida (Cavalier-Smith &  Chao, 1996). Estos modelos de la evolución 

eucariótica permitirán a los parasitólogos hacer inferencias más precisas y confiables 

sobre los patógenos que causan enfermedades significativas en la salud a nivel global 

(Dacks et al., 2008).  
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3. Especies de Giardia y ensamblajes genotípicos 

 

La nomenclatura taxonómica de las especies del género Giardia han sido 

discutidas durante más de un siglo (Wielinga et al., 2023). Hasta el momento, se aceptan 

ocho especies de Giardia, las cuales afectan a una amplia variedad animales 

filogenéticamente distintos que van desde anfibios hasta mamíferos (Tabla  2) (Adam, 

2021). En este trabajo se utilizará la nomenclatura G. lamblia, la más utilizada en la 

investigación científica. 

Tabla 2. Especies de Giardia. Extraído y modificado de Adam (2021) y Monis et al., (2009). 

 

Se han encontrado diferencias significativas en la secuencia de genes que 

codifican enzimas y proteínas dentro de la especie G. lamblia. Estas diferencias han 

llevado a la creación de una nueva nomenclatura que agrupa genotipos similares en 

grupos genéticos o ensamblajes (Monis et al., 2003). Se han definido los grupos A, B, C, 

D, E, F, G y H, y se ha demostrado que la mayoría de los genotipos tienen preferencias 

por ciertos hospedadores (Tabla 3) (Thompson et al., 2000, Monis et al., 2003).  
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Existe un debate en curso sobre la reclasificación de los ensamblajes de G. lamblia 

en especies separadas. Se espera que los proyectos actuales de secuenciación del genoma 

y estudios fenotípicos arrojen luz sobre este tema y ayuden a llegar a un consenso 

científico (Wielinga et al., 2023).   

De los grupos A y B que infectan humanos, los aislados pertenecientes al grupo 

A han sido los más estudiados a nivel celular y molecular (Caccio et al., 2008). 

Específicamente, en este trabajo se utiliza la cepa WB- grupo A de G. lamblia. 

Tabla 3. Grupos genéticos de Giardia lamblia y sus hospedadores  

Ensamblaje Hospedador 

A Humanos, Perros, Gatos, Ovinos, Porcinos, Chinchillas, Bovinos, Caballos, Castores, Alpaca  

B Humanos, Perros, Ratas, Ratones, Chinchillas, Castores  

C Perros 

D Perros 

E Bovinos, Porcinos, Ovinos  

F Gatos  

G Ratas 

H Focas, Gaviotas  

 

4. Biología celular de Giardia lamblia 

 

4.1  Ciclo de vida 

 

Giardia lamblia posee un ciclo de vida simple, presentando dos estadios bien 

diferenciados: el trofozoito, que coloniza el intestino, y el quiste, que es responsable de 

la infección y transmisión del parásito (Fig. 2).   

El quiste es la etapa ambientalmente resistente del ciclo de vida y posee 

características que le permiten sobrevivir en condiciones cambiantes. Tiene una tasa 

metabólica reducida en comparación con el trofozoito y una pared que consta de dos capas  

(Adam, 2021).  

El trofozoito de G. lamblia representa la fase vegetativa y replicativa del parásito. 

Durante esta etapa, coloniza y se multiplica en el intestino delgado de sus hospedadores. 

Se adhiere a las microvellosidades intestinales gracias a su disco ventral, lo que le permite 

resistir el peristaltismo (Barash et al., 2017).  Este trabajo se centrará exclusivamente en 
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el estudio del estadio del trofozoito de G. lamblia. A continuación, se detallarán sus 

características morfológicas. 

 

Figura 2. Ciclo biológico de Giardia lamblia. La infección comienza con la ingestión de quistes (A). A 

través de un proceso denominado desenquistamiento (B), que comienza en el estómago y culmina en el 

duodeno, se liberan los trofozoitos (C). Éstos, se duplican en el intestino delgado (fundamentalmente en el 

yeyuno) y, a medida que descienden por el intestino, son inducidos a enquistarse (D). Los quistes formados 

son finalmente eliminados con las heces cerrando el ciclo vital del parásito. Adaptado de Ankarklev et al., 

(2010). 

4.2 El trofozoito  

 

El trofozoito de G. lamblia tiene forma piriforme, con una cara posterior convexa y 

una cara anterior cóncava, siendo el único protozoario con simetría bilateral (Fig. 3). 

Su tamaño oscila entre 9 a 15 µm de largo y 5 a 9 µm de ancho. Posee dos núcleos 

ovoides y diploides con envoltura nuclear y nucléolos (Adam, 2001). 

El citoesqueleto del trofozoito incluye el disco ventral, los cuerpos medios y los 8 

flagelos con sus cuerpos basales. El disco ventral (DV) es una matriz ordenada y compleja 

de microtúbulos que se contrae generando presión negativa para adherirse al epitelio 
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intestinal del hospedador (Sousa et al., 2001) o a las superficies inertes como los tubos de 

ensayo que se utilizan en laboratorios para su cultivo (Hagen et al., 2011). 

(A) 

 

(B) 

 

 Los cuatro pares de flagelos se organizan en la estructura convencional de 

microtúbulos eucarióticos 9+2 (presentan una estructura de axonema caracterizada por 9 

pares de microtúbulos exteriores que rodean a un par central) y se denominan flagelos 

anteriores, posterolaterales, ventral y caudal (Fig.  3) (Adam, 2021). Los cuerpos basales, 

también llamados cinetostomas, están compuestos por tripletes de microtúbulos y hay 

ocho de ellos en G. lamblia (McInally &  Dawson, 2016). 

Figura 3.  El trofozoito de 

Giardia lamblia.  

A) Esquema del trofozoito de 

Giardia lamblia conteniendo 

dos núcleos, las vacuolas 

periféricas (PVs), el disco 

ventral, funis y los cuerpos 

medios. Los flagelos están 

organizados en cuatro pares; 

FA anteriores, FPL 

posterolaterales, FV ventrales 

y FC caudales. Adaptado de 

Ankarklev et al., (2010).  

B) Microscopía de barrido de 

un trofozoito de Giardia 

lamblia. 
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 Dentro de las estructuras que componen el citoesqueleto también se encuentran 

los cuerpos medios (Fig. 3), cuya función es todavía desconocida (Adam, 2021). 

Perpendicularmente a los cuerpos medios se encuentra el funis (Fig. 3), compuesto por 

microtúbulos individuales que están involucrados en la contracción caudal (Benchimol et 

al., 2004, Carvalho &  Monteiro-Leal, 2004).   

 Giardia lamblia tiene un par de núcleos simétricos (Fig. 3), que se replican 

sincrónicamente durante la etapa vegetativa de su ciclo de vida. Ambos núcleos son 

equivalentes en términos de ADN, secuencias de ADN ribosómico y actividad 

transcripcional (Simpson &  Čepička, 2009) . Cada núcleo contiene cinco cromosomas 

diferentes resultando en un genoma haploide de tamaño de 12 Mb. Durante G1, cada 

núcleo es diploide (2N), por lo que el trofozoito resulta así tetraploide (4N) (Svärd et al., 

2003).  

Una característica interesante de G. lamblia es la presencia de mitosomas (Fig. 3). 

Esta organela, también conocida como “organela similar a una mitocondria” según 

biólogos evolutivos, no se encuentra sólo en este parásito, sino también en otros 

diplomonadidos y en Microsporidia y Entamoeba, taxa que están evolutivamente alejadas 

de Diplomonadida y Parabasalia en el árbol filogenético (Simpson &  Čepička, 2009). 

Los mitosomas de las especies de Giardia son formas altamente adaptadas de 

mitocondrias y tienen un tamaño aproximado de 100 nm. Están rodeados por dos 

membranas, pero a diferencia de las mitocondrias, no contienen ADN ni producen ATP 

(Martincova et al., 2015). La ausencia de mitocondrias en G. lamblia, como se mencionó 

con anterioridad, se cree que es el resultado de una pérdida secundaria en lugar de la 

divergencia de un eucarionte ancestral antes de adquirir esta organela (Simpson &  

Čepička, 2009). 

Con respecto a las estructuras celulares internas, G. lamblia presenta un sistema 

de endomembranas particular, ya que carece de un aparato de Golgi morfológicamente 

discernible (Adam, 2001). La membrana que delimita cada uno de los núcleos se prolonga 

y conforma el retículo endoplasmático, el cual ocupa la mayor parte de la extensión 

citoplasmática de la célula (Soltys et al., 1996) e interviene, sumado a sus funciones 

clásicas, en el direccionamiento de proteínas (Touz &  Zamponi, 2017). De modo 

característico, G. lamblia presenta un sistema de vacuolas periféricas que se localizan 

próximas a la superficie de la membrana plasmática del lado citosólico de la misma 

(Lanfredi-Rangel et al., 1998, Rivero et al., 2013) (Fig. 3). Dichas vacuolas han mostrado 
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tener actividad lisosomal, como así también estar relacionadas con procesos endosomales 

(Lanfredi-Rangel et al., 1998, Thirion et al., 2003, Touz et al., 2003, 2004) (Fig. 3).  

 

5. Epidemiologia en humanos 

 

La giardiasis es una enfermedad intestinal causada por el parásito protozoario G. 

lamblia y es la principal causa de diarrea no viral y no bacteriana a nivel mundial (Adam, 

2001). La infección comienza con la ingestión del quiste, el cual, puede provenir de agua 

no tratada y de alimentos contaminados (Adam, 2021), o mediante la manipulacion de 

juguetes contaminados y/o arena provenientes de areneros infantiles (Benchimol et al., 

2023). Una pequeña cantidad de 10 quistes es suficiente para causar la enfermedad 

(Farthing, 1997, Gillin et al., 1996). 

Esta enfermedad es cosmopolita, siendo G. lamblia uno de los parásitos entéricos 

más prevalentes a nivel mundial (Li et al., 2023). En países en desarrollo, donde los 

recursos sanitarios son deficientes, se han informado que las tasas de prevalencia de la 

giardiasis son consistentemente altas en infantes, con altas tasas de infección repetida 

incluso dentro del primer año de vida. Por otra parte, en países desarrollados se reportan 

regiones con giardiasis endémica o brotes regulares (Gutiérrez, 2017), por ejemplo, 

Estados Unidos (EE. UU) presenta 1 millón de casos de giardiasis por año (Coffey et al., 

2020). Incluso, el último informe realizado por el Centro para el Control y la Prevención 

de Enfermedades de EE. UU (CDC) a través del Sistema Nacional de Vigilancia de 

Enfermedades Notificables (NNDSS) expuso que durante el período 2012-2017 se 

reportaron 111 brotes de giardiasis en 26 estados (Conners et al., 2021).  

Particularmente en América Latina, se ha descripto que las prevalencias de 

giardiasis oscilan entre el 30%, 22% y 16% para Argentina, Perú y Brasil respectivamente 

(Li et al., 2023). Aunque, más países de Latinoamérica deben realizar mayores esfuerzos 

para generar datos de prevalencia, incidencia e intensidad de esta enfermedad (Sarria-

Guzmán et al., 2022). En Argentina, un estudio sobre la parasitosis intestinal en 

poblaciones infantiles y juveniles realizadas en 6 provincias determinó que entre las 

especies de parásitos más prevalentes se encontraba G. lamblia (17,0% de prevalencia) 

(Cociancic et al., 2021). En otra revisión reciente, se muestra que en Argentina existen 

infecciones por G. lamblia en 15 de las 23 provincias. Este parásito también se detectó 

en muestras de suelo y agua recogidas en las regiones de la Pampa, la Patagonia y el 
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noroeste del territorio argentino. Por lo tanto, este protozoario y la infección que causa, 

son de preocupación para la salud pública de nuestro país (Rivero et al., 2020). Entre los 

individuos con mayor vulnerabilidad a adquirir la infección se encuentran niños de entre 

1 a 4 y de 5 a 9 años de edad, siendo este grupo en el que se reporta el mayor número de 

casos de giardiasis (Luján &  Svard, 2011). Un segundo grupo corresponde al de 

individuos inmunosuprimidos (Ankarklev et al., 2010).  

6. Patogénesis en humanos 

 

 La infección por G. lamblia puede causar diversas alteraciones en el intestino, 

como cambios en la permeabilidad, respuestas inmunológicas y deficiencias en la 

absorción (Thompson &  Monis, 2004).  La sintomatología suele aparecer entre 6 y 15 

días después de la infección y varía desde casos asintomáticos o infecciones agudas auto 

limitadas, hasta la enfermedad crónica, con presencia de diarrea, deshidratación, 

distención abdominal, náuseas, vómitos, hinchazón y/o malabsorción. Las consecuencias 

a largo plazo incluyen fatiga crónica, intestino irritable y, en niños pequeños, retraso en 

el crecimiento. Además, estudios recientes han sugerido que las personas con patologías 

gastrointestinales como colon irritable, estarían asociadas con una infección previa por 

G. lamblia (Ankarklev et al., 2010). La gravedad de la enfermedad depende de diversos 

factores, incluyendo los factores de virulencia del parásito y el estado de desarrollo, 

nutricional e inmunológico del hospedador (Thompson &  Monis, 2004).  

7. Diagnóstico  

 

El diagnóstico de giardiasis se realiza mediante la detección del parásito en 

muestras fecales utilizando microscopía óptica. Esto puede lograrse mediante la 

observación de quistes o trofozoitos en una muestra fresca, aunque la precisión depende 

de la experiencia del operador y puede haber confusiones con otros compuestos en la 

muestra (Adam, 2021). Muchas veces para confirmar el diagnóstico es necesario utilizar 

técnicas más costosas y poco accesibles como ensayos de inmunoadsorción ligada a 

enzimas (ELISA), ensayos de inmunofluorescencia (IFA) o la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), especialmente si persisten los síntomas después del tratamiento con 

antibióticos (Lujan &  Svärd, 2011).  

8. Tratamiento 
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Tabla 4. Principales drogas contra Giardia lamblia utilizadas en el tratamiento de la giardiasis. 

Extraído y modificado de Benchimol et.al, (2023). 

Droga Dosis Mecanismo Efectos adversos 

Metronidazol En adultos 250 mg tres 

veces al día x 5-7 días. 

Niños: 15 mg/kg tres 

veces al día x 5-7 días  

 

Reduce grupos nitro; 

forma intermediarios 

toxicas  

Sabor metálico, náuseas, dolor de cabeza, 

orina oscurecida. Con menos frecuencia: 

pancreatitis, toxicidad en el sistema nervioso 

central. 

Albendazol 400 mg diarios una vez al 

día x 5 días en adultos. 15 

mg/kg diarios x 5-7 días 

en niños mayores a 6 años 

Se une a los 

microtúbulos y forma 

“caps” en los extremos 

positivos 

(Oxberry et.al, 1994) 

Interacciones farmacológicas con 

Ampicilina. Los efectos adversos son más 

frecuentes en niños: malestar abdominal, 

náuseas, vómitos, dolor de cabeza, mareos y 

aumentos reversibles en las transaminasas 

hepáticas y anorexia. 

 

Quinacrina 100 mg tres veces al día x 

5-7 días en adultos. 6 

mg/kg tres veces al día x 

5 - 7 días en niños. 

Inhibe la síntesis de 

ADN 

Náuseas, vómitos, coloración amarillo-

naranja de la piel, la esclerótica y la orina; 

pigmentación de uñas, dolor de cabeza, 

urticaria, dermatitis exfoliativa y alteraciones 

psiquiátricas. 

 

Nitazoxanida Dos dosis diarias de 500 

mg x 3 días en adultos. 

7.5 mg/kg dos veces al día 

x 3 días en niños. 

Inhibe la actividad de 

ciertas enzimas como 

la nitroreductasa 

Afecciones gastrointestinales, como diarrea y 

malestar abdominal los cuales parecen ser 

dosis dependientes. Puede ocasionar dolor de 

cabeza, mareos, somnolencia, insomnio e 

hipostesia. 

 

Paramomicina 500 mg tres veces al día x 

5-10 días en adultos. 25-

30 mg/kg/ tres veces al 

día x 5-10 días en niños 

 

Inhibe la síntesis de 

proteínas 

Puede inducir ototoxicidad y nefrotoxicidad. 

Furazolidona 400 mg tres o cuatro 

veces al día x 7-10 días en 

adultos. 2 mg/kg cuatro 

veces al día x 10 días en 

niños. 

Reduce la 

furazolidona; forma 

intermediarios toxicas 

Náuseas, vómitos, dolor de cabeza, malestar 

general, reacciones de hipersensibilidad, 

hipotensión, erupción cutánea y urticaria. Se 

ha comprobado su carcinogénesis en roedores 

y mutagenicidad en bacterias 

 

La giardiasis puede ser tratada con varios fármacos (Tabla 4), siendo los 

nitroimidazoles como Metronidazol o Tinidazol los más efectivos debido al metabolismo 

anaeróbico de G. lamblia, el cual es muy similar a ciertas bacterias (Ahmed, 2023). 

Albendazol también se utiliza como tratamiento de primera línea. Sin embargo, se han 

informado efectos secundarios asociados a estos fármacos y se ha observado resistencia 

in vitro por parte del parásito (Lopez-Velazquez et al., 2019). En la búsqueda de fármacos 

alternativos, proponemos en este trabajo el estudio de Ivermectina (IVM) como nueva 

terapia efectiva contra la giardiasis, con el objetivo de aumentar la probabilidad de éxito 

en el tratamiento. 
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9. Muerte celular programada 

 

La muerte celular (MC) se define como el colapso de los procesos metabólicos 

provocados por estímulos químicos y/o físicos. En los organismos multicelulares, la 

muerte celular es un paso esencial para una gran variedad de eventos fisiológicos, como 

la embriogénesis y la remodelación de tejidos  (Menna-Barreto, 2019). Hace casi medio 

siglo, se postuló un aspecto no accidental de la muerte celular, relacionado con una 

secuencia de eventos sincronizados y se lo denominó muerte celular programada (MCP) 

(Lockshin &  Williams, 1965). Más recientemente, se han propuesto diferentes fenotipos 

asociados con distintas vías de MCP, entre las que se incluyen; la apoptosis, la autofagia 

y la necrosis  (Menna-Barreto, 2019).  

La muerte celular puede ser predeterminada, programada y limpiamente 

ejecutada, como en el caso de la apoptosis, o puede ser abrupta, inflamatoria y estocástica, 

como ejemplifican muchos tipos de necrosis. Sin embargo, existe una variedad de tipos 

de MC dependiendo del organismo que se trate. Actualmente, no se conocen los 

mecanismos exactos involucrados de la MCP en eucariotas unicelulares, convirtiéndose 

en una temática de interés para la biología  (Menna-Barreto, 2019), ya que permitiría 

ampliar los conocimientos sobre biología celular y, además, podría permitir el diseño de 

nuevas estrategias terapéuticas contra enfermedades infecciosas, proliferativas, 

degenerativas y autoinmunes (Nirmala &  Lopus, 2020).  

La apoptosis (MCP tipo I) es uno de los mecanismos más complejos debido a los 

diferentes componentes morfológicos y moleculares que involucra. Las características 

morfológicas de la apoptosis son la condensación de la cromatina, la fragmentación 

nuclear, la reducción del volumen celular, la formación de vesículas en la membrana, la 

modificación ultraestructural de organelas, la externalización de la fosfatidilserina (PS), 

la pérdida de la integridad de la membrana celular y la formación de cuerpos apoptóticos 

(D'Arcy, 2019, Menna-Barreto et al., 2009). También, hay cambios bioquímicos 

destacables, como la activación de caspasas (proteasas cisteína-aspartato específicas), la 

degradación de ácidos nucleicos y proteínas, y la alteración de la membrana celular 

(Duprez et al., 2009, Elmore, 2007, Felix et al., 2020, Galluzzi et al., 2007).  

La apoptosis generalmente se puede ejecutar a través de tres vías diferentes; la vía 

extrínseca, la vía intrínseca (también llamada vía mitocondrial) y la vía inducida por 

estrés del retículo endoplásmico (estrés ER) (Nirmala &  Lopus, 2020). Como se 

mencionó precedentemente, la ausencia de mitocondrias en G. lamblia planteó el 
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interrogante de si este parásito podría desencadenar un proceso apoptótico. Sin embargo, 

aún sin mitocondrias, en el año 2012 este protozoario se incluyó en el grupo de 

organismos unicelulares que podrían llevar a cabo la apoptosis para inducir la MCP 

(Bagchi et al., 2012). Además, algunas investigaciones postularon que, en este tipo de 

organismos unicelulares, la MCP podría estar más relacionada con la capacidad de cada 

célula para inducir o reprimir su autodestrucción, dependiendo de sus interacciones 

presentes y pasadas con las demás células que constituyen la comunidad y la integridad 

de sus componentes internos, más que con su destino individual (Touz et al., 2005, 2008). 

En un estudio en el que sometieron a trofozoitos de G. lamblia a estrés oxidativo y a 

condiciones de ayuno, se observó la presencia de un mecanismo similar a la apoptosis, 

pero sin la participación de caspasas, ya que no pudieron detectar la actividad de estas 

enzimas. Sin embargo, el estudio muestra que hay fragmentación del ADN nuclear y 

presencia de cambios morfológicos asociados con MCP (Ghosh et al., 2009). Todas estas 

evidencias sugieren que G. lamblia podría poseer una vía novedosa, no clásica, de 

inducción de muerte celular por apoptosis. 

La autofagia (MCP tipo II) involucra el sistema autofagosoma-lisosoma. Los 

autofagosomas son vesículas de doble membrana responsable de la envoltura de 

componentes del citoplasma, durante el recambio de orgánulos (Bruchhaus et al., 2007, 

Li &  He, 2017). Después de la fusión autofagosoma-lisosoma, se forma un 

autofagolisosoma en el que se digieren los residuos celulares. La autofagia es crucial para 

mantener el balance metabólico y el reciclado de estructuras celulares durante el 

crecimiento y desarrollo celular. La desregulación de dicho equilibrio puede iniciar la MC 

como resultado de un ayuno prolongado o estrés oxidativo (Bruchhaus et al., 2007). 

Aunque se sabe poco sobre la autofagia en G. lamblia, algunos estudios sugieren que este 

parásito unicelular podría tener un sistema de autofagia funcional ya que, en condiciones 

de ayuno, se describieron  cambios que se asemejan a esta vía (Correa et al., 2009). 

Mediante un análisis bioinformático del genoma, se encontraron algunos genes putativos 

asociados con la autofagia en G. lamblia, entre ellos TOR, S6K1, PI3K, ATG1, ATG16, 

ATG7 y ATG8 (Bagchi et al., 2012, Cernikova, 2019). La falta de muchos otros genes 

relacionados con este mecanismo de MC, como p62 y ATG5, sugiere también una vía de 

autofagia incompleta o poco común en este parásito. 

Claramente, estos procesos difieren de la necrosis, ya que esta última se encuentra 

asociada a daño celular extremo que causa alteraciones dramáticas en la función 

mitocondrial, vacuolización citoplasmática y, en última instancia, el colapso de la 
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membrana plasmática. El proceso de reciclaje de las células muertas en la necrosis es más 

lento y menos regulado, debido a la ausencia de señales celulares específicas, 

conduciendo a una importante respuesta inflamatoria (D'Arcy, 2019, Menna-Barreto et 

al., 2009). En el caso particular de G. lamblia, fue reportado que Linearolactona produce 

alteraciones ultraestructurales en los trofozoitos como ejemplo; cambios en la abundancia 

de vacuolas, aparición de espacios perinucleares y periplásmicos y el depósito de gránulos 

de glucógeno. De esta manera, es posible identificar un tipo de necrosis en este parásito, 

aunque los mecanismos moleculares subyacentes son todavía desconocidos (Arguello-

Garcia et al., 2022).  

 

10. Ivermectina 

 

Ivermectina es un compuesto orgánico que pertenece a la familia de las avermectinas, 

lactonas macrocíclicas producidas por la bacteria Streptomyces avermitilis. Algunos 

autores sugieren que IVM puede ser postulada como una droga que podría ayudar a 

mejorar la salud pública global mediante el tratamiento de una diversa gama de 

enfermedades, teniendo potencial como agente antibacteriano, antiviral de amplio 

espectro (ha demostrado ser eficaz contra varios virus de ADN y ARN) y antihelmíntico 

(Nabi-Afjadi et al., 2023). Se comenzó a utilizar en el año 1981 como un medicamento 

de aplicación en veterinaria y, seis años más tarde, fue aprobado para su uso en humanos 

para el tratamiento de oncocercosis, también conocida como ceguera del río (Crump, 

2017, Gloeckner et al., 2010). La eficacia antiparasitaria de IVM no se limita a la 

oncocercosis, ya que también es efectiva para infecciones causadas por Wuchereria 

bancrofti y Brugia malayi. Además, IVM también elimina la coinfección con varios 

helmintos transmitidos por el suelo, incluidos Ascaris lumbricoides y Strongyloides 

stercoralis, y algunos ectoparásitos como Sarcoptes sarna (Laing et al., 2017). También, 

se emplea para tratar la tripanosomiasis, la malaria y la leishmaniasis (Global Burden of 

Disease et al., 2017). Los estudios llevados a cabo por el Dr. Campbell y el Dr. Omura 

relacionados al uso de IVM como un antiparasitario, les valieron el Premio Nobel en 

Fisiología y Medicina en el año 2015 (compartido con la Dra. Youyou Tu). Si bien la 

eficacia de IVM en el tratamiento de un amplio espectro de infecciones parasitarias está 

bien establecida, su modo de acción es menos claro. A concentraciones nanomolares, 

IVM afecta la motilidad, alimentación y reproducción de los nemátodos y actúa a través 
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de los canales de cloruro dependientes de ligando, específicamente los activados por el 

glutamato en Caenorhabditis elegans (Cully et al., 1994, Yates et al., 2003). Los canales 

de cloruro dependientes de glutamato (GluCls) no están presentes en los vertebrados, por 

lo que le confiere un amplio margen de seguridad a IVM. Así, a nivel celular, IVM actúa 

como un ionóforo y regula los canales de cloruro para generar apoptosis y muerte celular 

osmótica. En ensayos previos realizados en el laboratorio donde se desarrolla la presente 

tesina, se observó que IVM tenía un efecto letal sobre los trofozoitos si las 

concentraciones utilizadas eran mayores a 80 µM (Mayol et al., 2019). Estos resultados 

promisorios nos alentaron a considerar a esta droga para desentrañar los mecanismos 

asociados a la muerte celular programada, un evento poco estudiado en protozoarios 

parásitos.  

Uno de los detalles más importantes sobre IVM es que es un compuesto utilizado por 

aproximadamente 250 millones de personas por año para tratar distintas parasitosis 

(Ashour, 2019). Las formas farmacéuticas de IVM incluyen tabletas de dosis única y 

lociones de uso tópico. Las dosis orales de esta droga presentan una farmacocinética de 

absorción intestinal con concentraciones plasmáticas de 62 µM, viaja conjugada a 

lipoproteínas y, luego de metabolizarse en el hígado, es excretada con las sales biliares 

(Al‐Azzam et al., 2007, Baraka et al., 1996, Kitzman et al., 2006, Lanusse et al., 1997, 

Londoño et al., 2017, Okonkwo et al., 1993). Esto resulta interesante ya que es el intestino 

delgado el sitio que G. lamblia coloniza y donde estaría directamente expuesta a 

concentraciones de IVM, al menos, mayores a 60 µM. Estas características hacen de IVM 

una droga prometedora para tratar la giardiasis.  

Particularmente en Argentina, la Administración Nacional de Medicamentos, 

Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT) reporta en el Vademécum Nacional de 

Medicamentos, el cual es una fuente oficial de actualización permanente, que IVM se 

encuentra autorizada en dicho país, tanto para absorción sistémica en las formas 

farmacéuticas comprimidos y solución oral, como para la administración tópica en forma 

de crema al 0.5% y 1% para pediculosis y rosácea respectivamente. Un ejemplo de una 

forma farmacéutica avalada por la ANMAT es “IVER P” del laboratorio Elea Phoenix 

S.A. (IVER P comprimido, Cert. Nº 55983, ANMAT) (ANMAT, 2023).  

En la actualidad, muchos laboratorios intentan responder a la pregunta de si IVM es 

segura para bebés y niños. Hasta el momento, IVM oral se ha recomendado solo para 

adultos o personas cuyo peso superen los 15 kg. Sin embargo, los niños son los principales 
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afectados por Giardia en nuestro país. Recientemente, se realizó un estudio donde se 

probó que la droga era segura en niños infectados con helmintos. En dicho trabajo, 

evaluaron la eficacia y seguridad de IVM oral (200–600 μg kg−1) en niños en edad 

preescolar y escolar infectados con Trichuris trichiura, demostrando que el medicamento 

podría ser seguro ya que presentó eventos adversos leves y ausencia de toxicidad en 

órganos según los biomarcadores séricos analizados (Wimmersberger et al., 2018). En 

otro estudio llevado a cabo en Francia, se evaluó la seguridad y la eficacia probable de 

IVM oral para el tratamiento de la sarna en bebés y niños, demostrando que era eficaz en 

el tratamiento de la escabiosis en el 85 % de los pacientes (Morris-Jones, 2020). La 

literatura médica publicada actualmente sugiere que IVM oral podría ser segura hasta la 

actualidad para la administración en niños que tienen un peso superior a los 15 kg. La 

lista modelo de la Organización Mundial de la Salud publicada en 2021 (que se actualiza 

cada dos años) para medicamentos esenciales en niños incluye IVM oral para el 

tratamiento de infecciones filarias, helmintos intestinales y ectoparásitos (World Health 

Organization. WHO Model List of Essential Medicines for Children - 8th list, 2021. 

Available at: https://www.who.int/publications/i/item/WHO-MHP-HPS-EML-2021.03). 

Sin embargo, todavía se requieren estudios de eficacia y regímenes de dosificación 

óptimos para garantizar que los niños reciban un tratamiento adecuado con IVM oral para 

otras enfermedades como la giardasis.  

Una comprensión clara de cómo funciona una droga es la vía inteligente para aumentar 

la probabilidad de éxito del tratamiento. Además, conocer el mecanismo de muerte de G. 

lamblia causado por la acción de IVM puede ayudar a identificar posibles mecanismos 

de resistencia que los trofozoitos pueden desarrollar en respuesta al uso repetido de la 

droga, lo que a su vez puede guiar el diseño de nuevas terapias y el uso adecuado de la 

droga existente. 
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OBJETIVOS 
 

Objetivo general: Estudiar el mecanismo de muerte celular programada en Giardia 

lamblia inducida por IVM.   

Objetivos específicos 

Objetivo específico 1: Determinar la concentración de IVM que inhibe el 50% (CI50) 

del crecimiento de los trofozoitos de G. lamblia. 

Objetivo específico 2: Describir el mecanismo de muerte celular programada luego 

del agregado de IVM.  

Objetivo específico 3: Evaluar la progresión del ciclo celular de G. lamblia luego del 

tratamiento con IVM. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Organismos y cultivos in vitro: Los trofozoitos de G. lamblia utilizados en este 

estudio fueron adquiridos de la cepa WB, clon 1267, disponible en la American Type 

Culture Collection (ATCC 50582) (Gillin et al., 1990). Para el cultivo axénico de los 

trofozoitos, se empleó el medio TYI-S-33 suplementado con 10% v/v de suero bovino 

adulto y 5% p/v de bilis bovina, conocido como medio completo de crecimiento (Gillin 

&  Diamond, 1981). Los cultivos se llevaron a cabo en tubos de borosilicato con tapa a 

rosca (Eurotubo® Deltalab) que se llenaron hasta alcanzar un volumen total de 14 mL, 

agregando 100 μL de trofozoitos de G. lamblia. Estos tubos se colocaron en una estufa 

de cultivo inclinados a un ángulo de aproximadamente 45°, permitiendo una mejor 

adhesión de los trofozoitos a las paredes del tubo. Después de 30 min, se puede observar 

la adhesión de los trofozoitos a través de su disco ventral. De manera similar a lo que 

ocurre in vivo, las células se dividen, formando una monocapa de trofozoitos en 

crecimiento después de 48 horas. Para recolectar los microorganismos, los tubos que 

contenían las células en crecimiento se enfriaron a 4°C durante 30 min y luego se 

recuperaron mediante centrifugación a 2500 rpm durante 15 min a 4 °C. 

Tratamiento con IVM.  La droga, adquirida de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

EE. UU.), se disolvió en DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) hasta alcanzar 

su máxima solubilidad, obteniendo una solución madre de concentración 56 mg/mL. Los 

parásitos (5x105 células) se cultivaron durante 16 h en presencia de IVM, el grupo control 

consistió en trofozoitos tratados con DMSO (vehículo) al 0,5% p/v.  

 

Objetivo 1: Determinar la concentración de IVM que inhibe el 50% (IC50) del 

crecimiento de los trofozoitos de Giardia lamblia 

La concentración inhibitoria media (CI50) representa la concentración de la droga, 

en este caso IVM, requerida para inhibir la proliferación celular en un 50 % (García 

Manzano et al., 2020).   

Se evaluó la actividad giardicida de IVM en un rango de concentraciones 

decrecientes (1/2), partiendo de una concentración máxima de 80 µM. Se utilizó el ensayo 

colorimétrico MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) para 

determinar la CI50 del compuesto, mediante regresión no lineal con el software Graphpad 

Prism 9.0 (Graphpad Software, Inc., CA, USA). 
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Los ensayos se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos. En el primer pocillo de 

cada columna, se añadieron 297 µL de medio de cultivo completo y 3 µL de IVM 80 µM 

previamente disuelta en el vehículo (DMSO). En los pocillos siguientes de la misma 

columna, se agregaron 150 µL de medio de cultivo completo. Después de una correcta 

homogeneización del primer pocillo, se procedió a realizar una dilución seriada, 

transfiriendo 150 µL al pocillo subsiguiente, repitiendo este proceso hasta completar toda 

la columna. Posteriormente, se agregaron 5×105 trofozoitos de la cepa WB, clon 1267, en 

cada pocillo, excepto en las columnas correspondientes a los blancos, en las que solo se 

agregó medio de cultivo. El mismo procedimiento se realizó en la columna con IVM a 60 

µM. 

En la placa se incluyeron controles de viabilidad (con DMSO) y blancos (con 

medio de cultivo), realizándose el ensayo por triplicado. El diseño de la placa se detalla a 

continuación en la Fig. 4. 

 

Figura 4. Diseño de la placa. Los pocillos correspondientes a los tratamientos contienen 150 μL de 

medio de cultivo, 3 μL de IVM 80 μM (ó 2 μL para el tratamiento de 60 μM según corresponda) 

previamente disuelta en DMSO y 150 μL de células (5×105 trofozoitos en medio de cultivo). En cuanto a 

los controles, los pocillos correspondientes al control de viabilidad poseen 150uL de medio de cultivo + 3 

uL de DMSO + 150 μL de células. Los que serán utilizados como blanco únicamente contienen 300 μL de 

medio. En la placa, se pueden observar columnas con colores en degradé, indicando que la concentración 

de IVM se diluye a la mitad en comparación con el pocillo de arriba. 

Tras 48 h de incubación en anaerobiosis en una cámara de CO2 (aproximadamente 

mayor al 90%) para placa diseñada por nuestro laboratorio, se lavó la placa 3 veces con 

PBS estéril mediante centrifugación. Los trofozoitos se resuspendieron en un volumen 
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final de 200 μL de PBS, se agregaron 20 μL de solución de MTT (5 mg/mL en PBS estéril 

pH 7,4) y se incubó por un período adicional de 4 h. Luego, se centrifugó a 2000 rpm 

durante 5 min, los sobrenadantes fueron descartados y los cristales de formazán 

producidos por las células metabólicamente activas se solubilizaron en 100 μL de DMSO. 

La absorbancia se determinó empleando un lector de microplacas a 595 nm.  

A partir de estas absorbancias se utiliza la siguiente fórmula para calcular el 

porcentaje de citotoxicidad del fármaco (Joray et al., 2015):  

%𝐶𝑖𝑡𝑜𝑡𝑜𝑥𝑖𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 = 1 − 
(𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑 ó𝑝𝑡𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 − 𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑 ó𝑝𝑡𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 )

(𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑 ó𝑝𝑡𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑐𝑜𝑛 𝐷𝑀𝑆𝑂 − 𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑 ó𝑝𝑡𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜)
 𝑥100 

El porcentaje de viabilidad celular se calcula como % viabilidad = 1- 

citotoxicidad. Los valores obtenidos son utilizados para calcular la CI50 del compuesto, 

mediante regresión no lineal utilizando el software Graphpad Prism 9.0 (Graphpad 

Software, Inc., CA, USA), siguiendo lo descripto por Mosmann (1983). Los resultados 

serán expresados como la media ± SE.  

 

Objetivo específico 2: Describir el mecanismo de muerte celular programada luego 

del agregado de IVM 

 

2.1 Análisis de Anexina-V y Ioduro de propidio por citometría de flujo e 

Inmunofluorescencia: 

La Anexina V tiene la capacidad de unirse exclusivamente a la fosfatidilserina 

(PS) cuando este fosfolípido se encuentra en el lado externo de la membrana plasmática. 

Este fenómeno se produce durante la etapa temprana de la apoptosis. Así, cuando Anexina 

V está etiquetada con Alexa Fluor® 488 y se une a la PS (Fig. 5), se puede observar la 

formación de una marca verde característica en la membrana de células apoptóticas. 

Por otro lado, el colorante IP, que es impermeable a la membrana, solo puede 

unirse al ADN cuando la misma se encuentra dañada, evento que se observa en la etapa 

tardía de la apoptosis o en la necrosis. De esta manera, se pueden monitorear los eventos 

de muerte celular, utilizando la marcación de la Anexina V (en verde) como indicador de 
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apoptosis temprana y el IP (en rojo) como indicador de apoptosis tardía/necrosis 

(Demchenko, 2013).  

 

Figura 5. Marcación de células en apoptosis. La Anexina V etiquetada con la sonda Alexa 488 se une a 

la fosfatildilserina cuando se encuentra del lado extracelular una vez iniciada la apoptosis. Mientras que, el 

Ioduro de propidio, cuando la bicapa lipídica se encuentra dañada (característica de una apoptosis tardía), 

se intercala con el ADN celular marcándolo de rojo. Esquema modificado de la página web 

www.nacalai.com visitado el 26/6/23 

 

La marcación con Anexina V e IP se puede realizar utilizando un Kit comercial (Dead 

Cell Apoptosis Kit with Annexin V Alexa FluorTM 488 & Propidium Iodide). Este kit 

permite la identificación de diferentes poblaciones celulares en función de su estado de 

viabilidad y apoptosis mediante citometría de flujo. El análisis proporciona cuatro 

poblaciones principales distribuidas en cuadrantes (Fig. 6): 

Células viables: las células que no se marcan con Anexina V ni incorporan IP. Tienen 

una membrana plasmática intacta y un ADN no teñido. Esta población se observa en el 

cuadrante 4 (Q4). 

Células apoptóticas tempranas: Estas células muestran la unión de Anexina V con PS, 

pero no incorporan IP. Se encuentran en las etapas tempranas de la apoptosis y tienen una 

membrana intacta. Estas células se visualizan en el cuadrante 3 (Q3). 

Células en apoptosis tardía: Estas células presentan tanto una unión de Anexina V con 

PS, como la incorporación de IP. Estas están en una etapa avanzada de la apoptosis y su 

membrana plasmática está dañada. Esta población se encuentra en el cuadrante 2 (Q2). 

Células necróticas: Estas células no muestran la unión de Anexina V, pero incorporan IP. 

Tienen la membrana dañada y se consideran células muertas. Se observan en el cuadrante 

1 (Q1).   

http://www.nacalai.com/
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Figura 6. Esquema representativo de un Dot plot obtenido en citometría de flujo.  Se distinguen cuatro 

subpoblaciones celulares: las células viables se encuentran en el cuadrante inferior-izquierda (Q4) con 

membrana intacta; las células en apoptosis temprana están en el cuadrante inferior-derecha (Q3) con 

membrana intacta, pero translocación de PS; las células en apoptosis tardía con membrana dañada y 

translocación de PS se sitúan en el cuadrante superior-derecha (Q2); y finalmente, las células necróticas se 

encuentran en el cuadrante superior-izquierda (Q1).  

 

Los trofozoitos tratados y no tratados fueron despegados de las paredes de los 

tubos mediante enfriamiento a 4 °C en medio de cultivo durante 15 min y luego 

recuperados por centrifugación a 2500 rpm durante 15 min a 4 °C. Se descartó el 

sobrenadante y el pellet fue lavado primero con 200 μL de PBS 1X-medio 1% frío y luego 

con 100 μL de 1X tampón de unión de Anexina, centrifugando a 2500 rpm durante 15 

min a 4 °C. A continuación, se descartó el sobrenadante, se resuspendieron las células en 

100 μL de 1X tampón de unión de Anexina, se añadieron 5 μL de Anexina V Alexa 

Fluor® 488 (marcador de apoptosis temprana) y 1 μL de una solución de trabajo de IP 

(marcador de daño de la membrana, posiblemente apoptosis/necrosis tardía). Las células 

se incubaron a temperatura ambiente en la oscuridad durante 15 min.  

Los datos se recolectaron utilizando el Citómetro FACS Canto II (Becton & 

Dickinson, New Jersey, NY) ubicado en el CIBICI-CONICET-UNC. Paralelamente, se 

chequeó la fluorescencia usando un microscopio confocal FV300 (Centro de Micro y 

Nanoscopia de Córdoba. CEMINCO). 
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Análisis estadísticos: Los resultados serán expresados como la media ± SE. Los 

datos se analizaron mediante análisis de varianza unidireccional (ANOVA) con la prueba 

post hoc de Tukey. Se utilizó Graphpad Prism 9.0, con un p ≤ 0,05 como estadísticamente 

significativo. El experimento se llevó a cabo por triplicado. 

2.2 Análisis de fragmentación de ADN 

La electroforesis en gel de agarosa es una técnica ampliamente utilizada para 

separar, identificar y purificar fragmentos de ADN (Green &  Sambrook, 2019). Es por 

ello que fue utilizada para complementar el estudio del efecto de IVM sobre los 

trofozoitos de G. lamblia a través del análisis de la fragmentación de su ADN luego de 

ser expuestos a la droga.  

Las células, tanto tratadas como no tratadas, fueron recolectadas mediante 

centrifugación a 2500 rpm durante 15 min a 4 °C. Posteriormente, 100 mg de células se 

mezclaron con 1 mL de tampón de lisis, el cual estaba compuesto por Tris-HCl 100 mM, 

EDTA 100 mM, NaCl 100 mM, 10% SDS, y tenía un pH de 7.6. Además, se añadió 5 

mg/mL de proteinasa K a este tampón de lisis. La mezcla resultante se incubó durante 

toda la noche a 40 °C en un baño. Al día siguiente, cada tubo se dividió en dos partes y 

se agregaron 500 μL de fenol a cada una de ellas. Es importante mencionar que este 

procedimiento se llevó a cabo en una campana de extracción debido a que el fenol es un 

compuesto tóxico que requiere manipulación siguiendo las normas de higiene y 

seguridad. Luego se realizó una centrifugación 2000 rpm durante 5 min a 4 ºC y se extrajo 

la fase superior acuosa que contiene el ADN y ARN, y se transfirió a otro tubo.  A éste 

se le añadieron 500 μL de una solución de Fenol/Cloroformo/Isoamílico (en una 

proporción de 25:24:1), se mezcló invirtiendo y luego se volvieron a separar las fases 

para recolectar la fase superior en otro tubo. Este último paso se repitió dos veces. 

Posteriormente, se realizó la precipitación del ADN de la fase superior, agregando 

1 mL de etanol puro y se incubó durante 5 horas a -20 °C. Después, se realizó otra 

centrifugación a 2000 rpm por 5 min a 4 °C, se descartó el sobrenadante y se lavó el pellet 

con 1 mL de etanol al 80% v/v y se continuó centrifugando a 2000 rpm por 5 min a 4 °C. 

Una vez completado este proceso, se descartó el sobrenadante y se dejó secar el 

pellet en una campana de flujo laminar horizontal hasta que adquirió una coloración 
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blanquecina. Por último, el pellet se disolvió en 50 μL de agua libre de DNAsa y se incubó 

durante 2 horas a 55 °C. 

El ADN total extraído se mezcló con un colorante de seguimiento (SYBR® Safe 

DNA gel stain, INVITROGEN) presente en tampón de muestra y fue corrido en un gel 

de agarosa al 1%. Las imágenes se obtuvieron en ImageQuant 800 (Amersham). 

Objetivo específico 3: Evaluar la progresión del ciclo celular de Giardia lamblia 

luego del tratamiento con IVM 

 

El ciclo celular es un proceso altamente ordenado que resulta en la duplicación y 

transmisión de información genética de una generación celular a la siguiente. Este ciclo 

se divide principalmente en dos fases: la interfase y la mitosis. La interfase, a su vez, se 

subdivide en las fases G1, S y G2. En la fase G1 (gap 1), la célula crece de tamaño y 

sintetiza todos los componentes necesarios para la duplicación del ADN. La fase S 

implica la duplicación del ADN, y la fase G2 (Gap 2) implica la reproducción de los 

orgánulos y un continuo crecimiento en tamaño. Luego de la fase G2, la célula entra en 

la mitosis, que también se divide en diferentes etapas (Dalton, 2015).  

Para analizar del ciclo celular de los trofozoitos de G. lamblia, tratados o no 

tratados con IVM, se llevó a cabo la tinción con IP y su análisis mediante citometría de 

flujo. Se emplearon varios controles en el estudio: el control negativo consistió en el 

tratamiento de las células solo con el vehículo (DMSO), mientras que el control positivo 

involucró parásitos tratados con Metronidazol (MTZ), la droga de referencia para inducir 

la detención en la fase G2 en este parásito (Bagchi et al., 2012). Para ello, primero se 

procedió a recolectar 2 x 106 células en fase exponencial tanto de los cultivos tratados 

como de los no tratados. Luego, el pellet resultante se lavó con PBS 1X, centrifugando a 

2000 rpm durante 10 min a 4 °C, y se resuspendió en 100 μL de PBS. 

Para la fijación, se utilizó etanol al 70% v/v frío, añadiéndolo gota a gota a las 

muestras mientras se utilizaba un vortex para homogeneizar (volumen final de fijación: 5 

mL por tubo). Las muestras se almacenaron a -20 °C durante 4 días. 

Para la tinción, se recuperó el pellet mediante una centrifugación a 2000 rpm 

durante 10 min a 4 °C. Se aspiró el etanol al 70% v/v y se realizó un lavado con PBS, 

dejando el pellet homogeneizado con el volumen mínimo. A continuación, se agregaron 
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RNAsa y IP a una concentración final de 50 μg/ml y 2 μg/ml, respectivamente, y se incubó 

durante toda la noche a 4 °C en oscuridad.  

La recolección de los datos se llevó a cabo utilizando un citómetro de flujo FACS 

Canto II (CIBICI-CONICET- UNC) (Merino et al., 2014). 
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RESULTADOS 
 

Determinación de la concentración inhibitoria media (CI50) de IVM sobre los 

trofozoitos de Giardia lamblia 

 

Los resultados obtenidos se grafican en la Fig. 7, donde se presenta el porcentaje 

de la viabilidad celular en función del Log10 de la concentración de IVM (expresado en 

μM). Se puede observar que la viabilidad disminuye conforme aumenta la concentración 

de la droga. En el mismo gráfico, se muestra que el valor de CI50 para IVM fue de 

39,51±6,65 μM.  

 

Figura 7. Gráfico de la relación dosis - respuesta de la variación de la viabilidad de los trofozoitos de 

Giardia lamblia en función del Log10 de la concentración de IVM. La viabilidad de los trofozoitos 48 h 

después del tratamiento con varias concentraciones de IVM fue determinada por el ensayo de MTT.  

 

A partir de estos resultados, se tomó la decisión de avanzar en el estudio de los 

MCP en G. lamblia utilizando tres concentraciones diferentes: una igual a la CI50 (40μM), 

otra equivalente al doble (80μM) y una concentración intermedia (60μM). En los 

experimentos que se describen a continuación, haremos referencia a los trofozoitos 

tratados como aquellos que fueron incubados con concentraciones de IVM de 40μM, 

60μM y 80μM durante un período de 16 horas. Los trofozoitos no tratados se refieren a 

aquellos que fueron incubados con el vehículo (DMSO) durante el mismo período de 

tiempo. 

Luego de calcular la CI50 pudimos determinar que la citotoxicidad de IVM sobre 

el crecimiento de los trofozoitos de G. lamblia fue del 85,251±3,425 % y del 

97,256±1,548 %, a 60 μM y a 80μM, respectivamente. 
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Mecanismo de muerte celular programada luego del agregado de IVM 

 

Análisis de Anexina-V y IP por citometría de flujo e Inmunofluorescencia: 

Se analizó el efecto de la droga por citometría de flujo, evaluando los trofozoitos 

luego de 16 h de incubación con IVM a 40, 60 y 80 µM o con el control (DMSO).  

En la Fig. 8 se puede observar que el porcentaje de células vivas (Q4) disminuye 

a medida que aumenta la concentración de IVM, obteniendo en este estadio 99.2%, 

64.5%, 49.8% y 21,8% para los trofozoitos incubados 16 h con DMSO al 0,5%, IVM a 

40, 60 y 80 µM respectivamente. 

 

Figura 8. Dot-plots de muerte celular inducida por Ivermectina en trofozoitos de Giardia lamblia. Los 

trofozoitos fueron tratados con (a) DMSO al 0.5% (control negativo); (b) 40 μM de IVM; (c) 60 μM de 

IVM, y (d) 80 μM de IVM durante 16 h de incubación. Luego del tratamiento, los trofozoitos fueron 

suspendidos en tampón de unión de Anexina y teñidos con Anexina V conjugada con el marcador Alexa 

Flúor® 488 y IP.  
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En la Fig. 8 b, se puede visualizar que después de incubar las células con una 

concentración de 40 µM de IVM, se obtuvo un 30% de células en estado de apoptosis 

temprana (Anexina V+/IP-), el 4,93% en apoptosis tardía (Anexina V+/IP+) y el 0,56% 

en necrosis (Anexina V-/IP+), tal como lo indican los % en Q3, Q2 y Q1 respectivamente. 

Cuando las células se expusieron a una concentración de 60 µM de IVM, se encontró una 

disminución en el porcentaje de células en apoptosis temprana (18,7%), pero un aumento 

en la población de células en apoptosis tardía (29,8%) y necrosis (1,73%) (Fig. 9c). 

Finalmente, al tratar los parásitos con una concentración aún mayor de IVM, 80 µM, se 

obtuvieron los siguientes porcentajes de células: 20,5% en apoptosis temprana (Anexina 

V+/IP-), 55,4% en apoptosis tardía (Anexina V+/IP+) y 2,29% en necrosis (Anexina V-

/IP+) (Fig. 9d). 

Es importante destacar que los dot plots presentados anteriormente son 

representativos de tres experimentos independientes realizados en triplicado. El análisis 

estadístico realizado a estos datos se expone en la Fig. 9, donde se pueden observar los 

gráficos de barras que representan el porcentaje de células en apoptosis temprana (Q3), 

apoptosis tardía/necrosis (Q2), necrosis (Q1) y el porcentaje total de células muertas (Q3 

+ Q2 + Q1) después de la incubación con diferentes concentraciones de IVM (40, 60 y 

80 µM), en comparación tanto con el grupo de control (DMSO) como con los diferentes 

tratamientos. 

Al observar la Fig. 9 A, donde se esquematiza el porcentaje de células en apoptosis 

temprana (Q3) en relación a los diferentes tratamientos, se puede notar que el tratamiento 

con IVM a 40 μM presenta un 25% de células en apoptosis temprana, valor que es 

significativamente mayor que el control (DMSO) (p<0,001).  De manera similar, el 

tratamiento con 60 y 80 μM de IVM exhiben un porcentaje más alto de células apoptóticas 

tempranas, aproximadamente del 20%, en comparación con el control, y estas diferencias 

son estadísticamente significativas (p<0,001). Sin embargo, no se encontraron diferencias 

significativas en el porcentaje de células en apoptosis temprana entre dos tratamientos 

con concentraciones altas de la droga (60 y 80 μM). Mientras que sí se observaron 

diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos con 40 μM y 80 μM de IVM. 
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Figura 9. Gráficos de muerte celular realizados a partir de las citometrías de flujo. Luego tratar a las 

células con diferentes concentraciones de IVM (40, 60 y 80 µM) o con el vehículo (DMSO) se calculó el 

porcentaje de células en apoptosis temprana (panel superior izquierdo), en apoptosis tardía/ necrosis (panel 

superior derecho), en necrosis (panel inferior izquierdo) y porcentaje de células muertas totales (panel 

inferior derecho). Los datos representan la media ± SEM de tres experimentos. Independientes. *p<0.05, 

**p<0,01, ***p<0,001 ANOVA seguido por Turkey´s Multiple Comparasion Test. 

 

Al analizar la Fig. 9 B, donde se representa el porcentaje de células en apoptosis 

tardía/necrosis (Q2) en relación a los diferentes tratamientos, se observa que no existen 

diferencias significativas en el porcentaje de células en este estadio entre el control 

(menos del 1%) y el tratamiento con 40 μM de IVM (4%). Por otro lado, las células 

tratadas con IVM a 60 μM y 80 μM muestran un 21% y un 57% de células en apoptosis 

tardía/necrosis, respectivamente, valores significativamente mayores en comparación con 

el control (p<0,001). Además, se encontraron diferencias significativas (p<0,001) entre 

los tratamientos con IVM a 40 μM, 60 μM y 80 μM.  

Si evaluamos la cantidad de células en necrosis (Fig. 9 C), se observa que no hay 

diferencias significativas entre el control y las células tratadas con 40 μM de IVM. Sin 

embargo, se encuentran diferencias estadísticamente significativas a concentraciones más 

altas de la droga analizado (p<0,001). Los tratamientos con IVM a 60 μM y 80 μM 
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presentan un porcentaje de células en necrosis de 1,65% y 3%, respectivamente. Además, 

al comparar las células tratadas con diferentes concentraciones de la droga, también se 

observan diferencias significativas entre ellas (con un p<0,001, excepto para las 

diferencias entre 40 μM y 60 μM de IVM, cuyo p fue menor a 0,01). 

Finalmente, en la Fig. 9 D, se representa el porcentaje de células muertas totales 

(Q1 + Q2 + Q3), que incluye los tres tipos de poblaciones descritos en los párrafos 

anteriores, en función de las diferentes concentraciones de la droga administrado a los 

parásitos. Todos los tratamientos, tanto en comparación con el control como con las 

diferentes concentraciones de IVM, presentaron diferencias significativas (con un 

p<0,001, excepto para las diferencias entre 40 μM y 60 μM de IVM, cuyo p fue menor a 

0,01), mostrando un aumento en la cantidad de células muertas a medida que se 

incrementaba la dosis de la droga. Los trofozoitos tratados con 40 μM, 60 μM y 80 μM 

de IVM mostraron porcentajes de células muertas de 29%, 43% y 85%, respectivamente.  

De forma complementaria al estudio cuantitativo realizado utilizando citometría 

de flujo, se realizó el mismo ensayo, pero se analizaron las células utilizando microscopía 

confocal. Este estudio nos permitió visualizar las marcaciones ya cuantificadas en células 

individuales utilizando un microscopio confocal FV300 del Centro de Micro y 

Nanoscopia de Córdoba (CEMINCO) con un aumento de 60X. En la Fig. 10 se presentan 

los resultados obtenidos, representativo aproximadamente de 100 células de cada 

condición. 

Como se puede observar en la Fig. 10, las células control sin tratamiento no 

muestran fluorescencia; sin embargo, cuando las células se expusieron a IVM se observó 

en verde la tinción de Anexina V en células tratadas con la droga a 40, 60 y 80 µM, y 

marcación de los núcleos rojos con PI solo a 60 y 80 µM (indicados con flechas). Se 

puede visualizar, además, que a mayor concentración de la droga se observa un aumento 

notable en la degradación del ADN nuclear, tal como lo evidencia la dispersión de la 

marca roja del IP (señalado con la flecha amarilla).  
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Figura 10. Análisis de la muerte celular programada en trofozoitos tratados con IVM, detectadas por 

microscopio confocal. Tinción con Anexina V (verde) y IP (rojo) en trofozoitos sin tratar (Control) y 

tratados con IVM 40, 60 y 80 μM durante 16 h. Con la flecha blanca se indican los núcleos del trofozoito, 

mientras que con la flecha amarilla se identifica el núcleo disperso.  

 

Análisis de fragmentación de ADN 

En la Fig. 11, se observa la imagen obtenida de una corrida de electroforesis en 

gel de agarosa donde en cada calle se sembró una alícuota del ADN extraído del parásito 

habiendo sido previamente sometido a diferentes concentraciones de IVM. Se puede 

observar una disminución en la integridad del material genético a medida que aumenta la 
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concentración de la droga. En el carril correspondiente al control se puede apreciar que 

el ADN no sufrió una fragmentación notable. En cambio, el ADN obtenido de los 

trofozoitos tratados con 80 µM de IVM se encuentra notablemente más degradado, 

obteniendo bandas de menor peso molecular con respecto a los controles.  

 

Figura 11. Degradación del ADN de Giardia lamblia en trofozoitos tratados con diferentes 

concentraciones de IVM, corrido en gel de agarosa. Los carriles que van de izquierda a derecha 

corresponden al marcador de peso molecular (pb), ADN extraído de las muestras tratadas con IVM a 40 

µM, 60 µM, 80 µM y con DMSO (vehículo), respectivamente.  

 

Progresión del ciclo celular de Giardia lamblia luego del tratamiento con IVM 

 

El análisis del ciclo celular reveló un marcado arresto en la fase S que se 

correlaciona con el aumento de la dosis de IVM administrada. Como se presenta en la 

Fig. 12. a, c, d, e y g la fase G0/G1 a las 16 h del tratamiento con la droga mostró una 

tendencia decreciente en el porcentaje de trofozoitos, mientras que la fase S experimentó 

un aumento significativo. La fase G2/M, por otro lado, mostró una disminución notable 

en el porcentaje de células en los parásitos tratados con diferentes concentraciones de 

IVM en comparación con el control.  En el caso de las células tratadas con Metronidazol 

10 µM, se observó un arresto en G2 en comparación con el control con DMSO, como se 

muestra en la Fig. 12. a, b y g.  
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Figura 12. Análisis del ciclo 

celular de Giardia lamblia, 

en células tratadas con 

diferentes concentraciones 

de IVM y metronidazol, 

obtenido por citometría de 

flujo. Los histogramas 

corresponden a los trofozoitos 

luego ser incubados durante 

16 h con (a) el vehículo 

(DMSO), (b) Metronidazol 10 

µM, (c) IVM 40 µM, (d) IVM 

60 µM y con (e) IVM 80 µM 

(f) superposición de todos los 

tratamientos con el control. 

(g) Porcentajes de células en 

cada fase del ciclo celular en 

las muestras descritas 

anteriormente. Luego de la 

incubación con la droga, los 

trofozoitos fueron fijados con 

etanol al 70% y teñidos con IP 

en presencia de RNAasa. Las 

flechas indican G0/G1 y 

G2/M respectivamente. IP-A 

corresponde al área marcada 

con IP. Los resultados 

corresponden a la media ± 

desviación estándar de tres 

experimentos independientes.  
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DISCUSIÓN 
 

Giardia lamblia ha sido un objeto de interés tanto para los parasitólogos como 

para los biólogos evolutivos, debido a su posición filogenética estratégica que permite la 

formulación de hipótesis sobre los primeros eventos en la evolución eucariota. Un aspecto 

destacado de su singularidad evolutiva es la ausencia de caspasas y proteínas similares a 

Bcl-2, componentes esenciales de la apoptosis (Ghosh et al., 2009).  Además, carece de 

mitocondrias, donde ocurre la fosforilación oxidativa (Adam, 2021), un proceso crucial 

en las vías de muerte celular. Esto sugiere que este organismo no sigue una vía apoptótica 

clásica, en contraste con la mayoría de los eucariotas. Por lo tanto, la exploración de los 

mecanismos subyacentes de la MCP en este parásito protozoario no solo permitiría 

recopilar evidencias evolutivas, sino que también permitiría identificar nuevas dianas 

farmacológicas para el tratamiento de la enfermedad que causa. 

La citometría de flujo nos proporcionó un panorama más detallado de la respuesta 

a IVM en los trofozoitos de G. lamblia. Nuestros resultados indican que esta droga induce 

tanto la apoptosis temprana, a concentraciones cercanas a la CI50, como la apoptosis 

tardía/necrosis a concentraciones más elevadas. Estos hallazgos respaldan la noción de 

que IVM puede activar múltiples vías de MCP dependiendo de su concentración. Esta 

observación concuerda con investigaciones previas que han descrito cómo IVM puede 

inducir apoptosis, necrosis y autofagia en modelos murinos de cáncer de mama (Draganov 

et al., 2015) así como inhibir el crecimiento e inducir apoptosis en el glioblastoma 

humano (Liu et al., 2016) y cáncer de colon (Melotti et al., 2014) . Nuestros resultados, 

sugieren que IVM podría desencadenar en G. lamblia un proceso semejante a la apoptosis, 

a pesar de las diferencias en las vías convencionales y la ausencia de mitocondrias y 

proteínas características que se han descrito previamente en otros organismos eucariotas.  

Nuestros resultados revelaron un patrón de arresto en la fase S del ciclo celular en 

trofozoitos expuestos a concentraciones crecientes de IVM. Esto sugiere la posibilidad de 

que esta droga cause daño al ADN, y esta hipótesis se ve respaldada por la observación 

de fragmentación del ADN en el gel de electroforesis de agarosa. Además, observamos 

una relación dosis-dependiente entre el arresto en la fase S y la concentración de IVM, lo 

que coincide con investigaciones previas realizadas en células epiteliales mamarias 

bovinas (Park et al., 2020). Esta observación también concuerda con resultados previos 
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de nuestro laboratorio que indicaron efectos de IVM en la reproducción y el crecimiento 

de los trofozoitos de G. lamblia (Mayol et al., 2019).  

Adicionalmente, es importante destacar que este arresto en la fase S podría 

desencadenar una vía apoptótica similar a la documentada en trofozoitos de G. lamblia 

después de ser tratados con Kaempferol. En ese estudio, los autores postularon que esto 

podría deberse a un efecto citostático precedido por una limitada replicación del ADN 

nuclear, lo que a su vez impide la citocinesis posterior (Argüello-García et al., 2020).  

En comparación con Metronidazol, que interrumpe el ciclo celular cerca de la fase 

G2, destacamos las diferencias en los mecanismos de acción. Metronidazol es conocido 

por su efecto tóxico a través de radicales libres de nitro y nitroso, lo que provoca daños 

en el ADN mediante roturas de hebras y entrecruzamientos nucleotídicos (Bagchi et al., 

2012). Esto sugiere que IVM, al inducir un arresto cerca de la fase S, podría 

probablemente alterar la integridad del ADN y, por lo tanto, evitar la finalización de la 

división celular.  No obstante, para obtener una comprensión más detallada de lo que 

ocurre a nivel nuclear, sería pertinente realizar en el futuro estudios de microscopía 

electrónica que nos permitan observar posibles cambios en la estructura nuclear, como la 

condensación de la cromatina, entre otros. 

Aunque nuestros hallazgos arrojan luz sobre el potencial de MCP inducido por 

IVM en G. lamblia, el entendimiento completo de este fenómeno exige investigaciones 

futuras. La caracterización molecular detallada y la identificación de las estructuras o 

moléculas afectadas por IVM en este parásito protozoario representan áreas prometedoras 

para la investigación venidera.  
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CONCLUSIÓN 
 

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que IVM tiene un efecto 

inhibidor sobre la proliferación celular de los trofozoitos de G. lamblia, lo que podría ser 

prometedor para el desarrollo de nuevas terapias antiparasitarias. Asimismo, se demostró 

que IVM induce la muerte celular programada en los trofozoitos, ya sea en forma de 

apoptosis temprana o tardía/necrosis, dependiendo de la concentración utilizada. Además, 

el tratamiento con esta droga, afecta la integridad del ADN de G. lamblia y detiene su 

ciclo celular en la fase S. En conjunto, estos hallazgos podrían abrir nuevas perspectivas 

para el tratamiento de la giardiasis, señalando un camino prometedor hacia futuras 

investigaciones y posibles avances terapéuticos. 
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