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Introducción

Introducción

La giardiasis causada por el protozoario Giardia intestinalis es un problema de

salud a nivel mundial. Esta enfermedad se ubica entre las 10 principales parasitosis del ser

humano. El control de la giardiasis se realiza con el uso de agentes químicos terapéuticos,

los más relevantes son el metronidazol, la furazolidona y la nitaxozanida; indicándose el

metronidazol como fármaco de elección para el tratamiento de esta enfermedad. Aunque

la terapia con estos fármacos es generalmente efectiva, su uso tiene limitaciones, ya que

todos ellos exhiben efectos secundarios. Adicionalmente, se han encontrado trofozoítos de

G. intestinalis resistentes al metronidazol y furazolidona, por el manejo inadecuado de

estos fármacos en el tratamiento de esta parasitosis.

Los derivados del carbendazim (bencimidazol-2-carbamato de metilo), como el

albendazol y el mebendazol, han mostrado ser efectivos en ensayos in vitro contra G.

intestinalis . Sin embargo, cuando el albendazol se utiliza clínicamente, se tiene que

administrar durante 7 días con dosis diarias de 15 mg/Kg. Debido a la baja solubilidad

acuosa y metabolismo extenso de este principio activo, se requiere la administración de

dosis altas características que constituyen desventajas para su eficiencia terapéutica. Por

lo antes mencionado, existe la necesidad de buscar nuevos compuestos con actividad

antiparasitaria que pudiesen rebasar los inconvenientes antes señalados.

Con ese propósito, nuestro grupo de investigación sintetizó una serie de

derivados del 2-(trifluorometil)-IH-bencimidazol, y evaluó su comportamiento frente G.

intestinalis, Entamoeba histolytica y Trichinella spiralis, mostrando, varios de ellos,

actividad antiprotozoaria relevante (CIso<IOj..lM). De manera particular, el ácido l-metil

2-(trifluorometil)-IH-bencimidazol-5-ilcarboxílico (VRM15) y su isómero estructural, el

ácido l-metil-2-(trifluorometil)-IH-bencimidazol-6-ilcarboxílico (VRM16) presentaron

valores de concentración de inhibición del 50 % del crecimiento de los parásitos (CIso)

menores a 5 j..lM contra G. intestinales. Sin embargo, en estudios de permeabilidad de la
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línea celular Caco-2, estos compuestos no mostraron un buen transporte; situación que

indica problemas de absorción o ingreso al interior de las células .

Considerando lo anterior, se sintetizaron los compuestos FHUO y .FHU l , los

cuales derivan de VRM15 y VRM16, respectivamente. En estos derivados se modificó el

grupo carboxilo formando un enlace éster con la N,N-dietilglicolamida. El objetivo de la

modificación es tener moléculas con propiedades de solubilidad acuosa y liposolubilidad

favorables para disolverse y trasladarse a través de la membrana celular del parásito. Si

esto se realiza de manera aceptable, los compuestos podrán llegar al interior del trofozoíto

de G. intestinalis en mayor concentración y su efectividad se verá aumentada.

El propósito de este trabajo fue evaluar in vitro la actividad giardicida de los

compuestos FHUO y FHL31, Y explorar su comportamiento de traslado al interior del

protozoario G. intestinalis.
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Antecedentes

1. Antecedentes

1.1. Las parasitosis como problemas de salud pública

Las infecciones parasitarias tienen distribución mundial y representan un serio

problema de salud pública en países en vías de desarrollo, siendo responsables de una alta

morbilidad y mortalidad .' Las infecciones parasitarias que prevalecen en los climas

tropicales están relacionadas con la temperatura, humedad, nutrición deficiente,

inadecuadas medidas profilácticas y abundancia de portadores enfermos; que proveen la

situación ideal para la diseminación y propagación de los parásitos.'

Se estima que alrededor de 3500 millones de habitantes en el mundo se ven

afectados por algunos parásitos, de las cuales 450 millones se enferman . Estas infecciones

en la República Mexicana, muestran que los helmintos intestinales más comunes que se

pueden encontrar infectando al hombre son Ascaris lumbricoides, Trichuns trichiura y

Ancy/ostoma duodena/e . En cuanto a los protozoarios que causan la mayoría de las

infecciones intestinales están Giardia intestinalis y Entamoeba histolytica.'

El Centro de Vigilancia Epidemiológica Mexicano informó en el 2002, que las

enfermedades infecciosas y parasitarias del aparato digestivo más importantes fueron la

giardiasis, teniasis, ascariasis, siendo esta última la de mayor incidencia en la población

(Figura 1).4
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Figura l. Enfermedades infecciosas y parasitarias del aparato digestivo en el 2002.4
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1.2. Giardia intestinalis y la giardiasis

La giardiasis es la enfermedad causada por G. intestinalis, tiene distribución

cosmopolita , pero con cifras de frecuencia muy variables dependiendo de las condiciones

sanitarias de cada región y del nivel educativo de la gente . Los reportes de trabajos hechos

en México refieren que varía del 3 al 60%, dependiendo de la población estudiada, de los

métodos de diagnóstico utilizados y de la edad de los sujetos .6,7

Estadísticas de los parásitos causados por protozoarios realizadas en México

por el Centro de Vigilancia Epidemiológica en el 2003 indicaron que, la giardiasis ocupó

el segundo lugar en importancia (Figura 2).4
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Figura 2. Enfermedades causadaspor protozoarios intestinales más comunes en México en el

2003.4

La giardiasis es más frecuente en edades pediátricas que en el adulto. Se puede

presentar desde la lactancia, aunque es raro durante los primeros seis meses de vida,' pero

tiene sus picos máximos de incidencia en los pre-escolares y escolares (Figura 3).4
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Figura 3. Casos de giardiasis en México por grupo de edades en el 2003 .4
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Los quistes de G. intestinalis son altamente infecciosos para el humano, y la

infestación puede ser establecida por la ingestión de 10 quistes de este parásito." Según

los estudios de brotes epidémicos acaecidos en varios países , ha quedado asentado que el

agua tiene un papel importante en la transmis ión, reportándose la presencia de quistes en

acueductos que han sido sometidos a cloraciórr. 2,9,10 Los quistes de G. intestinalis son

moderadamente susceptibles al ozono y a los halógenos, pero no lo son a los niveles de

cloro usados en el agua potable." También se ha comprobado la transmisión de este

parásito por malos hábitos de higiene, alimentos contaminados con heces y moscas

dom ésticas.i'" Así mismo, por la diseminación de quistes de una persona a otra en centros

de atención sanitarias y en instituciones de salud.2,1l

Con mayor frecuencia, la giardiasis es la causa de la diarrea del viajero en el

adulto. La giardiasis está presente en individuos con prácticas sexuales anales y

orales .8, IO,ll,12 La infección es principalmente transmitida de persona a persona, pero se ha

comprobado que algunos animales como perros, gatos , castores , caballos, ovejas y

rumiantes, pueden ser reservorios de G. intestinalis, por consiguiente esta parasitosis

puede considerarse como una zoonosis .t"

1.2.1. Giardia intestinalis

Giardia ha sido ubicada en la familia Sarcomastigophora, clase Zoomastigophorea,

y ha sido clasificada en el orden Diplomonadida. El criterio morfológico ha dividido el

género Giardia en tres especies : Giardia agilis, Giardia muris y Giardia intestinales. 8

Gtardia agilis, se diferencia porque el cuerpo del trofozoito mide 20.x 4.5 um de largo y

ancho respectivamente, el cuerpo parabasal tiene forma de lágrima colocado en paralelo a

lo largo del axostilo ;' infecta principalmente anfibios ." Giardia muris , se caracteriza por

tener dos pequeños cuerpos centrales parabasales en forma de pera, los trofozoítos miden

aproximadamente 10 um de largo por 7 um de ancho;' infecta roedores, pájaros y

reptiles ." Giardia intestinales también llamada (Giardia lamblia o Giardia duodenalis), se

distingue por su cuerpo parabasal en forma de coma, descansa transversalmente a través

del axostilo, usualmente se observan dos cuerpos parabasales aunque algunas veces

5
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solamente se encuentra uno. La morfología representativa de este tipo difiere entre el

animal hospedero variando de l 1-16 um de largo y 5-9 um de ancho ;7 infecta una

variedad de mamíferos, incluyendo al humano, también pájaros, reptiles , ente otras

especies .

El trofozoíto de G. intestinalis tiene forma periforme y en la parte anterior posee

dos núcleos que se unen entre sí en el centro, dando la apariencia de anteojos. Mide de 12

a 15 micras de longitud por 7 micras de ancho." La superficie ventral aplanada soporta un

disco adhesivo cóncavo que ocupa la mitad anterior de su cuerpo. Este disco adhesivo se

caracteriza por ser una estructura rígida , reforzada por microtúbulos y cinta fibrosa; esta

estructura junto con el flagelo ventral participan en la adhesión del protozoario a la

mucosa intestinal .l'' Giardia intestinalis posee en su diámetro longitudinal y en la parte

central , una barra doble o axostilo de cuyo extremo anterior emergen cuatro pares de

flagelos, uno anterior, dos laterales y otro posterior. El axostilo es atravesado en el centro

por dos estructuras en forma de coma , llamados cuerpos parabasales. Los dos núcleos

poseen nucleolos centrales y están unidos entre sí por los rizoplastos que terminan en el

extremo anterior del axostilo, en dos órganos puntiformes llamados blefaroplastos (Figura

4) .14 El trofozo ito presenta movimiento lento , vibratorio y rotatorio, lo cual permite

observar la cavidad correspondiente al disco adhesivo.i'" carece de mitocondria y

peroxisomas .P:" Trabajos recientes informaron de la presencia de aparato de Golgi y

vacuolas per iféricas con actividad de tipo lisosomal'Pas í como , de retículo

endopl ásmico." Los trofozoitos se alimentan por pinocitosis y numerosas vacuolas

digestivas fueron descritas cerca de su superficie dorsal.'
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_ __ -Cito.toma

_ _ Hucíeos

Escudohteral

• - ;; Cuerpo parabasal

~
• L~Io lateral

'1 anterior

• - Axostilo

~ t~lol..teu.l
__ _ __ posterior

, - Granulohasal

.1
Figura 4. Estructuras del (A)trofozoíto y (8) quiste de G. iruesttnalisl"

El quiste tiene forma ovalada con doble membrana, de 2 a 4 núcleos y algunas de

las estructuras descritas para el trofozolto, de las cuales es notorio el axostilo. El tamaño

promedio es de 10 micras de longitud .

1.2.2. Ciclo de vida

Los trofozo ítos infectan el intestino delgado del humano, principalmente en el

duodeno y yeyuno; se fijan por medio del disco adhesivo sobre la mucosa intestinal.5
•
9
.l

3

Allí , se reproducen asexualmente por fisión binaria; el núcleo se divide primero, seguido

por el aparato locomotor, el disco adhesivo , y por último , el citoplasma. 13 Los trofozoítos

que caen a la luz intestinal dan origen a quistes , que son eliminados con las materias

fecales y pueden permanecer viables en el suelo húmedo o en el agua por varios meses.

Los quistes ingresan por vía oral, y después de ser ingeridos, resisten la acción del jugo

g ástrico." Al entrar en contacto con el pH ácido del estómago, los quistes empiezan a

desintegrarse en aproximadamente 10 minose realiza el desenquistamiento" este proceso

finaliza a nivel de duodeno.P La desintegración de un quiste da origen a cuatro

trofozoítos . Los trofozoítos per se no son infecciosos cuando entran por vía oral, y al ser

eliminados en las heces diarreicas mueren en el exterior (Figura 5) .19
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Figura5. Ciclo de vida de G. intestinalis: A) trasmisión , B) desenquistamiento, C)

reproducción del trofozoíto, D) enquistamiento, E) re-infección .19

1.2.3. Patogénesis

El principal mecanismo de acción patógena en giardiasis se debe a la acción

mecánica de los trofozoítos sobre la mucosa del intestino delgado, principalmente del

duodeno y yeyuno. Las consecuencias de tal acción es el daño tisular que causa

inflamación, esta a su vez llega a producir síndrome de mala absorci ón.ó"

Además de la actividad mecánica, otros mecanismos patógenos que se presentan

son: la secreción de sustancias citotóxicas , la inhibición de la actividad enzimática de las

disacaridasas (lactasa, sucrasa y maltasa) de la tripsina y la lipasa, la hidrólisis de las sales

8
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biliares, el incremento de la flora bacteriana y los trastornos en el trasporte de los iones

cloro y sodio."

Los síntomas suelen presentarse después de l a 3 semanas de haber estado en

contacto con el parásito . Las primeras manifestaciones son : diarrea , dolor abdominal,

hinchazón, regurgitación, meteorismo, náuseas y v ómitos". Pueden presentarse

malestares como: debilidad , pérdida de peso, distensión, fiebre baja, inapetencia, grandes

cantidades de gases intestinales y dolor de cabeza. 8,12,20

1.2.4. Tratamiento

Los fármacos aceptados por la Secretaria de Salud en la República Mexicana

para el tratamiento de la giardiais son: el tinidazol , metronidazol, albendazol y

nitaxozanida ; indicándose al metronidazol como fármaco de primera elección para esta

enfermedad ,' por su eficac ia, biodisponibilidad y costo." Aunque la terapia con estos

fármacos es usualmente efectiva, su uso tiene limitaciones, porque todos ellos exh iben

efectos indeseables.P:" En algunas ocasiones se presentan fallas en el tratamiento,

requiriéndose repetir dicha terapia."

La giardiasis es un padecimiento asintomático en la mayoría de los casos . En

áreas endémicas se ha observado que ocurren re-infecciones en menos de 6 meses

después de finalizar el tratamiento, en la mayor parte de los individuos. En estas áreas se

recomienda dar tratamiento continuo a portadores que laboran en el manejo comercial de

alimentos, personal de guarderías , hospitales, pacientes con inmunodeficiencias y

desnutridos. En los casos de giardiasis sintomática, no hay duda que todos deben recibir

tratamiento ." Recientemente, se anunc ió en los Estados Unidos de Norteamérica, la

comercialización de una vacuna contra G. intestinalis para la prevención de signos

clínicos de giardiasis y la reducción de quistes desechados en humanos y animales."

En la Tabla l se muestran los fármacos empleados en el tratamiento de la

giardiasis . El secnidazol y tinidazol , además de tener buena eficacia, tienen la ventaja de

9
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ser administrados en una sola ocasión. Sin embargo, al igual que los otros fármacos,

presentan efectos adversos indeseables. Es importante señalar que la paromomicina

aunque, tiene una eficacia moderada es el único medicamento que puede ser administrado

durante el embarazo en casos de giardiasis.

1.3. Los bencimidazoles como antiparasitarios

En 1961 se descubrió que un derivado del bencimidazol, el tiabendazol, presentaba

actividad antiparasitaria de amplio espectro contra helmintos gastrointestinales." Sin

embargo, los primeros estudios in vivo de esta sustancia indicaron que presentaba una

vida media de once minutos porque se oxidaba rápidamente a un metabolito inactivo,

situación que limitó su eficacia clínica.1

tiabendazol metabolito inactivo

Figura 6. El tiabendazol y su metabolito inactivo.
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Tablal. Fármacos empleados en el tratamiento de la giardiasis

secnidazol

OH IMayor al
Adultos: 2g

f CH'
•

90%9 • Niños: 30 mglKg

O",~~?(CH' I IDosis única"

--
tinidazol

[ SO, El IMayor all • Adultos: 2 g.

--(yCH' 95%8 • Niños:60 mglKgO,N
~ 4 I

I Dosis única8,9,22,26,27

• Poco frecuentes: náuseas , vómitos, dolor epigástrico, diarrea,
vértigos y sabor metálico.

• Raras : erupciones cutáneas, leucopenia moderada (reversible
luego de la suspensión del tratamiento), vértigo, parestesia,
incoordinación, ataxia y polineuritis sensitiva y motora'".

• Frecuentes: cefalea, anorexia, malestar y dolor gástrico,
náuseas, diarrea, constipación, sabor metálico?2.27

• Poco frecuentes: lengua saburral, glositas, estomatitis, vómito.
• Raras : hipoestesia o parestesia de extremidades, ataxia ,

encefalopatla, convulsiones, prurito , erupción cutanea,
leucopenia".

metronidazol

CH,Á 185_95%22

N~~OH

NO,

• Adultos: 2g diarios
durante tres dlas o 250 a
500 mg en tres
administraciones diarias
durante siete dias27.

• Niños: 5mglKg. de peso
tres veces al dla durante
cinco a siete dlas8,9,23,22,26.

Frecuentes : náuseas, malestar gastrointestinal, diarrea,
estreñimiento, cefalea.
Poco frecuentes: vómito, sabor metálico, resequedad de boca,
somnolencia. Raras : erupción cutánea, purito, leucopenia,
neuropatía periférica, tromboflebitis, oscurecimiento de la
orina26,27

Graves: son raras y tienden a presentarse sobre todo en los
tratamientos prolongados. Entre ellas figuran estomatitis y
candidiasis, leucopenia reversible y neuropatías periféricas
sensitivas, por lo general leves . En pacientes que reciben dosis
muy altas se ha observado ataxia v ataaues eoileotiformesf'.No
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albendazol

' l("'y-H
H~( ~{\_

furazolidona

95_97%28 • Adultos: 400 mg/día por
5 días.

• Niños : 15 mg/Kg /dia por
5 dias27.

Antecedentes

se debe combinar con el alcohol por que provoca efectos
similares al antabusev .También se han reportado efectos
carcinogénicos y mutag énicos en roedores" .

• Poco frecuentes : molestias gastrointestinales (dolor abdominal,
diarrea, náuseas y vómitos), mareo y cefalea .

• Raras : hipersensibilidad (dérmica, febril) , neutropenia o
pancitopenia (generalmente reversibles), alopecia (reversible) e
insuficiencia renal aguda'".

{.Oy~ J. IMenor al
U ""'N~NUO 80%8,9

quinacrina

~" 1 90-
o~~ 95%8,22

• Adultos : 100 mg cuatro
veces al día por 10 días
22,27

• Niños: 1.25-2 mg/Kg. de
peso cuatro veces al día
durante siete a 10 días. En
ningún caso se excederá
de 8.8mg/Kg. al dia .22.27.

• Adultos : 100 mg 3 veces
al día por 7 dias.

• Niños : 2 mg/Kg 3 veces
al día por 7 días 9,22

• Frecuentes: color anaranjado o rojizo oscuro de la orina.
• Poco frecuentes : náuseas, vómito, diarrea, dolor abdominal.
• Raras : reacciones hipersensibilidad, como prurito ,

enrojecimiento de la piel, erupción cutánea, dolor artificial y
leucopenia".

• Pacientes con deficiencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa
puede promover hemólisis, y reacción como el antabuse si se
ingiere alcohol. Ha causado tumores mamarios en ratas y se
seguridad a sido cuestionable 9,10,22

• Frecuentes: cefalea , mareo, vómitos, la piel puede adquirir un
color amarillento por depósito en piel, así como la orina . En las
uñas y el paladar puede aparecer un color azul oscuro .

• Ocasionales: psicosis tóxica transitoria inducida, toxicidad
ocular , estimulación del SNC (convulsiones a altas dosis).
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nitazoxanida

J:Á~
~ O¿,

0, .

paromomicin
a

<~

70-
91%9.24

60-70%

• Adultos: 500 mg dos
admninistaciones diarias
por tres días .

• Niños 15 mg/kgldía
divididos en 2 dosis
administradas c/12 horas
por tres días".

• 30 mg/kgldía (3 o 4 veces
al día) por 10 días"

Recomendado durante el
embarazo

Antecedentes

Raras: discrasias sanguíneas, hepatotoxicidad, dermatitis
exfoliativa. La duración de la psicosis es generalmente de 2 a 4
semanas y su evolución es relativamente benigna.

• Ocasionales: náuseas, algunas veces acompañadas de cefaleas,
anorexia, y menos frecuentemente, vómito, malestar
epigástrico, dolor abdominal del tipo cólico, vértigo, diarrea y
debilidad.

• Raras : se ha reportado rash cutáneo y orina de coloración
amarillenta, e incluso del eyaculado y escleróticas, sin valor
patológico, que revirtió espontáneamente al finalizar el
tratamiento".

• Frecuente: dificultad para respirar, irritación de la garganta,
hinchazón de labios , lengua o cara , vértigo. Disminución de la
audición o presión en sus oídos .

• Raras : nauseas, vomito o diarrea, prurito anal.
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A pesar de ello, el descubrimiento del tiabendazol fue muy importante ya que

marcó la llegada de un nuevo grupo estructural para el tratamiento de enfermedades

parasitarias. Para tratar de optimizar y buscar nuevos derivados del bencimidazol como

agentes antiparasitarios, se sintetizaron y evaluaron cientos de compuestos. De este

trabajo surg ió la segunda generación de benc imidazoles con grupos como earbamato de

metilo, acilamino, y urea en posición 2. Los bencimidazol-2-carbamatos de metilo (Figura

7) se ubicaron como agentes antihelmínticos de amplio espectro con buena eficacia

clínica y prácticamente nulas reacciones secundarias.' Dos compuestos de este grupo son

los de mayor uso, el albendazol y el mebendazol.

RÚN O5 ~ 2 11
6 I Y-NH-C-O-CH3

~ N 1
H

aíbendazot: R =SCH2CH2CH3

mebendazol: R =C(O)C6H 5

Figura 7. Estructura de un bencimidazol-2-carbamato de metilo monosustituído.

De los estudios cualitativos de relaciones estructura-actividad realizados con la

segunda generación de bencimidazoles, se determinó, que para conservar e incrementar la

actividad antihelmintíca del bencimidazol, era muy importante conservar el átomo

hidrógeno en la posición l y mantener sustituyentes en las posiciones 2 y 5 de esta

estructura. Cualquier modificación en otra posición, causaría la pérdida de esta actividad

biológica.'

Se asume que la acción antihelmíntica del albendazol y el mebendazol se debe a su

capacidad de inhibir la polimerización de la tubulina y por ende detener la formación de

microtúbulos en la célula. Con este antecedente se pensó que ambos compuestos podrían
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ser de utilidad para combatir a G. intestinalis dado que la mayor parte del disco adhesivo

de este protozoario está constituido por esta macromolécula.

Los resultados experimentales mostraron que cuando G. intestinalis se expuso al

albendazol, el disco adhesivo se observó fragmentado y con alteraciones en la estructura

de los microtúbulos. También se presentaron precipitados densos en otras estructuras que

contienen tubulina, como los flagelos y el cuerpo medio. Adic ionalmente , se presentaron

alteraciones en estructuras citosólicas que no contienen tubulina, por lo que se pensó que

el albendazol se unió a otras proteínas en este protozoario."

Estudios in vitro, mostraron que el albendazol actuó a concentraciones mucho más

bajas que las del metronidazol, pero para que se produjera efecto giardicida se necesitaron

por lo menos 12 h de contacto con el parásito. El efecto producido se mantuvo por 72 h

después de remover el fármaco, lo que indicó su irreversibilidad" Cabe mencionar que la

efectividad del albendazol está subestimada in vivo debido a que el tránsito

gastrointestinal es rápido y el contacto del fármaco con el parásito es corto ." En la Tabla

2 se muestra el tiempo de residencia del contenido intestinal en el duodeno y yeyuno,

mismo que no rebasa las tres horas en el ser humano. Esta información es importante al

tomar en cuenta que el albendazol es un compuesto insoluble en agua (Iug/ml.), por lo

que el tiempo de transito en duodeno y yeyuno, no es suficiente para alcanzar

concentraciones adecuadas que pudiesen afectar a G. intestinales . Por ello clínicamente se

tienen que administrar, por siete días, dosis altas (15 mg/Kg) para lograr erradicar la

infección.
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Tabla 2. Propiedades físicas y biológicas del tracto gastrointestinal'"

Segmento
;

pHdelATea Longitud del Tiempo de
Gastrointestinal superficial segmento (cm) residencia del segmento

(rrr') contenido
intestinal

Cavidad oral Segundos a 6.5

minutos

Esófago 2 23-25 Segundos

Estómago 3.5 25 I.5h 1-2

Duodeno 1.9 35 0.5-0.75 h 4.0-5.5

Yeyuno 184 280 1.5-2.0 h 5.5-7.0

I1eon 276 420 5-7 h 7.0-7.5

Colon y recto 1.3 150 1-60 h (30 h) 7.0-7.5

Tomado deBalimane ycols. 2000J 4

1.3.1. Los derivados deI2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol

La actividad antiparasitaria de una serie de derivados del 2-(trifluorometil)-IH

bencimidazol se evaluó contra G. intestinalis (Tabla 3).32.36-38La actividad del compuesto

2 fue equivalente al metronidazol, mientras que los compuestos 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,

14, 15, VRM-15 son mas activos que el metronidazol, los compuestos 5 y 8 fueron tan

activos como el albendazol.f
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Tabla 3. Actividad de derivados bencimidazólicos sobre G. intestinalis

R'XX'I )-Cf3

R # N
2 \

R3

Compuesto R¡ R2 R3 CIso(¡.tM)

la H H H 0.107

2a Cl H H 1.282

3a Cl Cl H 0.078

4a H H CH3 0.064

5a Cl H CH3 0.042

6a H Cl CH3 0.127

7a Cl Cl CH3 0.260

8b Br Br H 0.040

9b N02 N02 H 0.059

10d COOCH3 H H 1.190

lId COOCH2CON(CH3CH2h H H 3.120

12e COOCH3 H CH3 2.450

13e H COOCH3 CH3 8.820

14e CONHCH3 H CH3 0.420

15e H CONHCH3 CH3 0.210

VRM-15e COOH H CH3 0.330

VRM 16e H COOH CH3 2.770

He COOH H H 3.010

Metronidazol 1.228

A1bendazol 0.037

.Jl . .>0a, tomado de Navarrete-Vazquez y cols (2001), b, tomado de Andrzejewska y cols. (2002), e, tomado
de Soriano-Agaton" (2002); d, tomado de Piña-Gallardo37(2003); e, tomado de Vilchis34 (2004).
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Los compuestos l-metilados (4-7,12-15, VRMI5, VRM16) fueron activos contra

el protozoario, indicando que el hidrogeno en posición 1 no es indispensable en la

actividad antiprotozoaria como sí lo es para la actividad antihelmintíca."

Ensayos in vitro demostraron que estos derivados bencimidazólicos no inhibieron

la polimerización de la tubulina de cerebro de rata, lo que sugiere que su mecanismo de

acción es diferente al de los derivados del bencimidazol-2-carbamato de metilo, como el

albendazol.V

lA. Los profármacos

Los profármacos son sustancias inactivas que requieren ser transformados dentro

del organismo para que generen o liberen al principio activo , y sea este último el cual

ejerza la acción biológica. En años recientes se han utilizado los profármacos para

modificar las propiedades biofarmacéuticas de varios principios activos . 39,40

Los profárrnacos de acuerdo a su formación estructural se clas ifican en dos grupos :

a. Derivados biorreversibles: son profármacos que en su estructura presentan al

principio activo unido a una porción estructural denominada modificador el cual

cambiará las propiedades fisicoquímicas de este . El derivado biorreversible libera

al principio activo dentro del organismo mediante reacciones químicas

intramoleculares o reacciones enzimática de hidrólisis, oxidación y/o

reducción.43,44,46

b. Bioprecursores: son profármacos que químicamente no presentan el principio

activo en su estructura sino que al ser transformados enzimáticamente por medio

de reacciones de oxidación/reducción generan al principio activo . Por ser

estructuralmente distintos al principio activo, sus propiedades de solubilidad y

lipofilia son totalmente diferentes al del fármaco que van a generar43
,44,45.

Tabla 4. Diferencias operativas entre un derivado biorreversible y un bioprecursor'"
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Tabla 4. Diferencias operativas entre un derivado biorreversible y un bioprecursor"

Características Der ivado biorreversible (Figura

8)

Bioprecursor

Constitución Principio activo + modificador

Liposolubilidad Fuertemente modificada

Bioactivación

Estabilidad

No presenta al principio activo

Ligeramente modificada

Liberación o reconversión del Generación del principio act ivo
pincipio activo por hidrólisis, ·por oxidación, reducción, o
oxidación, o reducción hidrólisis

Problemas de estabilidad en Estables en solución acuosa
solución acuosa

Catálisis Química o enzimática Solamente enzimática

Tomada de Hernández Luis, 1999.47

Tanto los bioprecursores como los derivados biorreversibles presentan algunas

diferencias fisicoquímicas, mismas que pueden convertirse en ventaj as y desventajas

según sea el caso particular en que se les trate .-B.44.45

§
~DIFICAD00+ I FARMACO ~ ~DIFICADOV + I FARMACO

~ lUBERACION

1
~ Reacción

Transformación ~ qulmica o
qulmlca

~ enzlmátlca

~
~IFARMACO ~ • ~D1FICADO~ FARMACO

~
DERIVADO BIORREVERSIBLE ~

Figura 8. Estructura y bioconversión de un derivado biorreversible.

1.4.1. Profármacos con el grupo modificador N,N,-dietilglicolamida

Los profármacos que modifican al grupo carboxilo de los principios activos son

probablemente los mejor conocidos. La mayoría de ellos se transforman con la
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participación de las esterasas. Estas enzimas se encuentran en la sangre, hígado y otros

órganos o tejidos."

Los ésteres son biológicamente inactivos per se, aunque deben ser rápidamente

hidrolizados después de ser absorbidos para liberar la actividad del ácido en la sangre.

Los ésteres deben poseer propiedades fisicoquímicas (ej. solubilidad acuosa y lipofilia)

favorables para la absorción por vía oral. Estos requerimientos no se presentan

adecuadamente en cualquier producto con este grupo funcional ; de esta manera, un simple

éster alifático o aromático con frecuencia no es lábil in vivo, por lo que no se puede

asegurar una velocidad óptima de conversión al fármaco."

Un estud io de una larga serie de ésteres de glicolamida y ésteres estructuralmente

relacionados del ácido benzoico, mostró que la porción estructural necesaria para una

rápida velocidad de hidrólisis enzimática fue la N,N,-dietilglicolamida.

Consecuentemente, los profármacos con este modificador pueden ser fácilmente

hidrolizados en condiciones biológicas. Esta estrategia fue aplicada a los ácidos

acetilsalicílico, naproxen, ibuprofen y aminoácidos como el ácido tranexamico y

fenllalanína.P-"

Lo anterior dió la pauta para que a partir de los ácidos VRM-15 (ácido l-metil-2

(trifluorometil)-IH-bencimidazol-5-ilcarboxilico) y VRM-16 (ácido l-metil-2

(trifluorometil)-I H-bencimidazol-6-ilcarboxilico) bencimidazolicos cuya actividad

antiparasitaria se evaluó contra G. intestinales, se diseñaran y sintetizaran los profármacos

con el modificador N,N,-dietilglicolamida: FHL30 (l-metil-2-(trifluorometil)-IH

bencimidazol-S-il-carboxilato de 2-(dietilamino)-2-oxoetilo) y FHL31(l-metil-2

(trifluorometil)-I H-bencimidazol-6-il-carboxilato de 2-(diet ilamino )-2-oxoetilo), con la

finalidad de mejorar las características fisicoquímicas de las moléculas para una mejor

distribución y transporte de los compuestos.
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FHL31

Figura 9. Estructura de FHL 30 YFHL 31.

1.5. Transporte a través de las membranas biológicas

Las membranas biológicas son las barreras que debe atravesar un fármaco para

llegar a su lugar de acción.f Están constituídas por una bicapa lipídica con moléculas de

proteínas que estabilizan su organización y presentan soporte mecánico a la

membrana.42
•
50 La bicapa lipídica constituye una barrera que impide el movimiento de la

mayoría de las sustancias hidrosolubles. Sin embargo, las sustancias liposolubles pueden

atravesar directamente esta bicapa ."

El transporte de sustancias a través de la membrana puede producirse por difusión

pasiva, transporte activo, difusión facilitada o endocitosis-exocitosis."

La difusión pasiva es la más utilizada por la mayor parte de los fármacos . La

velocidad de difusión pasiva de una sustancia a través de la membrana celular es

directamente proporcional al gradiente de concentración, el cual depende de la cantidad

disuelta del compuesto en ambos lados de la membrana y de los parámetros que afectan la

facilidad para que un fármaco pueda atravesar la membrana, como son la liposolubilidad ,

el tamaño molecular y el grado de ionizaci ón.i''?'

Dentro de factores que influyen en el transporte de un compuesto, sus propiedades

fisicoquímicas ocupan un lugar preponderante, sobre todo en aquellos que son

administrados en un lugar distinto a su sitio de acción . Las propiedades fisicoquímicas

que influyen en la permeabilidad celular para que una molécula utilice el trasporte pasivo

son la lipofilia, hidrofilia, capacidad de aceptar o donar puentes de hidrógeno, tamaño ,

carga, conformación , área de superficie polar y número de enlaces de libre giro o
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similitud a sustancias endógenas 5 3-55 Lo más importante de estas propiedades es que

dependen una de la otra. En otras palabras, el cambio en una propiedad de una molécula

usualmente afectará a una o mas de otras propiedades."
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2. Planteamiento del problema

Recientemente se sintetizaron dos profárrnacos (FHL30 y FHL31) de los

compuestos VRM15 y VRM16, al modificar el grupo carboxilo de estos últimos

colocándoles la porción N,N-dietilglicolamida. Esta modificación se realizó tomando en

cuenta trabajos previos que demostraron que esta porción estructural facilita el traslado de

compuestos ácidos por la membrana celular del intestino delgado de roedores . Con esto

en mente nos planteamos la siguiente pregunta ¿Los profármacos FHL30 y FHL31

ingresarán en mayor proporción al protozoario G. intestinalis, que los compuestos

VRM15 y VRM16, y con ello contar con moléculas con mayor potencia giardicida?

3. Hipótesis

Por sus características estructurales , los profárrnacos FHL3ü y FHL31 atravesarán

favorablemente la membrana plasmática del trofozoíto de G. intestinalis en tiempos de

exposición cortos (3 h) Ypresentarán mejor potencia giardicida que VRMl5 y VRMI6.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

• Determinar el comportamiento de los compuestos FHL 30 Y FHL 31 en estudios

in vitro sobre el protozoario Giardia intestinales.

4.2. Objetivos particulares

• Determinar las condiciones de trabajo para el análisis cuantitativo de FHL30 y

FHL31 por HPLC.

• Evaluar la actividad antiparasitaria de los compuestos FHL30 y FHL31 contra G.

intestinalis por el método de resimbra.

• Cuantificar por HPLC a FHL30 y FHL31 en los sobrenadantes recuperados de la

extracción del fluído de G. intestinalis incubados por 3 h.

• Determinar la estabilidad de FHL30 y FHL31 en el medio TYI-S-33

complementado con suero de ternera al 10% en un periodo de 48 h.
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5. Metodología

5.1. Evaluación de la actividad antiparasitaria de los compuestos FHL30 y FHL31 contra

G. intestinalis por el método de resiembra.

Para cumplir con este objetivo primeramente se real izaron experimentos para

estud iar la curva de crecimiento del protozoario G. intestinalis y posteriormente

determinar la actividad giardicida de los compuestos.

5.1.I.Curvas de crecimiento de G. intestinalis.

5 X 104 trofozoítos/mL de la cepa WB de G. intestinalis se incubaron en medio TYI

S-33 complementado con suero de ternera al 10% a diferentes tiempos (24 h, 48 h, 72 h Y

94 h). Una vez concluida la incubación los tubos se enfriaron en hielo durante l h. Para

cada tiempo se contó el número de trofozoítos en una cámara de Newbauer. El número de

trofozoítos obtenido en cada tiempo se grafico con respecto al tiempo.

Para cultivos masivos de G. intestinalis se incubaron 2 X 107 trofozoítos/rnL de medio

modificado TYI-S-33 complementado con suero de ternera al 10% a 37° C a los mismos

tiempos arriba mencionados. Se enfriaron y se centrifugaron a 3500 rpm por 30 min a

4°C.

5.1.2. Determinación de la actividad giardicida de los compuestos FHL30 y FHL31

mediante el método de resiembra"

5 XI04 trofozoítos/mL de medio modificado TYI-S-33 complementado con suero de

ternera al 10% se incubaron con las diferentes concentraciones del compuesto a evaluar

(l ug/rnl., 0.5 ug/ml., 0.1 ug/ml., 0.05 ug/ml., 0.01 ug/rnl.) por 48 h a 37° C. Como

testigos posit ivos se incluyeron al albendazol o al metron idazol en las mismas

concentraciones. Como testigo negativo se incubaron los trofozoítos en medio libre de
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compuesto. Los tubos se colocaron en hielo por l h Y en condiciones de esterilidad se

resembraron de cada uno de los tubos 50 JlL de los trofozo ítos y se adicionaron 950 JlL de

medio modificado TSY-I33 complementado con suero de ternera al 10% (apéndice A).

Los tubos se incubaron a 37°C por 48 h. Transcurrido este tiempo , se contó el número de

trofozoítos y se determinaron los valores de CIso Y CI90 con el análisis estad ístico Probit.

6 tuboscon5xlOtofozoitos de G. intestinalis
+Mediomodificado1YS-33 complementado con

suerode terneroal 10%

Aareear l .
I

II~JmL I I0 5~lmLI IO I~~mLllo.05lg/mLI IO.OIL/mLI
I

I IIControl (-) I Control (+)
Abz o Mtz

I r T liT I

I
Incubar a 37 "Cpor 48h

I
Enfriar en hielo

durante lh

I
Resembrar50~ de los trofozoítostratados
Con cada unade las concentraciones en950

~L

de medio! compuestos
e incubara 37°Cpor48h.

I
Enfriar en hielo

durante lh

I
Contar el número de trofozoítos en la

cámara de Newbauer

I
Determinar la CI50 y la CI9Q

con el análisis probit

Figura 10 . Diagrama método de resiembra para la evaluación de la
actividad antiparasitaria.
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5.2. Determinaci ón de las condiciones de trabajo para el análisis cuantitativo de FULJO y

FUL31 por tIPLC

Se utilizaron las columnas de fase reversa (Symmetry Shield™ RP 18, 3.9 x 150

mm) y Nova Pack C18 3.9 x 150 mm) para los compuestos FULJO y FULJl,

respectivamente. La composición de la fase móvil fue ajustada para cada compuesto con

el propósito de proporcionar un apropiado tiempo de retención y separación de las

posibles interferencias (Tabla 5). El flujo empleado fue de 0.7 mL/min , se monitoreó con

un detector de re-arreglo de diodos (Waters 996) a 270 nm. Se inyectaron 25 IlL de

muestra. Los datos fueron manejados y procesados con el paquete de cómputo

Milleniuml'".

Para la elaboración de la curva de calibración se prepararon las siguientes

concentraciones a partir de una solución patrón de lOmg/rnl.: 0.537IlM , 6.716 IlM,

33.582IlM, 60.44IlM, 100.7461lM Y 167.91IlM. Se inyectaron en el tIPLC para obtener,

el área, tiempo de retención asi como su cromatograma a 270 nm.

Tabla 5. Gradiente para los compuestos FULJO y FULJl

FHL30 FHL31

Tiempo(min)

O

6

8

ACN H20

60 40

68 38

60 40

ACN

60

62

60

5.3. Cuantificación de FUL30 y FUL31 en los sobrenadantes recuperados de la

extracción del fluido de G. intestinalis por tIPLC

A partir de un cultivo masivo en fase logaritmica de G. intestinalis cepa WB, se

inocularon 2 x107 trofozoitos, en medio modificado TYl-S-33 complementado con suero
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de ternera al 10%. Se incubaron a 37 o C por 48 h. Transcurrido este periodo de tiempo se

colocaron en hielo por l h.

Partiendo de una solución patrón de 10 mglmL, se tomó una alícuota de 464.4 IlL

para tener una concentración de 99.97 IlM del compuesto a evaluar en un volumen final

de 13 mL . Después se incubó a 37 "C por 3h. Transcurrido este tiempo se colocó en hielo

por 1 h. Posteriormente, se centrifugó a 3S00 rpm, 4° C por 30 mino Una vez cumplido

este tiempo, se tomó 1 mL del sobrenadante y transfirió a un tubo de 1.5 rnL. Al

precipitado se le adicionaron 10 mL de PBS y se resuspendió . Enseguida se centrifugó a

3S00 rpm a 4° C por IOmin. Se realizaron 2 lavad con PBS yen cada uno se recolectaron

1 mL de sobrenadante y transfirieron a un tubo eppendorf de 1.5 mL.

Al paquete celular obtenido después de los dos lavados con PBS, se le adicionaron

ISO IlL de agua destilada, se resuspendió y transfirió a un tubo eppendorf de I .S rnL.

Después se centrifugó a 3S00 rpm, 4° C por 10 mino Se eliminó el sobrenadante y

adicionaron nuevamente ISO IlL de agua destilada. Posteriormente, los trofozoítos se

rompieron con 7 ciclos de congelamiento-descongelamiento (-70° C por S min- 37° C por

S min). El fluido se centrifugó a 8000 rpm, 4° C por 10 minoEl sobrenadante se colocó en

un tubo eppendorf de 1.5 mL y se adicionaron SOO IlL de TCA (CCI3COOH) al 0.2%.

Enseguida se centrifugó a 8000 rpm, 4 "C por 10 minoEl sobrenadante se conservó a 

70°C.
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2x l07 trofozoítos en fase log

I
Incubar a 37 "C por 4 8h .

I
Agregar compuesto FHL30 o FlIL3l

Ie incubar a 37 repor 3h.

lh en baño de hielo

I
3500 rpm, 30 min , 4°C

Sb 1

Lavar 2 voces con 10rnLPBS
1500 r .n.m.. 1Omina 4"'C

Sb2, Sb3

Transferir la pastilla a un tubo
eppenorf Adicionar ISO ul, de

3l!U3

I
Lisar por S ciclos

Congelamicnto-descongelamiento
(·70·C por Smin, 37·C por Smin)

I
Pipetear

I
SOO¡lL de TCA 0.2%

Centrifugar a 8000 rpm IOmin a 4"C

I
Fluido Congelado a ·700C I

Figura 11. Diagrama de flujo del método de extracción del fluido de G. Intestinales

5.3.1 Análisis por HPLC del medio de cultivo y los dos lavados con PBS

En un tubo eppendorf de 2 mL, se colocaron 900 ul, de ACN (acetonitrilo) y 100

ul, de la muestra a examinar. Posteriormente, se centrifugó a 8000 rpm a 40 C por 10

min o El sobrenadante se pasó a través de un filtro milipore 0.45 urn de 13 mm de

diámetro. Se tomaron 600 ul, Y se le agregaron 400 ul, de H20 , para después inyectar en

el HPLC.
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Centrifugara 8000 rprn
Dilución 1:10 por 10min a 4 "C

Muestra

¡ Filtro 0.45mm
I ¡ (60 AO), ACN:H20

~ ~ ¡ -+ I'·y....''''' ....PerHPLC

Figura 12. Tratamientos para los sobrenandantes obtenidos durante la extracción del
fluido de G. intestinalis.

5.3.2. Análisis del fluido de G. intestinalis por HPLC

A un tubo eppendorf se le adicionaron 600 ~L de ACN y 400 ~L de la muestra . Se

centrifugó a 8000 rpm durante 10 min a 4° C. El sobrenadante se hizo pasar a través de un

filtro de(0.45~m de 13 mm de diámetro) y se inyectó en el HPLC .

Centrifugara 8000 r.p.m.
por 10mina4°C

¡ Filtro 0.45mm

~

(40:60),
Muestra :ACN

Muestra

Figura 13. Metodología por HPLC para el fluído de G. intestinalis.

5.4. Determinación de la estabilidad de los compuestos FHLJO y FHLJl en medio TYI

S-33 complementado con suero de ternera al 10% en un periodo de 48 h por HPLC.

Para los compuestos FHLJO y FHLJl se partió de una solución patrón cuya

concentración era de 23798.549 ~M. Se tomó una alícuota de 900 ~L Y se añadió medio

modificado TSY-I-33 complementado con suero de ternera al 10 %. La solución se agitó

a 500 rpm a 37° C. Se tomaron 200 ~L de la muestra a diferentes tiempos (1h, 3h, 8h,

24h Y 48h) Y adicionaron 800 ~L de ACN. Enseguida se centrifugó a 8000 rpm durante
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10 minoa 4° C. Los sobrenadantes se hicieron pasar a través de un filtro (45 um Xl3

mm), para después ser analizados por HPLC. La prueba se realizó por triplicado .

900"L SOO r.p.m., 37"C
(1h, 3h, 12, 24, 48h)

~ ~
Filtrar 0.45 um

~
200 ut,

~ ---Stock
2798.549 11M 2.5mL

l ml,

Figura 14. Metodología prueba de estabilidad de los compuestos FHL30 y FHL31.
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6. Resultados

6.1. Evaluación de la activ idad antiparasitaria de los compuestos FHLJO y FHLJI contra

G. intestinalis por el método de resiembra

Primeramente se presentan los resultados obtenidos en los estudios de curvas de

crecimiento y enseguida los de la actividad giardicida .

6.1.1. Curvas de crecimiento de G. intestinalis

Para conocer las condiciones de crecimiento óptimo de los trofozoítos que se

emplearon en los ensayos de resiembra y extracción del fluido de G. intestina/is, se

procedió a realizar las curvas de crecimiento de los trofozo ítos empleando dos inóculos: 5

XlO~ trofozoítos/rnL y 2Xl07 trofozo ítos/rnL. Los resultados se presentan en las Figuras

15 y 16. Como puede observarse la fase logarítmica de crecimiento del parásito se obtuvo

a las 48 h en ambos casos .

3 .5< +6

3 .0<+6

<1>
2 .5<+6

B
'2 2 .0<+6<B
g., loSe +6
-O

Ó
Z

1.0<+6

5 .0<+5

0 .0
O 20 40 60 80 100

Tiempo (h)

Figura 15. Curva de crecimiento de G. intestinalis empleando un inóculo de
5XI04trofozoítos/mL.
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La curva de crecimiento de los trofozoítos de G. intestinalis no se afectó por el

inoculo empleado obteniéndose la fase logarítmica de crecimiento entre 40 h Y 70 h. El

ensayo de resiembra se realiza considerando las 48 h con la final idad de obtener cultivos

en esta fase de crecimiento . Así mismo, la curva de crecimiento con el inoculo de 2xl07

trofozoítos de G. intestinalis sirvió para poder generar cultivos masivos de este

protozoario y con ello poder contar con suficiente número de trofozoítos para los ensayos

de extracción del fluido del parásito.

6.+8

5.+8

'" 4e +8B
'O
N

<B
g 3e+8

'""O

Ó 2e+8Z

1e+8

o
o 2 0 40 60 80 1 0 0

Tiempo (h)

Figura 16. Curva de crecimiento de G. intestinalis empleando un inóculo de
2XI07

( trofozo itos/mL) .

6.1. Actividad antiparas itaria de los compuestos FHL30 y FHL31 contra G. intestinalis

Respecto a la actividad antiprotozoaria de los profármacos derivados

biorreversibles FHL30 y FHL31, se observaron valores de Clso de 1.513 ¡.tM Yde 1.292

¡.tM respectivamente . El FHL31 tuvo una actividad similar a la del metronidazol. Sin

embargo, no fueron más activos que el albendazol. Los valores de Clso y CI90 obtenidos

para los compuestos FHL30,FHL31, de los controles positivos albendazol y

metronidazol. se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. CI50 y CI90 del albendazol, metronidazol, FHLJO y FHLJl

Compuesto CIso (llglrnL) CI50 (gM) CI90 (llglmL) CI90 (~

FHLJO
0.540 1.513 1.513 80.176

FHL31 0.461 1.292 1.292 20.665

albendazol 0.016 0.059 0.120 0.452

metronidazol 0.236 1.384 61.186 357.492

La potencia de los profármacos con respecto al albendazol y metronidazol se

presentan en las Figuras 17, 18 respect ivamente . Por otra parte se muestra también el

inverso de la CI50 de los compuestos H, VRMI5, VRM16, FHLJO, FHLJl, ABZ y MTZ

para así, poder observar la relación que guardan unos con otros en la figura 19.

MTZABZFHL31FHL30

~ ::C---------
8.-
Xl s 15-o
8~
'" l:l 10g:::;:
~ 5

o

Compuestos

Figura 17. Potencia de los compuestos FHLJO, FHLJl y ABZ con respecto al MTZ .

10 - - - - --1
0.8

';···~·.1 ~ 0.6
• u: ::·-• :e" e

i
L

FHL30 FHl31 ABZ MTZ

Compuestos

Figura 18. Potencia de los compuestos FHLJO, FHLJl y MTZ con respecto al ABZ.
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/~-----------------------

v -------

V
V
V
V
V
V -

/ '}I

18

16

14

~ 12
o:i 10
!¿ 8
... 6

4

2
o

H VRM15 FHL3D VRM16 FHL31

Compuestos

ABZ MTZ

Figura 19.Comportamiento de las CIsode los compuestos, H, VRM15, VRM16, FHL30,
FHL31, ABZ, MTZ.

6.2. Condiciones de trabajo para el análisis cuantitativo de FHL30 y FHL31 por HPLC

Los tiempos de retención obtenidos para los profánnacos empleando HPLC bajo

las condiciones experimentales indicadas en la metodología se presentan en la Tabla 7. En

el análisis se incluyeron los compuestos VRM15 y VRM16.

Tabla 7. Tiempos de retención de los compuestos FHL30, FHL31, VRM15 YVRM16

Compuesto Tiempo de retención (rnin)
VRMlS

HO~r>~· , 2.88
~H ,

VRM16
o

~ r 1.40HO r _ N

~ X)-CF,
~.......-~ N

FHL30
""'1 o

"., ----"¡r---o)1Y ) C 3.41I )--" .
~"", -- \ -,

FHL31
.. ,el o Y '" ~

2.38" ·' ----" ~r-o .Jl-~"
o (J ./r eo

,
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6.2.1. Curva de calibración para los compuestos FHL30 y FHL31

En la Figura 20 y 21 se muestran las curvas de calibración obtenidas para los

compuestos FHL30 y FHL31.

1.40+6

1.20 +6

1.00+6

8.00 +5

IIIe 6 .00 +5
<l:

4.00+5

2.00+5

0.0

y = 11115x+31525
r =0.9996

o 50 100 150

Concentracion (¡¡M)

Figura 20. Curva de calibración para el compuesto FHL30 .

68+6

58+6

4e+6

3e+6
III
l'!
-c

28+6

1e+6

o

-1 e+6

o 50 10 0

y = 28775x-34510
r = 0.999

150

Concentracion (¡¡M)

Figura 21. Curva de calibración para el compuesto FHL31.
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6.3. Cuantificación de FHL30 y FHL31 en los sobrenadantes recuperados de la

extracción del fluido de G. intestinalis por HPLC

Los resultados de la cuantificación de FHLJO y FHL31 en el medio de cultivo, los

sobrenadantes I(Sbl) y 2 (Sb2), así como del flu ido de G. intestinalis se presentan en la

Tabla 8.

Tabla 8. Cuantificación de FHL30 y FHL31 presente en las diferentes muestras
analizadas por HPLC

Muestra
Mediode Cultivo

Sbl
Sb2

Fluído de G. intestinalis

ND. No detectado

FHL30 (gM)
87.27
ND
ND

ND

FHL31 (gM)
93.89
ND
ND

ND

6.4. Estabilidad de los compuestos FHL30 y FHL31 en medio modificado TYI-S-33
complementado con suero de terneraal 1O%en un periodo de 48h por HPLC

La estabilidad de los compuestos FHLJO y FHLJl se analizó por HPLC

empleando las condiciones previamente descritas, se presentan las tablas 9 y 10 Y las

figuras 21 y 22.

Tabla 9. Estabil idad del compuesto FHL30
Tiempo (h) Promedio D.E. C.V.% % Variación

O 69.36 1.41 2.03 0.00
1 68.38 4.89 7.15 1.41
3 68.17 1.93 2.83 1.71
8 64.71 1.86 2.87 6.70
24 69.66 2.67 3.83 0.43
48 67.94 4.98 7.34 2.05
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100
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Figura 22. Estab ilidad de FRLJO determinada por HPLC.

Tabla 10. Estabilidad del compuesto FHL31
Tiempo(h) Promedio D.E. C.V.% % Variación

O 62.52 3.71 5.93 0.00
l 60.85 2.08 3.42 2.66
3 54.45 1.42 2.61 12.90
8 49.18 2.80 5.70 21.33

24 42.53 1.48 3.48 31.96
48 39.34 2.16 5.50 37.07

605040

y =-D.0092x + 4.0542

R2 =0.837

30

Tlempo(h)

2010

4 .3 h
4.2

4.1

g 4

'ª- 3.9

.5 3.8

3.7

3.6

3.5 +----,----.--------,------,-----~--__,

o

Figura 23. Estabilidad de FHL31 determinada por HPLC.
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La Figura 23. nos muestra una cinética de pseudo primer orden por tratarse de

la hidrólisis básica del éster. Por lo que podemos decir que la V = 0.0092' [FHL31][OH].

Ahora bien, sabemos que la [OH]=O.8325, debido a que el medio de cultivo tiene un pH

de 7.2. Por lo que la constante de velocidad puede expresarse de la siguiente manera

V=O.0077[FHL3l]. Así mismo, el tiempo de vida media para esta reacción es de 75h.
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7. Discusión de resultados

7.1 Evaluación de la actividad antiparasitaria de los compuestos FHL30 y FHL31 contra

G. intestinalis por el método de resiembra

El análisis de las actividades giardicidas del los compuesto FHL30 y FHL31 en

comparación con los ácidos VRM15 y VRM16 se observo que en el caso del VRM15,

éste fue 4.6 veces más activo que FHL30. y que el compuesto FHL31 fue 2.1 veces más

potente que el ácido VRM16. Al comparar las potencias de los compuestos FHL30,

FHL31 , VRM15, VRM16 Y H, es evidente que VRM15>FHL30>H, y para

FHL31>VRM16>H. Por lo que los resultados obtenidos apoyan el concepto de que los

bencimidazoles N-metilados son más potentes contra G. intestinalis que los análogos lH

bencimidazólicos . Así mismo, los compuestos con relación 1,6 (grupo metilo/grupo

ácido) son más activos que aquellos con relación 1,5.35

Resulta de interés que los valores CI90 de los compuestos FHL30 y FHL31 son de

mucho menor magnitud que el presentado por el metronidazol, lo que significa que se

necesita menor cantidad de compuesto para poder matar al 90% de la población.

7.2 Condiciones de trabajo para el análisis cuantitativo de FHL30 y FHL31 por HPLC.

Las curvas de calibración para ambos compuestos presentan coeficientes de

correlación de 0.9996 para FHUO y 0.999 para FHL31. De .igual manera, los

coeficientes de variación para ambas están por debajo del 2% (Tablas 17 y 20 , apéndice

C). Lo anterior sugiere que la cuantificación de los compuestos FHL30 y FHL31 en los

sobrenadantes de la extracción y la estabilidad de los mismos son confiables.

Al realizar la cuantificación por HPLC del medio de cultivo complementado, se

detecto la presencia de algunos componentes con un tiempo de retención similar a los

registrados para los compuesto FHL30 y FHL31,por lo que se decidió tratar los
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sobrenadantes recuperados durante la extracción del fluido de G. intestinalis con

cartuchos sep pacK (Waters) , y así disminuir la presencia de los componentes del medio

de cultivo. La concentración del compuesto FHL30 y FHL31 se vió disminuida, por lo

que se decidió no utilizar dicha herramienta. La segunda alternativa fue el uso de filtros

(Supelco, Iso-Disc TM Naylon 0.45 um x 13 mm de diametro). Lo cual permitió el paso

del compuesto de interés y retuvo en buena proporción a los componentes del medio de

cultivo . Del material filtrado se hizo una dilución ACN:H20 (40 :60) y se observo que los

componentes del medio de cultivo libre de compuesto ya no eran detectados por el HPLC.

Sin embargo, en el estudio de estabilidad para el compuesto FHL31 no se pudo

eliminar por completo la presencia de uno de los componentes del medio de culti vo que

presentaba el mismo tiempo de retención que este compuesto. Ya que la cantidad de

medio de cultivo analizada era doble. Por lo que se decidió restar el área obtenida en el

medio de cultivo para el mismo tiempo de retención que el compuesto FHL31.

7.3 Cuantificación de FHL30 y FHL31 en los sobrenadantes recuperados de la extracción

del fluido de G. intestinalis

La membrana plasmática de este parásito , se encuentra constituida por

componentes lipoideos que la hacen impermeable al paso de sustancias hidrofilicas.Ypor

lo tanto, los compuestos deben tener un balance entre sus propiedades hidrofilicas y

lipofilicas.

La adición del grupo N;N-dietilglicolamida en las posiciones 5(6) del anillo

bencimidazolico en teoría le conferiría características fisicoquímicas necesarias a los

compuestos FHL30 y FHL31 para poder atravesar la membrana plasmática de G.

intestinalis en un tiempo de 3 h. Por lo anterior se realizo la determinación teórica dellog

P, de los compuestos mediante el programa de computo ACD/lab™ este valor fue de

2.23 ± 1.21 para los dos compuestos. la estimación de la liposolubilidad de un compuesto
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resulta de interés cuando se desea conocer la capacidad para atravesar membranas

biológicas (permeabilidad). Los valores de log P de 2.23 sugiere que presentan una

lipofilia adecuada para poder atravesar la membranas biológicas a través de difusión

pasiva, ya que dicho rango de valores de log P se ha establecido como ventana optima

para absorción pasiva de fármacos." Por otro lado, la velocidad con que difunde un

fármaco a través de la membrana plasmática esta en función del gradiente de

concentración en ambos lados de la membrana, el cual influye de manera proporcional.V

Lo anterior se considero al incubar por 3 h los trofozoitos de G. intestinalis con los

compuestos FHL30 o FHL31 a una concentración de 99.97 ~M la cual se hallaba por

arriba de la Clso y CI90 de ambos compuestos. Esta concentración empleada aseguro que el

compuesto se encontrara disuelto en el medio de cultivo y con ello favorecer el gradiente

de concentración para que los derivados pudieran atravesar la membrana plasmática por

difusión pasiva."

Sin embargo, a pesar del log P calculado para FHL30 y FHL3I, los resultados

obtenidos muestran que los compuestos se detectaron únicamente en el medio de cultivo

no presentándose en los Sbl y Sb2 ni en el fluido G. intestinalis. Lo que sugiere que el

tiempo de exposición (3 h) no es suficiente para que estos compuestos puedan atravesar la

membrana de este parásito y por ende ejercer su acción giardicida.

7.4 Estabilidad de los compuestos FHL30 y FHL31 en medio modificado TYI-S-33

complementado al 10% en un periodo de 48h por HPLC

Al analizar la estabilidad del compuesto FHL30, las concentraciones de éste se

mantuvieron prácticamente constantes . La NOM-073-SSAI-1993 establece que si el

porcentaje de variación del compuesto es mayor al 10% , entonces se considera que el

compuesto se está degradando y por lo tanto no es estable. Lo anterior nos da los

argumentos para poder asegurar que el compuesto FHL30 es estable durante 48 h.

(tiempo de incubación en el método de resiembra) ya que en ninguno tiempo el porcentaje

de variación rebasa el 10%. Además de este parámetro los resultados se sometieron al
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análisis estadístico ANOVA (ver apéndice C), en donde también se pudo corroborar que

no existen diferencia significativas. Con los resultados obtenidos se puede inferir que en

el ensayo de actividad giardicida, en donde los trofozoítos se incuban por 48 h con

FULJO, la actividad observada (CIso de 1.513 ¡.tM) se debe a el mismo compuesto y no a

la del ácido VRM15.

Con respecto a el compuesto FUL31, éste presenta degradación . Los porcentajes

de variación a partir de las 3 h sobrepasan el 10% establecido por la NOM-073-SSA 1

1993, por lo que podemos decir que este compuesto no es estable . Las enzimas presentes

en el suero empleado para complementar el medio de cultivo TYI-S-33 pueden ser las

responsables de la hidrólisis del éster.

La actividad giardicida que se observó del FUL31 (CIso 1.292¡.tM) pudiera deberse

a su trasformación a VRM16 , ya que en el ensayo de estabilidad es evidente que FULJ1

se degrada rápidamente y a las 48 h queda muy poco FULJ1 presente .

Como puede apreciarse en la Figura 23. el coeficiente de correlación es de 0.837 lo

que hace suponer que no se trata de una cinética de pseudo-primero orden como se

estableció en los resultados. Esta reportado que los esteres presentan hidrólisis básica a

pH neutros o en soluciones básicas," siendo el caso del medio modificado TYI-S-33

complementado al 10%, el cual tiene un pH de 7.2. Aunado a esto sabemos que se tiene

un sistema acuoso, por lo que es de esperarse que el ester sufra hidrólisis por el ataque del

Off al grupo carbonilo del ácido y así generar el ácido y alcohol correspondientes para el

compuesto FHLJ1 .

Lo anterior nos dice que tanto el derivado FRL30 como el FRLJ1 deben de

degradarse por hidrólisis básica por tratarse de esteres . Sin embargo , es evidente que el

mayor efecto est érico que guarda el grupo N,N-dietilglicolamida y el metilo en el

compuesto FRLJt , en una relación 1,6 , altera la velocidad de hidrólisis haciendo esta

mucho mas rápida en comparación con el compuesto FHL30, con una relacion 1,5.6 1
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8. Conclusiones

• Los compuestos FHL30 y FHL31 fueron activos contra G. intestinalis, siendo

menos potentes que el albendazol pero equiparales con el metronidazol.

• El FHL31 con relación 1,6 entre el grupo N-metilo y el carbonilo fue ligeramente

más activo que su isómero 1,5.

• Tanto el compuesto FHL30 como el FHL31 no atravesaron la membrana

plasmática de G. intestinalis en 3 h.

• Puesto que FHL31 presentó un tiempo de vida media mayor a 48 h, la actividad

giardicida determinada fue debida a la del profármaco como tal.

• El sustituyente N,N-dietilglicolamida no confirió mejores caracteristicas a los

profármacos FHL30 y FHL31 para poder atravesar la membrana del parásito en

un periodo de exposición de 3 h.

Con base en lo anterior se puede descartar la hipótesis planteada.
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Apéndice A

A.l CUENTA DE TROFOZOITOS CON CÁMARA DE NEUBAUER

1. El recuento presupone un conocimiento exacto de las líneas límite de las cámaras

de conteo utilizadas. Éstas se pueden ver en la (Figura 22.)

2. Los trofozoitos, que se encontraban en o cerca de las líneas de limitación, no se

contaran dos veces o se sobrepasara el conteo, se siguieron determinadas reglas

(Ej. figura 22).

3. Se contaron todas las células dentro de una zona de medición definida.

4. También se contaron las células (marcadas en negro), que se apoyan o tocan en las

2 caras, por ejemplo en la línea de media izquierda y superior (Figura 22).

5. Esto también fue válido para el tipo de la operación de conteo propiamente dicho,

que se efectuó en forma de meandro. Se efectúo en el ángulo superior izquierdo

en dirección de la flecha (Figura 23).

• • • •• •• •• • •• • •• •• •• •
Figura 24. Líneas de limitación y
ejemplo de trofozoitos a ser
contados6 2

Figura 25. Conteo a manera
de meandro.f

6. En los conteos de cámaras, el diagrama del condensador en el microscopio

invertido (Olympus CK2) se encontraba cerrado en gran parte .

7. La diferencia de las células contadas en los cuadrados grandes y en los cuadrados

de grupos no podrá ser superior a 10 células.

En todos los conteos de células, se realizaron dobles determinaciones. Después del
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recuento de la red de conteo superior, se recuenta como control también la red de

conteo inferior. Se tuvo cuidado de que la cámara no estuviera reseca.

8. Si en alguna de las redes se contaba mas de 50 trofozoitos se hacia una dilución

1:1O, en donde se colocaban 100 J.lL de la muestra y 900 JlL de PBS .

9. Al terminar de contar los trofozoitos en las cuatro redes, el total de estos se divide

entre cuatro (obteniendo el promedio) el resultado es multiplicado por el factor de

dilución y por 10 000 . Con ello el número de trofozoitos por mL.

Este 10 000 se debe a que cada cuadrante tiene de superficie 0.1 mm, y cada lado lmm

por lo que tenemos entonces.

Volumen =lmm x lmm x 0.1 mm = 0.1 mrrr' = O.lmL, por lo tanto;

Donde X = 10 000

Trofozoitos por cuadrante

x
0.1JlI

1000J.lI

A.2 MEDIO DE CULTIVO TYI-S-33

l . Se pesaron los siguientes reactivos

REACTIVO

NaCl
KH2P04

Na2HP04
Biosate™ Peptona
D-(+)-Glucosa
L- cisteina
Ácido ascórbico
Citrato férrico de amonio
Bilis bovina

PESO
(g)
2
1

0.6
30
10
2

0.2
0.0228

0.8

DISTRIBUIDOR

J.T. Baker
J.T. Baker S.A. de C.V.
J.T. Baker S.A. de C.V.

Becton Dickinson
Sigma Chemical

Sigma
SigmaChemical
Sigma Chemical
Sigma Chemical

2. A un matraz Erlenmeyer de 2 L se le adicionaron 700 mL de agua bidestilada.

3. Se disolvió con agitación cada uno de los componentes del medio.
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4. Se adicionó la cantidad suficiente de agua para llevar a un volumen de 900 mL.

5. Se Ajustó el pH con NaOH o HCl a 7.2 .

6. Se filtro a través de membranas (Millipore MF™ Membrane filtres) con diámetros

de OA5 J.1m y 0.22 J.1m cada una de ellas .

7. Para ser recolectadó en una botella estéril de 1L.

A.3 MEDIO DE CULTIVO TYI-S-33 COMPLEMENTADO CON SUERO DE

TERNERA AL 10%

1. Se adicionaron 98.9 mL de medio de cultivo TSY-I33 a un frasco estéril con

capacidad de 150 mL.

2. Se añadieron 10 mL de suero de ternero (Bovine Calf Serum, distribuído por

HyClone) previamente calentado a 56°C durante 30 mino

3. Asi mismo, se adicionó 1 mL de antib iótico mezcla de Penicilina-Estreptomicina

10000 U/mglmL , en solución salina de NaCI al 0.85% (distribuido por In vitro).

4. Se agitó.

AA PBS 10 x (AMORTIGUADOR DE FOSTAFO SALINO)

Reactivo Peso (g) Peso (Gramos)
NaCI 80 J.T. Baker

KCI 2 Merk-M éxico S.A de C.V.

KH2P04
2 J.T. Baker S.A. de C.V.

Na2HP04 21.5 J.T. Baker S.A. de C.V.

l . A un matraz Elermeyer de 2L se le adic ionaron 500 mL de agua bidestilada,

disolviendo con agitación cada uno de los componentes.

2. Una vez disueltos se transfirió cuantitativamente la mezcla del punto 2 a un matraz

aforado de 1L llevando a volumen con agua bidestilada.
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3. Se ajustó el pH con NaOH o HCI a 7.2.

4. Para después ser esterilizado por autoclave a (15 lb, 1200 C por 20 min.) .

NOTAS:

1. Para preparar PBS lx solamente se realizó una dilución 1:1Ocon agua bidestilada.

2. En el caso del PBS al 0.2% de CCI3COOH (Merck), se pesaron 20 mg de

CChCOOH transfiriendo cuantitativamente a un matraz aforado de 100 mL y

llevando a volumen.

A.5 DILUCIONES EMPLEADAS EN EL MÉTODO DE RESIEMBRA

Se partió de una solución patrón donde se disolvieron 10mg/ml del compuesto en DMSO

(Baker). Se cuidó que la concentración final del DMSO en los tubos de ensayo no

rebasaran el 1% de la concentración total con la finalidad de que el parásito no se viera

afectado en su crecimiento debido a dicho disolvente.

I '1-1 'VI 'VI

~ ~ ~
~1:10 1:100 1:1000

Stock
10rnglrnL

lOO~L

~
Iug/ml,

'VI

1:10 000
1:100000

50

05~/rnL 0.\ ~g1rnL 0.05~g1rnL O.Ol~rnL

Figura 26. Diagrama de diluciones empleadas en el método de resiembra.
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Apéndice B

8.1 CURVAS DE CRECIMIENTO DE G. intestinalis.

Tablal l, Curva de crecimiento de G. intestinalis con inoculo de 5Xl 04 (Trofozoitos/mL)
Tiempo (h) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio Desviación C.V.%

O 5,00E+04 5,00E+04 5,00E+04 5,00E+04 0,0000 0,00
24 1,06E+05 1,02E+05 1,40E+05 1,16E+05 20914,18 18,03
48 1,46E+06 1,26E+06 1,05E+06 1,26E+06 205020,32 16,315
72 3,18E+06 3,00E+06 3,25E+06 3,14E+06 128970,28 4,10
96 3,20E+06 2,96E+06 3,20E+06 3,12E+06 138564,06 4,44

Tabla 12. Curva de crecimiento de G. intestinalis con inoculo de 2Xl 07(Trofozoitos/mL)
Tiempo (h) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio Desviación C.V.%

O 2,00E+07 2,00E+07 2,00E+07 2,00E+07 0,0000 0,0000
24 3,20E+07 3,12E+07 2,98E+07 3,10E+07 1115407,2500 3,5973
48 2,75E+08 2,95E+08 3,10E+08 2,93E+08 17559422,9214 5,9862
72 4,75E+08 4,90E+08 5,20E+08 4,95E+08 22912878,4748 4,6289
96 4,90E+08 4,80E+08 5,10E+08 4,93E+08 15275252,3165 3,0963

B.2 ANÁLISIS ESTADÍSTICO PROBIT PARA CADA UNO DE LOS COMPUESTOS
ESTUDIADOS.

Tabla 13. CIso YCI90 para el albendazol
Ensayo CIso (gglmL) CIso (gM) CI90 (gglmL) CI90(gM)

1 0.016 0.0603 0.119 0.4484
2 0,016 0,0548 0,12 0,4110
3 0.017 0.0640 0.084 0.3165

Promedio 0.016 0,0597 0,12 0,3919
C.V.% 3,5347 7,7541 19,0421 17,3429

Tabla 14. CIso YCI90 para el metronidazol
Ensayo CIso (gglmL) CIso (gM) CI90 (gglmL) CI90(gM)

0,241 1,4094 79,305 463,7719
0,226 1,3216 88,68 518,5965
0,243 1,4211 15,574 91,0760

Promedio 0,2367 1,3840 61,1863 357,8148
C.V.% 3,9260 3,9260 65,0122 65,0122
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Ensayo
l
2
3

Tabla 15. CIso y CI90 para el compuesto FHUO
CIso (ug/ml) CIso(~M) CI90 (ug/ml.)

0.6146 1.7200 37.4076
0.5073 1.4197 30.7195
0.5003 1.4000 17.82

CI90 (~)
104.6870
85.9700
49.8701

Promedio
C.V%

0.5407
11.8506

1.5132
11.8506

28.6490
34.7537

80.1757
34.7537

Tabla 16. CIso y CI90 para el compuesto FHUl

Ensayo
1
2
3

CIso (ug/ml.)
0.3638
0.5397
0.4820

CIso(~M)
6.2955
12.057
3.8005

CI90
(ug/ml.)
1.0181
1.5104
1.3489

CI90(~M)

17.6183
33.7421
10.6359

Promedio
C.V.%

0.4618
19.4155

7.3843
57.3454

1.2925 20.6654
19.4155 57.3454
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Apéndice e

Resultados Analíticos por HPLC para los compuestos FRLJO y FHL31

correspondiente a las curvas de calibración y concentración presente de cada compuesto

en el medio modificado TSY-133 complementado al 10% recuperado del sobrenadante del

proceso de extracción del fluido de G. intestinalis.

Compuesto FHL30

Tabla 17. Áreas correspondientes a la curva de calibración del compuesto FHL30

Concentración
(¡.tM)
6.716
33.582
60.44

100.746
167.91

Repetición Repetición Repetición Repetición
1 2 3 4 Promedio D.E. C.V.%

90334.75 90080.71 90770.51 90005.48 90005.48 345.16 0.38
413493.15 410670.42 411867.57 409390.70 249698.09 1747.53 0.70
707265.83 707937.85 717364.35 703386.49 400927.56 5933.21 1.48
1162788.401178859.851160397.581167475.84 760084.34 8198.23 1.08
1893599.69 1876108.80 1878160.95 1894064.22 1254975.529678 .26 0.77

Tabla 18. Concentraciones obtenidas en la extracción del fluido de G. intestinalis para el
compuesto FHL30

Repetición 1 Repetición 2 Repetición 3 Promedio
Concentración Concentración Concentración Concentración

Ensayo (11M) (¡.tM) (¡.tM) (¡.tM) D.E. C.V.%
1 91.14 91.73 101.42 94.76 5.77 6.09
2 101.09 93.66 93.59 96.11 4.31 4.49
3 77.15 78.04 79.24 78.14 1.05 1.34
4 77.17 78.07 79.26 78.17 1.05 1.34

Promedio 86.80
D.E. 9.99
C.V. 11.51

Tabla 19. Estabilidad del compuesto FHL30
Tiempo(h) Repetición 1 Repetición 2 Repetición 3 Promedio D.E. C.V.%

O 70.31 67.74 70.02 69.36 1.41 2.03
1 73.95 64.78 66.41 68.38 4.89 7.15
3 67.06 67.06 70.40 68.17 1.93 2.83
8 63.85 63.45 66.85 64.71 1.86 2.87
24 67.50 68.83 72.64 69.66 2.67 3.83
48 62.22 71.34 70.25 67.94 4.98 7.34
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Estadíst ica.

Se realizó la prueba estadística de Kruskal-Wallis un camino de anális is de varianza sobre
filas. Confianza (P = <0.001)

Tabla 20. Medianas por grupos a los diferentes tiempos de estabilidad del compuesto
FHL30

Tiempo (h) O 1 3 8 24 48
Repeticionl 70.30 73.94 67 .05 63 .84 67.49 62.21
Repeticion2 67.74 64 .77 67 .06 63.44 68.83 71.34
Repeticion3 70.02 66.40 70.40 66 .84 72.64 70.25
Medianas 68.88 65.59 67 .06 63 .64 68.16 66.23

H = 2.200 con 5 grasos de libertad (P = 0.82 1)

La diferenc ia en los valores de las medianas entre los grupos tratados no son

sufic ientemente grandes excluye la posibilidad de que la diferencia se debe a simple

rengos de variabilidad. Por lo que no existe diferencia estadística sign ificat iva (P =
0.821)

Compuesto FHL31

Tabla 21. Áreas correspondientes a la curva de calibración del compuesto FHL31

Concentración
(gM)
0.54
6.72
33.58
60.44
100.75
167.91

Repetición Repetición Repetición
Repetición I 2 3 4 Promedio D.E.

22302.00 22339.00 22355.00 23397 22598.25 532.96
203305.58 203029.24 203305.58 203029.24 203167.41 159.54
901035.70 916736.52 900214 .00 924247 910558.31 11877.65
1626137.001664745.001643889.00 1625504 1640068.7518526.89
2761353.642778090 .022825631 .002834237 .562799828.06 35602.57
4867215.784884432.755007036.234687006.834861422.90131892.91

c.v.%
2.36
0.08
1.30
1.13
1.27
2.71
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Tabla 22. Concentraciones obtenidas para 4 ensayos diferentes de la extracción del fluido
de G. intestinalis para el compuesto FHL31

Ensayo
1
2
3
4

Promedio
D.E.

C.V.%

Repetición 1
(flM)
99.55
101.47
93.85
96.47

Repetición 2
(flM)
94.10
90.20
100.81
99.25

Repetición 3
(gM)
89.84
89.12
92.49
79.50

Promedio
(flM)
94.49
93.60
95.71
91.74
93.89
1.67

1.78

D.E
4.87
6.84
4.46
10.69

C.V.%
5.15
7.31
4.66
11.66

Tiempo (h)
o
1
3
8

24
48

Tabla 23. Estabilidad del compuesto FHL31
Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3 Promedio

61.43 66.64 59.47 62 .52
61.56 62.48 58.51 60.85
55.87 53.03 54.46 54.45
52.19 48 .71 46.65 49.18
40.83 43.34 43.44 42 .53
39.10 37.31 41.62 39.34

D.E. C.V.%
3.71 5.93
2.08 3.42
1.42 2.61
2.80 5.70
1.48 3.48
2.16 5.50
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Apéndice D

En la siguiente sección se presentan los cromatogramas representativos obtenidos
por HPLC.

D.l Cromatogramas para el compuesto FHL30

3.384

0.005

0.000

l' 11 1 111 1 1 ' 1 1 l ' 1 1 ' ·1 ' 11 1 [1 1' ' 1 1 1 1 1 l ' " 1 [1 " , l ' , l' 1 1 1 11 l ' 1 1 1 l ' 1 11

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00

Timpo (h)

Figura 27. Espectro UV para el compuesto FHL30, tiempo de retención 3.384 min o
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Figura 28. Espectro UV a 270 nm del compuesto FHL30.
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D.2 Cromatogramas para el compuesto FHL31
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Figura 29. Cromatograma del compuesto FHL31, tiempo de retención de 2.380 mino
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Figura 30.Espectro UV a 270 nm del compueto FHL31.
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Mur
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Figura 31. Cromatograma del medio de Cultivo TYI-S-33 complementado al 10%, 1:1O,
Medio :ACN para luego ser diluido 40:60, H20:ACN
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Figura 32. Cromatograma del medio de culti vo TYI-S-33 complementado al 1%,2:1O
Med io:A
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