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RESUMEN

La enfermedad de Chagas, causada por el protozoario flagelado Trypanosoma
cruzi, es un importante problema de salud publica en América Latina. El tratamiento de
esta enfermedad esta basado en la utilizacién de dos compuestos nitroderivados: el
Nifurtimox y el Benznidazol, los cuales se ha reportado que son efectivos unicamente
en la etapa aguda de la enfermedad, ademas de que llegan a producir efectos
adversos severos por lo cual los tratamientos deben ser suspendidos. En varios
trabajos también se ha demostrado que existe una gran variabilidad en la
susceptibilidad a farmacos entre las cepas de T. cruzi, lo que junto con la poca
eficiencia terapéutica, hace necesaria la busqueda de nuevos farmacos para tratar la
enfermedad. En un estudio previo (Petray et al., 2004), se determiné que el Etanidazol
(nitroimidazol utilizado comunmente para el tratamiento del cancer), presenté actividad
sobre tripomastigotes y amastigotes de la cepa sudamericana RA de T. cruzi.

En el presente trabajo se evalué el efecto del Etanidazol sobre la viabilidad y la
movilidad de tripomastigotes de las cepas mexicanas Querétaro y Ninoa y sobre la
capacidad infectiva de amastigotes de las mismas cepas en macréfagos J 774 “in
vitro” y el porcentaje de actividad Anti-amastigote (%AA). Se encontré que el
Etanidazol presenta un ligero efecto (en comparacién con los efectos observados con
el Nifurtimox y Benznidazol) sobre tripomastigotes de ambas cepas, observandose un
20% de disminucién en el porcentaje de parasitos vivos de las cepa Querétaro y un
40% de disminucion en el porcentaje de parasitos vivos de la cepa Ninoa a la
concentracion 1200 pM y un 20% de disminucion en la de movilidad de la cepa
Querétaro en la concentracién 1200 uM.; ademas no se observd actividad sobre
amastigotes contenidos en macrofagos. Sin embargo, se encontré una respuesta
diferencial entre las cepas Ninoa y Querétaro respecto a los tratamientos con

Nifurtimox y Benznidazol, siendo la cepa Ninoa (DLsg genznidazol = 6.59 UM, DLsg nifurtimox =

ANDREA ALEJANDRA RUIZ AVILA 1



b

Facultad de Quimica

4.63 UM, ICs0 Beznidazol = 0.60 PM, ICs0 nifurtimox = 0.27 HM) mas sensible a éstos en
comparacion con la cepa Querétaro (DLsg genznidazol = 19.8 UM, DLso nifurtimox = 12.98 UM,
ICs0 Beznidazol = 1.82 UM, 1Csp nifurtimox = 2.00 uM). En conclusion este estudio mostré que

las cepas mexicanas Ninoa y Querétaro son resistentes al efecto del Etanidazol

ANDREA ALEJANDRA RUIZ AVILA 2
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. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia de la Enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas es llamada asi en honor a su descubridor el Doctor
Carlos Chagas (1909), quien ademas de describir el ciclo de vida del parasito,
identificd los insectos que transmiten la enfermedad, asi como a los reservorios
animales y sugiri6 medidas para prevenirla. Esta enfermedad es causada por el
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, y es transmitida a los mamiferos por medio
de los vectores Reduvidos hematoéfagos pertenecientes a la familia Triatominae, que
esta conformada por varias especies, entre las que se mencionan: Triatoma infestans,

T. barberi, T. dimidiata, T. brasiliensis, T. pseudomaculata, T. longipennis, T. maculata,
T. phyllosoma y T. sordida, (Figura 1) (WHO, 2002).
Ciclo de vida

T X fﬁ %

Ninfas Adultos

Huevo

Figura 1. Triatoma phyllosoma. Esta especie es considerada un importante transmisor de la Enfermedad de
Chagas en México (tomado de http://www.facmed.unam.mx/.../chagas/img/cuatro.jpg).

Esta enfermedad es un importante problema de Salud Publica en Ameérica
Latina, los reportes estadisticos del ano 2002 indican que de 16 — 18 millones de
personas se encuentran infectadas, 50,000 mueren cada afio y aproximadamente 120
millones (25% de la poblacion en Latinoamérica) se encuentran en riesgo de contraer
la enfermedad (Strategic direction for research nttp://www.who.int/tdr/diseases/chagas/drection.htm).
Se considera endémica desde México hasta Sudamérica (Figura 2) y en el caso

particular de México, los reportes estadisticos del 2002 indican que las personas

ANDREA ALEJANDRA RUIZ AVILA 3
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infectadas se encuentran principalmente en los estados de Chiapas, Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Edo. de México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca,
Puebla, Sonora, Yucatan y Zacatecas, siendo la prevalencia de la enfermedad mayor

en la costa del Pacifico (WHO, 2002).

Figura 2. Paises Endémicos de la Enfermedad de Chagas. Esta Enfermedad
es endémica desde México hasta Sudamérica, observandose la distribucion
de ésta en los paises con coloracion mas oscura (tomado de
http://www.who.int/ctd/chagas/chagmap1.jpg).

1.2 El parasito

T. cruzi infecta a células de mamiferos y es altamente pleomorfico, por lo cual
podemos encontrar distintos estadios en su ciclo de vida. Cada estadio presenta
propiedades Unicas y las transformaciones que ocurren entre éstos se desarrollan en
respuesta a variaciones en las condiciones de su entorno. La identificaciéon de estos
estadios esta basada en caracteristicas morfolégicas, tales como la forma general de
la célula, la posicion entre el cinetoplasto y el nucleo, asi como la regién donde el
flagelo emerge del saco flagelar. De acuerdo a ésto, encontramos tres estadios

claramente identificados: tripomastigotes, amastigotes y epimastigotes (Figura 3).

ANDREA ALEJANDRA RUIZ AVILA 4
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El estadio replicativo intracelular es conocido como amastigote, que es una
forma redonda que posee un flagelo corto y se divide por fisién binaria en un tiempo de
7 — 14 horas, aunque es importante mencionar que este tiempo de division depende
de factores tales como la cepa de la que se ftrate, la temperatura de incubacién y
caracteristicas del medio de cultivo en el que se desarrolla el parasito. Esta forma
parasitaria es redonda y mide de 2 — 2.5 uym, no presenta flagelo libe, pero éste se va
a encontrar dentro de una bolsa denominada saco flagelar, también se puede observar
en él un gran nucleo y el cinetoplasto (formado principalmente por DNA vy
mitocondrias) (Tay et al., 1998).

El estadio conocido como tripomastigote va a ser encontrado en el mamifero
hospedero de manera intracelular en los tejidos y extracelular en circulacién. En el
vector hematofago se encuentra sélo de manera extracelular, localizado en el intestino
posterior llevando el nombre de tripomastigote metaciclico. Estas formas parasitarias
no replicativas son flagelados de cuerpo alargado, que miden aproximadamente de 20
— 25 ym y presentan el cinetoplasto en posicion subterminal posterior al nucleo. Del
cinetoplasto surge la membrana ondulante que recorre al parasito a todo lo largo de su
cuerpo y sale libre en la porcién anterior (Tay et al., 1998).

Los epimastigotes son las formas replicativas extracelulares, y van a localizarse
en el intestino medio de los insectos en donde se multiplican. Estas formas
parasitarias son de aspecto fusiforme de aproximadamente 20 — 25 ym de longitud, su
cinetoplasto se encuentra en posicién anterior y cercano al nucleo, y el flagelo forma

una pequefa membrana ondulante (Tay et al., 1998).

ANDREA ALEJANDRA RUIZ AVILA 5
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@) ) Trypomastigote

Epimastigote

Amastigote

Figura 3. Morfologia de los distintos estadios de T. cruzi (tripomastigote, epimastigote,
amastigote). Um: membrana ondulante, kt: cinetoplasto, N: nucleo, F: flagelo, Sf: saco
flagelar (tomado de http:// www.bioscience.ora/2003/v8/e/948/fia2.ipa).

1.3 Ciclo de vida

Cuando un Reduvido infectado con T. cruzi se alimenta de la sangre del
mamifero hospedero, puede liberar tripomastigotes metaciclicos, que es la fase
infectiva del parasito, en las heces u orina. Estos se introducen a través de abrasiones
en la piel o por contacto con membranas mucosas. Una vez en el hospedero, los
tripomastigotes pueden infectar células vecinas. Dentro de la célula, los
tripomastigotes se diferencian en amastigotes, los que se dividen por fisién binaria, y
posteriormente vuelven a diferenciarse a tripomastigotes. Estos tripomastigotes recién
diferenciados son liberados de la célula para iniciar un nuevo ciclo infectivo en las
células vecinas, o bien pueden mantenerse en circulaciéon. La presencia de los
parasitos en circulacion les va a permitir propagar la infeccion al dirigirse hacia otros
tejidos (células de musculo cardiaco, esquelético, células del sistema reticuloendotelial

y células ganglionares entre otras).

ANDREA ALEJANDRA RUIZ AVILA 6
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Los tripomastigotes que se encuentran en circulacion pueden entrar también al
vector hematdfago via la ingesta de sangre del mamifero. Estos van a transformarse
en epimastigotes que van a migrar al intestino medio en donde se van a multiplicar.
Después de multiplicarse, pasan al intestino posterior en donde se unen a las
glandulas rectales. Una vez unidos a las glandulas rectales se diferencian a
tripomastigotes metaciclicos, que seran liberados y eliminados a través de las heces
fecales durante la ingesta de sangre, y de esta manera se reinicia el ciclo (Takle y

Snary, 1993) (Figura 4).

1 Etapas en el insecto Triatomino 2 Etapas en el humano

El insecto se alimenta de la sangre (transmite los tripomastigotes Los tripomastigotes metaciclicos penetran en células
metaciclicos en las heces) Los tripomastigotes entran por el sitio de ' vecinas al sitio de entrada. Dentro de las células se
picadura o membrana mucosas, como la conjuntiva ocular transforman en amastigotes.

Los amastigotes se multiplican por

Los tripomastigotes fision binaria dentro de las células o
pueden infectar otras tejidos infectados.
células y transformarse en 3

amastigotes intracelulares
en nuevos sitios de
infeccion. Las
manifestaciones clinicas
pueden resultar de este
ciclo infectivo

N

r D

il

M}L 5 El insecto toma sangre del
Er-Cl hospedero (tripomastigotes
6 Epimastigotes en intestino medio ingeridos)

I‘A

i= Etapa infectiva o -.éil

b= Etapa diagnéstica

Los amastigotes intracelulares sc

4 transforman en tripomastigotes, los cuales
salen de las células y entran en circulacion
sanguinea

Figura 4. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. En la figura se explican cada uno de los estadios del ciclo de
vida del parasito (tomado de http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/b/b8/Chagas_disease_cycle.jpeg).
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I1.4 Caracteristicas Clinicas de la Enfermedad de Chagas

Recién infectado el mamifero se produce la fase aguda de la infeccién, la que
esta caracterizada por una alta parasitemia en sangre y una extensa parasitosis de
tejidos locales. Por lo general, esta fase es asintomatica, pero algunas veces pueden
presentarse sintomas tales como fiebre, vomito, diarrea, anorexia, inflamacion de
tejido linfatico, miocarditis y en algunos casos de pacientes infantiles se puede
desarrollar meningoencefalitis; estos sintomas desaparecen espontaneamente
después de 4 a 8 semanas sin alguna secuela aparente (WHO, 2002). Los sintomas
anteriormente descritos no son caracteristicos de la enfermedad, sino que pueden ser
confundidos con otros padecimientos; sin embargo, en algunas ocasiones se pueden
observar signos patognomonicos en el lugar de entrada del parasito. Cuando la via de
entrada es en la piel, se observa una lesion que se conoce como Chagoma (Figura 5)
y cuando se da a través de las membranas mucosas oculares, se desarrolla una
conjuntivitis unilateral conocida como Sindrome de Romafa (Figura 5) (Takle y Snary,
1993). La fase aguda de la enfermedad se reconoce solo en aproximadamente del 1 —

2% de los individuos que adquieren la infeccion (WHO, 2002).

Figura 5. Signos patognomoénicos de la Enfermedad de Chagas. Signos observados en la via de entrada del parasito
durante la fase aguda de la enfermedad, cuando la via de entrada es a través de la piel (A) se conoce como Chagoma y
cuando la via de entrada es a través de las membranas mucosas (B) se conoce como Sindrome de Romafia (tomado de
http://www.bioscience.org/2003/v8/e/948/fig5.jpg y http://www.jyi.org/articleimages/185/originals/img3.jpg).

ANDREA ALEJANDRA RUIZ AVILA 8



Facultad de Quimica

La alta parasitemia en sangre sigue por cerca de uno o dos meses, después
de este tiempo el paciente entra a una fase latente, indeterminada o crénica
asintomatica. Esta etapa esta caracterizada por una baja parasitemia, ausencia de
sintomas, un tiempo inespecifico de duracién y deteccion de anticuerpos IgG anti — T.
cruzi. Durante esta fase, puede ocurrir la proliferacion del parasito dentro de las
células, por lo que algunos autores la consideran como un periodo de aumento gradual
de los sintomas caracteristicos de la etapa cronica sintomatica, posiblemente como
resultado del lento desarrollo de un proceso de autoinmunidad (Takle y Snary, 1993).
Cerca del 50 al 70% de los individuos infectados permanecen bajo esta condicidon por
el resto de sus vidas (WHO, 2002).

Posteriormente, el paciente entra a la etapa cronica sintomatica de la
enfermedad, en la cual se ven afectados principalmente el corazén y el tracto digestivo
del hospedero. En el caso de la afeccidn cardiaca las manifestaciones clinicas son:
falla cardiaca, agrandamiento del corazén, anormalidades electrocardiograficas,
dilatacion, aneurismas del ventriculo izquierdo, arritmias y tromboembolismo entre
otras. El sindrome en conjunto es conocido como megacardio o cardiomiopatia
chagasica (Figura 6) (WHO, 2002). La forma digestiva de la enfermedad involucra
aperistaltismo y agrandamieto de las regiones del tracto digestivo, originando asi las
caracteristicas conocidas como megaesdéfago y megacolon (Figura 6). Las formas
cardiacas y digestivas parecen tener una causa comun asociada con la destruccion del
sistema nervioso auténomo en los 6rganos afectados, lo cual trae como consecuencia
reduccion en el tono y eficiencia muscular (Takle y Snary, 1993). Las células
ganglionares también son destruidas tanto por la infeccién con los parasitos como por
la accidon de anticuerpos. Dadas las caracteristicas anteriormente mencionadas, de un
60% - 70% de las personas que se encuentran en la fase cronica de la enfermedad

mueren (WHO, 2002).
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Figura 6. Manifestaciones clinicas de la etapa crénica de la Enfermedad de Chagas. La forma digestiva (A) es conocida
como megacolon y la forma cardiaca (B) es conocida como megacardio, en ambas figuras puede observarse un
agrandamiento de los o6rganos (tomado de  http://tmcr.usuhs.mil/tmcr/chapterd/large4/04-027D.jpg vy
http://www.med.sc.edu:85/lecture/images/mega1.gif).

1.5 Caracteristicas genéticas de T. cruzi

Gracias al desarrollo de la técnica de electroforesis de proteinas, se evidencio en
los diferentes organismos una gran variabilidad genética, y en el caso de T. cruzi se
observd una gran heterogeneidad isoenzimatica. El analisis de este tipo de proteinas
estd basado en que las isoenzimas son enzimas con la misma funcién pero de
movilidad electroforética diferente. La movilidad de éstas depende de la carga de la
proteina, la cual va a estar ligada esencialmente a su estructura primaria. La estructura
primaria evoluciona por mutaciones puntuales y la seleccién natural interviene muy
poco en ellas. Este tipo de analisis permite medir distancias evolutivas entre los
organismos y posteriormente construir filogenias. A partir de estos datos se analizo el
modo de reproduccién de T. cruzi, el cual se concluyé se da de manera asexuada,
generando de esta manera una estructura de poblaciones esencialmente clonal. La
estructura clonal implica la existencia de entidades independientes (clones), que
puede presentar propiedades bioldgicas diferentes, aunque no se excluyen los

fendmenos de intercambios genéticos entre las cepas (Breniére et al., 1999).
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Con base en estos estudios isoenzimaticos fue posible identificar tres grupos de
cepas agrupadas en funcién de su perfil enzimatico, los que fueron denominados
zimodemas: Z1, Z2 y Z3. En un principio cada uno de estos zimodemas parecia ser
muy homogéneo, pero gracias a estudios posteriores con 250 cepas brasilefas se
encontré que existia una mayor variabilidad, aunque cada cepa se podia relacionar a
uno de los zimodemas anteriormente descritos (Breniére et al. 1999). Se concluyo
entonces que T. cruzi presenta un gran numero de clones que a su vez pueden
agruparse en zimodemas que se encuentran distribuidos sobre largas areas
geograficas. Posteriormente, por medio de analisis isoenzimaticos, analisis de RAPD
(Amplificacion al azar de DNA polimdrfico basado en la utilizacién de iniciadores de
secuencia corta que se emplean en una reaccion de PCR con el DNA blanco), analisis
de genes de mini exdn (secuencia nuclear cuyos primeros 39 nucleétidos del extremo
5’ participan en la estabilidad de los RNAs mensajeros en T. cruzi) y analisis del ARN
ribosomal (PCR de una region especifica del gen 24S alfa); se mostré que las
poblaciones de T. cruzi se reparten en dos principales genotipos o grupos genéticos.
De acuerdo a esto, las cepas previamente nombradas Z1 o linaje 2 pertenecen al
grupo genético |, mientras que las cepas nombradas Z2 y Z3 o linaje 1 pertenecen al
grupo genético Il que a su vez se divide en 5 subgrupos (lla-e), (Breniére et al. 1999;

Martinez, 2006; WHO, 2002).

11.5.1 Caracteristicas genéticas y biolégicas en cepas mexicanas de T. cruzi

Con base en estudios de RAPD (Bosseno et al., 2001) se ha podido confirmar
que la mayoria de las cepas mexicanas de T. cruzi (sin importar sus distintas
caracteristicas biolégicas) pertenecen al genotipo | y algunas pocas como el caso de
Ver 03 y Ver 06 pertenecen al genotipo Il. Esto indica que el genotipo | puede ser

considerado como el principal agente causal de la Enfermedad de Chagas en México,
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lo cual contrasta con la situacion en Sudamérica, en donde el genotipo Il juega un
papel muy importante en la infeccidon en humanos.

Por otro lado, con base en una serie de estudios realizados (Lopez-Olmos et al.,
1997) se ha encontrado que existe una alta heterogeneidad en algunas caracteristicas
biolégicas (velocidad de crecimiento, transformacion de epimastigotes a
tripomastigotes, infectividad) y perfiles isoenzimaticos entre cepas mexicanas de T.
cruzi. Por lo tanto, es dificil establecer una correlacién entre las caracteristicas
bioldgicas, los perfiles isoenzimaticos y el origen geografico de la cepa, lo cual refleja
que el comportamiento bioldgico esta influenciado por factores distintos a aquellos que
pueden ser detectados en los analisis isoenzimaticos.

Esta heterogeneidad en caracteristicas bioldgicas puede observarse en cepas
que pertenecen al mismo grupo genético; en cepas mexicanas esto puede verse
reflejado entre las cepas Ninoa y Querétaro. Estas cepas muestran un comportamiento
biolégico diferente entre ellas, que se puede ver reflejado en la infectividad in vitro y
virulencia in vivo. In vivo, al inocular la misma cantidad de tripomastigotes (1 x 10°) por
via peritoneal a ratones BALB/c, una cepa mata al 100% de los ratones durante la fase
aguda de infeccion (Querétaro), mientras que la otra cepa no mata a ninguno de los
ratones infectados, llegando estos hasta la fase crénica de la infeccion (Ninoa) (Sosa,
2003; Rico, 2004). In vitro, la diferencia se observa en la infectividad de las cepas,
siendo la cepa Querétaro alrededor de 50% mas infectiva que la cepa Ninoa, ademas

de entrar mas rapidamente a la célula hospedera (Jiménez, 2005).

1.6 Quimioterapéutica en la Enfermedad de Chagas
11.6.1 Nifurtimox y Benznidazol
La quimioterapéutica actualmente utilizada para el tratamiento de la enfermedad

esta basada en la utilizacion de compuestos nitroderivados, un nitrofurano (Nifurtimox)
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y un nitroimidazol (Benznidazol) (Urbina et al., 2003). El Nifurtimox es administrado en
una dosis oral de 8 — 10 mg/Kg por dia, y después de 3.5 horas se advierten los
valores plasmaticos maximos (10 a 20 uM). El Beznidazol es administrado también via
oral a una dosis de 5 mg/Kg por dia, logrando los niveles plasmaticos maximos de 3 a

4 horas después (8.5 a 10.8 yM) (Figura 7) (Goodman et al., 2003).

O § L0 HE CHy
N NO, j/
= 0 A 0 B

Figura 7. Estructuras de los compuestos utilizados para el tratamiento de la Enfermedad
de Chagas. (A) Benznidazol y (B) Nifurtimox. En ambos compuestos la presencia del anillo
nitroderivado en su estructura es determinante para su actividad bioléaica

Ambos compuestos presentan una actividad significativa en la fase aguda de la
enfermedad, logrando mas del 80% de la cura parasitolégica en pacientes bajo
tratamiento, la cura parasitolégica se logra cuando el paciente presenta resultados
negativos en las pruebas parasitolégicas y serolégicas (Cangado, 1999); sin embargo,
son considerados poco eficaces para el tratamiento de la etapa crénica de la
enfermedad. Lo anterior puede deberse a que ambos farmacos estan encaminados
hacia la eliminacion del parasito, y aunque en algunos trabajos (Garcia et al., 2004), se
ha demostrado que el Benznidazol puede disminuir algunas alteraciones
caracteristicas de la fase créonica de la enfermedad, no se considera como
completamente eficaz ya que otros fendmenos autoinmunes estan implicados en el
desarrollo de esta etapa de la enfermedad. (Garcia et al., 2004; de Oliveira et al.,
1997; Hernandez et al., 2003).

Aunque se considera que algunos fendmenos autoinmunes se encuentran

fuertemente asociados con la patologia de la etapa crénica, la persistencia de los
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parasitos en el hospedero origina un desbalance de la respuesta inmune que puede
traer como consecuencia la autoinmunidad, por lo tanto, la eliminacion de los parasitos
es un prerrequisito para limitar la evolucion de la enfermedad, y evitar o disminuir las
consecuencias que pudieran presentarse a largo plazo (Croft, et al., 2005). Con base
en lo anterior, se ha demostrado que en pacientes en etapa temprana crénica tratados
con Benznidazol, si bien no alcanzan la cura parasitolégica, muestran una reduccion
significativa en la ocurrencia de anormalidades electrocardiograficas, asi como
disminucion del deterioro caracteristico en esta etapa de la enfermedad.

Por otro lado, es importante mencionar que ambos compuestos producen efectos
adversos frecuentes (probablemente como consecuencia de dafo oxidativo o
reductivo en los tejidos del hospedero). Entre algunos efectos adversos podemos
mencionar desde hipersensibilidad, como dermatitis, fiebre, ictericia, infiltrados
pulmonares, anafilaxia, asi como, nausea, vomito, mialgias y debilidad; pueden
presentarse también complicaciones localizables en tubo digestivo y sistema nerviosos
periférico y central. Se han sefalado casos de leucopenia, de disminucién en el
numero de espermatozoides y linfoma (Goodman et al., 2003). La aparicion de estos
efectos adversos es debida a que estos compuestos presentan un margen terapéutico
muy estrecho (la dosis terapéutica es muy cercana a la dosis toxica) (Petray, et. al

2004).

11.6.1.1 Mecanismo de accion del Nifurtimox y Benznidazol

El Nifurtimox y el Benznidazol actuan via la formacion de radicales libres o de
metabolitos electrofilicos. El grupo nitro presente en ambas moléculas es reducido a
un grupo amino por la accion de nitrorreductasas con la formacioén de varios radicales
libres y metabolitos electrofilicos. Este proceso inicia con la reaccién catalizada por la

enzima NADPH - citocromo P450 reductasa, que actua en el grupo nitro de la
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molécula (R-NO,) produciendo el radical nitro anién intermediario (R-NO,"). Este
radical entra a un ciclo redox con el oxigeno molecular, el cual se reduce parcialmente
al anion superoxido (O27), mientras que el farmaco se regenera. El anidon superéxido
dismuta a peréxido de hidrégeno (H.O,) por accion de la enzima superoxido dismutasa
(SOD). A su vez, el anién superoxido (O,7) y el perdxido de hidrégeno (H,O.), en
presencia de Fe** forma el radical hidroxilo (OH) el cual va a unirse a lipidos,
proteinas y DNA provocando un dafo sobre ellos, o bien se puede unir directamente al

glutation y el tripanotion libre(Figura 8), (Maya et al., 2003; Maya et al., 2006).

Proteinas
Acidos PP
Benznidazol Nucleicos ng’(ltlénox
RNO, Lipidos 2

2H"
Nitrorreductasas
0O,”
SOD
. Ciclo Redox
Nitrorreductasas| 3+
Fe v 0,

+OH € 0, + H0,

Radical Nitroanién

RNO,~ » RNH;
v GSH GSSG
TH | — | TSk
RNHZ«—‘ Metabolitos Electrofilicos \_/ Metabolitos Electrofilicos

Reductasa

< ; Conjugados
GSH Farmaco — Grupos
T(SH). Tioles

Conjugados
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Figura 8. Mecanismo de accién del Nifurtimox y Benznidazol. El grupo nitro de ambos compuestos es reducido a
radicales libres o metabolitos electrofilicos por la acciéon de nitrorreductasas. Este radical nitroanion del nifurtimox
puede unirse directamente al glutation (GSH) y tripanotion (T(SH).) del parasito o bien puede entrar a un ciclo redox
con el oxigeno presente y formar H.O, por accion de la enzima superoxido dismutasa (SOD). El perdxido de
hidrégeno y el radical superoxido pueden a su vez formar el radical hidroxilo, el cual va a unirse a las macromoléculas
del parasito (proteinas, acidos nucleicos, lipidos, asi como al glutation (GSH) y tripanotién libre (T(SH).)). Los
metabolitos electrofilicos formados a partir del Benznidazol también pueden afectar las macromoléculas
anteriormente mencionadas (Maya et al., 2006).

En un estudio realizado por Docampo y Stoppani, 1979, se sugiere que la
reduccion intracelular del Nifurtimox genera un radical a partir del grupo nitro, que a su

vez sigue el ciclo redox que trae como consecuencia la formacién del anién superdxido
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(O27) y peroxido de hidrégeno (H,0.). Esto indica que la generacién de radicales libres
de oxigeno es el principal mecanismo de accién del Nifurtimox, dado que estos
radicales van a ser capaces de unirse a las macromoléculas del parasito provocando
peroxidacion de lipidos, destrucciéon de membranas, dafio a DNA, unidn a proteinas e
inactivacion de enzimas (Goijman y Stoppani, 1983). Dentro de las enzimas que se
pueden ver inactivadas por la accion del Nifurtimox se encuentra la enzima tripanotion
reductasa, la cual es importante en los procesos de detoxificacion del parasito
(Raether y Hanel, 2003). De la misma forma puede unirse a tioles libres como
tripanotion y glutation del parasito, limitando asi sus mecanismos de detoxificacion a
radicales libres (Maya et al., 1997).

El mecanismo de accién del Benznidazol no depende de radicales libres de
oxigeno como el caso del Nifurtimox (Maya et al., 2006). Al parecer los metabolitos
reducidos del benznidazol se van a unir covalentemente con las moléculas sin pasar
por un ciclo redox, afectando de esta manera a DNA vy lipidos (Goijman y Stoppani,
1983). Ademas es capaz de disminuir los niveles de tripanotion, glutation y de la

enzima tripanotién reductasa.

11.6.2 Etanidazol

El Etanidazol es un nitroimidazol actualmente utilizado en el tratamiento del
cancer que pertenece al grupo de los radiosensiblizadores hipdxicos, (Figura 9).
o
\ N Figura 9. Estructura del Etanidazol.
Se puede observar la presencia del

anillo nitroderivado en la molécula,
al cual se debe su actividad

NH

OH
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Los radiosensibilizadores hipoxicos son agentes quimicos o farmacolégicos
que incrementan el efecto letal de la radiacion sobre células cancerosas, minimizando
la accion sobre los tejidos normales. La pobre vascularizacion de las células tumorales
trae como consecuencia la formacion de células hipoxicas, las cuales son mas
resistentes a la radiacion que las células oxigenadas; lo anterior se debe a que el
oxigeno es necesario para la formacion de los radicales libres de oxigeno (ROS) que
van a dafiar a las células tumorales (Rosenberg and Knox, 2006). Los sensibilizadores
hipéxicos pueden imitar el efecto del oxigeno formando radicales libres que van a
dafar al DNA de las células y aumentando de esta manera el efecto
radiosensibilizador (Wang, et al., 2002). De acuerdo a lo anterior, estos agentes son
utilizados para el tratamiento de diferentes tipos de cancer como el caso del cancer de
la cabeza y cuello, cervical, pulmén, cerebro, mama, ovario, prostata, entre otros.

La primera generacion de radiosensibilizadores hipdxicos (misonidazol), de
acuerdo a estudios en fase preclinica, resultaron ser una excelente estrategia
terapéutica para la sensibilizacion de los tumores a la radiacion sin provocar efectos
concomitantes en los tejidos normales (Rosenberg and Knox, 2006). Sin embargo, en
fases clinicas, el empleo de este farmaco trajo consigo la aparicion de neuropatias
(deterioro de nervios periféricos por lo que se rompe la habilidad de comunicacion con
musculos, érganos y tejidos), y como consecuencia dejé de ser considerado como un
efectivo radiosensibilizador hipoxico (Rosenberg and Knox, 2006).

Posteriormente surge la segunda generacién de radiosensibilizadores hipdxicos,
entre los que se encuentra el Etanidazol. Este compuesto ha resultado ser menos
téxico que algunos otros radiosensibilizadores hipéxicos, incluyendo al misonidazol
(Petray et al., 2004, Lawton et al., 1996), y se ha considerado a éste y algunos otros
nitroimidazoles como radiosensibilizadores muy efectivos incluso cuando se utilizan a

dosis muy altas, pues puede ser empleado a dosis tres veces mayores que las
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empleadas para misonidazol (Coleman et al., 1987). Las dosis y el esquema
terapéutico que se sigue al emplear el etanidazol dependen del tipo de cancer del cual
se trate; pero, generalmente se administra en dosis intravenosas de 2 g/m? cada tercer
dia. No debe de utilizarse por dias consecutivos para evitar la incidencia de
neuropatias (Urtasun et al., 1998; Eschwége et al., 1997) pues éstas comienzan a

presentarse cuando se alcanza una dosis de 34g/m? al llegar a las 6 semanas.

11.6.2.1 Mecanismo de accion del Etanidazol

Bajo condiciones aerobias, el etanidazol atraviesa por un ciclo redox que genera
especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden resultar toxicas para la célula a la
cual se enfrente. Sin embargo, bajo condiciones hipdxicas, el etanidazol es reducido
por una serie de nitrorreductasas sensibles al oxigeno para generar radicales libres

que van a formar aductos con las macromoléculas de las células (Petray et al., 2004).

11.6.2.2 EIl Etanidazol en la Enfermedad de Chagas

En un estudio de evaluacioén (in vitro) de la actividad anti T. cruzi del Etanidazol,
se demostré6 que éste presentaba un efecto sobre tripomastigotes y amastigotes
contenidos en células Vero y J774 de la cepa sudamericana RA. Sin embargo, la dosis
letal media (DLso= 174 yM a las 24 h y 18 yM a las 48 h para tripomastigotes) y la
concentracién inhibitoria 50 (ICsp= 15 uM para amastigotes) resultaron ser mayores
para este compuesto que las que se observaron en el caso del Benznidazol (DLso= 6.6
MM alas 24 hy 2.2 uM a las 48 h para tripomastigotes y ICs,= 1 uM para amastigotes).
Lo anterior nos indica que el Etanidazol resulta ser menos potente que el Benznidazol,
sin embargo, esta caracteristica no debe parecer un obstaculo para la utilizacién de
este compuesto como una nueva estrategia terapéutica para el tratamiento de la

Enfermedad de Chagas, ya que como se menciond anteriormente este ha resultado
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ser menos toxico, lo cual permitiria aumentar las dosis del farmaco para alcanzar una

actividad equivalente que la que exhibe el Benznidazol (Petray et al., 2004).

11.6.3 Avances en la Terapéutica

El conocimiento de la biologia basica de T. cruzi permitira el desarrollo de nuevas

estrategias para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, a continuaciéon se

mencionan algunas de las mas relevantes:

1.

Inhibidores de la biosintesis de esteroles: T. cruzi requiere de esteroles
especificos para la viabilidad celular y la proliferacién en todos los estadios
de su ciclo de vida, y es muy susceptible a los inhibidores de la biosintesis
de ergosterol que actuan a distintos niveles de la via de la biosintesis de
esteroles. (Urbina y Docampo, 2003).

Inhibidores de proteasas de cisteina: T. cruzi contiene una proteasa de
cisteina denominada cruzipaina, también conocida como gp51/57, la cual
es responsable de la mayor parte de la actividad proteolitica que se
presenta durante el ciclo de vida del parasito. Inhibidores selectivos de este
proteasa permiten bloquear la proliferacion tanto de epimastigotes como de
amastigotes, ademas de provocar un arresto en la metaciclogénesis
(transformacion de epimastigotes a tripomastigotes metaciclicos), (Urbina y
Docampo, 2003).

Inhibidores del metabolismo de pirofosfato: los tripanosomatidos y los
parasitos apicomplexos contienen organelos especializados denominados
acidocalcisomas, que estan involucrados en el almacenamiento de
polifosfatos y cationes y en la adaptaciéon de estos parasitos al estrés
ambiental. La toma de Ca®" y su liberacion de la matriz acidocalcisomal,

esta regulada por una serie de mecanismos entre los cuales se tiene:
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ATPasa de Ca?, bomba Na*/H* y H/ATPasa y pirofosfatasas. Los
bifosfonatos, son selectivamente acumulados en el parasito y pueden
inhibir enzimas involucradas en reacciones organicas e inorganicas de
pirofosfato, tales como la farnesyl — pirofosfato sintasa, esqualeno sintasa o
pirofosfatasas de bombas de H* (Urbina y Docampo, 2003).

4. Inhibidores de almacenamiento de purinas: Los tripanosomatidos son
deficientes en la sintesis de novo de purinas, toman estos compuestos
esenciales a partir del medio de crecimiento. Una enzima clave en esta via
es la hipoxantina — guanina fosforibosil transferasa (HGPRT), lo cual la
convierte en una blanco clave para la terapéutica (Urbina y Docampo
2003).

Existen otras vias bioquimicas que han sido identificadas como importantes
blancos quimioterapéuticos, entre las que se tiene: las enzimas involucradas en la
sintesis y el metabolismo del tripanotién, la dihidrofolato reductasa que es una enzima
que cataliza un paso crucial en la sintesis de novo de nucleétidos en los

tripanosomatidos, y algunos analogos de fosfolipidos (Urbina y Docampo, 2003).

1.7 Diferencias de susceptibilidad a farmacos

Anteriormente se mencioné que el modo de reproduccion de T. cruzi se
considera esencialmente clonal; sin embargo, por medio de una serie de estudios
realizados por Gaunt, se determind que pueden ocurrir eventos de recombinacion
genética en el parasito en poblaciones naturales, generando asi, genotipos hibridos.
De esta manera algunas propiedades bioldgicas tales como la virulencia y la
resistencia a farmacos pueden presentar una alta heterogeneidad entre cepas de T.

cruzi (Gaunt et al., 2003).
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Muchos autores han demostrado que la resistencia de las cepas a Benznidazol y
Nifurtimox puede incrementarse cuando se aislan a las cepas de ratones previamente
tratados con estos farmacos. Veloso sugiere que el tratamiento inicial elimina a los
parasitos sensibles preservando a los resistentes, que se multiplican y dominan dentro
de la poblacion (Veloso et al., 2001). Sin embargo, existen cepas que han sido
caracterizadas como resistentes naturales a los farmacos, (Filardi y Brener, 1987) tal
es el caso de la capa Colombiana (Col) perteneciente al genotipo I.

Las diferencias que se llegan a dar en la susceptibilidad a farmacos por distintas
cepas de T. cruzi ha sido muy estudiada. En un estudio realizado por Filardi y Brener,
1987, se reportd una alta variabilidad en la susceptibilidad a Benznidazol y Nifurtimox,
y una posible relacién con la distribucidon geografica de las cepas; pero a su vez
descartando una correlacion con algunas caracteristicas de las cepas tales como
virulencia y patogenicidad. Posteriormente, con base en estudios realizados por
Silvane, et al., 1998 se establecié que no necesariamente existe una correlacion entre
la susceptibilidad a Benznidazol y Nifurtimox y el area geografica a la cual pertenezca
la cepa. Finalmente, el estudio realizado por Villareal et al., 2004, se enfoco a
correlacionar la susceptibilidad al Benznidazol y la diversidad genética de cepas
(considerando la divisién del grupo genético Il en sus subgrupos), que se encontraban
en areas geograficamente no muy alejadas unas de otras. En este estudio se
demostré que no existe una correlacion entre la susceptibilidad a farmacos y las
distancias filogenéticos, y se encontré una alta variabilidad de susceptibilidad a
farmacos dentro de cada genotipo.

La aparicion de cepas de T. cruzi resistentes a los distintos tratamientos
empleados (Nifurtimox y Benznidazol), puede ser uno de los principales argumentos
que expliquen la falta de efectividad de éstos en algunos pacientes (Villareal et al.,

2004).
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lIl.  JUSTIFICACION

La Enfermedad de Chagas es considerada un problema de salud publica en
América Latina ya que aproximadamente de 16 a 18 millones de personas se
encuentran infectadas, de las cuales s6lo un porcentaje muy bajo logra curarse dada
la ineficiencia de la terapéutica existente. Los farmacos utilizados para tratar la
enfermedad (Nifurtimox y Benznidazol) son eficientes en la etapa aguda de la
enfermedad (logrando un 80% de la cura parasitologica), pero ineficientes en la etapa
crénica. Lo anterior representa un problema, ya que la enfermedad es considerada
mayormente asintomatica en la fase aguda y muchas veces no logra detectarse sino
hasta la etapa crénica. Ademas, la utilizacion de estos farmacos conlleva a la aparicion
de efectos adversos que traen como consecuencia la suspension de los tratamientos.
Las razones anteriormente mencionadas junto con la evidencia de una alta variabilidad
en la susceptibilidad a farmacos que se llegan a presentar en las diferentes cepas de
T. cruzi, hacen necesaria la busqueda de una nueva estrategia terapéutica. El
Etanidazol, que presenta pocos efectos adversos a dosis muy altas, presentd actividad
sobre la cepa sudamericana RA de T. cruzi. Sin embargo es necesario determinar la
actividad de este compuesto sobre cepas de otro grupo genético para determinar si
efectivamente puede considerarse como un farmaco prometedor para el tratamiento

de la enfermedad de Chagas.
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IV. HIPOTESIS

Dado que se han observado diferencias biolégicas entre las cepas Ninoa y

Querétaro y que la susceptibilidad a farmacos es muy heterogénea entre cepas que

pertenecen al mismo grupo genético, podrian existir diferencias de susceptibilidad al

Etanidazol entre ellas.

V. OBJETIVOS

VA

V.2

Objetivo general
Determinar si el Etanidazol presenta actividad contra cepas mexicanas de
T. cruzi y evaluar si existen diferencias de susceptibilidad al farmaco entre

ellas.

Objetivos particulares

Analizar si el Etanidazol presenta actividad contra tripomastigotes
sanguineos de las cepas mexicanas genotipo | Ninoa y Querétaro.
Comparar el efecto con el observado con Nifurtimox y Benznidazol.

Evaluar si el Etanidazol presenta actividad contra amastigotes de las cepas
Ninoa y Querétaro contenidos en macréfagos (células J 774). Comprobar el

efecto con el observado con Nifurtimox y Benznidazol.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1 Material Biolégico

Las cepas utilizadas en este estudio fueron las cepas Ninoa y Querétaro. Esta
eleccién se realizd en base a que estas son cepas mexicanas pertenecientes al
genotipo | que se encuentran caracterizadas genética (Bosseno et al., 2001) y
biolégicamente, ya que se conocen algunas caracteristicas como velocidad de
crecimiento, infectividad in vitro realizada en células Vero, transformaciéon de
epimastigotes a tripomastigotes y virulencia, entre otras (Lopez-Olmos et al., 1997).
Los tripomastigotes de ambas cepas utilizados en este trabajo se cultivaron en el
Laboratorio B11 del Departamento de Inmunologia del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM a cargo de la Dra. Bertha Espinoza Gutiérrez. Los
tripomastigotes de cultivo de ambas cepas fueron obtenidos a partir de cultivos de
células Vero infectadas (Anexo A) mantenidas en medio D-MEM complementado con
SFB al 10% (Anexo B) (Lopez, 1999). Los tripomastigotes de sangre de ratdn
infectado fueron obtenidos a partir de ratén BALB/c, ya que esta cepa de ratén es
relativamente susceptible a la infeccidon con T. cruzi, en el dia 28 post - infeccién en el
caso de la cepa Ninoa y en el dia 18 post - infeccion en el caso de la cepa Querétaro

(Sosa, 2003).

VI.2 Farmacos

El Benznidazol y Nifurtimox fueron proporcionados por el Dr. Benjamin Nogueda
Torres de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del IPN. El Etanidazol (N — (2 —
hidroxietil) — 2 — nitro — 1 — imidazolacetamida) fue proporcionado por la Dr. Patricia

Petray y el Dr. Ricardo Corral, el cual a su vez fue donado por los Laboratorios Roche.
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Las soluciones stock de Benznidazol y Nifurtimox fueron preparadas en DMSO y
las soluciones stock de Etanidazol se prepararon en 10 mM TRIS, 0.85% NaCl, pH
7.4, de acuerdo a lo establecido por Petray et al., 2004. La concentracion final de
DMSO en los experimentos no debe ser mayor al 1%, pues a concentraciones

mayores a esta, el compuesto resulta ser toxico para las células.

VI.3 Evaluacién del efecto de farmacos sobre tripomastigotes sanguineos

VI.3.1. Obtencién de tripomastigotes sanguineos

Se obtuvieron tripomastigotes de las cepas Ninoa y Querétaro a partir de sangre
de raton BALB/c infectado. Posteriormente, se realizé el conteo de parasitos en sangre
utilizando la camara de Neubauer (Bright Line 15170-172) (Anexo C). A partir del
numero de parasitos/mL de sangre determinado, se prepar6 una solucion de parasitos
en medio DMEM 10% SFB fresco a una densidad de 800,000 parasitos/mL en el caso
de la cepa Querétaro y a una densidad de 400,000 parasitos/mL en el caso de la cepa
Ninoa (del Olmo et al., 2001). La diferencia en el numero de parasitos en solucion
entre las dos cepas se debié a que la parasitemia del ratén infectado con la cepa
Ninoa es menor que la parasitemia del raton infectado con la cepa Querétaro. Se
sembraron 495uL de esta solucidon de parasitos para el ensayo con Nifurtimox y
Benznidazol, y 450 pL para el ensayo con Etanidazol, en cada uno de los 12 pozos de
una placa de 24 pozos (COSTAR 3524), éstos volumenes se completaran a 500 pL
tras la adicion de los farmacos, teniendo finalmente 400,000 parasitos/pozo en el caso
de la cepa Querétaro y 200,000 parasitos/pozo en el caso de la cepa Ninoa. Se
adicioné agua estéril a los pozos restantes para evitar la evaporacién de las soluciones

de parasitos.
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VI.3.2 Determinacion del efecto de los farmacos sobre el nimero y movilidad
de tripomastigotes sanguineos

Se adicionaron 5 pL de las soluciones de Nifurtimox y Benznidazol y 50 pL de la
solucion de Etanidazol, de manera que las concentraciones finales de estos farmacos
en los pozos fueron las siguientes: 1.48 yM, 4.4 yM, 13.3 uM, 40 pM y 120 uyM en el
caso de Nifurtimox y Benznidazol y de 14.8 uM, 44 uM, 133 uM, 400 uM y 1200 pM en
el caso de Etanidazol. En los pozos controles (sin tratamiento) se adicionaron 5 uL de
DMSO en el caso de los controles para Nifurtimox y Benznidazol, y 50 yL de 10 mM
TRIS, 0.85% NaCl, pH 7.4 en el caso de los controles para Etanidazol. Se incubaron
las placas a 37° C, 5% CO, y 90% de humedad relativa durante 24 y 48 horas en el
caso de la cepa Querétaro, y durante 24 horas en el caso de la cepa Ninoa. Después
de transcurrido el tiempo de incubacion, se realizé el conteo de parasitos moviles,
inmoviles y muertos en presencia de azul tripano y fue determinado el valor de DLs, el
cual es definido como la concentracion de farmaco que reduce en un 50% el niumero
de tripomastigotes sanguineos comparados con el control (Petray et al., 2004; Velasco

et al., 2003).

VI.3.3. Determinacion del efecto de farmacos sobre la morfologia de
tripomastigotes sanguineos
Se tomé una alicuota de 2.5 uL del cultivo de tripomastigotes (después de
transcurridas las 24 y 48 horas de incubacion), se realizé un frotis sobre un
portaobjetos (Corning 2947) y se dejo secar al aire. Ya seca la muestra, ésta se fijo
con metanol, se dej6 secar al aire el metanol y finalmente se tifid con solucién de
trabajo Giemsa (Anexo D) durante 15 minutos. La laminilla se lavé con agua corriente
y se dejo secar al aire. Una vez seca, se observo al microscopio optico Microstar IV

(100x), y se determind el numero de tripomastigotes con morfologia normal y anormal
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en 20 campos de cada una de las muestras. Posteriormente se fotografiaron algunas
laminillas representativas en un microscopio Opyiphoy-2 de Nikon con camara Coolpix
4300 de Nikon y finalmente las fotografias fueron editadas con el programa Adobe

Photoshop 7.0.

VI.4 Evaluacion del efecto de farmacos sobre amastigotes intracelulares

VI.4.1  Procedimiento de infeccion “in vitro”

Se obtuvieron células J774 a partir de cultivos mantenidos a 37° C, 5% CO, y
90% de humedad despegandolas con EDTA 5 mM (Anexo A.1) e incubandolas a 37°
C, 5% CO, y 90% humedad durante 30 minutos. Después, éstas se resuspendieron en
medio D-MEM fresco con 10% SFB y se centrifugaron a 560 g, 4° C durante 10
minutos. Se resuspendio el pellet de células obtenido y se realizé un conteo de las
células presentes en el resuspendido empleando la camara de Neubauer (Bright Line
15170-172). En base al conteo de células realizado, se preparé una solucion de
células a una densidad de 6000 células/mL. Finalmente se sembraron 30 pL de esta
solucion de células (180 células/pozo) en cada uno de los pozos de una laminilla de
teflon de 18 pozos (Cell — line 10 — 476) contenida en una caja Petri. Las laminillas
contenidas en la caja fueron previamente tratadas y esterilizadas (Anexo E) y se
agregan aproximadamente 2 mL de agua estéril sobre el papel filtro contenido en la
caja Petri para evitar la evaporacion de la solucién de células. Se dejaron adherir las
células durante 3 horas aproximadamente incubando a 37° C, 5% CO, y 90%
humedad (Jiménez, 2005).

Una vez transcurrido el tiempo de adhesion de las células, se obtuvieron
tripomastigotes a partir de células Vero infectadas como se menciona a continuacion.
Se recoge el sobrenadante de las células Vero infectadas con T. cruzi (cepas Ninoa o

Querétaro) y se centrifuga a 560 g, 4° C durante 10 minutos. El pellet resultante se
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resuspendié en 1 mL de medio D-MEM fresco con 10% SFB y se contaron el nimero
de parasitos presentes en el resuspendido empleando la camara de Neubauer (Bright
Line 15170-172). A partir del numero de parasitos/mL, se prepard una solucién de
parasitos en medio D-MEM 10% SFB a razén 10:1 con respecto a las células. Ya
obtenida la solucion de parasitos, se removié el medio que se encontraba en cada uno
de los pozos de la laminilla. Posteriormente, se sembraron 30 yL de la solucidén de
parasitos (1800 parasitos/pozo) en cada uno de los pozos de la laminilla y se

incubaron a 37° C, 5% CO, y 90% humedad durante 24 horas (Jiménez, 2005),

V1.4.2  Tratamiento con Benznidazol, Nifurtimox y Etanidazol

Después de finalizado el proceso de infeccion (24 horas) se removioé el medio
con los parasitos que no hayan infectado las células, a su vez, cada uno de los pozos
se lavaron con PBS 1X 6 veces. Posterior al lavado, se adicionaron las soluciones de
los diferentes farmacos en medio D-MEM 10% SFB, de manera que éstos se
encontraban a las siguientes concentraciones: 0.3 uyM, 0.9 uM, 2.7 uyM, 8.1 uM y 24.3
MM en el caso de Benznidazol y Nifurtimox y 3 uM, 9 uM, 27 uyM, 81 uM y 243 uM en el
caso de Etanidazol. Finalmente las células infectadas y tratadas con los farmacos se

incubaron a 37° C, 5% CO, y 90% humedad durante 72 horas (Petray et al., 2004).

VI.4.3 Determinacion del numero de células infectadas y el nuamero de
amastigotes intracelulares

Una vez transcurridas las 72 horas de incubacion con el farmaco, se removié la

solucién contenida en cada uno de los pozos de las laminillas; se lavaron 10 veces con

PBS 1x y se fijaron sumergiéndolas en una caja Coplin conteniendo metanol durante 5

minutos. Se dejaron secar las laminillas al aire y finalmente se tifieron con solucion de

trabajo Giemsa durante 15 minutos (Jiménez, 2005). Las laminillas se enjuagaron con
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agua corriente, se dejaron secar al aire y finalmente se observaron al microscopio
6ptico Microstar IV (100x). Se contaron un total de 100 células en cada uno de los
pozos y de éstas se determind el numero de células que se encontraban infectadas y
el numero total de amastigotes por cada 100 células para determinar el porcentaje de
actividad Anti - amastigote. El porcentaje de actividad Anti - amastigote (%AA) fue
determinado de acuerdo a lo propuesto por Petray et al., 2004, la formula aparece a

continuacion:

numero de amastigotes

, tratados
o Ad = | 1— 100 células 100

numero de amastigotes control
100 células

Posteriormente se fotografiaron algunas laminillas representativas en un
microscopio Opyiphoy-2 de Nikon con camara Coolpix 4300 de Nikon y finalmente las
fotografias fueron editadas con el programa Adobe Photoshop 7.0. Ademas fue
determinado el valor de Clsy la cual es definida como la concentracion de farmaco
requerida para alcanzar el 50% de inhibicion del crecimiento intracelular de los

amastigotes (Petray et al., 2004; Velasco et al., 2003).

VI.5 Estadistica

Todos los ensayos fueron realizados por duplicado y se realizaron 3
experimentos independientes. Los resultados fueron analizados con las pruebas
estadisticas de t pareada y t student considerando que existen diferencias
significativas cuando p<0.05. La prueba t pareada nos permite correlacionar
observaciones relacionadas que se obtienen de muestras no independientes y nos
permite averiguar sobre la efectividad de un tratamiento. La prueba t student nos
permite relacionar dos muestras independientes (Wayne, 1979). Las graficas

mostradas en los resultados se reportaron en porcentaje de parasitos vivos; sin
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embargo, las pruebas estadisticas fueron realizadas considerando el numero total de
parasitos.

La determinacion de la Dosis Letal Media (LDsg) y Concentracion Inhibitoria 50
(ICso) fueron determinadas por el método Probit (Anexo F).

Todos los andlisis estadisticos fueron realizados con el programa StatsDirect

Statistical Software versién 2.5.6 (University of Liverpool, United Kingdom).
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VIl. RESULTADOS

VII.1 Efecto de farmacos sobre tripomastigotes sanguineos de la cepa Querétaro

VI1.1.1 Efecto de Nifurtimox y Benznidazol sobre el nimero de parasitos

Se realiz6 el conteo de tripomastigotes totales (moviles e inmdoviles) en presencia
de azul tripano a las 24 y 48 horas después de aplicado el tratamiento
correspondiente. Se observd una disminucion en el porcentaje de parasitos totales
(moviles e inmdviles) a medida que aumento la concentracion de los farmacos y el
tiempo de exposicion a éstos. De acuerdo a la prueba t pareada (5% significancia
StatsDirect Statistical Software version 2.5.6) se determind que existian diferencias
significativas entre el porcentaje de parasitos vivos sin tratamiento y el porcentaje de
parasitos vivos enfrentados a las concentraciones 4.4 uM, 13.3 uyM, 40 uM y 120 uM a
las 24 y 48 horas para ambos tratamientos (Figura 10).

Se realizé una comparacion del porcentaje de parasitos vivos tratados con
Nifurtimox y el porcentaje parasitos vivos tratados con Benznidazol a ambos tiempos
de exposicién (24 y 48 horas), para corroborar si existian diferencias significativas
entre ambos tratamientos. De acuerdo a la prueba t — student se determindé que no
existen diferencias significativas en el porcentaje de parasitos vivos cuando se
compararon las mismas concentraciones de Benznidazol y Nifurtimox a las 24 y 48
horas, por lo cual ambos farmacos presentaron el mismo comportamiento sobre los

parasitos.
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Figura 10. Efecto de Benznidazol y Nifurtimox sobre el nimero de tripomastigotes
sanguineos expresados en porcentaje con respecto al control de la cepa Querétaro.
Tripomastigotes obtenidos de sangre de raton infectado fueron sembrados en una
placa de 24 pozos (400,000 tripomastigotes/pozo) y enfrentados a las siguientes
concentraciones de Benznidazol (A) y Nifurtimox (B): 0 uM, 1.48 uM, 4.4 uyM, 13.3
MM, 40 uM y 120 uM durante 24 y 48 horas. El asterisco (*) muestra las
concentraciones a las cuales se observaron diferencias significativas entre el
porcentaje de parasitos vivos enfrentados a la concentraciéon correspondiente y el
porcentaje de parasitos del control (sin tratamiento).

|
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VI1.1.2 Efecto de Etanidazol sobre el nimero de parasitos

Se realizé el conteo de tripomastigotes totales enfrentados a distintas
concentraciones de Etanidazol en presencia de azul tripano a las 24h y 48h. Se
observo sélo una ligera disminucidn en el porcentaje de parasitos vivos a medida que
aumento la concentracion del farmaco y ésta fue menor a la observada en el caso de
los parasitos tratados con Nifurtimox y Benznidazol. De acuerdo a la prueba t pareada
se determind que no existian diferencias significativas entre el porcentaje de parasitos
vivos sin tratamiento y el porcentaje de parasitos vivos enfrentados a las distintas
concentraciones del farmaco, lo cual indicé que el Etanidazol no presenta efecto sobre

los tripomastigotes de la cepa Querétaro (Figura 11).
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Figura 11. Efecto del Etanidazol sobre el niumero de tripomastigotes sanguineos
expresados en porcentaje con respecto al control de la cepa Querétaro.
Tripomastigotes obtenidos de sangre de ratdn infectado fueron sembrados en una
placa de 24 pozos (400,000 tripomastigotes/pozo) y enfrentados a las siguientes
concentraciones de Etanidazol: 0 uM, 14.8 yM, 44 yM, 133 uM, 400 yM y 1200 pM
durante 24 y 48 horas.
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VI1.1.3 Efecto de Nifurtimox y Benznidazol sobre la movilidad

Se realizo el conteo de parasitos moviles a las 24h y 48h después de aplicados
ambos tratamientos. Se observé una disminucion en la movilidad de los parasitos a
medida que aumentd la concentracion de los farmacos y el tiempo de exposiciéon a
éstos. De acuerdo a la prueba t pareada se determiné que existian diferencias
significativas entre el porcentaje de movilidad sin tratamiento y el porcentaje de
movilidad de los parasitos enfrentados a las concentraciones 40 uM y 120 uM a las 24
horas y a las concentraciones 13.3 uyM, 40 uM y 120 uM a las 48 horas respecto al
tratamiento con Benznidazol. Con el tratamiento con Nifurtimox existieron diferencias
significativas a las concentraciones 13.3 uM, 40 yM y 120 yM a las 24 y 48 horas
(Figura 12). Se realiz6 ademas una comparacién entre ambos tratamientos, y se
observd una mayor sensibilidad de la movilidad de los parasitos al tratamiento con
Nifurtimox tanto a las 24 como a las 48 horas. De acuerdo a la prueba estadistica t —
student, se determind que existian diferencias significativas entre ambos tratamientos
a las concentraciones 13.3 yM y 40 uM a las 24 horas y a la concentracién 13.3 uM a

las 48 horas, siendo mayor la sensibilidad a Nifurtimox.
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Figura 12. Efecto de Benznidazol y Nifurtimox sobre la movilidad de tripomastigotes
sanguineos expresados en porcentaje con respecto al control de la cepa Querétaro.
Tripomastigotes obtenidos de sangre de raton infectado fueron sembrados en una
placa de 24 pozos (400,000 tripomastigotes/pozo) y enfrentados a las siguientes
concentraciones de Benznidazol (A) y Nifurtimox (B): 0 pM, 1.48 uM, 4.4 uM, 13.3
MM, 40 uM y 120 uM durante 24 y 48 horas. El porcentaje de movilidad se determiné
relacionando el niumero de parasitos moviles contados con el nimero de parasitos
totales El asterisco (*) muestra las concentraciones a las cuales se observaron
diferencias significativas entre el porcentaje de parasitos vivos enfrentados a la
concentracion correspondiente y el porcentaje de parasitos del control (sin
tratamiento).

|
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VI1.1.4 Efecto de Etanidazol sobre la movilidad

Se realizé el conteo de parasitos moviles a las 24h y 48h postratamiento. Se
observé una ligera disminucion en el porcentaje de movilidad a medida que aumento la
concentracién del farmaco y el tiempo de exposicion a éste. De acuerdo a la prueba t
pareada se determind que no existian diferencias significativas entre el porcentaje de
movilidad sin tratamiento y el porcentaje de movilidad enfrentado a las distintas
concentraciones del farmaco, lo cual indica que éste no presenta efecto sobre la

movilidad de los parasitos (Figura 13).
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Figura 13. Efecto del Etanidazol sobre la movilidad de tripomastigotes sanguineos
expresados en porcentaje con respecto al control de la cepa Querétaro.
Tripomastigotes obtenidos de sangre de raton infectado fueron sembrados en una
placa de 24 pozos (400,000 tripomastigotes/pozo) y enfrentados a las siguientes
concentraciones de Etanidazol: 0 yM, 14.8 uM, 44 uM, 133 pM, 400 yM y 1200 uM
durante 24 y 48 horas. El porcentaje de movilidad se determiné relacionando el
numero de pardsitos méviles contados con el nimero de parasitos totales
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VII.1.5 Efecto de farmacos sobre la morfologia de tripomastigotes

Se observé una alteracion en la morfologia de los tripomastigotes a medida que
aumenta la concentracion y el tiempo de exposicion a los farmacos. Los cambios
morfolégicos observados pudieron ser descritos como aumento de tamano del
parasito, desaparicion del flagelo, observacion de granulos y vacuolas, desintegracion
del nucleo y el cinetoplasto, observandose muy pocas de estas anormalidades en los
parasitos tratados con Etanidazol (Figura 14). Se cuantificaron los parasitos con
morfologia anormal, observandose un aumento en el porcentaje de parasitos con
morfologia anormal a medida que aumentaron las concentraciones de Benznidazol y
Nifurtimox, a diferencia del tratamiento con Etanidazol con el cual no se observé un
aumento significativo de parasitos con morfologia anormal. Se construyeron las
graficas correspondientes a los tratamientos con Benznidazol, Nifurtimox y Etanidazol
para visualizar la relacién dosis — respuesta reflejada en la alteracion en la morfologia
de los parasitos (Figura 15). Se observé un 100% de parasitos con morfologia anormal
a la concentracién 40 uM a las 48 horas y a la concentracién 120 uM a las 24 horas
respecto al tratamiento con Benznidazol, mientras que el 100% de parasitos con
morfologia anormal se observé a la concentracion 40 uM a las 24 horas respecto al
tratamiento con Nifurtimox, y a las 48 horas ya no fue posible observar parasitos. El
porcentaje de parasitos tratados con Etanidazol con morfologia anormal no fue mayor

a 40% en las concentraciones mas altas y tiempos de exposicion mayores.
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Figura 14. Alteraciones morfoldgicas de tripomastigotes sanguineos de la cepa Querétaro. Las observaciones fueron
realizadas a microscopio optico (100x). (A) Se observa un tripomastigote con morfologia clasica, al cual no se le aplicé
tratamiento. (B) Tripomastigote tratado con Etanidazol 40 pM durante 24 horas. (C) Tripomastigote tratado con
Nifurtimox 4.4 uM durante 24 horas. (D) Tripomastigote tratado con Benznidazol 120 uM durante 24 horas. (E)

Tripomastigote tratado con Nifurtimox 120 uM durante 24 horas.
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Figura 15. Efecto de Benznidazol, Nifurtimox y Etanidazol sobre la morfologia de
tripomastigotes sanguineos de la cepa Querétaro. Tripomastigotes obtenidos de
sangre de ratdn infectado de la cepa Querétaro fueron sembrados en una placa de
24 pozos (400,000 tripomastigotes/pozo) y enfrentados a distintas concentraciones
de (A) Benznidazol, (B) Nifurtimox y (C) Etanidazol durante 24 y 48 horas. Se
realizd un frotis con Giemsa del contenido de cada uno de los pozos y se realizo el
conteo de tripomastigotes con morfologia normal y anormal en 20 campos (100x).
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VII.2 Efecto de farmacos sobre tripomastigotes sanguineos de la cepa Ninoa

VI1.2.1 Efecto de Nifurtimox y Benznidazol sobre el nimero de parasitos

Se realizé el conteo de tripomastigotes a las 24 horas después de aplicado el
tratamiento correspondiente en presencia de azul tripano. Se observé una disminucién
en el numero de parasitos moviles pero no se observaron parasitos inmoéviles. El
numero de parasitos moviles fue considerado como el nimero de parasitos totales. De
acuerdo a la prueba t pareada se determiné que existieron diferencias significativas
entre el porcentaje de parasitos vivos sin tratamiento y el porcentaje de parasitos vivos
enfrentados a las cinco concentraciones de Benznidazol y Nifurtimox (1.48 uM, 4.4
UM, 13.3 pM, 40 pM y 120 pM) (Figura 16). Al igual que con la cepa Querétaro, se
realiz6 una comparacién del porcentaje de parasitos tratados con Nifurtimox y el
porcentaje de parasitos tratados con Benznidazol, para corroborar si existian
diferencias significativas entre ambos tratamientos. Con base en la prueba t — student
se determind que no existen diferencias significativas en el porcentaje de parasitos
vivos entre las mismas concentraciones de Benznidazol y Nifurtimox a las 24 horas,
por lo que los parasitos se comportaron de la misma manera ante ambos farmacos. No
fue posible realizar los conteos de parasitos a las 48 horas, ya que los tripomastigotes
de esta cepa no pudieron ser mantenidos hasta este tiempo de incubacion pues se
lisaron; sin embargo, a las 24 horas se encontraban en 6ptimas morfolégicas y de

movilidad (de acuerdo a lo observado en el control) para realizar el estudio.
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Figura 16. Efecto de Benznidazol y Nifurtimox sobre el numero de tripomastigotes
sanguineos expresados en porcentaje con respecto al control de la cepa Ninoa.
Tripomastigotes obtenidos de sangre de ratdon infectado fueron sembrados en una
placa de 24 pozos (200,000 tripomastigotes/pozo) y enfrentados a las siguientes
concentraciones de Benznidazol (A) y Nifurtimox (B): 0 uM, 1.48 uM, 4.4 uM, 13.3 uM,
40 pM y 120 uM durante 24 y 48 horas. El asterisco (*) muestra las concentraciones a
las cuales se observaron diferencias significativas entre el porcentaje de parasitos vivos
enfrentados a la concentracién correspondiente y el porcentaje de parasitos del control
(sin tratamiento).

VI1.2.2 Efecto de Etanidazol sobre el nUmero de parasitos

Se realizé el conteo de tripomastigotes enfrentados a las distintas
concentraciones del farmaco en presencia de azul tripano a las 24h, a las 48 horas no
fue posible realizar el conteo ya que los parasitos morian sin ser incubados con algun
farmaco. Se observé una disminucion en el porcentaje de parasitos a partir de la
concentracién 133 yM; sin embargo, fue mas notoria a la concentracién 1200 yM. Con
base en la prueba t pareada se determind que soélo existian diferencias significativas
entre el porcentaje de parasitos vivos sin tratamiento y el porcentaje de parasitos vivos

enfrentados a la concentracion 1200 uM de Etanidazol (Figura 17).
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Figura 17. Efecto del Etanidazol sobre el numero de tripomastigotes sanguineos
expresados en porcentaje con respecto al control de la cepa Ninoa.
Tripomastigotes obtenidos de sangre de ratéon infectado fueron sembrados en una
placa de 24 pozos (200,000 tripomastigotes/pozo) y enfrentados a las siguientes
concentraciones de Etanidazol: 0 yM, 14.8 pM, 44 uM, 133 yM, 400 uM y 1200 uM
durante 24 y 48 horas. El asterisco (*) muestra las concentraciones a las cuales se
observaron diferencias significativas entre el porcentaje de parasitos vivos
enfrentados a la concentracién correspondiente y el porcentaje de parasitos del
control (sin tratamiento).

VI1.2.3 Efecto de farmacos sobre la movilidad y morfologia de tripomastigotes
En el caso de la cepa Ninoa todos los parasitos observados en cada una de las
concentraciones de los tres farmacos eran parasitos moéviles y por razones del escaso

numero de tripomastigotes que se pudieron obtener, no se realizd el estudio sobre

cambios en su morfologia.

VII.3 Determinacién de DLsy para tripomastigotes de las cepas Ninoa y Querétaro
La determinacion de la dosis letal 50 (DLsy) fue realizada en base a los
resultados correspondientes al conteo de parasitos totales mediante el Método Probit

(Anexo F). Esta determinacion no pudo ser realizada para el tratamiento con
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Etanidazol, ya que la disminucién en el porcentaje de parasitos nunca llegé al 50%.
Las concentraciones DLs, necesarias para inhibir el crecimiento, fueron menores para
el tratamiento correspondiente con Nifurtimox para ambas cepas, lo cual indicé que
resultaron ser mas sensibles al tratamiento con Nifurtimox. En el caso de la cepa
Ninoa se observaron concentraciones menores en comparacién con la cepa
Querétaro, por lo cual esta cepa resultdé ser mas sensible al tratamiento con ambos

farmacos (Tabla 1).

Tabla 1. Valores de DLs, de Benznidazol y Nifurtimox para inhibir

el crecimiento de tripomastigotes sanguineos

Efecto sobre tripomastigotes de la cepa Querétaro

Tiempo de Exposicion Tratamiento DLso (UM)
Benznidazol 19.80
24 horas
Nifurtimox 12.98
Benznidazol 6.24
48 horas
Nifurtimox 3.16

Efecto sobre tripomastigotes de la cepa Ninoa

Tiempo de Exposicion Tratamiento DLso (UM)
Benznidazol 6.59
24 horas
Nifurtimox 4.63

Valores de DLg, correspondientes al efecto de los farmacos sobre tripomastigotes sanguineos. Los
valores fueron determinados por el método Probit.

VIl.4 Comparacion del efecto de farmacos sobre el numero de tripomastigotes
sanguineos de las cepas Ninoa y Querétaro
Se llevd a cabo una comparacion del efecto del Benznidazol, Nifurtimox y
Etanidazol sobre el numero de tripomastigotes de ambas cepas con la finalidad de
corroborar si existian diferencias en la respuesta de éstas a los distintos farmacos. La

comparacion de respuestas fue realizada sélo con los resultados obtenidos a las 24
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horas ya que en el caso de la cepa Ninoa no fue posible observar efectos de los
farmacos a las 48 horas.

Al realizar la comparacion del efecto sobre el nimero de parasitos, se pudo
observar que la cepa Ninoa resulté ser mas sensible al efecto de los farmacos que la
cepa Querétaro. De acuerdo al analisis estadistico (prueba t student) solo se
observaron diferencias significativas entre cepas a la concentracién 40 uM respecto al
tratamiento con Benznidazol, mientras que en el tratamiento con Nifurtimox se
observaron diferencias significativas a las concentraciones 13.3 uM y 40 pM. En el
tratamiento con Etanidazol, sélo se observaron diferencias significativas en la
concentracion de 1200 uyM (Figura 18).

No se realizé una comparacion del efecto de los farmacos sobre la movilidad
de los parasitos, ya que no se observaron efectos sobre la movilidad de la cepa Ninoa

y solo presentaron efecto sobre la movilidad de la cepa Querétaro.

ANDREA ALEJANDRA RUIZ AVILA 44



Facultad de Quimica

100 N A
80 -
(]
£ 60 -
B Querétaro
s¢ 40 - O Ninoa
20
0 .
0] 148 4.4 L 133 40 120
Concentracion (UM)
100 B
80 - *
(]
£ 60
) 40 ~ B Querétaro
* O Ninoa
20 - * T
o | *
0 1.48 4.4 13.3 40 120
Concentracién (UM)
100 -+ C
*
80 -
(7] *
£
g 60
B Querétaro
® 40 4 O Ninoa
20 -
o ,
0 14.8 Conciﬁfraciénl?EM) 400 1200

Figura 18. Comparacién de la relacién dosis — respuesta reflejada en la disminucién del
namero de tripomastigotes sanguineos entre las cepas Querétaro y Ninoa. Los
tratamientos correspondientes son los siguientes: (A) Benznidazol, (B) Nifurtimox y (C)
Etanidazol. El asterisco (*) muestra las concentraciones a las cuales se observaron
diferencias significativas entre el porcentaje de paréasitos de la cepa Ninoa y el
porcentaie de parasitos de la cepa Querétaro.
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VII.5 Efecto de farmacos sobre amastigotes intracelulares de la cepa Querétaro

VI1.5.1 Efecto de Nifurtimox y Benznidazol sobre el nimero de células infectadas

Se realiz6 el conteo de células infectadas por cada 100 células después de 72
horas de aplicado el tratamiento correspondiente. Se observé una disminucion en el
numero de células infectadas a medida que aumentd la concentracién de los
farmacos. De acuerdo a la prueba t pareada se determiné que existen diferencias
significativas entre el numero de células infectadas sin tratamiento y el numero de
células infectadas incubadas con las siguientes concentraciones de ambos farmacos.
0.9 uM, 2.7 uyM, 8.1 uM y 24.3 uM. Ademas se realizé6 una comparacion entre el
numero de células infectadas correspondientes a ambos tratamientos para corroborar
si existian diferencias significativas entre ambos. De acuerdo a la prueba t — student se
observaron diferencias significativas del efecto entre ambos farmacos a la

concentracion 2.7 uM (Figura 19).
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Figura 19. Efecto de Benznidazol y Nifurtimox sobre el numero de células infectadas con
amastigotes de la cepa Querétaro. Macrofagos (J774) fueron infectados con tripomastigotes de la
cepa Querétaro en una relacion 1:10 durante 24 horas en una laminilla de 18 pozos. Se removieron
las parasitos extracelulares y se incubaron los macréfagos infectados con las siguientes
concentraciones de Benznidazol y Nifurtimox: 0.3 uM, 0.9 uyM, 2.7 uM, 8.1 uM y 24.3 uM, por 72
horas. Se realizd una tincion con Giemsa de la laminilla y se determind el nimero de células
infectadas/100 células en un microscopio 6ptico (100x) Microstar IV. El asterisco (*) muestra las
concentraciones a las cuales se observaron diferencias significativas entre el porcentaje de
parasitos vivos enfrentados a la concentracion correspondiente y el porcentaje de parasitos del
control (sin tratamiento). El simbolo (¢) indica diferencias significativas entre ambos farmacos.
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VII.5.2 Efecto de Etanidazol sobre el nUmero de células infectadas
Después de realizado el conteo de células infectadas, se pudo observar que no
existio una disminucién en el numero de células infectadas en ninguna concentracion

del farmaco, lo cual fue corroborado con la prueba t pareada (Figura 20).
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Figura 20. Efecto del Etanidazol sobre el numero de células infectadas con
amastigotes de la cepa Querétaro. Macrofagos (J774) fueron infectados con
tripomastigotes de la cepa Querétaro en una relacion 1:10 durante 24 horas en
una laminilla de 18 pozos. Se removieron las parasitos extracelulares y se
incubaron los macrofagos infectados con las siguientes concentraciones de
Etanidazol: 3 yM, 9 pM, 27 uM, 81 pM y 243 uM, por 72 horas. Se realizd una
tincion con Giemsa de la laminilla y se determiné el numero de células
infectadas/100 células en un microscopio 6ptico (100x) Microstar IV.
VI11.5.3 Efecto de Nifurtimox y Benznidazol sobre la actividad Anti-amastigote
Se realizo el conteo de amastigotes por cada 100 células después de 72 horas
de aplicado el tratamiento correspondiente y se determiné el porcentaje de actividad
Anti—amastigote (%AA) como se indicé en la seccion de Materiales y Métodos. Se
observé una disminucion en el nimero de amastigotes (Figura 21 y Figura 22) y por

ende un aumento en el porcentaje de actividad Anti-amastigote (%AA) a medida que

aumenté la concentracion de los farmacos. De acuerdo a la prueba t pareada se
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determind que existia diferencia significativa entre el porcentaje de actividad Anti-
amastigote sin tratamiento (control) y el porcentaje de actividad Anti-amastigote
enfrentado a todas las concentraciones de ambos farmacos. Ademas, se realizé una
comparacion entre el porcentaje de actividad Anti-amastigote correspondiente a
ambos tratamientos para corroborar si existen diferencias entre ambos tratamientos.

La prueba t — student demostré diferencias a la concentracién 2.7 uM (Figura 23).
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Figura 21. Efecto del Nifurtimox sobre el nimero de amastigotes intracelulares de la cepa Querétaro. Las laminillas fueron
tefiidas con Giemsa y observadas al microscopio optico (100x). Se puede observar una disminucidon en el numero de
amastigotes presentes en las células a medida que aumenta la concentracion del farmaco. (A) Células J 774 infectadas con T.
cruzi sin tratamiento. (B) Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con Nifurtimox 0.3 uM durante 72 horas. (C) Células J
774 infectadas con T. cruzi tratados con Nifurtimox 0.9 uM durante 72 horas. (D) Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados
con Nifurtimox 2.7 yM durante 72 horas. (E) Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con Nifurtimox 8.1 uM durante 72
horas. (F) Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con Nifurtimox 24.3 uM durante 72 horas.

ANDREA ALEJANDRA RUIZ AVILA 48



Facultad de Quimica

¥

Figura 22. Efecto del Benznidazol sobre el nimero de amastigotes intracelulares de la cepa Querétaro. Las laminillas fueron
tefiidas con Giemsa y observadas al microscopio 6ptico (100x). Se puede observar una disminuciéon en el niumero de
amastigotes presentes en las células a medida que aumenta la concentracion del farmaco. (A) Células J 774 infectadas con T.
cruzi sin tratamiento. (B) Células J 774 infectadas con T. cruzii tratados con Benznidazol 0.3 uyM durante 72 horas. (C) Células J
774 infectadas con T. cruzi tratados con Benznidazol 0.9 uM durante 72 horas. (D) Células J 774 infectadas con T. cruzi
tratados con Benznidazol 2.7 uM durante 72 horas. (E) Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con Benznidazol 8.1 uM
durante 72 horas. (F) Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con Benznidazol 24.3 uM durante 72 horas
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Figura 23. Efecto de Benznidazol y Nifurtimox sobre el porcentaje de actividad Anti - amastigote
de la cepa Querétaro. Macrofagos (J774) fueron infectados con tripomastigotes de la cepa
Querétaro en una relacion 1:10 durante 24 horas en una laminilla de 18 pozos. Se removieron las
parasitos extracelulares y se incubaron los macréfagos infectados con las siguientes
concentraciones de Benznidazol y Nifurtimox: 0.3 pyM, 0.9 pM, 2.7 uyM, 8.1 uM y 24.3 uM, por 72
horas. Se realizd una tincién con Giemsa de la laminilla y se determiné el niumero de células
infectadas/100 células en un microscopio 6ptico (100x) Microstar IV. La obtencion del %AA se
indica en la seccion de Materiales y Métodos El asterisco (*) muestra las concentraciones a las
cuales se observaron diferencias significativas entre el porcentaje de parasitos vivos enfrentados
a la concentracion correspondiente y el porcentaje de parasitos del control (sin tratamiento). El
simbolo (#) indica diferencias significativas entre ambos farmacos.
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VI1.5.4 Efecto del Etanidazol sobre la actividad Anti—amastigote

Después de realizado el conteo de amastigotes se obtuvo el porcentaje de
actividad Anti—-amastigote. No se observo una disminucién notoria en el numero de
amastigotes dentro de las células, pues pudieron observarse infectadas las células
aun en la concentracién mas alta del farmaco (Figura 24). De acuerdo a la prueba t
pareada se determind que no existian diferencias significativas entre el porcentaje de
actividad Anti—amastigote sin tratamiento y el porcentaje de actividad Anti-amastigote

enfrentado a las cinco concentraciones del farmaco (Figura 25).
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Figura 24. Efecto del Etanidazol sobre el nimero de amastigotes intracelulares de la cepa Querétaro. Las laminillas
fueron tefiidas con Giemsa y observadas al microscopio 6ptico (100x). No se observé una disminucion en el nimero
de amastigotes presentes en las células a medida que aumenta la concentraciéon del farmaco. (A) Células J 774
infectadas con T. cruzi sin tratamiento. (B) Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con Etanidazol 3 yM
durante 72 horas. (C) Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con Etanidazol 9 uyM durante 72 horas. (D)
Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con Etanidazol 27 yM durante 72 horas. (E) Células J 774 infectadas
con T. cruzi tratados con Etanidazol 81 uM durante 72 horas. (F) Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con
Etanidazol 243 yM durante 72 horas
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Figura 25. Efecto del Etanidazol sobre el porcentaje de actividad Anti-amastigote de
la cepa Querétaro. Macréfagos (J774) fueron infectados con tripomastigotes de la
cepa Querétaro en una relacién 1:10 durante 24 horas en una laminilla de 18 pozos.
Se removieron las parasitos extracelulares y se incubaron los macréfagos infectados
con las siguientes concentraciones de Etanidazol: 3 uyM, 9 yM, 27 yM, 81 uM y 243
MM, por 72 horas. Se realizé una tincién con Giemsa de la laminilla y se determiné el
numero de células infectadas/100 células en un microscopio 6ptico (100x) Microstar
IV. La obtencion del %AA se indica en la seccidén de Materiales y Métodos.

VII.6 Efecto de farmacos sobre amastigotes intracelulares de la cepa Ninoa

VII.6.1 Efecto de Nifurtimox y Benznidazol sobre el numero de células infectadas

Se realiz6 el conteo de células infectadas por cada 100 células después de 72

horas de aplicado el tratamiento correspondiente. Se observé una disminuciéon mas

evidente que en el caso de la cepa Querétaro en el numero de células infectadas a

medida que aumenté la concentracion de los farmacos. De acuerdo a la prueba t

pareada se determind que existian diferencias significativas entre el nimero de células

infectadas sin tratamiento y el numero de células infectadas enfrentadas a todas las

concentraciones de los farmacos para ambos tratamientos. Ademas se realizd la

comparacion correspondiente entre ambos tratamientos para corroborar si existian

diferencias entre éstos, se pudo observar que no existi6 una mayor sensibilidad a
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alguno de los farmacos y de acuerdo a la prueba t — student no se observaron

diferencias significativas entre ambos tratamientos (Figura 26).
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Figura 26. Efecto de Benznidazol y Nifurtimox sobre el nimero de células infectadas con
amastigotes de la cepa Ninoa. Macréfagos (J774) fueron infectados con tripomastigotes de
la cepa Ninoa en una relaciéon 1:10 durante 24 horas en una laminilla de 18 pozos. Se
removieron las parasitos extracelulares y se incubaron los macrofagos infectados con las
siguientes concentraciones de Benznidazol y Nifurtimox: 0.3 pM, 0.9 uM, 2.7 uM, 8.1 uM y
24.3 M, por 72 horas. Se realizé una tincion con Giemsa de la laminilla y se determiné el
numero de células infectadas/100 células en un microscopio éptico (100x) Microstar IV. El
asterisco (*) muestra las concentraciones a las cuales se observaron diferencias
significativas entre el porcentaje de parasitos vivos enfrentados a la concentracion
correspondiente y el porcentaje de parasitos del control (sin tratamiento).

V11.6.2 Efecto del Etanidazol sobre el nimero de células infectadas

Después de realizado el conteo de células infectadas/100 células no se observo
una disminucion del numero de células infectadas a medida que aumenté la
concentracion del farmaco. De acuerdo a la prueba t pareada se determiné que el

Etanidazol no presento actividad sobre el nUmero de células infectadas (Figura 27).

|
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Figura 27. Efecto del Etanidazol sobre el numero de células infectadas con amastigotes
de la cepa Ninoa. Macréfagos (J774) fueron infectados con tripomastigotes de la cepa
Ninoa en una relacion 1:10 durante 24 horas en una laminilla de 18 pozos. Se removieron
las parasitos extracelulares y se incubaron los macréfagos infectados con las siguientes
concentraciones de Etanidazol: 3 uyM, 9 pM, 27 pM, 81 uyM y 243 pM, por 72 horas. Se
realizd una tincion con Giemsa de la laminilla y se determind el numero de células
infectadas/100 células en un microscopio 6ptico (100x) Microstar IV.

VI1.6.3 Efecto de Nifurtimox y Benznidazol sobre la actividad Anti-amastigote

Se realiz6 el conteo de amastigotes por cada 100 células después de 72 horas
de aplicado el tratamiento correspondiente y se determiné el porcentaje de actividad
Anti - amastigote como se indica en la seccion de Materiales y Métodos. Se observo
una disminucién en el numero de amastigotes cuando las células infectadas se
observaron al microscopio pues a medida que aumentd la concentracion de los
farmacos la infeccion de las células fue disminuyendo (Figura 28 y Figura 29). En
consecuencia existié6 aumento en el porcentaje de actividad Anti-amastigote a medida
que aumentdé la concentracion de los farmacos. En base a la prueba t pareada se
determind que existieron diferencias significativas entre el porcentaje de actividad Anti-
amastigote sin tratamiento (control) y el porcentaje de actividad Anti-amastigote
enfrentado a todas las concentraciones de ambos farmacos, lo cual indica, que el

farmaco presenté un efecto sobre el parasito el cual fue observado en la disminucién
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del nimero de de amastigotes intracelulares. Se realiz6 también una comparacion
entre el porcentaje de actividad Anti-amastigote correspondiente a ambos tratamientos
para corroborar si existian diferencias significativas entre ambos. De acuerdo a la
prueba t—student, no se observaron diferencias significativas entre ambos tratamientos
lo cual indic6 que ambos farmacos presentaron el mismo efecto sobre los amastigotes

de la cepa Ninoa. (Figura 30).

Figura 28. Efecto del Nifurtimox sobre el nimero de amastigotes intracelulares de la cepa Ninoa. Las laminillas fueron
tefiidas con Giemsa y observadas al microscopio optico (100x). Se puede observar una disminucién en el nimero de
amastigotes presentes en las células a medida que aumenta la concentracion del farmaco. (A) Células J 774 infectadas con
T. cruzi sin tratamiento. (B) Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con Nifurtimox 0.3 pM durante 72 horas. (C)
Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con Nifurtimox 0.9 uM durante 72 horas. (D) Células J 774 infectadas con T.
cruzi tratados con Nifurtimox 2.7 uM durante 72 horas. (E) Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con Nifurtimox
8.1 uM durante 72 horas. (F) Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con Nifurtimox 24.3 uM durante 72 horas.
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Figura 29. Efecto del Benznidazol sobre el nimero de amastigotes intracelulares de la cepa Ninoa. Las laminillas fueron
tefiidas con Giemsa y observadas al microscopio optico (100x). Se puede observar una disminucién en el numero de
amastigotes presentes en las células a medida que aumenta la concentracion del farmaco. (A) Células J 774 infectadas con
T. cruzi sin tratamiento. (B) Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con Benznidazol 0.3 yM durante 72 horas. (C)
Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con Benznidazol 0.9 uyM durante 72 horas. (D) Células J 774 infectadas con
T. cruzi tratados con Benznidazol 2.7 yM durante 72 horas. (E) Células J 774 infectadas con T. cruzi
Benznidazol 8.1 uM durante 72 horas. (F) Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con Benznidazol 24.3 yM durante

72 horas.
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Figura 30. Efecto de Benznidazol y Nifurtimox sobre el porcentaje de actividad Anti-amastigote
de la cepa Ninoa. Macréfagos (J774) fueron infectados con tripomastigotes de la cepa Ninoa en
una relacion 1:10 durante 24 horas en una laminilla de 18 pozos. Se removieron las parasitos
extracelulares y se incubaron los macréfagos infectados con las siguientes concentraciones de
Benznidazol y Nifurtimox: 0.3 uyM, 0.9 uyM, 2.7 uM, 8.1 uM y 24.3 puM, por 72 horas. Se realizé
una tincién con Giemsa de la laminilla y se determind el niumero de células infectadas/100
células en un microscopio 6ptico (100x) Microstar IV. La obtencion del %AA se indica en la
seccion de Materiales y Métodos El asterisco (*) muestra las concentraciones a las cuales se
observaron diferencias significativas entre el porcentaje de parasitos vivos enfrentados a la
concentracion correspondiente y el porcentaje de parasitos del control (sin tratamiento).
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VI1.6.4 Efecto del Etanidazol sobre la actividad Anti-amastigote

Al realizar el conteo de amastigotes por cada 100 células, no se observé una
disminucion en el numero de éstos a medida que aumenta la concentracién del
Etanidazol, ya que la infeccién dentro de las células se mantuvo constante (Figura 31).
Se obtuvo también el porcentaje de actividad Anti-amastigote y de acuerdo a la
prueba t pareada no se encontraron diferencias significativas entre el porcentaje de
actividad Anti-amastigote de las células sin tratamiento y el porcentaje de actividad
Anti-amastigote e las células tratadas, por lo que se determiné que el Etanidazol no

presento actividad contra los amastigotes intracelulares de la cepa Ninoa (Figura 32).
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Figura 31. Efecto del Etanidazol sobre el numero de amastigotes intracelulares de la cepa Ninoa. Las laminillas fueron
tefiidas con Giemsa. No se observé una disminucion en el nimero de amastigotes presentes en las células a medida que
aumenta la concentracion del farmaco. (A) Células J 774 infectadas con T. cruzi sin tratamiento. (B) Células J 774
infectadas con T. cruzi tratados con Etanidazol 3 uM durante 72 horas. (C) Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados
con Etanidazol 9 uM durante 72 horas. (D) Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con Etanidazol 27 yM durante 72
horas. (E) Células J 774 infectadas con T. cruzi tratados con Etanidazol 81 uM durante 72 horas. (F) Células J 774
infectadas con T. cruzi tratados con Etanidazol 243 uM durante 72 horas.

ANDREA ALEJANDRA RUIZ AVILA 56




b

Facultad de Quimica

100
]
t 80
<
©
3
S & 60
5 S
¢ &
©
N E 40
I3
-
-4
] 20
[
S -

0 —= l+| [1T] E
0 3 9 27 81 243
Concentracion (UM)

Figura 32. . Efecto del Etanidazol sobre el porcentaje de actividad Anti-amastigote de la
cepa Ninoa. Macréfagos (J774) fueron infectados con tripomastigotes de la cepa Ninoa
en una relacion 1:10 durante 24 horas en una laminilla de 18 pozos. Se removieron las
parasitos extracelulares y se incubaron los macréfagos infectados con las siguientes
concentraciones de Etanidazol: 3 yM, 9 uM, 27 yM, 81 uM y 243 uM, por 72 horas. Se
realizdé una tincion con Giemsa de la laminilla y se determind el nimero de células
infectadas/100 células en un microscopio éptico (100x) Microstar IV.
VII.7 Determinacién de Cls, para amastigotes intracelulares de las cepas Ninoa y
Querétaro
La determinacién de la Clsg, definida como la concentracion requerida para
alcanzar el 50% de la inhibicién del crecimiento intracelular de amastigotes, fue
realizada en base a los resultados obtenidos del porcentaje de actividad Anti -
amastigote para cada uno de los tratamientos mediante el Método Probit (Anexo F).
No fue posible realizar la determinacién para el tratamiento con Etanidazol ya que no
existio un efecto de este farmaco sobre los amastigotes intracelulares de las cepas
mexicanas estudiadas. En cambio cuando se evaluaron el Nifurtimox y Benznidazol,
se encontraron concentraciones menores de Cls, para inhibir el crecimiento de la cepa

Ninoa que para la cepa Querétaro, lo que indicé que la cepa Ninoa fue mas sensible a

la accion del Benznidazol y Nifurtimox que la cepa Querétaro (Tabla 2).
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Tabla 2. Valores de Clso para Benznidazol y Nifurtimox para inhibir

el crecimiento de amastigotes intracelulares

Efecto sobre amastigotes de la cepa Querétaro

Tratamiento Clso (UM)
Benznidazol 1.82
Nifurtimox 2.00

Efecto sobre amastigotes de la cepa Ninoa

Tratamiento Clsg (M)
Benznidazol 0.60
Nifurtimox 0.27

Valores de Cls, correspondientes al efecto de los farmacos sobre amastigotes intracelulares.
Los valores fueron determinados por el método Probit.

VII.8 Comparacion del efecto de farmacos sobre amastigotes intracelulares de las

cepas Ninoa y Querétaro

Se realiz6 una comparacion del efecto de los farmacos sobre amastigotes de
ambas cepas con la finalidad de corroborar si existian diferencias en las respuestas de
estas a los tratamientos. La comparacién solo se llevé a cabo tomando en cuenta el
porcentaje de actividad Anti-amastigote, ya que el numero de células infectadas fue
distinta para cada cepa dada su diferencia en cuanto a virulencia. Se observé una
mayor sensibilidad de la cepa Ninoa a los tratamientos con Benznidazol y Nifurtimox,
ya que el porcentaje de actividad Anti-amastigote fue mayor para ésta que para la
cepa Querétaro. De acuerdo a la prueba t student se determind que existian
diferencias significativas entre ambas cepas a las concentraciones 0.3 uM, 0.9 uM, 2.7
MM, 8.1 uM y 24.3 uM respecto al tratamiento con Benznidazol y a las concentraciones
0.3 uM, 0.9 uM y 2.7 uM respecto a Nifurtimox. Respecto al tratamiento con el

Etanidazol no se observd un efecto sobre ninguna de las cepas (Figura 33).
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Figura 33. Comparacion de la relacion dosis — respuesta reflejada en el aumento de la
actividad Anti-amastigote entre las cepas Querétaro y Ninoa. Los tratamientos
correspondientes son los siguientes: (A) Benznidazol, (B) Nifurtimox y (C) Etanidazol. El
asterisco (*) muestra las concentraciones a las cuales se observaron diferencias
significativas entre el porcentaje de actividad Anti-amastigote de la cepa Ninoa y el
porcentaie de parasitos de la cepa Querétaro.
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VIIl. DISCUSION

El tratamiento de la Enfermedad de Chagas se encuentra limitado al empleo de
dos compuestos (Benznidazol y Nifurtimox) que resultan ser poco efectivos dada su
limitada accion en la fase cronica de la enfermedad y los numerosos efectos adversos
que se presentan durante su aplicacidbn en pacientes. Por tales razones estos
tratamientos deben ser mejorados, por lo que la busqueda de una nueva estrategia
terapéutica es necesaria. El Etanidazol, ademas de ser un compuesto menos toxico,
resulté ser muy efectivo contra tripomastigotes y amastigotes intracelulares de la cepa
sudamericana RA. Ademas, en ese trabajo se mencionaba que era necesaria la
evaluacion de la actividad de este compuesto contra otras cepas de T. cruzi (Petray et
al., 2004) debido a las diferencias de susceptibilidad a farmacos que existen entre
ellas (Filardi y Brener, 1987). Lo anterior aunado a la limitada evaluacion de la
actividad de distintos compuestos contra cepas mexicanas de T. cruzi marca la
relevancia de este trabajo.

En el presente trabajo se estudid el efecto del Etanidazol sobre los estadios
tripomastigote y amastigote de las cepas mexicanas Ninoa y Querétaro de T. cruzi.
Ambos estadios se encuentran presentes en el hospedero, el primero es considerado
la fase infectiva del parasito y el segundo es la fase intracelular replicativa. La
utilizacion de estos estadios del parasito es importante ya que contrasta con la
mayoria de los estudios de la actividad de farmacos contra T. cruzi, los cuales se
enfocan a la evaluacion de la actividad contra epimastigotes, que es el estadio no
infectivo presente solamente en el vector hematéfago (Sanchez et al., 2005; Jorqueira
et al., 2006). Ademas en algunos estudios se han demostrado diferencias de
susceptibilidad a farmacos entre el estadio tripomastigote y epimastigote (Menna —
Barreto et al., 2005; del Olmo et al., 2001), lo cual podria deberse a diferencias que

llegan a presentar respecto a las concentraciones de tioles libres entre ellos (Maya et
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al.,, 1997). Esto hace que la determinacién de la actividad del Etanidazol sobre
tripomastigotes y amastigotes sea mas relevante para poder considerar a este farmaco
como alternativa para el tratamiento de la Enfermedad de Chagas.

En el caso del estudio realizado con tripomastigotes se utilizaron tripomastigotes
sanguineos como se ha reportado en otros trabajos (del Olmo et al., 2001; Ribeiro et
al., 1997; Campos et al., 2004; Oliveira et al., 2003; Mafezoli et al., 2000). Tanto en la
cepa Querétaro como en la cepa Ninoa, se observd una relacion dosis — respuesta
respecto a los tratamientos con Benznidazol y Nifurtimox. A pesar de que los parasitos
no se tiferon con el azul tripano (colorante vital que se incorpora a la membrana de los
parasitos cuando estdn muertos), se observé una disminucién en el numero de éstos a
medida que aumentd la concentracion de los farmacos. En la cepa Querétaro a partir
de la concentracion 4.4 yM y en la cepa Ninoa a partir de la concentracion 1.48 uM, se
pudo considerar que ambos farmacos presentaron un efecto sobre el porcentaje de
parasitos vivos, y en ambos casos, se llego a la eliminacion del parasito a partir de la
concentracion 40 uM a las 48 horas de exposicién, lo cual coincide con lo reportado
para la cepa RA (Petray et al., 2004).

De acuerdo a los valores obtenidos para DLsy, éstos fueron siempre menores
para el tratamiento con Nifurtimox y menores ademas para la cepa Ninoa (Cepa
Querétaro DLsg genznidazo: 19.8 MM, DLsg nifurtimox: 12.98 pM, Cepa Ninoa DLsy genznidazol:
6.59 UM, DLsg nifurtimox: 4-63 UM). Sin embargo, de acuerdo al analisis estadistico, no se
observaron diferencias significativas entre ambos tratamientos, lo que indicé que
ambos tratamientos se comportaron de la misma manera al disminuir el numero de
parasitos. En cuanto a la comparacién entre cepas, se pudo observar que los valores
de la DLs, correspondientes a la cepa Ninoa fueron mucho menores que en el caso de
la cepa Querétaro. De acuerdo al analisis estadistico, encontramos diferencias entre el

porcentaje de parasitos vivos de ambas cepas a la concentracion 40 uM en el caso de
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Benznidazol y a las concentraciones 13.3 yM y 40 uM en el caso del tratamiento con
Nifurtimox. Estas diferencias estadisticas en conjunto con los valores de DLg
obtenidas en el caso de los tripomastigotes de cepa Ninoa podrian indicarnos que esta
ultima es mas susceptible al tratamiento con Benznidazol y Nifurtimox. Respecto a la
cepa RA, el valor de DLsg genznidazol: 6.6 UM resulté ser menor en comparacién con la
cepa Querétaro y practicamente igual con la cepa Ninoa, lo cual indicé que las cepas
RA y Ninoa son mas sensibles al efecto del Benznidazol que la cepa Querétaro
(Petray et al., 2004).

Respecto a los efectos sobre el porcentaje de movilidad (sélo realizado para la
cepa Querétaro ya que para la cepa Ninoa todos los parasitos observados eran
moviles), se observé que el Benznidazol presentd un efecto sobre la movilidad del
parasitos a partir de la concentracion 40 uM cuando el tratamiento fue aplicado
durante 24 horas, mientras que a las 48 horas se observé una disminucién en la
movilidad de los parasitos a partir de la concentracién 13.3 uM. En cuanto al
tratamiento con Nifurtimox se observé un efecto sobre el porcentaje de movilidad de
los parasitos a partir de la concentracién 13.3 uM tanto a las 24 como a las 48 horas.
De acuerdo a lo anterior, el Nifurtimox presentdé un mayor efecto sobre la movilidad de
los parasitos, lo cual se reflejé en la disminucién de la movilidad de éstos desde las 24
horas a una concentracion mas baja que la necesaria para producir el mismo efecto
con Benznidazol. La diferencia de sensibilidad a farmacos reflejada en la disminucion
de la movilidad corresponde a lo descrito previamente (Martinez, 2006) en donde se
encontré que epimastigotes de la cepa Querétaro resultaron ser mas sensibles a la
accion del Nifurtimox que al Benznidazol. En este estudio también se describié que la
movilidad de epimastigotes de la cepa Ninoa no es sensible al efecto de los farmacos,

lo cual corresponde con lo que se encontré en tripomastigotes.
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Se observaron también modificaciones en la morfologia de los parasitos de la
cepa Querétaro, sugiriendo que los farmacos provocan cambios morfolégicos
reflejados principalmente en aumento del tamarno general del parasito y presencia de
vacuolas. Esto ya ha sido observado con otros farmacos como el caso del estudio
realizado por Paglini-Oliva et al., 1998, en el que se observaron alteraciones
estructurales principalmente a nivel de citoplasma y organelos en tripomastigotes y
epimastigotes de la cepa Tulahuen tratados con tioridazina. En el caso del Nifurtimox y
Benznidazol se observé un aumento en el porcentaje de parasitos con morfologia
anormal a medida que aumenté la concentracion del farmaco y el tiempo de
exposicion a éste. Lo anterior contrasta con el efecto del Etanidazol sobre la
morfologia de los parasitos, pues practicamente no se observaron parasitos con
morfologia anormal a las 24 horas y aunque a las 48 horas comenzaron a observarse
el porcentaje nunca es mayor al 40%.

El efecto del Etanidazol sobre el porcentaje de parasitos vivos y el porcentaje de
movilidad de los parasitos no fue tan evidente como en el caso de los efectos de
Nifurtimox y Benznidazol. Estadisticamente so6lo se observaron diferencias
significativas en la cepa Ninoa hasta la concentracion 1200 uM a las 24 horas, lo cual
indicdé que el Etanidazol fue capaz de disminuir el nimero de parasitos vivos de la
cepa Ninoa so6lo a esta concentracion del farmaco. Es importante mencionar que en
ninguna cepa se vio disminuido el porcentaje de parasitos hasta un 0%. Lo anterior
contrasta con el estudio realizado con la cepa RA en la cual se observé un efecto del
Etanidazol sobre el porcentaje de parasitos vivos llegando al 0% de parasitos a la
concentracién 1200 uM a las 48 horas de exposicion (Petray et al., 2004). El efecto
sobre el porcentaje de movilidad para la cepa Querétaro fue nulo.

Respecto al estudio realizado sobre amastigotes contenidos en macréfagos para

ambas cepas se observd una relacion dosis — respuesta en los tratamientos con
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Benznidazol y Nifurtimox, pero no se observé un efecto en el caso del tratamiento con
Etanidazol. En el caso de la cepa Querétaro, se observo un efecto sobre el nimero de
células infectadas a partir de la concentracion 0.9 uM vy, respecto al porcentaje de
actividad Anti-amastigote, el efecto se observé desde la concentracion 0.3 yM para
ambos tratamientos, mientras que para la cepa Ninoa, la disminucién del nimero de
células infectadas y del porcentaje de actividad Anti-amastigote ocurrié desde la
concentracion 0.3 uM. Esto indicé que en el caso de la cepa Querétaro, a medida que
aumenta la concentracion del farmaco, disminuyé el numero de amastigotes; sin
embargo, el nimero de células infectadas fue mas dificil que disminuyera en
comparacion con la cepa Ninoa. Lo anterior posiblemente se relacione con las
diferencias observadas en relacién a su infectividad in vitro, pues la cepa Querétaro es
mas virulenta que la cepa Ninoa y el numero de amastigotes dentro de la célula
infectada resulta ser mayor para la primer cepa que para la segunda (Jiménez, 2005).
La relacion dosis respuesta observada para las cepas Ninoa y Querétaro resulté ser
diferente a los efectos observados en otros trabajos en donde se evaluo la actividad de
farmacos sobre amastigotes intracelulares. En un estudio de evaluacion del efecto del
Nifurtimox en la cepa Y (Muelas et al., 2002) se llegd al 92% de actividad contra los
amastigotes a una concentracion de 34.8 uM después de 48 horas de haber incubado
a las células infectadas con el farmaco. Este porcentaje de actividad es muy similar al
obtenido para la cepa Querétaro a la concentracion 24.3 uM, pues fue de 95%; sin
embargo, el tiempo de exposicién fue mayor (72 horas), lo cual coincide con el estudio
realizado para la cepa RA, en donde se obtuvo cerca del 100% de actividad a la
concentraciéon 24.3 uM (Petray et al., 2004).

En relacion con los valores de ICs, obtenidos, en el caso de la cepa Querétaro
fueron muy similares aunque ligeramente menor para Benznidazol que para

Nifurtimox, mientras que en el caso de la cepa Ninoa, fue menor el valor para
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Nifurtimox que para Benznidazol lo cual pudo indicarnos que el Nifurtimox fue mas
potente que el Benznidazol para la cepa Ninoa. (Cepa Querétaro 1Csg enznidazo: 1.82
MM, 1Csp nifurtimox: 2.00 uM, Cepa Ninoa 1Csg genznidazol: 0.6 MM, 1Cso nifurtimox: 0.27 pM). Los
valores de IC5, fueron muy diferentes para ambas cepas lo que indicé que los
amastigotes de la cepa Ninoa fueron mas susceptibles al tratamiento con Benznidazol
y Nifurtimox que los amastigotes de la cepa Querétaro. Respecto al estudio realizado
con la cepa RA el valor de ICs genznigazo: 1 UM (Petray et al., 2004) resulté ser menor
que la concentracién obtenida para la cepa Querétaro y mayor que la obtenida para la
cepa Ninoa. Lo anterior indica nuevamente que las cepas RA y Ninoa son mas
sensibles al efecto del Benznidazol que la cepa Querétaro.

En relacion con el tratamiento con Etanidazol, no se observd efecto sobre el
numero de células infectadas, ni sobre el porcentaje de actividad Anti-amastigote, lo
cual indica que el Etanidazol no present6 actividad sobre amastigotes de ninguna de
las dos cepas estudiadas. Lo anterior contrasta con el estudio realizado con la cepa
RA, en el cual se observo un efecto del Etanidazol sobre amastigotes de la cepa,
llegando incluso a un 100% de actividad a la concentracion 243 yM a las 72 horas de
exposicion (Petray et al., 2004).

No se realizé algun andlisis estadistico comparando los efectos de los tres
tratamientos sobre los tripomastigotes de sangre de ratéon infectado y los amastigotes
contenidos en macrofagos, ya que las condiciones bajo las cuales se evalué el
Etanidazol (concentraciones) fueron diferentes a las empleadas en el caso de los
tratamientos realizados con Benznidazol y Nifurtimox. Las concentraciones de
Etanidazol empleadas fueron 10 veces mayores que las empleadas para los otros dos
farmacos, esto fue debido a que en un estudio previo realizado con la cepa
sudamericana RA se observo efecto de este farmaco sobre tal cepa a concentraciones

10 veces mayores que las empleadas para Benznidazol (Petray et al., 2004).
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La baja actividad del Etanidazol sobre tripomastigotes y amastigotes en
comparacion con los efectos observados para Nifurtimox y Benznidazol, podria
explicarse en base al caracter hidrofilico de la molécula. Lo anterior, origina que su
difusién a través de la membrana celular tanto de la célula hospedera como del
parasito sea mas lenta que en el caso del Benznidazol y Nifurtimox que son moléculas
de caracter hidofébico. Esto trae como consecuencia que su acumulacion dentro de la
célula blanco se alcance a velocidad mas lentas y que la concentracion alcanzada
dentro de la célula sea mucho menor que en el caso de Benznidazol y Nifurtimox
(Morilla et al. 2004), lo cual también puede explicar la decision de utilizar
concentraciones 10 veces mayores de Etanidazol y Nifurtimox para observar un efecto
sobre la cepa sudamericana RA (Petray, et al., 2004).

La diferencia de susceptibilidad al Etanidazol entre la cepa sudamericana RA
(Petray et al., 2004) y las cepas mexicanas Ninoa y Querétaro, nos permitieron
corroborar que existe variabilidad de susceptibilidad a farmacos entre cepas de T.
cruzi. Lo anterior podria deberse a diferencias biolégicas que existen entre las distintas
cepas de T. cruzi, que incluso podrian verse reflejadas en polimorfismos que se llegan
a presentar a nivel de la enzima tripanotion sintetasa que es clave en la sintesis del
tripanotion, este ultimo necesario para proteger al parasito del estrés oxidativo (Tran et
al., 2003). El estrés oxidativo es uno de los mecanismos de accién propuestos para el
efecto de Benznidazol y Nifurtimox sobre los parasitos y para el Etanidazol sobre
células cancerigenas.

Solo existen dos trabajos previos sobre el efecto de formas aisladas mexicanas
no caracterizadas genéticamente. Un estudio realizado por Nogueda — Torres et al.,
2001, en el que se reportaron diferencias de susceptibilidad entre las cepas mexicanas
Ninoa y Miguz, siendo la primera sensible a Benznidazol y la ultima resistente; y en el

estudio realizado por Chena, et al., 2005, en donde se reportan a las cepas Miguz y

ANDREA ALEJANDRA RUIZ AVILA 66



b

Facultad de Quimica

Compostela como resistentes a Benznidazol y Nifurtimox, a las cepas Parra y Nayarit
como ligeramente mas sensibles a Benznidazol y la cepa V2R como sensible a
Nifurtimox.

Finalmente, los resultados obtenidos de susceptibilidad a Nifurtimox vy
Benznidazol entre las cepas Ninoa y Querétaro, permitieron verificar que existe una
alta heterogeneidad de susceptibilidad a farmacos entre cepas que pertenecen al
mismo grupo genético | que se encuentra presente en México. Estos datos son

importantes de considerar al aplicar los tratamientos a los pacientes.
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IX. CONCLUSIONES

e Se observd un efecto diferencial del Nifurtimox y Benznidazol sobre
tripomastigotes sanguineos y amastigotes intracelulares de las cepas Ninoa y
Querétaro, siendo la cepa Ninoa mas sensible al efecto de los farmacos.

o Respecto al efecto sobre tripomastigotes sanguineos, los efectos fueron
reflejados en una disminucién en el numero de parasitos vivos, alteraciones
morfoldgicas y disminucion en la movilidad en la cepa Querétaro; mientras
qgue en la cepa Ninoa sélo se observé disminucion en el numero de parasitos
ya que la movilidad de esta cepa no se vio afectada.

o Respecto al efecto sobre amastigotes intracelulares, los efectos de Nifurtimox
y Benznidazol, fueron reflejados en una disminucion en el numero de células
infectadas y el numero de amastigotes dentro de macréfagos.

o No se observd un efecto del Etanidazol sobre tripomastigotes de la cepa
Querétaro; sin embargo, en la cepa Ninoa se observo un efecto reflejado en
la disminucion del numero de parasitos sélo a la concentraciéon 1200 yM, lo
que indicé que la cepa Ninoa es mas sensible al efecto por el farmaco. No se

observé un efecto del farmaco sobre amastigotes contenidos en macréfagos.
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X. RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

Dado que se observé un ligero efecto del Etanidazol sobre tripomastigotes de la
cepa Ninoa, seria importante analizar el efecto de este farmaco a concentraciones
mayores a las evaluadas en este trabajo, considerando, no llegar a condiciones
téxicas para el organismo. Es importante también estudiar el efecto del Etanidazol
sobre otras cepas de T. cruzi, pues aunque no se observa un efecto significativo sobre
las cepas mexicanas Querétaro y Ninoa, existe una alta variabilidad de susceptibilidad
a farmacos. Aunado a lo anterior, es importante el desarrollo de mas estrategias
terapéuticas que permitan tener un amplio rango de posibilidades para el tratamiento
de la Enfermedad de Chagas, tomando en cuenta el desarrollo de terapéutica mas

eficaz y menos toxica.
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Anexo A. Técnica para dividir Cultivos de Células Vero.

a.

b.

Eliminar el sobrenadante de la caja de cultivo.

Agregar EDTA (5mM) (Ver Anexo A.1).

b.1 cajas de 25 cm agregar de 1.5 mL — 2.0 mL.

b.2 cajas de 75 cm agregar de 3.0 mL — 4.0 mL.

Incubar de 5 a 10 minutos aproximadamente. Pasado ese tiempo retirar el

EDTA y éste se tira.

. Agregar tripsina (1mg/mL). (Ver Anexo A.2).

d.1 cajas de 25 cm agregar de 0.5 mL — 1.0 mL.

d.2 cajas de 75 cm agregar de 1.0 mL — 2.0 mL.

Incubar 2 a 10 minutos aproximadamente y dar pequenos golpecitos para
ayudar a despegar las células.

De esta solucion de tripsina con células se toman alicuotas de
aproximadamente 0.5 mL y se vierten en cajas nuevas.

Inmediatamente agregar medio D — MEM al 10% o 5% (Ver Anexo B).

g.1 cajas de 25 cm agregarde 5 mL — 7 mL.

g.2 cajas de 75 cm agregar de 15 mL — 30 mL.

Incubar a 5% de CO,, 90% de humedad y 37° C. Se afloja un poco la tapa

para que exista un buen intercambio de gases.

Anexo A.1. Preparacion de EDTA.

Preparacion de solucion Stock 0.5 M.

a. Pesar 14.6125 g de EDTA.

b. Disolver en PBS 1X y aforar a 100 mL con la misma solucion (Ver Anexo
A1.1).

Preparacion de la solucién de trabajo EDTA 5 mM.

a. Tomar 1mL de la solucidon Stock y aforar a 100 mL con PBS 1X (Ver

Anexo A.1.1).



b. Esterilizar con membrana de 0.22 uM y conservar a 4° C.

Anexo A.1.1. Preparaciéon de PBS 1X.

Preparacion de PBS 20x.

a. Pesar las siguientes cantidades de los siguientes reactivos.

a.1 Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) 7.2g (BAKER No. Cat.

3828-20).

a.2 Fosfato de sodio monobasico (NaH,PO,4-H,0) 22 g (BAKER No. Cat.
3818).

a.3 Cloruro de Sodio (NaCl) 180 g (SIGMA No. Cat. 5 — 9888).

b. Disolver en agua bidestilada y aforar a 1L.

*A partir del PBS 20X se prepara el PBS 1X.

Anexo A.2. Preparacion de la solucion de Tripsina (1 mg/mL).

a. Pesar 100 mg de Tripsina.

b. Disolver en PBS 1X y aforar a 100 mL con la misma solucién (Ver Anexo
A1.1).

c. Esterilizar con membrana de 0.22 ym y conservar a 4° C.



Anexo B. Preparacion de Medio D — MEM (Dulbecoo’s Modified Eagle Medium) y

complementacion.

a.

Disolver un sobre de D -MEM (GIBCO BRL Cat. No. 12100 - 038) alto en

glucosa en 900 mL de agua desionizada y destilada. Adicionar 3.7 g de

NaHCO; (Tissue Culture Grade No. Cat. 895 — 1810) por litro y ajustar el pH

entre 7.1 — 7.3 con NaOH y HCI.

Una vez ajustado el pH aforar a 1L.

Esterilizar por filtraciéon al vacio con membrana de 0.22 ym en la campana de

flujo laminar y vaciar el medio estéril en botellas de vidrio con tapon de

baquelita (secas y estériles) y dejar 48 h como prueba de esterilidad.

Si durante la prueba de esterilidad el medio continda siendo completamente

transparente, de color rojo y al microscopio no se observan bacterias, se

procede a complementar.

Complementacion.

f.1. El medio se filtra al vacio por membrana de 0.22 ym en la campana de
flujo laminar.

f.2. Agregar los volumenes de los siguientes componentes:

Componente Concentracién Para 500 mL
L — glutamina *Ver Anexo b.1 1% 5mL
aminoacidos esenciales 1% 5ml
Piruvato 1% 5ml
Vitaminas 1% 5ml
Antibioticos * Ver Anexo b.2 1% 5ml

f.3. Agregar la cantidad deseada de Suero Fetal Bovino (inactivado)
dependiendo del % que se desee de éste (5% adicionar 25 mL por cada
500 mL de medio, si es al 10% adicionar 50 mL por cada 500 mL de

medio).



Anexo B.1.Preparacién de L — Glutamina.

a. Pesar2.92 gde L — Glutamina.

b. Disolver en PBS 1X y aforar a 100 mL (Ver Anexo J Preparacion de PBS
1X).

c.  Esterilizar con membrana de 0.22 yM en la campana de flujo laminar.

d. Conservar en tubos o frascos pequefios y congelar si no se va a utilizar

de inmediato.

Anexo B.2.Preparacién de Antibidticos.

a. Pesar 0.6 g de penicilinay 1.0 g de estreptomicina.

b. Disolver con PBS 1x y aforar a 100 mL (Ver Anexo J Preparacion de PBS
1X).

C. Esterilizar con membrana de 0.22 uM en la campana de flujo laminar.

d. Conservar en tubos o frascos pequefios y congelar si no se va a utilizar

de inmediato.



Anexo C. Utilizacion de la camara de Neubauer.
a. Preparar una dilucién de la solucion de parasitos o células a evaluar.

b. Tomar una alicuota de 10 uL de la solucion preparada e introducirla en los

dos compartimentos de la camara.

c. Realizar el conteo de parasitos (por duplicado) en la zona marcada con la

letra L como se muestra en la siguiente figura:

d. Obtener el numero de células/mL utilizando la siguiente formula:
Ax Bx10x1000 = numero de celulay
- mL

Donde: A = numero de células contadas
B = factor de dilucién
10 = volumen de la camara de Neubauer

1000 = factor de conversion a mL



Anexo D. Preparacion del Colorante Giemsa.

Solucion Madre.

a. Se pesan 0.75 gramos de Colorante Giemsa (SIGMA No. Cat. 51811-82-6) y
se disuelven en 65 mL de metanol y 35 mL de glicerina pura.

b. Se filtra con un papel filtro Whatman del No. 1.

c. Se guarda en un frasco ambar bien tapado.

Solucién de trabajo.

a. Se diluyen 5 mL de soluciéon madre de Giemsa en 45 mL de PBS 1x.



Anexo E. Tratamiento de las laminillas de teflon (Cell — line 10 — 476) anterior al

ensayo de infeccion.

a.

b.

C.

Las laminillas se sumergen 18 horas en etanol al 70%.

Se lavan 10 veces con agua corriente utilizando una caja Coplin.

Se agrega HCI 1N en la caja Coplin y se pone en agitacion durante 30
minutos.

Se lavan 10 veces con agua corriente.

Se agrega PBS 1Xy se dejan en agitacion durante 30 minutos.

Se lavan 10 veces con agua corriente.

Una vez lavadas cada una de las laminillas se coloca dentro de una caja Petri
de 100 x 15 mm sobre un papel filtro del nimero 1 (Whatman No. Cat. 0531)

Se esterilizan a 120° C, a 1 atm de presion durante 30 minutos.



Anexo F. Método Probit
Este método se utiliza para determinar las dosis letales medias o dosis efectivas
medias (DLso, DEsp) a partir de una curva dosis — respuesta cuantal. Las curvas dosis —
respuesta cuantales relacionan la frecuencia con la que la dosis de un farmaco
provoca una respuesta fija del tipo “todo o nada” (muerte del organismo, presentacion
del estro, convulsiones hipoglucémicas, etc) ya sea in vitro o in vivo. Cuando los
resultados obtenidos se llevan a un sistema cartesiano, poniendo en las abscisas la
dosis y en las ordenadas el numero de organismos que reaccionan, se obtiene una
grafica que no es adecuada para el analisis por lo que debe ser transformada. A partir
de lo anterior, se construye una grafica colocando en el eje de las abscisas la dosis del
farmaco y en las ordenadas las frecuencias acumuladas o el porcentaje de individuos
que responden al farmaco; entonces se obtiene una curva de tipo sigmoide, que
mejora su representacion si en lugar de colocar en las abscisas la dosis del farmaco
se pone el logaritmo de la misma. Esta variante también sigmoide, es simétrica y la
parte central es una linea recta; sin embargo, los extremos de la curva no son lineales
y las respuestas en el limite se encuentran en las asintotas. Finalmente, esta curva
puede transformarse en recta mediante un artificio de céalculo denominado “probits”

(Velasco et al., 2003).

La transformacién de esta curva en una recta se basa en la transformacién del
porcentaje de respuestas que va en las ordenadas, en desviaciones de la distribucion
normal y se obtiene una desviacion normal equivalente (definida como la abscisa
correspondiente a un valor de probabilidad P en una distribucion normal con media 0 y
varianza 1). Al afadir cinco unidades a los valores de la desviacion normal
equivalente, con el fin de eliminar las cifras negativas, se obtiene los “probits”
(contraccion de las palabras probability unit). Se define el “probit” como una unidad de
respuestas obtenida por la adicién de cinco unidades a cada uno de los valores de la

desviacion normal equivalente, obtenida ésta a su vez del porcentaje de respuesta



obtenida (Velasco et al., 2003; Finney, 1977). Existen tablas que permiten obtener el
valor de los probits a partir del % de respuesta obtenido como se muestra a

continuacion:

Transformacion de % de respuesta a Probits

P S—

s 0 1 2 3 4 5 & 1 &8 9

0 — 267 285 312 355 338 345 352 169 Rag
Iy 572 397 380 387 308 L1080 401 406 4.08 422
30 46 4019 483 486 420 4.33 438 430 442 445
S0 445 450 4.53 458 4850 401 464 487 408 £.71
w475 477 480 4852 485 447 400 4052 .05 &£.07
ap G000 S03 505 SO08 510 513 515 518 5030 &.43
a0 5.25 4.28 B3l 533 536 bL.db I 544 247 G40
70 §55% 585 [.BR 661 A4 567 I 674 6597 BB

0 B

Fil

(48]

=]

A0 S04 SAH RBE S05F 502 G604 60F G158 614 0,23
90 828 O3 6.4] 048 685 O+ 655 88 7405 T.39

— 060 01 92 03 04 05 46 Q7 08 0.9
99 724 737 74) 740 T:E] 3E8 6 N6 .88 R.OoE

Finney, 1977

El valor de probit correspondiente al % de respuesta va a tener una relacion lineal con

la dosis del farmaco, lo cual se ilustra en la siguiente figura.

Peolin 7,
A5 ik =
Teabls /
1K = 410 U
Gk B0 SRR
5B &0 =
S 60 B
534 0
R -~ 86 631
.00 50 - <4 &0 R0
435 40 4.5 300
448 20
=14 158
4.16 20
ae Wk e
b ! - | L Llyp a3
0.4 0.6 4 1.0 12 i 1.6

irﬂg TonCen TR bioD

Finney, 1977
A partir de esta relacion lineal puede calcularse la dosis efectiva media, la que se
considera como la dosis a la cual el valor de Y es 5. (Velasco et al., 2003; Finney,

1977).



LISTA DE ABREVIATURAS

%AA
BALB/c
D-MEM
DNA
DMSO
DLsg
g/m?

GSH
GSSG
HCI
HGPRT
Clso

um
UM

mM
NADPH
PBS
PCR
RAPD
RNA
ROS
SFB
TRIS
T(SH),
T(S):
WHO
Z1

Z2

Z3

Porcentaje de Actividad Anti - amastigote

Cepa de ratdn cuyo origen deriva del albino Bagg (1913)

Dulbecoo’s Modified Eagle Medium

Acido Desoxirribonucleico

Dimetilsulféxido

Dosis Letal 50. Concentracion a la cual el % de parasitos vivos es 50%
Medida de concentracion empleada en cancer que especifica los
gramos de farmaco a emplear por m? de la zona a aplicar la radiacion
Glutation Reducido

Glutation Oxidado

Acido Clorhidrico

Hipoxantina — Guanina Fosforibosil Transferasa

Concentracion Inhibitoria 50. Concentracién a la cual se reduce en un
50% el crecimiento de amastigotes

Micréometros

Concentracion micromolar

Concentracion milimolar

Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato Reducido

Buffer de Fosfatos Salino

Reaccién en Cadena de la Polimerasa

Amplificacion al azar de DNA Polimérfico

Acido Ribonucleico

Especies Reactivas de Oxigeno

Suero Fetal Bovino

Trizma Fosfato Monobasico

Tripanotion reducido

Tripanotion oxidado

World Health Organization

Zimodema 1

Zimodema 2

Zimodema 3
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