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ANTECEDENTES 1

1. ANTECEDENTES
1.1 Enfermedades parasitarias producidas por cestodos.

El ser humano desde su aparicion en la tierra ha adquirido una cantidad
sorprendente de parasitos. Aspectos de la vida humana como la migracion, el
nacimiento de las civilizaciones, los conflictos bélicos, han sido desde entonces
factores de importancia en la diseminacién de infestaciones de tipo parasitario
gue prevalecen en nuestros tiempos. Entre las numerosas infestaciones
contraidas por el humano, las parasitosis por cestodos y principalmente las
ocasionadas por la especie Taenia solium desde la antigiedad, han sido
consideradas como un problema que aun atenta contra la integridad de la
poblacion en el mundo actual (Cox, 2002).

Los cestodos son gusanos planos, segmentados con un cuerpo que
puede llegar a longitudes por arriba de 10 metros, normalmente residen en el
intestino delgado de sus huéspedes definitivos los mamiferos. Su ciclo de vida
incluye al menos un huésped intermediario, en el cual el parasito se desarrolla
desde que se encuentra como huevo hasta su estadio larvario. Estos parasitos
durante la etapa adulta presentan dentro de su constitucion corporal, una
simetria bilateral y tejido especializado, que soporta en cada proglétido o
segmento, un complejo reproductivo que consta de un aparato reproductor
femenino y uno masculino. Este aparato tiene una gran capacidad reproductiva
de 20 a 30 millones de nuevos parasitos, los cuales estan provistos de una
cubierta de queratina que los protege del entorno y que, una vez dentro del
huésped definitivo, se deshace y el huevo es activado por la bilis y enzimas

pancredticas y pasa a un estadio larvario o de metacéstodo; aspecto de
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relevancia debido al cual este parasito es persistente en areas endémicas

(Willms et al, 2001).

1.2 Control y tratamiento de las parasitosis segun la OMS.

Debido a que las enfermedades parasitarias son un importante problema
de salud publica tanto en paises desarrollados como los que estan en vias de
desarrollo, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha considerado que es
necesario establecer medidas para el control de estas enfermedades como: la
quimioterapia, el establecimiento de normas sanitarias y la cultura preventiva.
Sin embargo, aunque tales medidas de control y de tratamiento tanto a corto
como a mediano plazo, no son suficientes, y ello se requiere de mejorar los
farmacos de uso actual o de producir otros nuevos, ya que los farmacos
antiparasitarios de uso actual no son producto de un disefio racional de
farmacos aun cuando en la actualidad se conoce el sitio blanco y el mecanismo
de accidon para ciertos farmacos antiparasitarios de amplio espectro, su uso
solo estad fundamentado en el conocimiento adquirido en reportes detallados
donde se demuestra que existe una accion antiparasitaria (Fairlamb et al,
2003).

Ademas, hay una creciente problematica que preocupa a la medicina
humana y que es la aparicion de cepas multiresistentes, como producto del uso
excesivo de farmacos antiparasitarios y que se ha manifestado mas claramente

en el campo veterinario (Wolstenholme, 2004).

1.3 Farmacos de uso actual con actividad antiparasitaria contra cestodos.
Las enfermedades parasitarias en seres humanos ocasionadas por

cestodos son consideradas un problema importante para la salud, debido a su
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gran distribucibn en paises en vias de desarrollo en Latinoamérica, el
Continente Africano y Asia, principalmente en China. Entre estas, las
ocasionadas por cisticercos de Taenia solium, la etapa larvaria metacestodos
afecta principalmente en musculo esquelético 6 el sistema nervioso central,
conocida como neurocisticercosis, la cual es la variante de la infeccidén
considerada como la de mayor gravedad (Flisser,1988).

Por estas causas los farmacos cestocidas actualmente disponibles para
el tratamiento de la cisticercosis son los derivados del Bencimidazol como el
Albendazol, el Mebendazol, el derivado de las pirazoisoquinolinas conocido
como Praziquantel y, recientemente, se ha comenzado la introduccion de la
Nitazoxanida, un derivado de las isoquinoleinas, debido a que este tipo de
farmaco solo tiene efecto en los parasitos, es indispensable controlar las
manifestaciones clinicas propias de la infeccion por medio de un tratamiento
paralelo; analgésicos para aliviar el dolor, corticoesteroides para controlar, en
el caso de la neurocisticercosis la inflamacion en el sitio debido a la respuesta
inmune y antiepilépticos, para aminorar las secuelas de epilepsia producto del
dafio en el tejido nervioso (Flisser, 1988).

Uno de estos farmacos antiparasitarios, el Praziquantel, se considera como
uno de los mas efectivos en la neurocisticercosis y por ello se ha puesto mucha
atencion en su utilidad para definir si su actividad farmacolégica podria hacerse
mejor al combinarlo con otros farmacos como el Albendazol, al menos con lo

gue se ha hecho experimentalmente, bajo condiciones in vitro (Palomares et al,

2004 2006).
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1.4 Praziquantel.

1.4.1 Estructura quimica. Su nombre quimico es 2-ciclohexilcarbonil-1, 2, 3,
6, 7, 11b-hexahidro — 4 H - pirazino [2, 1-a] isoquinolin — 4 — ona. Cuando se
sintetiza, se obtiene como una mezcla racémica en la que el enantiomero (-) es
la forma que posee actividad terapéutica (Greenberg, 2005), y que se utiliza en
el tratamiento de parasitosis ocasionadas por cestodos y trematodos. Su uso
se ha dado tanto en seres humanos como animales y su introduccion al

mercado fue en el afio de 1980 (Dayan, 2003).

Figura 1 Estructura quimica de la molécula de Praziquantel. La molécula es un hibrido
formado por un nicleo de isoquinolina y uno de pirazina, al cual estd unido un radical ciclohexil
carbonilo. Debido a que la molécula presenta un carbono quiral (*), el producto se genera como
una mezcla racémica en donde la forma levogira es el principio activo del farmaco (Greenberg,
2005).

1.4.2 Farmacocinética y Farmacodinamia. En lo referente a su
Farmacocinética, el PZQ, debido a su solubilidad acuosa limitada solo un 75%
es absorbido. Su vida media (Ti2) es de 1 — 2 h y los valores de Cuax
(Concentracion Maxima) y Twmax (Tiempo maximo) pueden variar entre
individuos por razones desconocidas (Jung et al, 2008). Se sabe, de antemano
que si el farmaco es administrado en compafiia de alimentos ricos en
carbohidratos, el porcentaje de absorcion aumenta (Dayan, 2003).

Una vez administrado, el 80% del PZQ se une a proteinas plasmaticas.

De la cantidad de farmaco libre, el 84% es biotransformado via metabolismo de
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primer paso en una serie de derivados mono- y di- hidroxilados (Dayan, 2003),
donde el 4-hidroxiciclohexilcarbonil es el metabolito mas abundante (Jung et al,
2008). Los metabolitos producidos poseen una actividad antiparasitaria casi
nula; solo el PZQ tiene actividad antiparasitaria (Pawloski, 2006).

El mecanismo de accidon que se ha propuesto en Schistosoma mansoni,
esta referido en que altera la homeostasis de los iones calcio. Sin embargo,
aun no se ha identificado a su proteina blanco principal. En cestodos y en
trematodos, el PZQ produce alteraciones en el tegumento, asi como una
contraccion paralitica de los parasitos. Esto genera como consecuencia una
presentacion de antigenos parasitarios al sistema inmune del huésped, y con lo
cual se monta una respuesta inmune en contra de los parasitos lo cual lleva a
alteraciones metabdlicas, la muerte y la expulsion de los parasitos. (Day et al,
1992).

No se conoce el principal mecanismo de accién del PZQ, pero se ha
argumentado la alteracién de la homeostasis de iones Ca?* es el principal
mecanismo de accién. (Greenberg, 2005). Se considera que hay activacion de
canales de Ca?" tanto por via ligando, segundo mensajero y potencial eléctrico,
asi como por sistemas amortiguadores de Calcio, canales de Calcio
intracelulares, asi como bombas y transportadores. A pesar de estos
argumentos, es sabido que el PZQ ocasiona modificacion en los fosfolipidos e
incremento en la fluidez de membrana plasmatica lo cual produce un flujo
interno de iones Ca®", producto de la permeabilidad alterada de la membrana
(Harder et al, 1988). Por otro lado se han considerado a los canales de Ca®*
como sitios criticos de interaccion de PZQ por su gran importancia en el

establecimiento de la homeostasis de calcio. Esto se debe a que el calcio



ANTECEDENTES 6

permite que las células efectlen fendmenos de excitacidn-contraccion,
excitacidén-excreciéon y otros procesos de vital importancia para tejido muscular,
nervioso y otras células excitables. Recientemente se encontré tanto en
Schistosoma mansoni como en otras especies de invertebrados una variante
de la subunidad B que forma parte de los canales calcio, la cual posee alta
susceptibilidad a la accion del PZQ. Hasta la fecha, no se a encontrado esta

variante en el ser humano u otras especies de mamiferos (Greenberg, 2005).

1.4.3 Uso terapéutico. EI PZQ es administrado por via oral para el
tratamiento de cisticercosis subcutanea (25 mg/kg/dia durante 3 — 6dias), de
neurocisticercosis (50 mg/kg/dia durante 2 semanas) y como tenicida (5 mg/kg,
una sola dosis) (Pawlowski, 2006). Debido a que el uso de PZQ para el
tratamiento de la neurocisticercosis puede acelerar la inflamacion y el dolor,
sintomas relacionados con la respuesta inflamatoria generada por la infeccion,
es recomendable el uso de corticoesteroides para tratar la inflamacion y
analgésicos para el dolor. Debido a ello el PZQ esta contraindicado para el
tratamiento de la cisticercosis ocular (Pawlowski, 2006).

1.5 La importancia del desarrollo de farmacos antiparasitarios cestocidas y la
aplicacién de ADMET.

La creciente distribucién en el mundo de las enfermedades parasitarias,
producto del turismo, la migracién, la guerra, entre otros fendmenos
socioeconémicos, hace imprescindible la disponibilidad de farmacos para el
tratamiento de parasitosis especificas (Fairlamb et al, 2004). Ademas, desde
hace mas de 30 afios, no se ha producido un farmaco antiparasitario exitoso
debido a la falta de interés. Por ello, por lo consiguiente, y con la finalidad de

evitar el empirisismo en el desarrollo de nuevos farmacos, para su aplicacion,
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una vez que los farmacos han sido diseflados y sintetizados, requieren ser
evaluados para cubrir ciertos requisitos de acuerdo a lo descrito como ADMET.
Entre estos estudios, la evaluacion del efecto in vitro en modelos celulares o
bioldgicos es vital.

Es necesario aplicar estrategias de disefio racional de nuevos farmacos
con actividad antiparasitaria o bien, de redisefiar los ya existentes. Para ello se
requiere de un apoyo multidisciplinario, tecnolégico y econémico, que permita
llevar a cabo cada uno de los procedimientos implicados. La empresa no es
facil, debido a que se tienen que considerar aspectos como la toxicidad,
mutagenicidad, poca solubilidad, facil metabolizacion, de entre millones de
moléculas sintetizadas, al menos diez de ellas podrian satisfacer tales aspectos
(Revah, 2002).

Aparte los aspectos mencionados, es necesario integrar nuevos
conocimientos relacionados con la naturaleza celular, bioquimica y molecular
de los patégenos, los resultados que provienen de modelos destinados al
estudio de interacciones huésped-parasito (Kurtz et al, 2002). Y apoyarse en la
bioinformética, todos estos elementos se considera proporcionan nuevos
puntos de partida para el diseiio de nuevas estructuras con propiedades
antiparasitarias, el esclarecimiento del mecanismo de accion de los farmacos
de uso actual y la busqueda de nuevos blancos farmacologicos (Méndez et al,

2008).
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1.6 Estudios in vitro para determinar el potencial antiparasitario de una
molécula.

Cuando un farmaco es administrado se espera que el efecto terapéutico
se presente, y asi obtener el tratamiento deseado. Sin embargo, para cumplir
este objetivo es necesario considerar diferentes aspectos de gran importancia.
La farmacologia preclinica es la primera etapa del desarrollo de farmacos, en
ella se contemplan estudios realizados ya sea in vitro y/o en animales de
experimentacion con el proposito de obtener informacion farmacéutica,
farmacocinética, farmacodinamica y toxicologica de sustancias con potencial
farmacoldgico. Estos datos son vitales para garantizar la seguridad del farmaco
y reducir dentro de lo posible los riesgos que implican su uso (Mendoza et al,
2008).

Dentro de la variedad de estudios in vitro que se realizan en la etapa
preclinica, el bioensayo que es una aproximacion experimental, tiene como
funcidén analizar la respuesta biologica resultante por el efecto del farmaco de
manera cuantitativa para la elaboracion de modelos que interpreten el probable
efecto del farmaco. Esto resulta de gran importancia para la aceptacion de la
sustancia como un nuevo candidato.

El bioensayo que se elaboro en el presente proyecto de tesis fue del tipo
de respuesta gradual de la cual consiste en asignar diferentes concentraciones
del farmaco a los que estaran expuestas las muestras bioldgicas y un control,
posteriormente, por medio de un método reproducible se mide la respuesta
biolégica a cada una de las muestras para la obtencion de valores
cuantificables, finalmente los datos resultantes se unifican para la elaboracion
de una curva concentracion - respuesta, modelo grafico que provee

informacion de gran relevancia respecto a la actividad del farmaco.
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1.7 Modelo de la cisticercosis murina por Taenia crassiceps cepa ORF en la
evaluacion in vitro del efecto de farmacos antiparasitarios.

Aungue es posible evaluar in vitro en metacestodos de Taenia solium, ello
sin embargo resulta complicado por que los parasitos requieren ser obtenidos
de la carne de cerdo infectada. Luego, aunque se tenga la fortuna de tener
carne infectada, es posible que el nimero de parasitos sea insuficiente para los
experimentos, no hay homogeneidad segura de los parasitos en relacion a su
estadio ni tampoco del estado fisioldgico que guardan los parasitos al momento
de su diseccion.

Debido a estas causas se recurre al modelo experimental de cisticercosis
murina, el cual ha venido a subsanar muchos de los problemas; Los cisticercos
de T.crassiceps cepa ORF son parasitos obtenidos facilmente de ratones
infectados experimentalmente y el modelo es facil de mantener en laboratorio.
Otra caracteristica es que estos cisticercos presentan una morfologia
microscopica semejante a los cisticercos de T. solium: son vesiculares, llenos
de fluido vesicular y delimitados por un tegumento sincicial continuo, que les
permite obtener los nutrientes necesarios para su desarrollo y, a su vez,
eliminar aquello que no les sirve (Ambrosio, 2007). Gracias a este modelo
experimental es posible obtener cantidades suficientes de cisticercos por medio
de inoculaciones seriadas, ya que a diferencia de T. solium, esta especie es
capaz de reproducirse asexualmente por gemacion (Freeman, 1962), es
posible conservar la homogeneidad morfolégica, debido a las caracteristicas
fenotipicas de la cepa ORF, su incapacidad para desarrollar escolex y su alta

capacidad de reproduccion respecto a otras cepas (Smith et al, 1972).
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Por lo anterior, se ha demostrado que este tipo de parasitos es util para
evaluar el efecto de farmacos en las formas larvarias en cultivo Palomares et
al, 2006.

Sin embargo, dado que recientemente se establecié y estandarizd una
estrategia, con base al marcador vital diacetato de 5- clorometil fluoresceina
(CMFDA), para evaluar el efecto de derivados del BZM y se compararon con

los pardmetros farmacoldgicos con lo determinado por Palomares (2006).

1.8 Marcadores fluorescentes biolégicos y su uso en la evaluacién del efecto de
farmacos.

1.8.1 Uso de marcadores vitales para determinar CEsg.

Actualmente se ha intensificado el uso de marcadores vitales debido a
gue permiten detectar componentes de complejos biomoleculares, incluyendo
células vivas de una manera selectiva y sensitiva, mediante la medicién de la
fluorescencia, propiedad que se le atribuye a estas moléculas que son por lo
general hidrocarburos poliaromaticos o heterociclicos, también llamados
fluoréforos o colorantes fluorescentes. Estas moléculas tienen la capacidad de
localizarse dentro de una regién especifica de un espécimen bioldgico y/o
responder a un estimulo especifico, por lo que es posible obtener mediante el
uso de diferentes sistemas de deteccién, informacion detallada a cerca de la
localizacion del marcaje asi como la intensidad de fluorescencia emitida.
(Hauglan, 2005). Debido a las caracteristicas de los marcadores vitales asi
como a la variedad de sistemas de deteccion de fluorescencia disponibles, es
posible obtener mejores resultados mediante un método mas sencillo y

reproducible de aplicar en comparacion a los métodos convencionales.
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Relacionado al presente trabajo de tesis se emple6 el marcador vital
CMFDA para determinar el grado de susceptibilidad de la especie Taenia
crassiceps cepa ORF a farmacos con actividad antiparasitaria, mediante un
espectrofluorémetro, sistema de deteccion que permite medir de grado de

fluorescencia en la muestra de FV.

1.8.2 CMFDA vy su biotransformacién. EI| CMFDA es una sustancia
guimica con capacidad de difundir a través de las membranas plasmaticas de
las células y una vez dentro de ellas, esta sustancia es biotransformada por la
maguinaria enzimatica de estearasas que rompen sus grupos acetato, y ello
genera una molécula intermediaria que es capaz de emitir fluorescenciay es
permeable.

Luego, debido a que ocurre una reaccion de sustitucion catalizada por la
glutation-s-transferasa, entre el grupo clorometil del marcador vital y el grupo
tiol contenido en el glutation, da como resultado un aducto tioéter el cual
genera un compuesto no permeable fluorescente y que permite que la marca

se mantenga en el interior de la célula (Hauglan, 2005).

Figura 2 Modificacion metabélica de la molécula CMFDA. La molecula, una vez dentro de la
célula, es biotransformada por las estearasas intracelulares en una estructura intermediaria
fluorescente, posteriormente mediante la interaccién con el grupo clorometilo y el glutation se
genera un aducto CMFDA-Glutation, el cual es fluorescente e impermeable.
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El glutation (glutamilcistenilglicina) es un tripéptido de gran importancia
debido a que participa en procesos vitales que mantienen la estabilidad interna
de la célula. Esta ampliamente distribuido en tejidos de animales, plantas y
distintos microorganismos (Meister, 1988). Participa en procesos de
destoxificacién debido a su capacidad para formar conjugados con sustancias
de origen enddgeno y exdgeno, como lo son radicales libres derivados del
oxigeno y metales pesados. Ademas, interviene como cofactor de enzimas que
originan la catalisis de una gran variedad de reacciones (Meister, 1988).

Se encuentra en el citosol en concentraciones milimolares, por lo que convierte
al glutation en el principal almacén del azufre no proteico, y a su vez es
distribuido como .precursor en procesos de sintesis de cisteina y proteinas.

La concentracion de glutation se considera como el indice de vitalidad
celular, ya que es uno de los principales sistemas de destoxificacion celular
(Meister, 1988). Por lo tanto, si este sistema de biotransformacion se ve
comprometido, la célula tendrd menor capacidad de biotransformar el marcador
vital, por lo que en cisticercos, el grado de fluorescencia del marcador vital
CMFDA transformado dentro de la célula es un parametro mesurable que
refleja directamente la capacidad metabdlica y viabilidad del organismo en que
se emplea (Garcia-Vilchis, 2007).

El CMFDA no so6lo se ha aplicado en cestodos para determinar la
viabilidad de los parasitos (Garcia-Vilchis, 2007; Kurtz et al, 2002), también se
la empleado para evaluar el grado de susceptibilidad in vitro de hongos, de la
especie Aspergillus frente a farmacos antifungicos (Balajee et al, 2005). Por
estas causas, se ha considerado que el CMFDA podria ser utilizado para

determinar el potencial antihelmintico de derivados del bencimidazol en
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cisticercos de T. crassiceps de la cepa ORF (Garcia-Vilchis, 2007). Por lo que,
para el presente proyecto, se determiné evaluar el efecto del farmaco
cestocida, el praziguantel, el cual no tiene relacién estructural alguna con los
compuestos derivados del bencimidazol y los cuales habian sido utilizados

durante la estandarizaciéon la medicion de CMFDA fluorescente en cisticercos.



HIPOTESISY OBJETIVOS 14

Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Es posible determinar, mediante la medicién de la fluorescencia emitida por el

CMFDA, el efecto del praziquantel en cisticercos tratados in vitro.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del PZQ en cisticercos cultivados in vitro mediante la

cuantificacion del CMFDA vy el aspecto morfologico de los parasitos.

Objetivos particulares

1.- Obtener parasitos de infecciones experimentales y mantenerlos en cultivo in
vitro.

2.- Cuantificar la fluorescencia emitida por el CMFDA en cisticercos cultivados
in vitro.

3.- Cuantificar la fluorescencia emitida por el CMFDA en cisticercos cultivados
in vitro bajo tratamiento con PZQ

4.- Comparar la morfologia de los parasitos, tratados o no con PZQ, bajo

condiciones in vitro.
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3.2 Obtencion de parasitos.

Se infectaron ratones hembra Balb/c de 5 semanas de edad con 0.4mL
de cisticercos de Taenia crassiceps cepa ORF previamente.

Los parasitos se recuperaron de la cavidad peritoneal de un ratén de 4
meses de infeccién. Los animales se sacrificaron por dislocacién cervical, y de
ellos, de su cavidad peritoneal, se obtuvieron los parasitos los cuales. Cuando
se requirid, los parasitos se almacenaron en SSAF complementado con
antibiético — antimicotico (Penicilina-G, Estreptomicina y Anfotericina B, GIBCO

BRL), hasta ser utilizados para infectar otros ratones.

3.3 Mantenimiento in vitro de cisticercos.

Una vez recuperados y lavados los cisticercos, se colocaron en cultivo in
vitro. En una incubadora NUAIRE Modelo UN - 4750 bajo condiciones definidas
(37°C, 5% de CO,y 98% de humedad relativa) durante 11 dias.

El medio de cultivo empleado fue medio RPMI 1640 (GIBCO),
suplementado con 2.2g de HEPES (GIBCO BRL) y 2.2g de NaHCOg3y ajustado
a pH 7.2. El medio de cultivo se esteriliz6 mediante filtracion por 0.22um, luego
se complemento con 10mL de una mezcla de antibidtico — antimicético
(Penicilina-G, Estreptomicina y Anfotericina B, GIBCO BRL) y se almacené a

4°C, hasta su uso.
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3.4 Evaluacion in vitro del efecto del PZQ en cisticercos.

Los ensayos, el PZQ se prepar6 de la manera siguiente: Se prepararon
dos soluciones stock, una de 1000 ug/mL (Soluciéon 1) y otra de 1 ug/mL
(Solucion 2).

Mientras que la solucidon 1 consistio en una disolucion de 10mg de PZQ,
en un matraz volumétrico, en presencia de 1 mL de Etanol absoluto. Luego se
llevé al aforo con agua Milli-Q a un volumen total de 10mL. Se tomd6 una
alicuota de 10 ul de la solucion 1 para disolverla en otro matraz aforado con
agua Milli-Q hasta llegar a un volumen de 10 mL y para obtencién de la
solucion 2. Luego, se prepararon en medio de cultivo, diferentes
concentraciones de PZQ (0.001, 0.003, 0.01, 0.03, 0.1 y 0.3 pg/mL). Para los
ensayos se utilizaron dos controles; uno, parasitos con medio de cultivo RPMI
1640 vy el otro, parasitos en presencia del porcentaje de etanol absoluto en el
que se diluyd la concentracion mas alta de PZQ.

Para evaluar el efecto del PZQ sobre los cisticercos, se depositaron
grupos de 30 +/- 5 de cisticercos en cajas multipozos (NUNC) con pozos de 2.5
cm de diametro. Los ensayos se hicieron por triplicado, en presencia de los
grupos control y se formaron los grupos de parasitos necesarios para evaluar
las diferentes concentraciones de PZQ. Durante el tiempo de cultivo se observo
la morfologia de los parasitos y el efecto que ejercio en ellos el PZQ. Para
mantener siempre la concentracion del PZQ, se hizo cambio de medio diario

con la concentracion correspondiente de PZQ, en estudio.
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3.5 Marcaje fluorescente con CMFDA.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se retiro el medio con PZQ
de todas las cajas multipozos, incluidos los controles y a cada uno se les
adicionaron 2 mL del marcador vital CMFDA (Molecular Probes) diluido en
medio de cultivo a una concentracion de 8 uM, se incubaron los parasitos por
45 minutos bajo las mismas condiciones indicadas. Al finalizar el tiempo, se
retiro la solucién con el CMFDA y se agregaron 3mL de formaldehido al 3.7%.
Se volvieron a incubar los parasitos 15 minutos a temperatura ambiente, luego
se retird el formaldehido, se lavaron los cisticercos tres veces con SSAF a pH
7.2, se colocaron en tubos Eppendorf y se almacenaron a 4°C, protegidos de la

luz.

3.6 Recuperacion del fluido vesicular y medicion de la fluorescencia.

Para ello, todas las actividades se realizaron en cuarto oscuro. Los
parasitos se obtuvieron de los tubos Eppendorf y se puncionaron con ayuda de
una aguja, los parasitos asi puncionados, se centrifugaron a 9503 g durante 30
minutos a 4°C. Luego, una vez recuperado el FV de los sobrenadantes, se
obtuvieron 25uL de cada una de las muestras y se disolvieron en 2.5 mL de
agua destilada. La mezcla resultante se protegié de la luz y, cuando se hizo la
medicion de la fluorescencia, a las muestras se le colocé en una celda de
cuarzo y se les midi6 la fluorescencia en un espectrofluorémetro (PPI). Las
condiciones de medicion de la fluorescencia se ajustaron a 490nm de
excitacion y a 515nm para emisién (Hauglan, 2005). Como blanco se utilizé

agua destilada.
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Para la determinacion de la CEsp del PZQ sobre los cisticercos se hizo
un triplicado de cada concentracion establecida asi como los controles.

Una vez que se obtuvieron las lecturas correspondientes al grado de
fluorescencia de la muestra, los resultados fueron analizados con el programa
GraphPad Prism versién 4.0, donde se establecié la curva concentracion-

respuesta mediante un andlisis de correlacion no lineal de pendiente variable.

3.7 Adquisicién de imégenes.

Con la finalidad de adquirir las imagenes, de acuerdo a lo descrito en los
apartados 3.3 y 3.4, los parasitos seleccionados se observaron en un
microscopio estereoscopico invertido. Este equipo estaba acoplado a un
sistema de epifluorescencia equipado con una lampara de mercurio de 100W y
un filtro de 510 nm (Olympus, modelo SZX7). Luego, las imdgenes se tomaron
con una camara COOLPIX 4300. En presencia de luz blanca o de luz UV. Las
imagenes obtenidas se editaron bajo el programa de ADOBE Photoshop 7.0,
bajo condiciones de luz blanca y con luz producida con una lampara de

mercurio (luz UV).
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IV. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

4.1 Morfologia macroscopica de los cisticercos.

4.1.1. En ausencia de PZQ. Una vez que los parasitos se recuperaron de
las infestaciones, se colocaron en cultivo in vitro en ausencia de farmaco y bajo
estas condiciones se encontré que los parasitos no sufrieron modificacion
macroscopica alguna. Posteriormente, como se muestra en la Figura 4, los
parasitos se dividieron en grupos para evaluar el marcaje fluorescente de ellos
en ausencia (Fig 4 Ay B) o en presencia del CMFDA (Fig. 4 Cy D), asi como
en ausencia (Fig 4 Ay C) o en presencia de luz UV (Fig 4 B y D) como fuente
de excitacion/emision del marcador fluorescente. Como se observa en dicha
figura, el grupo evaluado en ausencia de CMFDA y bajo condiciones de luz UV
(Fig. 4 B) no tuvo una autofluorescencia intensa. Sin embargo, cuando se
adicion6 el marcador fluorescente y se le estimul6 con la luz UV (Fig. 4 D) hubo
un aumento intenso de la fluorescencia emitida por los parasitos. Se observo
que los parasitos marcados con CMFDA, en ausencia de luz UV (Fig 4 C),
presentaron una fuerte tincion no fluorescente de color verde en comparacion
de lo parasitos que no se marcaron (Fig 4 A). Segun observaciones obtenidas,
los parasitos no tuvieron alteraciones morfoldégicas macroscopicas por el
mantenimiento in vitro, por la adicién del CMFDA o la estimulacién con la luz

UVv.
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Figura 4. Marcaje con CMFDA de cisticercos en ausencia de PZQ. Luego de la obtencion y
el lavado de los parasitos se colocaron en ausencia (A y B) y en presencia de CMFDA (C y D),
asi como en ausencia (A y C) y en presencia de luz UV (B Y D). Sélo los parasitos bajo estas
Gltimas condiciones emiten una fluorescencia intensa. La escala corresponde a 1 mm de
longitud.

4.1.2. En presencia de PZQ. El efecto producido en funcién del tiempo
de la incubacién de los cisticercos, en presencia de diferentes concentraciones
de PZQ, se muestra en la Figura 5. En la Figura 5 se observa que la morfologia
macroscopica de los parasitos, asi como su tamafno (posiblemente debida a la
pérdida de fluido vesicular) resultaron alteradas debido a la concentracién del
PZQ. Segun la imagen, la concentracion mas alta (0.3 pg/mL) fue la que
produjo mayor alteracion de los parasitos y la cual se mostré evidente conforme

transcurrieron los dias de tratamiento. No hubo modificacion alguna en los
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parasitos del grupo control durante el tiempo de estudio. En lo relacionado al
marcaje fluorescente de CMFDA, no se observd variacion alguna en la
intensidad de la fluorescencia de los parasitos, ni alin cuando hubo disminucién
de su tamario por el efecto de la maxima concentracion de PZQ empleada.

El efecto del PZQ en la morfologia de los parasitos se observé desde el
primer dia de incubacion bajo una concentracion de 0.3 pg/mL en la que se
observd que los parasitos tuvieron disminucion de tamafo. Al segundo dia de
incubacion, bajo una concentracion de 0.03 ug/mL, se encontrd0 que los
parasitos presentaban cambios en su morfologia ya que se observaron con
menores tamafos y menos ovalados. Estos cambios se mantuvieron, bajo esta
misma concentracion, a lo largo de los dias de cultivo. Segun la imagen, a una
concentracion de 0.022 pg/mL, hubo variaciones en la morfologia de los
parasitos a partir del dia 7 de cultivo, sin embargo, cabe la posibilidad de que
los efectos se manifestaran desde el segundo dia de cultivo. En el tltimo dia de
cultivo in vitro, bajo las concentraciones de 0.022 y 0.03 pg/mL, los cisticercos
tuvieron cambios en su morfologia y so6lo en la concentracion de 0.3 ug/mL los

parasitos perdieron su tamafio considerablemente.

En lo referente a la motilidad franca de los parasitos, bajo el tratamiento
con el PZQ, se encontr6 que los parasitos tuvieron movimiento hasta el
segundo dia de tratamiento hasta la concentracion de 0.03 ug/mL, mientras
que bajo la concentracion de 0.3 ug/mL se observé que los parasitos estaban

inmoviles.
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Concentracion ( gg/ mL )
Dia Control 0.001 0.01 0.022 0.03 0.3

Figura 5. Marcaje con CMFDA de cisticercos en presencia de PZQ. Se muestran varios
grupos de cisticercos cultivados in vitro en diferentes dias y tratados con diferentes
concentraciones de PZQ. Se comparan con un grupo de parasitos que no recibieron
tratamiento (Control). Luego de los tratamientos con PZQ, los parasitos se marcaron con
CMFDA, se fijaron con formaldehido, se observaron y las imagenes se obtuvieron bajo un
microscopio estereoscépico acoplado a un equipo de epifluorescencia. La escala corresponde
almm.
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4.2 Estimacion de la CEso del PZQ en cisticercos marcados con CMFDA.

Una vez que se hicieron las observaciones del efecto de las diferentes
concentraciones del PZQ, durante el tiempo de incubacion y con el FV
recuperado de los parasitos, se hizo la determinacion de la fluorescencia
emitida por el CMFDA. Los valores de fluorescencia emitidos bajo las
diferentes concentraciones de PZQ se graficaron en una curva concentracion-

respuesta y se determing la CEso del farmaco como se muestra en la figura 6:

Concentracion {pgmL)

0.001 0.003 0.01 0.03 01 03

e CE 50=0.022pg/mL

Intensidad de fluorescencia
[(Cuentas/ seg) (10%)

0 | | | | | | | |
4.0 3.5 -3.0 2.5 2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0

log CONCENTRACION

Figura 6. Curva concentracion-respuesta de la fluorescencia emitida por CMFDA versus la
concentracion de PZQ. Luego de haber concluido con los 11 dias de cultivo in vitro de los
parasitos, en presencia de diferentes concentraciones de PZQ (eje de las abscisas inferior y
superior), se recuperd el FV de los parasitos y se midi6 la intensidad de la fluorescencia del
marcador vital CMFDA (eje de las ordenadas; no. de [(cuentas/seg) (10°%)]. Tanto los valores de
intensidad de la fluorescencia (determinados en analisis por triplicado), como la tendencia de la
curva sigmoidea, estan presentadas con su intervalo de desviacion estandar segun las condiciones
del analisis (95%, R°=0.78) con el programa computacional GRAPH PAD Prism 4.0, en donde la
Intensidad de fluorescencia esta en funcion de la concentracién (Log Concentracion).
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En la Figura 6 la intensidad de la fluorescencia (mostrada en el eje de
las ordenadas como unidades de [(Cuentas/segundo) (10°)] presenta
dependencia de las diferentes concentraciones utilizadas del PZQ
(representado como el logaritmo de la concentracion en el eje de las abscisas),
las cuales se muestran en pg/mL en el eje horizontal superior. Segun la gréfica,
la maxima fluorescencia emitida por el CMFDA corresponde a los parasitos que
no recibieron tratamiento alguno, el valor de la fluorescencia (para fines de
comparacion) se coloco sobre el eje de las ordenadas (valor log -4.0 en el eje
de las abscisas). Segun la Figura 6, la curva concentracion — respuesta
muestra que hay una tendencia sigmoidea decreciente de la intensidad de la
fluorescencia (linea continua sigmoidea que va de la menor a la mayor
concentracion del farmaco utilizado) debido al incremento de la concentracion
del farmaco. Los valores de la fluorescencia, para cada uno de los analisis
realizados, se muestran con los intervalos correspondientes a la desviacion
estandar de dichos valores, asi como se muestra en lineas punteadas la
desviacion estandar de la tendencia sigmoidea. Una vez que se determind la
tendencia de la curva concentracion-respuesta, se determiné el valor de la CEsg
el cual resulté de 0.0221 ug/mL (log concentracion= -1.653) a un intervalo de
confianza del 95% del intervalo de 0.0067 a 0.276 pug/mL (log concentracion -
2.172 a -1.135) con una R* de 0.78.

4.3 Determinacion de la capacidad de biotransformacion del CMFDA en
ausencia y en presencia del PZQ.

La capacidad de biotransformacion del CMFDA (eje de las ordenadas),
bajo las diferentes concentraciones de PZQ (eje de las abscisas), se presentan

en la Figura 6. Para ello se hicieron estimaciones del porcentaje del CMFDA
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gue biotransformaron los parasitos en comparacion con los que no recibieron
tratamiento. Se consider6 que los parasitos del grupo control poseen la
capacidad de biotransformar al 100% del CMFDA (Ctrl, barra sombreada) y de
acuerdo a estas consideraciones, con base a la concentracion del PZQ, se
encontré una tendencia decreciente en la capacidad de biotransformacion.
Segun estos resultados, la incapacidad de biotransformar al marcador vital
fluorescente, en el FV de los parasitos, es directamente proporcional al
aumento en la concentraciéon del PZQ. Aunque se utilizé la concentraciéon
méxima del farmaco (0.3 ug/mL) no se eliminé por completo la capacidad de

biotransformacion del CMFDA.

Biotransformacion del CMFDA
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Figura 7. Capacidad de biotransformacion del CMFDA en presencia de PZQ. Los cisticercos
se cultivaron durante 11 dias en ausencia (Ctrl, barra sombreada) y en presencia de diferentes
concentraciones de PZQ (0.001, 0.003, 0.01, 0.03, 0.1 y 0.3 ug/mL), al término se les incub6 en
presencia del CMFDA. Luego de la fijacion, se obtuvo el FV de los parasitos y se le determind la
fluorescencia (Aexcitacion = 498; Aemision = 515 nm) en un espectrofluorometro. En el eje de las
ordenadas se presenta el porcentaje de la capacidad de biotransformacién del CMFDA, mientras
que en el eje de las abscisas, se muestran las distintas concentraciones empleadas del PZQ. Los
ensayos se realizaron por triplicado y la mitad de los valores de los intervalos de desviacion
estandar se muestran en cada caso.
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V. Discusion y conclusiones.

El presente proyecto de tesis permiti6 ampliar lo efectuado en la
investigacion del efecto de derivados del bencimidazol sobre la
biotransformacién del CMFDA por cisticercos de T. crassiceps cepa ORF
(Garcia-Vilchis, 2007). Se corroboré que la medicion de la fluorescencia del
CMFDA es un parametro cuantitativo eficiente para evaluar el efecto de
sustancias antiparasitarias en fases larvarias de ténidos; en este proyecto se
evaluo al praziquantel un compuesto estructuralmente diferente a los
bencimidazoles y de distinto mecanismo de accion (Dayan, 2003 ; Palomares
et al, 2006). También, se pudo establecer que la determinacion de la
fluorescencia por el marcador vital y la evaluacion del efecto de las sustancias
quimicas en los parasitos, es sencilla de llevar a cabo, a diferencia de lo
reportado. En donde hay necesidad de observar continuamente el movimiento
de los parasitos, su apariencia y su tamafio (Palomares et al, 2006) y los cuales
son parametros cualitativos sujetos a la capacidad de percepcion de la persona
que realiza las observaciones.

Los resultados presentados no solo mostraron el efecto del PZQ en los
parasitos, sino también el cambio en la fluorescencia que sufrieron de acuerdo
al tratamiento que recibieron. Mientras que los cisticercos sin tratamiento
alguno mostraron una autofluorescencia, ésta no fue lo suficientemente intensa
para generar duda que cuando el CMFDA era adicionado a los parasitos, estos
la biotransformaban y ella se present6 con una alta intensidad de fluorescencia
(Fig. 4). Se encontr6é, como se habia mencionado durante la evaluacion del
efecto de los BZM (Garcia-Vilchis, 2007), que el plastico de la caja de cultivo

presentd autofluorescencia, el cual tampoco fue determinante en la
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visualizacion de la franca fluorescencia emitida por los parasitos incubados en
presencia del CMFDA. Por lo consiguiente, se considera que la fluorescencia
emitida por la biotransformacién del CMFDA no se altera por factores distintos
a lo que el metabolismo de los parasitos efectia sobre el marcador vital. Esto
correlaciona con lo establecido al evaluar al CMFDA como marcador vital en la
evaluacion de farmacos antifungicos (Balajee et al, 2005).

En lo referente al efecto sobre los parasitos por parte del PZQ, es claro
qgue los cambios macroscopicos morfoldégicos secuenciales se debieron al
contacto con las diferentes concentraciones del farmaco durante el
mantenimiento en cultivo de los parasitos. Estos cambios se observaron como
ya se habia publicado al respecto (Palomares et al, 2006). Sin embargo, a
diferencia de lo que se encontr6 por efecto con los derivados del BZM (Garcia-
Vilchis, 2007), la fluorescencia se mantuvo intensa aun en los parasitos
alterados en su morfologia por el tratamiento a las mas alta concentracion
usada para el PZQ (Fig. 5). Esta observacion resulta interesante porque podria
ser una muestra del distinto efecto en el metabolismo del CMFDA que tiene el
PZQ en los parasitos, a diferencia de los derivados del BZM, en donde los
cisticercos junto con la disminucién de su tamafio por el efecto de los
derivados, se les observd con menor intensidad de fluorescencia (Garcia-
Vilchis, 2007).

Respecto marca fluorescente fuera de los parasitos, esto
tedricamente, no deberia haber sucedido porque el marcador fluorescente
formado debia haberse convertido a un compuesto impermeable que sélo
tendria que ser detectado dentro de los parasitos (Haugland, 2005); ante esto

dos posibilidades, o una de ellas, podrian estar presentes: 1. Que el CMFDA
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haya sido biotransformado hasta el compuesto intermediario pero fluorescente
y asi haya sido eliminado desde los parasitos. 2. Que el compuesto,
fluorescente y conjugado al glutatién, haya salido de los parasitos tratados con
el PZQ debido al dafio que este farmaco produjo al estar en contacto con los
tejidos parasitarios. Sin embargo, estos argumentos tendran que ser elucidados
para definir porque la marca fluorescente se encontrd fuera de los parasitos.
Este altimo punto podria ser la explicacibn mas aproximada de lo que sucedio;
en las observaciones (no mostradas) de los parasitos lavados, tanto de
controles como de tratados con el PZQ, se encontré que los cisticercos que se
incubaron con la mayor concentracion del farmaco (0.3 pg/mL) no sélo
redujeron su tamafio de manera notoria, sino que aparentemente la marca
fluorescente se salio de ellos. Posiblemente, el efecto del PZQ sobre los tejidos
parasitarios se dio como una causal de que estos no lograran contener al
marcador vital biotransformado dentro de los parasitos y se saliera junto con su
FV.

En lo referente a la estimacién del CEsg del PZQ en los cisticercos, en
comparaciébn con lo reportado (Palomares et al, 2006), bajo las
determinaciones de la fluorescencia emitida por el CMFDA biotransformado, se
encontré que este sistema de estimacion es reproducible y sencillo de llevar a
cabo; no hay necesidad de mantener la atencién hacia la motilidad de los
parasitos e incluso, de atender si se presentaron cambios morfolégicos
producidos por el tratamiento farmacolégico. La estimacion de la CEsy del PZQ
(0.022 pg/mL), con un intervalo de 0.001 a 0.3 pg/mL, mostré que esta dentro
del intervalo (0.005 a 0.04 ug/mL) reportado (Palomares et al, 2006) y lo cual

resulté semejante a lo estimado para el efecto del ABZ en cisticercos tratados
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con el CMFDA (Garcia-Vilchis, 2007). Por estas causas, la determinacion del
CMFDA biotransformado parece ser una estrategia precisa y sencilla de
estimacion de la CEsg para cualquier farmaco o sustancia con la que se desafie
a los parasitos. Ademas de lo observado para la CEsy y los intervalos
indicados, el empleo del CMFDA permiti6 hacer estimaciones del efecto del
PZQ a menores concentraciones de lo reportado por Palomares (2006) y con
ello, se muestra que esta estrategia permite la obtencién de resultados con un
mayor grado de sensibilidad. También, aparentemente, por lo obtenido en este
trabajo de tesis y en lo obtenido previamente (Garcia-Vilchis, 2007), el CMFDA
biotransformado tiene diferente comportamiento en funcion del mecanismo de

accion de las sustancias quimicas.

En el trabajo presentado aqui hubo la necesidad de efectuar mas
lavados de los parédsitos marcados con la finalidad de evitar que la marca
fluorescente aparentemente liberada de los parasitos entorpeciera las
mediciones de lo obtenido en el FV de los cisticercos. La diferencia que se
encontré en el efecto producido por el PZQ en los cisticercos, en comparacion
con lo evaluado con el ABZ (Garcia-Vilchis, 2007), parece estar relacionado
con la forma en que este farmaco actla en los parasitos; se sabe que este
farmaco produce pardlisis espastica en los cisticercos porque reduce su
capacidad de movimientos musculares (Dayan, 2003; Day et al, 1992), pero
ello no necesariamente tendria que estar asociado con alteraciones en las
funciones que realiza el sistema protonefridial de los cisticercos. Tal sistema
protonefridial, el cual es un sistema encargado de eliminar aquellas sustancias

gue no le sirven a los cisticercos, aun bajo el tratamiento con el PZQ, podria



DISCUSION Y CONCLUSIONES 31

seguir funcionando y ello estar relacionado con una biotransformacion

disminuida del CMFDA.

CONCLUSIONES.

Es posible emplear el método cuantitativo de determinaciéon de la
susceptibilidad al estrés quimico, aun cuando se utilizan moléculas
estructuralmente diferentes a los compuestos derivados del BZM empleados en
la estandarizacion del método.

Segun los resultados obtenidos, los valores de CEsp que se obtienen
experimentalmente con el presente método de cuantificacion de fluorescencia
(CEsp = 0.022ug/mL) se encuentran dentro del intervalo en el que se obtienen
valores semejantes mediante apreciaciones cualitativas como las obtenidas por
Palomares et al (2006).

Debido a que en los presentes estudios fue posible evaluar
concentraciones del PZQ tan bajas como 0.001ug/mL, a diferencia del intervalo
evaluado por Palomares et al (2006) que va de 0.005 a 0.04ug/mL, se puede
apreciar que con el presente método de cuantificacion es posible detectar
dafios ocasionados por el PZQ aun a concentraciones mas bajas y lo cual
correlaciona con la disminucion de la fluorescencia.

A pesar de lo eficiente del método cuantitativo y de lo practico que
resulta para evaluar el efecto de sustancias en los parasitos; hay aspectos de
caracter metodolégico que necesitan ser mejorados y entre los cuales
destacan: Ampliar el nimero de lavados de los cisticercos recién marcados con

el CMFDA previo al proceso de obtencion del FV. Esto debido a que la
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fluorescencia no especifica, que no se elimine mediante los lavados de los
parasitos, pudiera tener efecto en las lecturas de medicion de la fluorescencia.
Por otra parte, en lo relativo al calculo de la CEg este valor no fue posible de
determinar debido a que los parasitos perdieron una cantidad importante de FV
a la concentracién mas alta utilizada en los ensayos (0.3ug/mL). En relacion a
esta concentracion, es de llamar la atencibn que se mantuvo un 25% de
viabilidad de los parasitos y que esta asociado al mayor grado de dafo
producido por el PZQ en los presentes ensayos.

Con los hallazgos presentados en el trabajo de tesis, es necesario
reconsiderar las posibles aplicaciones que el CMFDA ofrece para la realizacion
de otros estudios que pudiesen explicar diferentes aspectos importantes, como
la liberacion de sustancias nocivas para el parasito asi como el modo de
proteccion que lleva a cabo el parasito para contrarrestar el dafo, producto del

estrés quimico inducido.

Perspectivas.

Con el presente trabajo de tesis se abren otros aspectos interesantes en
el estudio del efecto de sustancias en los parasitos. Ello se debe a que la forma
de evaluacion del efecto de los farmacos en los cisticercos es simple,
cuantitativa y de facil aplicacion.

Hasta el momento se sabe uno de los principales cambios morfolégicos
que ejerce la mayoria de compuestos antiparasitarios en los cisticercos cuando
estos son tratados de manera in vitro es la pérdida de FV. Por lo tanto es

posible que el parasito lleve a cabo procesos que minimicen el dafio producido
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por el farmaco durante el tratamiento in vitro, mediante el reajuste de su
magquinaria enzimatica y expulsion de sustancias que el parasito no necesita.

En conjunto con los resultados obtenidos mediante la cuantificacién de la
fluorescencia, es posible evaluar cambios en la expresion de proteinas de los
parasitos en estudio. Por lo consiguiente, es posible evaluar también si los
parasitos tratados con los compuestos en estudio liberan sustancias durante
los ensayos y lo cual podria ser analizado por estrategias de tipo electroforético
y de inmunoelectrotransferencia.

Por otra parte, debido a que el CMFDA es un marcador vital y atraviesa
las membranas plasmaticas antes de ser biotransformado, podria ser empleado
como un sistema de evaluacion de integridad de membranas y que pudiera

estar asociado a la forma en que las sustancias ingresen a los parasitos.
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