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INTRODUCCION

La amibiasis ha sido y continda siendo un problema de salud publica a nivel
mundial, sobre todo en paises en vias de desarrollo. Esta infeccion causada
por el protozoario Entamoeba histolytica, se ha asociado a caracteristicas
sociodemogréficas, econdmicas y culturales, tales como la pobreza, la
infraestructura sanitaria inadecuada, el reducido acceso al agua potable,
deficiente drenaje, etc. Su distribucion es cosmopolita, pues aun en paises
desarrollados se presenta con mucha frecuencia, debido fundamentalmente a
la migracion de poblaciones procedentes de zonas altamente endémicas o
viajeros que regresan de esas zonas. A pesar de que no es una de las
principales causas de muerte o de incapacidad permanente como lo son la
malaria y la esquistosomiasis, la amibiasis afecta a millones de individuos y en
caso de no instituirse un tratamiento oportuno, da lugar a complicaciones
potencialmente fatales como la amibiasis hepatica, cerebral y pulmonar. @

La amibiasis constituye en México uno de los principales motivos de consulta
con aproximadamente medio millén de casos al afio @. Estudios recientes
demuestran que esta parasitosis se presenta con mayor frecuencia en
comunidades con nivel socioeconémico bajo que practican el fecalismo al aire
libre y que adolecen de condiciones higiénicas adecuadas, como algunas
zonas tropicales y subtropicales que cuentan con regiones sumamente
pobladas con malos habitos higiénicos. Sin embargo, la amibiasis también se
encuentra en estratos socioecondémicos altos, aunque en porcentajes mucho
mas bajos, siendo en todos los casos el grupo mas afectado el pediatrico, en
donde se han encontrado tasas de incidencia hasta del 60%.

A pesar de la importancia de la amibiasis como problema de salud publica, se
cuenta con un numero relativamente reducido de medicamentos para su
tratamiento. En la actualidad los farmacos de eleccion son el metronidazol,
emetina y tinidazol y mas recientemente la nitazoxanida. Los tres primeros
farmacos tienen un margen terapéutico estrecho y con efectos secundarios
severos . Ademas hay informacién de la presencia de parésitos resistentes a
estos farmacos. Por lo que es necesaria la busqueda de nuevos compuestos
antiamibianos, mas eficientes y mejor tolerados por el hombre, con la finalidad
de contar con métodos alternativos para el tratamiento de la amibiasis.
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1. MARCO TEORICO
1.1. Amibiasis

La primera referencia de una amiba corresponde probablemente a la hecha por
Rosel Van Rosenhof en 1755, quien describe un microorganismo que cambia
de forma constantemente y al que le da el nombre de “pequefio proteo”.
Transcurrieron mas de 80 afios para que Ehrenberg (1839) creara el género
Amoeba. En 1925 Emilie Brumpt sugiri6 que habia 2 especies de amibas, una
de ellas causante de invasion, pero hasta 1997, en la Ciudad de México un
comité de expertos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), acepto la
existencia de 2 especies del género Entamoeba una patégena E. histolytica y
una no patégena E. dispar. ® Actualmente se reconoce que E. histolytica es
el agente causal de la amibiasis humana y responsable de hasta 100,000
muertes cada afio a nivel mundial (6), mientras que en E. dispar, es una
especie morfologicamente indistinguible de E. histolytica y muy comun en
varias partes del mundo. Sin embargo, E. histolytica es la Unica amiba que se
ha demostrado que causa enfermedad en humanos. Debido a que las técnicas
tradicionales usadas para el diagnostico del parasito no diferencian entre
ambas especies, la mayoria de los datos epidemioldgicos reportados incluyen a
ambas especies de amiba, por lo que los valores de prevalencia de la amibiasis
intestinal estan sobreestimados ©.

Se han desarrollado estudios para diferenciar a E. histolytica de E. dispar, no
solamente en cepas de laboratorio sino en heces y suero de pacientes
sintométicos y asintomaticos, para esto se han empleado anticuerpos
monoclonales especificos contra la lectina Gal/NacGal ®,

La infeccion del intestino grueso causada por el protozoario E. histolytica,
presenta dos modalidades distinguibles clinicamente: amibiasis intestinal
invasora sintomética y la amibiasis intestinal luminal asintomatica.

La prevencion de la amibiasis radica principalmente en erradicar la
contaminacion fecal de los alimentos y del agua través de técnicas de
sanitizacion, higiene y tratamiento de aguas residuales.
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1.1.1.Epidemiologia de la amibiasis

De acuerdo con la ultima notificacién de la OMS ©, la amibiasis se define como
la infeccion causada por E. histolytica y/o E. dispar, la cual cursa asintomatica
en el 90% de los individuos infectados. La infeccion se localiza en la mucosa
del intestino grueso en donde solo la especie E. histolytica y en particular las
cepas invasoras producen dafio tisular y enfermedad intestinal o extraintestinal.

En la revision realizada por Walsh (1986) sobre frecuencia de amibiasis, se
menciona que aproximadamente el 10% de la poblacion mundial se encuentra
infectada por este parasito, de ella solo el 1% desarrolla la enfermedad y se
calcula que aproximadamente 100,000 enfermos mueren a consecuencia de
complicaciones de la enfermedad en su forma invasora 2.9

En algunos paises de América Central, Asia y Africa la amibiasis es una de las
principales causas de mortalidad. En México como en otros paises en
desarrollo, la amibiasis esté dentro de las 20 principales causas de enfermedad
en la poblacion 9, sin embargo la mortalidad por complicaciones de amibiasis
invasora ha disminuido considerablemente en los ultimos 40 afios.

En un estudio seroepidemioldgico realizado en nuestro pais se report6é que el
8.41% de la poblacion tiene anticuerpos anti-amibianos, lo que demuestra la
alta frecuencia de infeccién por este parasito en nuestro medio ™.

La tasa de morbilidad en México de la amibiasis intestinal en el periodo de
1995 a 2000 se ubico entre 1000 y 5000 casos/100,000 habitantes con pocas
variaciones anuales en la distribucién por edad y género %3,

Las poblaciones preferentemente afectadas son las menores de 15 afios, con
una franca elevacion en los valores en nifios entre los 5-9 afios . De acuerdo
al Boletin de Vigilancia Epidemiol6gica, en 2009 se reportaron 72,104 casos de
amibiasis intestinal, siendo los estados de México, Oaxaca y Veracruz, en los
que mas casos se registraron (7,629, 6,014 y 5,497, respectivamente) ™.
Desafortunadamente la informacion sobre las tasas de incidencia por absceso
hepatico amibiano en el pais no van mas all4 del 2002, afio en el cual se
alcanzaron tasas de 3.8 casos/100,000 habitantes. El absceso hepatico
amibiano dejo de ser una de las enfermedades de notificacion obligatoria a las
autoridades de salud ®?.
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Las diferencias geogréficas en prevalencia de infeccion y morbilidad en
diferentes grupos poblacionales es una de las areas de la epidemiologia de la
amibiasis en franco desarrollo, ya que se desconocen las causas de estas
diferencias. La aplicacion de las estrategias moleculares de que se dispone
actualmente seran determinantes en la evaluacién de dichos indicadores, no
solo en nuestro pais sino en todos aquellos considerados como endémicos de
la amibiasis..

Cabe mencionar que la reciente secuenciacion del genoma de E. histolytica ha
facilitado el estudio de la epidemiologia de esta enfermedad, una de cuyas
prioridades es el estudio de los factores genéticos del parasito que determinan
la evolucién de la infeccion en el huésped (la infeccion asintomética o la
enfermedad).

Los estudios epidemiolégicos deberan contar con el disefio idéneo y utilizar las
estrategias metodoldgicas y técnicas de punta de que se dispone, para
realmente dar resultados confiables sobre la prevalencia de amibiasis intestinal
0 extra intestinal a nivel nacional, lo que permitira tomar las decisiones
adecuadas para el control de esta enfermedad. Actualmente el avance de las
ciencias, ha creado la necesidad de abordar el estudio de la epidemiologia de
la amibiasis desde una perspectiva multidisciplinaria, en la que la utilizacion de
la biologia molecular tendréa sin duda un papel muy importante.
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1.1.2.Morfologia de Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica emite seudépodos a base de material protoplasmico
locomotor, se presenta en la naturaleza en tres estadios morfolégicos:
trofozoito, prequiste y quiste.

El trofozoito corresponde a la forma vegetativa y movil y se encuentra en las
materias fecales recién emitidas. (Figura 1).

Figura 1. Fotomicrografia de trofozoitos de Entamoeba histolytica en
medio TYI-S-33.Magnificacién 40X.
Tomada por Marco Gudifio (Hospital General/Medicina Experimental).

El didmetro del trofozoito fluctia entre las 10 y 60 micras con movimientos
caracteristicos mediante la emisibn de manera explosiva y rapida de
seudbpodos digitiformes, alargados y anchos. Se observa una marcada
diferencia entre el ectoplasma, el cual es hialino, y el endoplasma que contiene
una gran cantidad de inclusiones, por lo que es granuloso y con aspecto de
vidrio molido. En el endoplasma, ademas del nlcleo, se pueden observar
organelos como el reticulo endoplasmico, los ribosomas y polirribosomas, el
aparato de Golgi, pero no se observan mitocondrias. ¢

Ademas, se encuentran vacuolas que contienen eritrocitos, bacterias, restos
celulares, etc., elementos que le dan la apariencia granular cuando se le
observa en fresco. El trofozoito se reproduce por division binaria,
aparentemente es arritmica y no se ha precisado los factores que la precipitan.
Exclusivamente en la luz del intestino, el trofozoito puede enquistarse posterior
a su multiplicacién. Los trofozoitos no se enquistan cuando invaden tejidos,
solo cuando estan en la luz intestinal, viven en condiciones de anaerobiosis en
las criptas intestinales, favorecida ésta por la presencia de bacterias.
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Durante el proceso de enquistamiento ocurre la reproduccién esquizogonica es
decir la particion mdaltiple del nucleo antes de que ocurra la divisién del
citoplasma. ”

El prequiste es una forma que se presenta cuando las condiciones del medio
ambiente en que se mueve el trofozoito son poco favorables para su vida; este
empieza a inmovilizarse, deja de emitir pseudopodos, el ectoplasma y el
endoplasma, ya no se diferencian de manera que casi desaparece el primero,
se pierde la forma irregular y se hace esférico, al tiempo que aparece una
pared gruesa llamada pared quistica, elimina todo el material intracitoplasmico
gue ha digerido, se redondea y se reviste de una doble membrana gruesa y
refringente, la cual le confiere resistencia al exponerse al medio externo, al ser
expulsado con las materias fecales. En este momento el prequiste presenta un
solo ndcleo, ademas puede presentar una masa de glucégeno dentro de una
vacuola y unas estructuras en forma de salchicha con bordes romos llamados
barras cromatoidales o cromidiales ® (Figura 2).

FIGURA 2. A). Prequiste de E. histolytica donde se observa un solo nucleo (N) y
una estructuras rectangulares llamadas barras cromatoidales (B.C). Tincion de Gomori
Magnificacién 40X. B). Prequiste de E. histolytica de forma esférica con una doble
membrana y un ndcleo. Magnificacion 40X. Fotografias tomadas en el Laboratorio de
Referencia Internacional CARPERMOR.

El quiste es la forma infectante en la naturaleza; a medida que el tiempo
transcurre, en el interior del quiste se presenta una gran actividad; el nuacleo
se divide en dos y luego en cuatro, quedando, al final del proceso de
maduracién, cuatro ndcleos pequefios. Esta forma se recubre de una pared
sumamente resistente llamada pared quistica y mide de 5 a 20 micras de
diametro. El quiste sobrevive al suelo humedo durante una semana por lo
menos, si la temperatura fluctia entre 28°C y 34°C y hasta un mes si la
temperatura es de 10°C. "
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Los quistes son muy resistentes al acido clorhidrico y no mueren con el
tratamiento de cloraciéon del agua. Los quistes mueren por ebullicion,
desecacion, por exposicion a la luz solar, calor y exposicién al yodo. Al
formarse los quistes en la luz intestinal, la persona infectada los elimina en la
materia fecal, con una irregularidad variable, ya que los quistes no aparecen en
todas las evacuaciones. No se conocen con precision los factores que inducen
la formacion de quistes durante el proceso natural de infeccién. Durante la
maduracion del quiste, desaparece el glucégeno, ya que es consumido, las
barras cromatoidales se hacen poco visibles o desaparecen. En raras
ocasiones se pueden observar quistes maduros de E. histolytica con 8
nucleos.

Cuando los quistes se tifien con lugol, el glucégeno se colorea de amarillo y en
los nicleos se ve claramente el endosoma central y la cromatina periférica
regularmente distribuida la que aparece con puntos brillantes de luz contra el
fondo amarillo del nucleoplasma (Figura3). En las preparaciones tefiidas con
hematoxilina férrica de Heidenhein, la vacuola de glucégeno se observa vacia,
ya que no se tifie mientras que las barras cromatoidales y la cromatina nuclear
se colorean de azul intenso. *®

FIGURA 3. Quiste de Entamoeba histolytica en examen coproparasitoscépico
tefiido con lugol donde se observa de forma esférica y en su interior de 3 a 4 nucleos.
Magnificacién 40X. Fotografia tomada en el Laboratorio de Referencia Internacional
CARPERMOR.
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1.1.3.Transmision de Entamoeba histolytica

Uno de los aspectos mas importantes en la amibiasis es el mecanismo de
transmision ya que el parasito pasa de persona a persona principalmente por el
fecalismo al aire libre y por la coprofagia humana. Se cuentan como
reservorios los monos y los perros, pero su importancia como fuente de
diseminacién es minima comparada con el hombre mismo.

El papel de los fomites contaminados con quistes es muy importante en la
transmision de E. histolytica; algunos de los fomites que se contaminan mas
frecuentemente con el parasito son:

1.-Objetos: como juguetes, ropa sucia, sanitarios, monedas, pasa manos
de transportes o lugares publicos, picaportes, termémetros rectales,
utensilios usados para la alimentacion, etc.

2.- Agua: se ha comprobado la presencia de quistes del parasito en el
agua en varias epidemias de amibiasis intestinal aguda. El uso de aguas
negras insuficientemente tratadas para el riego de hortalizas, es
costumbre que practican muchas comunidades de paises en vias de
desarrollo; el consumo de aguas frescas, raspados de hielo, paletas
heladas, etc. Se han determinado como mecanismos muy eficientes de
transmision de infecciones intestinales, tanto por bacterias como por
parasitos.

3.- Alimentos contaminados: se deben considerar como factores de alto
riesgo para la transmision de la parasitosis a los manejadores y
preparadores de alimentos, sobre todo en restaurantes y sitios publicos
de comida. En los hogares, la madre de familia o la persona encargada
de preparar los alimentos, ya que si no tienen los conocimientos de las
medidas higiénicas adecuadas o sino practican las minimas reglas de
sanidad seran los principales diseminadores de la infeccion al
contaminar los alimentos con los quistes de E. histolytica.

Una vez que el quiste se encuentra en el medio ambiente, sobrevive y se
mantiene viable por largo tiempo, que va de semanas a meses, mientras es
diseminado por agua, aire, manos, alimentos, bebidas, objetos varios,
utensilios para preparacién o ingestién de alimentos, etc.®®
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1.1.4. Medidas preventivas.

En primer lugar, dado que la amibiasis es una protozoosis transmitida por
fecalismo, las medias deben ser dirigidas para romper el ciclo a este nivel.
Toda accidn tendiente a evitar la diseminacion de formas infectantes a partir
de las personas infectadas sintomaticas o asintomaticas, se dirige a evitar que
la materia fecal contamine el medio ambiente, los alimentos, las bebidas y los
utensilios para manejo e ingesta de comida. Es deseable que se establezcan
medidas para control de las heces, mediante el uso de bafios, fosas sépticas y
contar con adecuado sistema de drenaje que garantice evitar el contacto
directo con las evacuaciones; el lavado de manos antes de ingerir cualquier
alimento, al igual que antes de manejar cualquier alimento, con lo que se
garantiza la no ingestion de quistes por las personas. Otra medida util es
recortarse las ufias y mantener siempre limpio el area bajo la ufia para que no
guede material fecal contaminada y permanezca en los dedos, con el riesgo de
infeccién personal y para la de individuos préximos a uno. La educacién es
fundamental para que se lleven a cabo estas medidas, ya que cuando se
otorgan las facilidades, pero no se cambian las actitudes se fracasa, hay
ejemplos de la instalacion de sistemas de drenaje, bafios, letrinas, etc; que no
han tenido el impacto esperado por falta de educacién de la poblacion @
(Figura 4). Esta demostrado que mejorar la higiene personal y doméstica
repercute de forma que se presentan menos casos de gastroenteritis. Dado
que la resistencia de los quistes en el medio ambiente es muy importante, con
ciertas variaciones en funcion del clima, se recomienda que se apliquen
medidas para control de la contaminacion de los alimentos, bebidas y medio
ambiental: ejemplo de estas el lavado de utensilios de contacto con alimentos y
bebidas, el lavado mecénico de frutas y verduras y la coccién de productos en
la preparacion gastronémica de los mismos.
El agua de consumo contaminada es un mecanismo de transmision de la
infeccién amibiana, por esto el agua para consumo humano debe manejarse de
manera que se destruyan los quistes del parasito, mismos que pueden
sobrevivir por dias o semanas.
Los hébitos de alimentacibn son importantes en lo individual, familiar y
comunitario, la costumbre de comer en forma constante en sitios publicos o la
necesidad por actividad laboral, educacional, recreativa, etc; también de
alimentarse fuera de casa también es un factor de riesgo para adquirir esta
parasitosis, si a esto sumamos a los vendedores ambulantes, a lo igual que los
puestos callejeros de preparacion y expendio de comida son fuente de
infeccibn ya que en estos sitos no se manejan las medidas higiénicas
necesarias, ya que no cuentan con agua corriente para lavar trastes, no se
lavan las manos, acumulan los desechos a un lado, etc.

9
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En los negocios establecidos ademas de la aplicacién de todas las medidas
higiénicas, se debe tener un control de los manejadores de alimentos, mediante
estudios clinicos y de laboratorio.

Las recomendaciones para viajeros que se trasladan a zonas endémicas de
amibiasis son mas que de quimioprofilaxis, de higiene y de mucho sentido
comtn en la eleccién de los sitios para comer y beber @®.

La prevencion especifica es sin duda la mejor opcion para prevenir cualquier
proceso infeccioso, en el caso de la amibiasis se ha intentado la inmunizacion
con diferentes productos, como la adhesina de 112 KDa, que al ser empleada
en modelos animales redujo considerablemente la morbilidad y la mortalidad
ocasionada por este parasito ©. Sin embargo, hasta la fecha no se ha
desarrollado una vacuna que impida eficientemente la adherencia de la amiba
a la superficie intestinal, de tal forma que el parasito al no fijarse no se replique
y sea arrastrado con el transito intestinal y salga con la materia fecal.

FIGURA 4. Medidas preventivas para reducir la amibiasis en la poblacién.

10
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1.1.5.Ciclo de vida de Entamoeba histolytica.

El hombre se infecta al ingerir quistes maduros que descienden por la parte alta
del tubo digestivo, y a su paso por el estomago la pared quistica se empieza a
reblandecer, cuando llegan al intestino delgado y si las condiciones son
favorables, caracterizadas por temperatura mayor que el exterior, presion
parcial de oxigeno baja y pH neutro o alcalino; las enzimas pancreaticas
disuelven la pared del quiste y se liberan los trofozoitos, en nimero de acuerdo
a la cantidad de nucleos. Los trofozoitos se adhieren a la superficie del intestino
grueso, donde se dividen y en la parte posterior del intestino grueso se
enquistan y salen con las heces al medio ambiente. ¥ (Figura 5).

Los trofozoitos al adherirse a la superficie del intestino grueso pueden, producir
lesiones ulcerosas, que poco a poco van creciendo en profundidad y en
extension, facilitando a los trofozoitos pasar del intestino a las estructuras
contiguas, pero también pueden llegar hasta los vasos sanguineos del intestino
con lo que se introducen a la circulacion entero hepatica, mediante la cual
llegan hasta el higado, donde pueden permanecer causar o no lesiones, pero
también pueden salir mediante dos caminos posibles; el primero es por lisis de
tejido hepatico hasta romper la capsula de Glisson y asi invadir los tejidos mas
cercanos, como pueden ser los del diafragma, visceras, pared abdominal, etc.,
y la otra posibilidad es que del higado salgan con la circulacion y se distribuyan
a cualquier 6rgano, aparato o sistema mediante la sangre, de esta forma queda
muy claro que este protozoario puede llegar a cualquier sitio ya sea por
contigiidad, o por via hematégena #°.

11
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FIGURA 5. Ciclo Biolégico de Entamoeba histolytica . Tomado de
www.dpd.cdc.gov.
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1.1.6.Fisiopatologia de la amibiasis

La enfermedad intestinal amibiana se refiere a la presencia del parasito en el
colon del huésped y la enfermedad extraintestinal amibiana es cuando el

parasito provoca lesiones tisulares con repercusion clinica (amibiasis invasora).
(21)

La invasién a la mucosa del intestino grueso se inicia con el contacto del
parasito través de una adhesina, que es una lectina con gran afinidad por la
galactosa. La penetracion a la mucosa se ve favorecida por un péptido
formador de canales i6nicos, denominado ameboporo el cual induce a la lisis
celular, ademas de la participacion de otras proteasas del parasito como
elastasas, colagenasas, etc., que destruyen el tejido. Los neutréfilos que se
han acumulado en los puntos de penetracion son destruidos por las proteasas
del parasito liberando enzimas que contribuyen a la destruccién del tejido. ©

Hay 4 tipos de amibiasis intestinal que se pueden diferenciar clinico
patolégicamente;

1) Amibiasis aguda disentérica: tiene manifestaciones que dependen de la
localizaciéon de las lesiones, ya sean en el recto sigmoides o en las regiones
superiores del colon. La rectosigmoidoscopia muestra ulceraciones
superficiales en areas limitadas del intestino grueso. La disenteria se
caracteriza por evacuaciones muco sanguinolentas en nimero de 3-5 al dia,
acompafadas de tenesmo rectal y dolor cdlico. En la diarrea las evacuaciones
son liquidas con materia fecal acompafada de estrias sanguinolentas, el célico
es moderado y no hay tenesmo. En cualquiera de las dos variantes descritas

no hay fiebre ni manifestaciones sistémicas 2.

2) Colitis fulminante: se presentan lesiones ulcerosas necroticas, confluentes,
que abarcan grandes é&reas e incluso todo el colon y pueden afectar todo el
espesor de la pared de éste. Las evacuaciones son en numero de 20 0 més, la
materia fecal se mezcla con sangre 0 es pura sangre, hay cdlico intenso,
tenesmo rectal constante, anorexia, nauseas, malestar abdominal y fiebre de
39°C a 40°C, acompafiado de una baja de presion arterial o bien cuadro de
choque. Es posible encontrar peritonitis como complicacion de la perforacion
intestinal 2.
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3) Amebomas: son lesiones pseudotumorales constituidas por necrosis,
ulceracion, edema, fibrosis e infiltrado inflamatorio agudo y crénico, en mucosa
y submucosa; en general son Unicos pero se pueden presentar como lesiones
multiples, se localizan en el ciego, recto sigmoides, colon ascendente, o en los
angulos hepético y esplénico. Se manifiestan por disenteria o diarrea, dolor
abdominal y una masa abdominal que con frecuencia se confunde con

cancer @,

4) Apendicitis_amibiana: tiene sintomas similares a la apendicitis bacteriana;
con dolor y rigidez en el cuadrante inferior derecho del abdomen, fiebre,
taquicardia y nduseas, cuando se afecta el ciego puede haber ademas diarrea
sanguinolenta. ElI examen histopatolégico es particularmente atil en el
diagnéstico de apendicitis amibiana y de ameboma .

No todos los individuos que tienen amibiasis, presentan manifestaciones
clinicas, estas se observan en el 20% de los infectados ®?. Esta diferencia
entre el numero de infectados y de enfermos por amibiasis, se debe a la
patogenicidad del parasito y a factores del huésped. En los factores del
huésped se encuentra: la edad, siendo la disenteria aguda mas frecuente en
nifios. En el caso del absceso hepatico, este es mas frecuente en adultos, entre
20 y 60 afos y la mayor incidencia es en hombres. El estado nutricional
también debe tomarse en cuenta, ya que la desnutricion es un factor para que
se presente la amibiasis invasora. Otros factores que pueden favorecer la
infeccion amibiana, pero que no son factores definitivos que predispongan a la
invasion amibiana, son: la raza, el alcoholismo, la infeccién por otros parasitos

y la accién sinérgica de la flora bacteriana intestinal ¢,
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1.1.7. Patologia de la amibiasis

La enfermedad amibiana se considera como un proceso de multiples pasos y
ademés con un comportamiento multifactorial. Los aspectos de la patogénesis
qgue han sido investigados experimentalmente pueden ser categorizados en los
mecanismos implicados como son: i) la flora bacteriana, ii) la adherencia, iii) la
muerte celular dependiente de contacto, iv) la actividad proteolitica y v) la
fagocitosis.

i) Elora bacteriana

El contacto entre E. histolytica y la flora bacteriana del colon, se ha sugerido
que forma parte de importantes sefiales para dar comienzo a la enfermedad
intestinal. Las bacterias representan una fuente de alimento para el parasito,
pero ademas se sugiere que la flora bacteriana provee las condiciones
anaerobicas o potenciales redox, que son importantes para el crecimiento
amibiano, por lo que influyen en el balance de la produccion de trofozoitos.
Estudios in vitro han sefialado que el cultivo de la amiba, por tiempos
prolongados, ocasiona la pérdida de su virulencia, siendo los trofozoitos
incapaces de producir la enfermedad experimental, sin embargo, al cultivar
trofozoitos de E. histolytica  crecidos con bacterias patdgenas, como
Escherichia coli, Salmonella typhi y S. paratyphi esta pérdida de la virulencia
se puede revertir ®¥. Las bases biolégicas y moleculares de este fenémeno a
la fecha no son completamente conocidas.

ii) Adherencia

El primer paso a la invasion intestinal por los trofozoitos de E. histolytica , es el
contacto y la adherencia del parasito a células del epitelio intestinal del
hospedero. En la adhesion participan moléculas especificas del parésito
llamadas adhesinas, que juegan un papel importante en la patogénesis de la
amibiasis. Una de las moléculas ampliamente caracterizadas es la lectina
galactosa/N-Acetil D-galactosamina (Gal/GalNAc), Ravdin y Guerran ®® en
1981 demostraron la inhibicion de la adherencia de los trofozoitos amibianos a
las células CHO, empleando galactosa o Gal/GalNAc pero no con otros
monosacaridos, como N-acetilglucosamina, manosa o acido sialico. La
adherencia amibiana con otros tipos celulares como células epiteliales,
eritrocitos, neutréfilos entre otros también fue inhibida.
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La lectina Gal/GalNAc con peso molecular de 260kDa participa de manera
importante en la colonizacién del intestino.

Otras moléculas implicadas en la adherencia también han sido descritas y
aunque menos estudiadas también son importantes. Entre éstas se encuentran
la proteina de superficie celular de 220kDa, caracterizada por su inhibicion por
polimeros de N-acetilglucosamina y la adhesina de 112KDa, descubierta
mediante el uso de mutantes deficientes en la adherencia, y que posee ademas
actividad de cistein proteinasa. Estas dos ultimas moléculas de adhesion y la
Gal/GalNAc antes mencionadas participan en la unién de E. histolytica a la
superficie de los glébulos rojos y en la subsecuente eritrofagocitosis ©°.

iii) Muerte Celular dependiente de contacto

Una de las propiedades que caracteriza a E. histolytica y que denota su
nombre es su habilidad para destruir tejidos. La adherencia de los trofozoitos a
las células blanco es un prerrequisito necesario para llevar a cabo su
citotoxicidad. La lectina Gal/GalNAc estd implicada tanto en la adherencia
como en la induccion de la muerte celular, ya que un anticuerpo monoclonal
dirigido contra un epitopo de esta lectina disminuye la citotoxicidad 7.

Existen diversas evidencias que indican que E. histolytica induce apoptosis y
que la lectina Gal/GalNAc es transferida a la célula blanco seguida de la
adherencia. Se ha sugerido que los trofozoitos de E. histolytica  causan la
muerte de la célula blanco por un mecanismo que involucra movimiento de
calcio intracelular y la activacién de una tirosina fosfatasa ©.

La familia de péptidos formadores de poros, conocidos en su conjunto como
ameboporos, con funciones similares a las proteinas formadoras de poros del
sistema inmune, han sido considerados como factores de patogenicidad, por su
actividad citolitica in vitro.

Los ameboporos existen en tres isoformas, todas con un tamafio de 77
aminoacidos y presentan una estructura secundaria de a-hélice. La respuesta
inmune celular del hospedero puede contribuir a la destruccién del tejido local.
En el modelo hepético del hamster, el reclutamiento de neutréfilos es la
respuesta inmune inicial a la infeccién por E.histolytica, para después ser
lisados cuando estan en contacto directo con las amibas liberando productos
toxicos al tejido hepatico .
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iv) Actividad proteolitica

Una variedad de proteasas secretadas por E. histolytica han sido implicadas en
la invasion de los trofozoitos amibianos en el intestino. La primera evidencia de
la patologia amibiana es el agotamiento local del moco intestinal y la alteracion
de la barrera epitelial como resultado de la degradacion de los componentes de
la matriz extracelular, que ocurren en gran parte por la accién de las
proteinasas. Las actividades in vitro reportadas para estas proteinasas
purificadas, son la degradacion de colagenasa, elastina, fibrinégeno y laminina,
y sus niveles de la expresién han sido relacionados con la virulencia . Las
cistein proteinasas (CP) son responsables del desprendimiento de las
monocapas celulares en cultivo, interfieren con la funcion del sistema inmune al
hidrolizar anticuerpos del isotipo 1gG e IgA asi como C3 y a las anafilotoxinas,
C3a y Cb5a, aspecto que puede explicar en parte la relativa lentitud en los
mecanismos efectores de neutrdfilos en el absceso hepético amibiano. Las CP
pueden tener funciones importantes dentro del parasito en la digestion de las
bacterias y glébulos rojos, asi como en la activacion de otras enzimas; ya que
su inhibicién puede modificar la virulencia del parasito ®Y. Una de las
diferencias entre E. histolytica y la especie no patdégena E. dispar, es la
secrecion de CP, y de manera particular, el gen CP5 (tiene un papel en la
destruccion tisular) esta ausente en la amiba no patégena ®®. Las CP son
atractivas moléculas blanco para el tratamiento de la amibiasis ya que
constituyen un factor de patogenicidad en E. histolytica. Estudios recientes
han sugerido que un considerable nimero de genes (un total de 86) ©? que
codifican para estas enzimas proteoliticas estan presentes en el genoma de la
amiba y el estudio de su expresion en diferentes condiciones de cultivo y de
estrés, ayudaran a entender esta enfermedad.

v) Eagocitosis

Una de las propiedades bioldgicas de la amiba que mas se ha estudiado in
vitro es la fagocitosis, ésta se caracteriza por la ingestion de las células
muertas, fragmentos celulares, particulas inertes o células vivas. La fagocitosis
de gldbulos rojos (eritrofagocitosis) por los trofozoitos de E. histolytica es una
caracteristica muy comun. La presencia de eritrocitos en el citoplasma de las
amibas fue uno de los criterios biol6gicos que se usaron para el reconocer a las
amibas de las heces disentéricas y de las lesiones hepéticas. Sin embargo, en
estudios mas recientes se ha demostrado que amibas virulentas que son
capaces de producir lesiones hepéticas amibianas en animales susceptibles no
necesariamente muestra una gran actividad eritrofagocitica.
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La fagocitosis consiste en una serie de pasos que incluyen la union de la
superficie celular a los ligandos especificos y a la actividad de diversas sefiales
que llevan a la polimerizacion de actina. Ademés el trafico vesicular tiene un
papel esencial en la expresion de la virulencia de los trofozoitos de E.
histolytica  porque controlan la maduracién del fagosoma ®?. Este proceso
esta acompafiado por la fusién secuencial con compartimentos endociticos
para formar el fagolisosoma, que son dirigidos por GTPasas y proteinas Rab,
que actuan como moduladores en la regulacion de la fusion vesicular con las
membranas de la célula blanco ©V.
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1.1.8 Diagnéstico de la amibiasis

Se define el diagnostico clinico como aquel, que con base al interrogatorio y
exploracion del paciente se recogen y ordenan los sintomas y signos que
presenta el mismo para llegar a uno o varios diagnosticos presuntivos; estos se
corroboraran o descartaran como consecuencia del uso adecuado de auxiliares
del diagnéstico como son: laboratorio y/o gabinete 3.

El diagndstico parasitologico de la amibiasis

Puede llevarse principalmente a través de las siguientes técnicas:

Examen directo_en_fresco; esta técnica esta indicada para la busqueda del
parasito a partir de materia fecal diarreica, moco y/o sangre (diarrea liquida y/o
disentérica), contenido rectal obtenido por medio de cucharilla rectal en
lactantes o muestras de lesiones intestinales obtenidas directamente mediante
rectosigmoidoscopia, estas muestras deberdn ser procesadas antes de dos
horas de ser obtenidas para una identificacion adecuada de los trofozoitos y/o
los quistes, ademas se debera realizar un frotis seguido de fijacion y tinciébn con
alguno de los colorantes para los protozoarios como el de hematoxilina férrica,
Tricromica de Gomori o el colorante de Kohon™”. Figura 6.

Coproparasitoscopico; cuando el examen directo en fresco es negativo, se
realiza la busqueda de quistes en heces mediante técnicas de concentracion
con flotacién o sedimentacion, si hubiera alguna duda en la identificacion del
quiste se recomienda realizar alguna tincion de las antes mencionadas 9.

Coproantigeng; en caso de que el examen directo y el de concentracion
resultaran negativos, se puede realizar una prueba en busca de
coproantigenos, se trata de buscar antigenos de E. histolityca en las heces del
paciente con sintomatologia compatible con amibiasis *®.
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Es importante que para la realizaciéon de cualquiera de estos estudios
parasitoldgicos, el paciente no esté tomando medicamentos (antimicrobianos,
antiprotozoarios, antihelminticos, Bismuto, Bario, caolin, hidroxido de magnesio
y enemas salinos hiperténicos), asi como medios de contraste ya que
interfieren con la posibilidad de encontrar trofozoitos y quistes en la materia
fecal o tejidos de estos pacientes.

FIGURA 6. _1). Observacion al microscopio de laminilla de examen

coproparasitoscopico tefiido con lugol. _2). Preparacion de laminilla (Examen
Directo). Tomado en Laboratorio de Referencia Internacional CARPERMOR
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1.2. Tratamiento empleado en la amibiasis.

En el tratamiento de la amibiasis se han utilizado varios compuestos de
naturaleza quimica muy diversa (Figura 7). Actualmente dentro de esa
variedad, sobresalen los farmacos heterociclicos con un grupo nitro como
sustituyente comun: derivados del 5-nitroimidazol (por ejemplo el metronidazol),
derivados del 5-nitrofurano (Furazolidona) y derivados del 5-nitrotiazol
(Nitazoxanida).
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FIGURA 7. Farmacos utilizados en el tratamiento de la amibiasis.
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1.2.1. Nitro-derivados

Dentro del grupo de los 5-Nitroimidazoles se encuentra el metronidazol,
tinidazol, ornidazol y secnidazol, en general se manejan a dosis entre 30 y 50
miligramos por kilogramo de peso y el nimero de dias varia de acuerdo al tipo
de farmaco que se decida aplicar. El metronidazol es el farmaco de eleccion en
el tratamiento de la amibiasis, tiene un margen de seguridad amplio, y su
absorcion se efectla casi totalmente en el yeyuno. Sin embargo, este farmaco
ocasiona efectos secundarios numerosos, entre los que se encuentran gastritis,
nausea, vomito, diarrea, cefalea, mal sabor de boca, leucopenia transitoria y
alergia ®?.

Actualmente se ha demostrado la actividad amebicida de la nitazoxanida, un
derivado 5-nitrotiazol ( Figura 7 ). Los estudios in vitro mostraron que la
nitazoxanida y su metabolito activo —la tizoxanida— son al menos tan potentes
como el metronidazol frente a cepas de E. histolytica sensibles a este agente y
mantienen la actividad contra cepas resistentes 0 poco sensibles a
metronidazol ®%. In vitro, la nitazoxanida demostrd efectividad en el tratamiento
de un amplio espectro de parasitos intestinales que incluyé nematodos y
cestodos, y diversos protozoarios como Criptosporidium parvum, Trichomonas
vaginalis, Giardia lamblia 539

El mecanismo de accion del metronidazol es a través de su reduccion por la
piruvato ferredoxin oxido reductasa (PFOR) del parasito (Figura 8) vy la
formacion de intermediarios reactivos formados que interaccionan con varios
componentes celulares como ADN, proteinas y membranas, provocando dafio
celular irreparable @7 El mecanismo de accién de la nitazoxanida, esta
mediado por la inhibicion de la PFOR, pero no depende de la Ferredoxina; la
reduccién del grupo nitro no es indispensable para la actividad de este farmaco
y los productos formados durante la activacion de la Nitazoxanida no inducen
mutaciones en el ADN, a diferencia de lo observado con otros nitroheterociclos.
El dafio provocado por la nitazoxanida implica alteraciones en el citoplasma, la
membrana plastica y el citoesqueleto del parasito, pero sin modificar la
organizacion de los microttbulos ©®.
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FIGURA 8. Mecanismo de activacion de farmacos heterociclicos con un grupo
nitro. Tomado de Upcroft, P. Upcroft, J. Drug Targets and Mechanisms of Resistance in the
Anaerobic Protozoa. Clinical Microbiology Reviews 2001, 14:150-164.

Es importante mencionar que hay evidencias de falla terapéutica con el empleo
de derivados 5-nitroimidazoles, posiblemente debido por un lado al abandono
del tratamiento ocasionado por las reacciones adversas que inducen y por otro
a la presencia de cepas de parasitos resistentes a los mismos.

Ante estas circunstancias, es necesaria la busqueda de nuevos compuestos
gue puedan ser usados en la quimioterapia de la amibiasis.
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1.2.2.Derivados bencimidazoélicos

Los derivados bencimidazoélicos son un grupo de compuestos ampliamente
utilizados como fungicidas, herbicidas, antiparasitarios y antibacterianos ©9.
Debido a la diversidad en su actividad bioldgica y sus aplicaciones clinicas, el
anillo bencimidazolico ha sido utilizado como estructura prototipo (lider) en la

busqueda y optimizacion de principios quimioterapéuticos.

El uso de los derivados bencimidazélicos como agentes antiparasitarios inicid
con el descubrimiento del tiabendazol en 1961. No obstante que este
compuesto poseia un amplio espectro de actividad antiparasitaria tenia la
desventaja de ser rapidamente biotransformado a su metabolito inactivo, el 5-
Hidroxitiabendazol “?. Para evitar la inactivacion metabdlica se desarrollaron
analogos del tiabendazol con diferentes sustituyentes en la posicién 5;
posteriormente se llevé a cabo el disefio y la sintesis de nuevos derivados
sustituidos también en la posicién 2, dando origen a los bencimidazol-2-
carbamatos de metilo. De este grupo destacan el Albendazol y el Mebendazol
farmacos utilizados actualmente en el tratamiento de diversas helmintiosis a
nivel gastrointestinal y sistémico.

Estos bencimidazoles muestran afinidad selectiva por la B-tubulina de los
parasitos helmintos. La interferencia con la polimerizacion y, por lo tanto, el
bloqueo de la formacién de los microtibulos provocan cambios en la estructura
y las funciones normales de los parasitos “%.

El Albendazol ha sido utilizado con buenos resultados como agente giardicida
pero no asi como amebicida. Esto se debe a que el citoesqueleto de
E.histolytica esta formado principalmente por actina en lugar de tubulina “?.
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2.  Planteamiento del problema

Nuestro grupo de investigacion esta interesado en el desarrollo de nuevas
moléculas que puedan ser empleadas como alternativa en el tratamiento de la
amibiasis.

Dentro de los métodos generales para la obtenciébn de nuevos farmacos se
considera la modificacibn molecular a través del proceso de asociacion
molecular, el cual se basa en la unién de dos estructuras con una determinada
actividad, con el fin de potenciarla. La nueva molécula formada incorpora
algunas o todas las agrupaciones de los compuestos originales; cuando la
asociacion es de partes distintas o mixtas por formacién de enlace covalente
entonces dicho proceso se denomina hibridacién molecular. “® La importancia
de la evaluacién de este tipo de moléculas radica en el interés por conocer qué
efecto sobre la actividad biologica tendra la union de la parte farmacoférica
proveniente de moléculas que han presentado buena actividad antiparasitaria.

Por tal motivo se considerd el disefio y sintesis de moléculas hibridas del
bencimidazol y el grupo nitrofurano que forma parte del Nifurtimox, farmaco
utilizado en el tratamiento de Tripanosomiasis (Enfermedad de Chagas
causada por Trypanosoma cruzi) (Figura 9). El anillo bencimidazdlico tiene en
posicién 1 un —H o un — CHgz y en posicion 2 se incluyeron como sustituyentes
los grupos -CHs, -CF3 y -SCHgs, los compuestos hibridos sintetizados se
presentan en la Tabla 1.

H
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mmmmmmm O ‘% T —— 0:**%.50 ey
1 P o § i N
A/ _— !
HyN
Nitrofurfurad Hadrazia
T "
N
o N
i ] %”> ............. R‘
%, e
L i, M;e--f e “v"
MM\{:; S j;::;: ﬁﬁf"’ R
N N - Bencimidazol dcido
HN
E
e N ]
OF S Ry
[ \“;} ............ )’
i
CompuestoHibridodel N, R1:H.CH3
bencimidazoly el nitrofurano R R2: H. CH3. CF3. SCH3

FIGURA 9. Formacién de las moléculas hibridas evaluadas en este trabajo de tesis.
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Tabla 1. Compuestos hibridos del bencimidazol con el nitrofurano (IVM-1 a
IVM-8)*, Nifurtimox y Benznidazol.

CHy
Nifurtimox {Control)
PM 286.293 g/mol

f /i\ae ?; 0 ©/\'«)\
5 (_\f“ o

Benznidazol (Control)

PM260.294g/mol

o
e R
N ? \i@”’m N >
7 N L/
O H
IVM-1
PM299.24 g/mol

.
i+ p N PR |
MY CH
ave I\ /=

IVM-2
PM313.26 g/mol

?
4

IvVmM-3
PM367.23 g/mol

-
atae

‘\i Ef

IvVM-4
PM345.33 g/mol

BCH,

% o A~
‘;jl* N "/"I =
o \U\ m"'\%

IVM-5
PM313.26 g/mol

Q.
i * 0O -~ \\ﬁr’mﬁ
,;,;" N/ e i

IVM-6
PM327.20g/mol

e
T Oy
M Yy, A

aTapteny

IvM-7
PM381.26 g/mol

\igeivte

VM-8
PM359.35g/mol

* Los compuestos 1VM-1 a VM-8 fueron sintetizados por Israel Velazquez
Martinez, en el laboratorio 122 del Conjunto E de la Facultad de Quimica, UNAM.
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COMPUESTO R1 R2 NOMBRE

IVM -1 H H N '-[(E)-(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-1H-
bencimidazol-5-carbohidrazida

IVM -2 H CH3 2-metil-N "-[(E)-(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-1H-
bencimidazol-5-carbohidrazida

IVM -3 H CF3 N '-[(E)-(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-2-
(trifluorometil)-1H-bencimidazol-5-carbohidrazida

IVM - 4 H SCH3 2-(metilsulfanil)-N '-[(E)-(5-nitrofuran-2-
illmetiliden]-1H-bencimidazol-5-carbohidrazida

IVM -5 CH3 H 1-metil-N "-[(E)-(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-1H-
bencimidazol-5-carbohidrazida

IVM -6 CH3 CH3 1,2-dimetil-N '-[(E)-(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-1H-
bencimidazol-5-carbohidrazida

IVM -7 CH3 CF3 1-metil-N *-[(E)-(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-2-
(trifluorometil)-1H-bencimidazol-5-carbohidrazida

IVM - 8 CH3 SCH3 1-metil-2-(metilsulfanil)-N "-[(E)-(5-nitrofuran-2-

illmetiliden]-1H-bencimidazol-5-carbohidrazida

Este trabajo de tesis se propone llevar a cabo la evaluacion in vitro de la
actividad amebicida de los compuestos hibridos IVM-1 a IVM-8. Los resultados
que se obtengan permitirdn determinar si las moléculas hibridas son mas
eficientes que los farmacos de eleccion en el tratamiento de la amibiasis.
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3. Hipotesis

Los compuestos hibridos del bencimidazol y el 5-nitrofurano con
diferentes sustituyentes en posicion 1 y 2 presentaran actividad
amebicida y ésta serd mayor que la Nitazoxanida, el Metronidazol vy el
Nifurtimox.

4.  Objetivos

4.2. Objetivo general

Evaluar la actividad amebicida in vitro de los compuestos IVM-1 a IVM-8.

4.3. Objetivos Particulares

4.3.2. Determinar la Clso (ung/mL) de los compuestos IVM-1 a VM-8 contra
E. histolytica, mediante el método de subcultivo y andlisis Probit.

4.3.3. Analizar la relaciéon estructura — actividad amebicida (SAR) de
IVM-1a IVM-8.
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5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.1. Determinacion de la curva de crecimiento de Entamoeba
histolytica.

Trofozoitos de E. histolytica, cepa HM1/IMSS se mantuvieron en medio de
cultivo TYI-S-33 modificado suplementado con suero de ternera al 10% de
acuerdo a lo descrito con anterioridad ©°- La preparacién del medio TYI-S-33,
asi como el mantenimiento del cultivo axénico y la determinacién del nUmero
de trofozoitos/mL se indica en el ANEXO 1.

A partir de cultivos axénicos de trofozoitos de E. histolytica, cepa HM1/IMSS
se llevaron a cabo las curvas de crecimiento correspondientes.

A partir de un cultivo axénico de trofozoitos de E. histolytica se inocularon
6x10°/ tubo en 1mL de medio de cultivo. Los trofozoitos se incubaron a 37°C +
0.5°C y se contaron a las 24, 48, 72, 96h de cultivo empleando una cdmara de
Newbauer. El ensayo se realiz6 por triplicado.

FIGURA 10. Fotomicrografia. Trofozoitos de E. histolytica en confluencia del
80% medio TYI-S -33. Magnificacion 40X.

El ndmero de trofozoitos/mL se grafic6 en funcion del tiempo (h),
determinandose la fase de crecimiento exponencial y la fase estacionaria de los
trofozoitos en el cultivo.
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5.2. Determinacion de la actividad amebicida in vitro de
los compuestos IVM-1 a IVM-8.

Para determinar la actividad de los compuestos hibridos, se emple6 el método
previamente descrito por Cedillo y Mufioz, (1992) “4.

Se procedio a preparar, una solucion stock de 10 mg/mL de cada uno de los
compuestos empleando como disolvente dimetilsulfoxido (DMSO) a partir de la
cual se realiz6 una serie de diluciones para la obtencién de concentraciones
finales de 0.01, 0.005, 0.1, 0.5 y 1 ug/mL (Diagramas en ANEXO 1). El
Metronidazol y la Nitazoxanida se incluyeron como controles positivos asi como
el Nifurtimox y Benznidazol a las mismas concentraciones y como control
negativo se cultivaron los parasitos en medio libre de compuestos.

Para la evaluacién de la actividad biolégica a 6x10° trofozoitos de E.
histolytica/ mL, se les afiadieron las diferentes concentraciones de los
compuestos. Los tubos se incubaron a 37°C + 0.5°C por 48h.

Después de este tiempo, los tubos se enfriaron a 4°C por 30min para
promover el desprendimiento de los trofozoitos de la pared del tubo y se
determiné el numero de trofozoitos vivos/mL en cada una de las
concentraciones empleadas observando la movilidad y refringencia de los
trofozoitos al observarlos al microscopio y con la ayuda de la camara de
Neubauer. El ensayo se realiz6 por triplicado.

Una vez determinado el niumero de trofozoitos vivos, se calculd el nidmero de
trofozoitos muertos, considerando la diferencia entre el numero de trofozoitos
presentes en el control negativo y el nimero de trofozoitos en cada uno de los
tubos con las diferentes concentraciones de los compuestos. . El nimero de
trofozoitos muertos, obtenidos en cada una de las concentraciones empleadas
(ug/mL) se empled para el célculo de la concentracién que inhibe el crecimiento
del 50% de los trofozoitos (Clso,ng/mL) mediante un analisis PROBIT de
concentracion-respuesta con el programa de cémputo PROBIT (C.U.1.D.A).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Curvade crecimiento de Entamoeba histolytica.

El nimero de trofozoitos obtenido a los diferentes tiempos de incubacion se
presentan en la Tabla 2. La curva de crecimiento de E. histolytica se muestra
en la Figura 11.

Tabla 2. Numero de trofozoitos de E. histolytica, obtenidos a diferentes tiempos
de cultivo.

No. de No. de No. de Promedio
Trofozoitos/mL | Trofozoitos/mL | Trofozoitos/mL
(Ensayo 1) (Ensayo 2) (Ensayo 3)

6000 6000 6000

22500 14166 23333

27500 19166 30833

26666 27500 26666

13333 22500 16666

Numero de trofozoitos

Curva Crecimiento E.histolytica
30000 4

26944

25000

20000

15000 4

10000 -

5000 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100

Tiempo de incubacion (h)

Figura 11. Curva de crecimiento de E. histolytica utilizando el promedio del

namero de trofozoitos/mL obtenido en tres ensayos.
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En la Figura 11 se observa que entre las 15h y 48h, los trofozoitos se
encuentran en una fase de crecimiento exponencial o logaritmica, la fase
estacionaria se observa entre las 50h y las 72h y la fase de muerte se
presentd a partir de las 72h. Considerando la curva de crecimiento, se
estableci6 48h como un tiempo 6ptimo de incubacion de los trofozoitos en
presencia de cada uno de los compuestos ya que durante esta fase de
crecimiento del parasito, se puede determinar el efecto de un compuesto,
siendo este exclusivo de los compuestos que se evallan y no debido a un
sobre-crecimiento de los trofozoitos, que generaria una deficiencia de
nutrientes en el medio de cultivo y como consecuencia su muerte.

6.2. Determinacion de la actividad amebicida in vitro de los
compuestos hibridos IVM-1a IVM-8.

Los datos obtenidos de trofozoitos vivos y muertos para cada ensayo, se
muestran en el ANEXO 2. En la Tabla 3 se muestra la actividad amebicida in
vitro de los compuestos evaluados, representada por la Clsp (ug/mL). Los
compuestos hibridos IVM-3 e IVM-7 resultaron ser los mas activos contra E.
histolytica, con valores de Clso de 0.007 y 0.002 ng/mL, respectivamente. Por
otro lado, los compuestos IVM-1 e IVM-8 presentaron la menor actividad (Clsg
= 0.022 pg/mL). Con respecto al compuesto IVM-7 seria importante hacer
NnuUevos ensayos con concentraciones mas bajas del compuesto para confirmar
la C|50.
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Tabla 3. Actividad amebicida de los compuestos hibridos IVM-1 a IVM-8 vy

de los compuestos de referencia.

Compuesto

Clso (pg/mL)

Promedio
Clso (pg/mL)

Intervalo de
Confianza 95%

IVM -1

0.022

0.022

0.022

0.022

0.022 - 0.023

IVM -2

0.018

0.019

0.018

0.018

0.017 - 0.020

IVM -3

0.006

0.009

0.008

0.007

0.006 — 0.009

IVM -4

0.019

0.020

0.021

0.020

0.019 - 0.022

IVM -5

0.014

0.012

0.013

0.013

0.012 - 0.014

IVM — 6

0.015

0.016

0.015

0.015

0.015 - 0.016

IVM -7

0.002

0.003

0.001

0.002

0.001 - 0.003

IVM -8

0.023

0.023

0.020

0.022

0.020 - 0.023
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Compuesto || Clso (pg/mL Promedio Intervalo de
) Clso (pg/mL) || Confianza 95%
0.016
Nitazoxanida
0.011 0.015 0.011 — 0.020
(NTZ) '
0.019
0.034
Metronidazol 0.040 0.035 0.032 — 0.041
(MT1Z) 0.032
0.058
Benznidazol 0.045 0.051 0.044 — 0.059
0.050
0.027
Nifurtimox 0.026 0.027 0.026 — 0.030
0.030

Todos los compuestos hibridos del bencimidazol con el nitrofurano fueron mas
activos que el Metronidazol contra E. histolytica (Clsp=0.035), que es el farmaco
de eleccién en el tratamiento de la amebiasis (Figura 12). IVM-3 e IVM-7 fueron
5y 17.5 veces mas potentes que el Metronidazol, respectivamente. En el caso
del Benznidazol (Clsp= 0.051 pg/mL) todos los hibridos fueron méas activos
contra E. histolytica, destacando IVM-7, que fue 25 veces mas potente que el
benznidazol. Con respecto a la Nitazoxanida (Clsp= 0.015 pg/mL) los
compuestos IVM-3 e IVM-7 fueron 2.1 y 7.5 veces mas potentes que ésta,
ademas, IVM-5 e IVM-6 tuvieron una actividad amebicida similar a este
farmaco (Figura 13). Todos los compuestos hibridos, con excepcién del IVM-1,
fueron mas activos que el Nifurtimox, sobresaliendo IVM-3 e IVM-7, con una
potencia 3.8 y 13.5 veces mayor que este farmaco (Figura 14).

Los resultados obtenidos indican que en las moléculas hibridas se potencio la
actividad del nitrofurano al unirse con el bencimidazol.
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20
18
16
14
12
10

C150 Metronidazol / CI50 compuesto

Cociente de potencia de los compuestos
evaluados con respecto a Metronidazol

1750

2.69 233

MTZ IVM-1 VM-2 VM3 V-4 IVM-5 WM-6 VM7

IVM-8

Figura 12. Cociente de potencia de los compuestos evaluados con respecto a
Metronidazol.

CIS0 Nitazoxanida/ CI50 compuesto
-3

Cociente de potencia de los compuestos
evaluados con respecto a Nitazoxanida

7.50

NTZ VM-1 -y VM3 VM4 IVMSS VMG VM7

IVM-8

Figura 13. Cociente de potencia de los compuestos evaluados con respecto a
Nitazoxanida.
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Cociente de potencia de los compuestos
14 - evaluados con respecto a Nifurtimox
13.5
° 12 A
£ 10
S
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S
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2
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2.08
1.35 18
0
Nifurtimox IVM-1 WM-2 VM3 V-4 VM-5 IVYM-6 w7 VM-8

Figura 14. Cociente de potencia de los compuestos evaluados con respecto a
Nifurtimox.

6.3. Relacion estructura-actividad (SAR) actividad amebicida in
vitro de los compuestos IVM-1 a IVM-8.

Para llevar a cabo el analisis SAR de los compuestos hibridos estos se
dividieron en dos grupos A y B de acuerdo al sustituyente (H o CHS3,
respectivamente) en posicion 1. De esta forma en el grupo A se incluyeron los
compuestos IVM-1 a IVM-4 y en el grupo B los compuestos IVM-5 a IVM-8.
(Tabla 4.)
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Tabla 4. Compuestos que conforman los grupos A y B asi como su actividad

amebicida (Clsp).

"y

\
> R2
N

Compuesto Hibrido del
bencimidazoly el nitrofurano
COMPUESTO Clso (ug/mL) R1 R2
GRUPO A
IVM - 1 0.022 H H
IVM — 2 0.018 H CH3
IVM - 3 0.007 H CF3
IVM - 4 0.020 H SCH3
GRUPO B
IVM — 5 0.013 CH3 H
IVM — 6 0.015 CH3 CH3
IVM — 7 0.002 CH3 CF3
IVM - 8 0.022 CH3 SCH3
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Con respecto a la relacion estructura - actividad se obtuvieron los siguientes
resultados:

Del Grupo A, el compuesto menos activo fue IVM-1, con un sustituyente H en
posicion 2, mientras que IVM-3 con un sustituyente CF3; en posicion 2 del anillo
bencimidazdlico fue el mas activo dentro de este grupo, con un valor de Clso=
0.007 png/mL. Del andlisis SAR, resulta evidente que el grupo CF; confiere una
mayor actividad amebicida a la molécula. Los sustituyentes SCH; y CHs
confirieron a la molécula una actividad intermedia.

Con respecto al Grupo B, se observo que el compuesto menos activo fue IVM-
8, con un grupo SCHjs en posicidn 2 del anillo bencimidazdlico, mientras que el
mas activo fue el compuesto [IVM-7, con un sustituyente CFz en la misma
posicion. Es importante resaltar que la sustitucién del H por un grupo CHs en
posicion 1 del compuesto IVM-7 incrementé mas de 3 veces la actividad en
comparacion con IVM-3 (Clsp= 0.007 pg/mL vs 0.002 pg/mL). EI mismo
aumento de actividad se observé en IVM-5 en comparaciéon con IVM-1
(Cl50=0.022 y 0.013 pg/mL, respectivamente). Sin embargo, esta sustitucién no
afecto la actividad de los compuestos IVM-6 e IVM-8 con sustituyentes CHz y
SCHs; respectivamente. De lo anterior se concluye que el grupo CHs; en
posicion 1 confiere mayor actividad a la molécula cuando ésta tiene
sustituyentes H o CF3 en posicion 2 del anillo bencimidazolico.

El andlisis SAR de los compuestos hibridos muestra que el grupo CF3 confiere
la mayor actividad amebicida a la molécula y que ésta se ve aumentada
cuando el anillo bencimidazolico tiene un sustituyente CHsz en posicién 1.
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7. CONCLUSIONES

v De los 8 compuestos hibridos evaluados IVM-3 (N '-[(E)-(5-nitrofuran-2-
il)metiliden]-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol-5-carbohidrazida ) y IVM-7  (1-metil-
N '-[(E)-(5-nitrofuran-2-il)metiliden]-2-(trifluorometil)- 1H-bencimidazol-5-carbohidrazida)
fueron mas activos contra E. histolytica que los farmacos de referencia
Metronidazol, Nitazoxanida y Nifurtimox.

v El grupo CF3 le confiri6 mayor actividad a la molécula y ésta se ve
aumentada cuando hay un grupo CHs; en posicion 1 del anillo
bencimidazdlico.

v’ La actividad amebicida del nitrofurano se potencié en los compuestos de
la serie IVM al estar en asociacion molecular con el bencimidazol.
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ANEXO |. Materiales y métodos.

Materiales

Farmacos de Referencia

* & o o

Benznidazol (proporcionado por el Dr. Castillo. Fac. Quimica, UNAM)
Metronidazol (Sigma)

Nifurtimox (proporcionado por el Dr. Castillo. Fac. Quimica, UNAM)
Nitazoxanida (proporcionado por el Dr. Castillo. Fac. Quimica, UNAM)

Reactivos.

L R R R SR R R EE R R R R R R 2

Bilis (Sigma)

Biosate (tripticasa BBL / extracto de levadura BBL)
Citrato ferrico (Sigma)

Cloruro de Sodio (NaCl) (Merck)

D-(+)-glucosa (Sigma)

Dimetilsulfoxido DMSO (J.T. Baker)

Etanol Industrial

Fosfato de potasio dibasico (KH,PO4)(J.T. Baker)
Fosfato de potasio monobasico (KHPO4)(J.T. Baker)
L- acido ascorbico (Sigma)

L-cisteina (ICN Biochemicals)

Medio de cultivo Gelosa-Sangre

Mezcla de vitaminas Tween 80 Diamond (In vitro)
Suero fetal de ternera (Invitrogen Corporation)
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Equipos e Instrumentos.

¢ Autoclave
¢ Balanza analitica (Sartorius)

¢ Cémara de Nuebauer Superior Marienfield (profundidad: 0.100 mm,
0.0025m?)

¢ Charola de pléastico
¢ Congelador (Thermo Forma)
¢ Espatula

¢ Filtro de nitrocelulosa (0.22 umy 0.45 um de didmetro de poro) marca
Millipore.

¢ Frascos Schott con capacidad de 50 mL, 100mL y 1000mL

+ Gabinete de seguridad biolégica clase Il (UN-425-400 Nuaire)
¢ Gasas

¢ Gradilla de plastico

¢ Incubadora (REVCO)

¢ Micropipetas 100uL, 200uL y 1000pL.

¢ Microscopio invertido (Axiovert 25, Carl Zeiss)//

¢ Pinzas

¢ Pipeta graduada de 10ml
¢ Puntas amarillas y azules
¢ Refrigerador (LG)

¢ Tubos de ensayo con rosca

¢ Tubos eppendorft

¢ Vaso de precipitados de plastico /'
\_

Figura 15. Foto. Material de laboratorio
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Métodos.
% Preparacion del medio de cultivo TYI-S-33 para
Entamoeba histolytica. (Diamond, 1978)

COMPUESTO CANTIDAD

Cloruro de Sodio (NaCl) 20¢g

Fosfato de potasio dibasico (KH,PO,) 1.0¢g

Fosfato de potasio monobasico (K,HPO,) 1.0¢g

D-(+)-glucosa 10.0g

Biosate, peptona 30.0g

L- cisteina 1.0¢g

L-acido ascorbico 0.2g

Citrato férrico 0.022 ¢

Agua bidestilada Cbp 1L

pH final 7.0 -7.2

Se disolvieron con agitacion cada uno de los compuestos en 900mL de agua
bidestilada. Se ajusto el pH de la mezcla y posteriormente esta se transfirié a
un matraz aforado de 1L para llevar a volumen con agua bidestilada. EI medio
se esterilizé por filtracion (filtros Millipore de 0.22 y 0.45 um) y recolectd en
frascos Schcott de 500mL previamente estériles. Finalmente, el medio se

sometio a prueba de esterilidad.

El medio TYI-S-33 se complementd con 10% v/v suero de ternera
descomplementado (56°C por 30min) y 3% v/v de mezcla de vitaminas —
agente tensoactivo Tween 80.
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+* Prueba de esterilidad

Se tomaron alicuotas de 4uL de cada uno de los medios de cultivo y sembraron
en placas de agar sangre, las cuales se incubaron a 37°C £ 0.5°C por 48 horas
junto con los frascos que contenian los medios de cultivo, adecuadamente
sellados y etiquetados. Transcurrido el tiempo de incubacién, se verificé que
tanto en las placas como en los frascos no se observara crecimiento bacteriano
o fungico, indicador de contaminacién. Finalmente, los medios de cultivo se
almacenaron a -20°C hasta su posterior uso.

% Mantenimiento de cultivo axenico de trofozoitos de E.histolytica.

La cepa de trofozoitos de E. histolytica, cepa HM1/IMSS se mantuvo en el
medio de cultivo TYI-S-33 en tubos de ensayo de vidrio con capacidad de
8mL. La resiembra de la cepa se realizo regularmente cada 72 horas, de
acuerdo al crecimiento observado al microscopio con una confluencia del
100%(presencia de una monocapa).

Tubos con confluencia del 100% se trataron de dos formas:

1. Se decanto el medio contenido en los tubos, para eliminar los trofozoitos
sin adherir, se afiadi6 6mL de medio nuevo, se etiqueta como tubo listo
para realizar ensayo y se pone a incubar a 37°C +0.5°C por 24h.

2. O bien si no se iba a realizar ensayo los tubos se colocaban en un bafio
de hielo durante 10 min para promover el desprendimiento de los
trofozoitos de la pared del tubo. Transcurrido el tiempo, un volumen de
30uL de indculo se transfirio a un tubo de ensayo de vidrio con 6mL de
medio nuevo, se etiquetd y se incubd a 37°C +£0.5°C por 72h.

En caso de no observarse el 90-100% de confluencia, Unicamente se llevé a
cabo el cambio de medio a los tubos con el cultivo, sin previa incubacién en
bafio de hielo.
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< Determinacién del numero de trofozoitos/mL

CAMARA DE NEUBAUER

En las investigaciones realizadas en el campo de la biologia celular, con
frecuencia se llega a la necesidad de conocer con exactitud la cantidad de
células utilizadas en los experimentos.

La camara de Neubauer es una camara de contaje adaptada al microscopio de
campo claro o al de contraste de fases. También es conocida como
hemocitometro o cadmara cuenta globulos.

Consta de un cubreobjetos grosor mucho mayor que los portaobjetos de uso
comun. En la cara superior del portaobjetos, se encuentran cuatro canales
longitudinales y un canal transversal central, a cuyo lado superior e inferior
existen grabados dos cuadros de 9mm? de superficie, subdivididos a su vez en
una cuadricula mas fina. Al colocar el cubreobjetos encima de la superficie
donde se encuentra grabada la cuadricula, existe entre ellos una distancia fija
de 0.1mm. Las marcas del portaobjetos se han marcado con la ayuda de un
diamante.

/- 2\

FIGURA 16. Foto. Camara de Neubauer (MARIENFELD).
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La cuenta de trofozoitos de E. histolityca se llev6 a cabo utilizando una camara
de Neubauer y un microscopio invertido. Para realizar la cuenta de trofozoitos
se llevaron a cabo los siguientes pasos;

1.- La camara de Neubauer se limpié perfectamente con la ayuda de una gasa
y alcohol. Los tubos se enfriaron con un bafio de hielo durante 30min.

2.- Se coloc6 una alicuota de 12ulL de trofozoitos, proveniente de los tubos en
bafio de hielo, en una de las camaras del hemocitémetro.

3.- Con la ayuda del microscopio en un aumento 10X se contaron los
trofozoitos presentes en cada cuadrante siguiendo la numeracién de la Figura
17.

4.- Para saber la concentraciéon real de trofozoitos/mL en el tubo, se llevé a
cabo la siguiente operacion:

Concentracion (trofozoitos/mL)= (X/4)*10,000

Que basicamente es el niumero de trofozoitos totales dentro de los cuatro
cuadrantes, se dividié entre cuatro y se multiplicé por el factor de correccion
(10,000), este ultimo considera el volumen de la camara asi como la
profundidad.

(i "r“i'iiiiiii‘\

\I---

Figura 17. Fotomicrografia. Trofozoitos de E. histolytica en cAmara de Neubauer.
Magnificacién 40X
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% Preparacion de las diluciones de los compuestos evaluados

Para la preparacion de las diluciones de Nitazoxanida, Metronidazol,
Benznidazol, Nifurtimox, IVM-1, IVM-2, IVM-3, IVM-4. IVM-5, IVM-6, IVM-7 e
IVM-8 se procedi6 de la siguiente forma;

Se pesaron 10mg del compuesto, disolviéndose en 1 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO). A partir de esta solucién de concentracion [10mg/mL], se realizaron
diluciones consecutivas 1:10, hasta obtener una solucién final de concentracion
[1X10™ mg/mL] como se muestra en la Figura 18. Obteniendo soluciones
consecutivas de cada compuesto como se ilustra con la Tabla 5.

Alicuota
detoopl

Alfcucta
detooul

Alicuota
detoopl

FoomL DMSO S00mL DME0

BOGmL
Medic TYI-5-33

Alicuota
detoopul

Alicuota
detoopl

Sol.5
{1x10-*mgimi.]

Sis0rnl.
edio TVI-5-33

dedio TYI-5-E3

Figura 18. Diagrama. Diluciones realizadas con cada uno de los compuestos.
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Obteniendo soluciones consecutivas de cada compuestos como se ilustra con
la siguiente Tabla.

Tabla 5. Diluciones seriadas de los compuestos evaluados.

Solucién Concentracion Dilucion
(mg/mL)
Stock 10 | e
1 1 1:10
2 0.1 1:100
3 0.01 1:1000
4 0.001 1:10000
5 0.0001 1:100000

El rango de concentraciones empleadas de los compuestos de referencia y de
las moléculas hibridas en el ensayo de actividad fue: 0.005, 0.01, 0.05, 0.10 y
0.50 (ng/mL). La Figura 19 muestra el volumen de las alicuotas tomadas de las
soluciones 3, 4, 5, con aforo de 1mL de medio de cultivo para obtener las
concentraciones finales de los compuestos evaluados. Obteniendo las
concentraciones finales de los compuestos para realizar el ensayo como se
ilustra con la Tabla 6.
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Alicuota 30ul

Concentrasitn final
{0.008g/mL)

Concenfracibn final
@0tpgimb)
T e,
’ 800
Contentracian final
0.050pg/mL)
Concendracion final
(©@.10pgimL)
Cone. @.01mgiml) -
(10ugimL) Yooty g9,
Concentracibn final
E50uginl)

Figura 19. Diagrama. Diluciones realizadas para las diferentes concentraciones de
los compuestos evaluados.
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Tabla 6. Concentraciones finales

de los compuestos para ser evaluados.

Tubo Concentracion
(ng/mL)
1 0.005
2 0.010
3 0.050
4 0.10
5 0.50
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ANEXO 2. Tablas de resultados del numero de trofozoitos vivos y

muertos para cada compuesto evaluado.

Compuesto Nitazoxanida

Ensayo 1
Tubo Concentracion N° Trofozoitos N° trofozoitos Clso
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 37500 8333
2 0.01 21666 24166
3 0.05 14166 31666 0.016
4 0.10 7500 38333
5 0.50 0 42000
Tubo Control: 45833 trofozoitos
Ensayo 2
Tubo Concentracion N° Trofozoitos N° trofozoitos Clso
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 30000 14166
2 0.01 21666 22500
3 0.05 10833 33333 0.011
4 0.10 4166 40000
5 0.50 1666 42500
Tubo Control: 44166 trofozoitos
Ensayo 3
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 25583 1833
2 0.01 15333 12083
3 0.05 6666 20750 0.019
4 0.10 2166 25250
5 0.50 1583 25833

Tubo Control: 27416 trofozoitos
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Compuesto Metronidazol

Ensayo 1
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 40000 8333
2 0.01 35833 12500
3 0.05 20800 27533 0.034
4 0.10 15833 32500
5 0.50 2500 45833
Tubo Control: 48333 trofozoitos
Ensayo 2
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 30000 4200
2 0.01 24166 10034
3 0.05 18333 15867 0.040
4 0.10 11666 22534
5 0.50 1666 325334
Tubo Control: 34200 trofozoitos
Ensayo 3
Tubo Concentracion N° Trofozoitos N° trofozoitos Clso
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 22500 8333
2 0.01 21666 9167
3 0.05 15833 15000 0.032
4 0.10 9166 21667
5 0.50 3300 27533

Tubo Control: 30833 trofozoitos
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Compuesto Benznidazol

Ensayo 1
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 38333 1
2 0.01 21666 16667
3 0.05 11600 26733 0.058
4 0.10 35833 2500
5 0.50 833 37500
Tubo Control: 38333 trofozoitos
Ensayo 2
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 10000 3300
2 0.01 9160 4140
3 0.05 7500 5800 0.045
4 0.10 5800 7500
5 0.50 1650 11640
Tubo Control: 13300 trofozoitos
Ensayo 3
Tubo Concentracion N° Trofozoitos N° trofozoitos Clso
(ng/mL) vivos2083 muertos (ng/mL)
1 0.005 26666 3334
2 0.01 19166 10834
3 0.05 15833 14167 0.050
4 0.10 9166 20834
5 0.50 6666 23334

Tubo Control: 30000 trofozoitos
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Compuesto Nifurtimox

Ensayo 1
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 36000 11500
2 0.01 31600 15900
3 0.05 19100 28400 0.027
4 0.10 15000 32500
5 0.50 3300 44200
Tubo Control: 47500 trofozoitos
Ensayo 2
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 25000 5000
2 0.01 15833 14167
3 0.05 15000 15000 0.026
4 0.10 6666 23334
5 0.50 5833 24167
Tubo Control: 30000 trofozoitos
Ensayo 3
Tubo Concentracion N° Trofozoitos N° trofozoitos Clso
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 30000 4166
2 0.01 24166 10000
3 0.05 14166 20000 0.030
4 0.10 6666 27500
5 0.50 1666 32500

Tubo Control: 34166 trofozoitos
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Compuesto IVM-1

Ensayo 1
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 27500 3333
2 0.01 14166 16667
3 0.05 11666 19167 0.022
4 0.10 9166 21667
5 0.50 833 30000
Tubo Control: 30833 trofozoitos
Ensayo 2
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 22500 5833
2 0.01 16600 11733
3 0.05 10834 17499 0.022
4 0.10 7500 20833
5 0.50 833 27500
Tubo Control: 28333 trofozoitos
Ensayo 3
Tubo Concentracion N° Trofozoitos N° trofozoitos Clso
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 31666 3334
2 0.01 18333 16667
3 0.05 10833 24167 0.022
4 0.10 7500 27500
5 0.50 1666 33334

Tubo Control: 35000 trofozoitos
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Compuesto IVM-2

Ensayo 1
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 11666 4994
2 0.01 8333 8327
3 0.05 7500 9160 0.018
4 0.10 4160 12500
5 0.50 1666 14994
Tubo Control: 16660 trofozoitos
Ensayo 2
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 10833 3333
2 0.01 7500 6666
3 0.05 5833 8333 0.019
4 0.10 2500 11666
5 0.50 1666 12500
Tubo Control: 14166 trofozoitos
Ensayo 3
Tubo Concentracion N° Trofozoitos N° trofozoitos Clso
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 12300 1950
2 0.01 8000 6250
3 0.05 3400 10850 0.018
4 0.10 2000 12250
5 0.50 166 14090

Tubo Control: 14250 trofozoitos
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Compuesto IVM-3

Ensayo 1
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 14500 7300
2 0.01 4600 17200
3 0.05 2500 19300 0.006
4 0.10 2000 19800
5 0.50 250 21550
Tubo Control: 21800 trofozoitos
Ensayo 2
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 16666 8334
2 0.01 10000 15000
3 0.05 5833 19167 0.009
4 0.10 2500 22500
5 0.50 10 24990
Tubo Control: 25000 trofozoitos
Ensayo 3
Tubo Concentracion N° Trofozoitos N° trofozoitos Clso
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 10400 4850
2 0.01 5400 9850
3 0.05 2080 13170 0.008
4 0.10 580 14670
5 0.50 160 15090

Tubo Control: 15250 trofozoitos
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Compuesto IVM-4

Ensayo 1
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 62500 11666
2 0.01 43333 30833
3 0.05 16666 57500 0.019
4 0.10 15000 59166
5 0.50 3333 70833
Tubo Control: 74166 trofozoitos
Ensayo 2
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 65833 8333
2 0.01 29166 45000
3 0.05 27500 46666 0.020
4 0.10 17500 56666
5 0.50 10000 64166
Tubo Control: 74166 trofozoitos
Ensayo 3
Tubo Concentracion N° Trofozoitos N° trofozoitos Clso
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 50000 21666
2 0.01 47500 24166
3 0.05 27500 44166 0.021
4 0.10 17500 54166
5 0.50 2500 69166

Tubo Control: 71666 trofozoitos
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Compuesto IVM-5

Ensayo 1
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 15000 8333
2 0.01 14000 9333
3 0.05 6667 16666 0.014
4 0.10 5000 18333
5 0.50 1667 21666
Tubo Control: 23333 trofozoitos
Ensayo 2
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 19166 3334
2 0.01 8333 14167
3 0.05 6666 15834 0.012
4 0.10 833 21667
5 0.50 416 22084
Tubo Control: 22500 trofozoitos
Ensayo 3
Tubo Concentracion N° Trofozoitos N° trofozoitos Clso
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 12500 2500
2 0.01 6666 8334
3 0.05 3333 11664 0.013
4 0.10 2500 12500
5 0.50 833 15833

Tubo Control : 15000 trofozoitos
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Compuesto IVM-6

Ensayo 1
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 9166 3334
2 0.01 6666 5834
3 0.05 4166 8334 0.015
4 0.10 1666 10834
5 0.50 833 11667
Tubo Control: 12500 trofozoitos
Ensayo 2
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 10833 5000
2 0.01 8333 7500
3 0.05 6666 22499 0.016
4 0.10 3333 12500
5 0.50 1660 14173
Tubo Control: 15833 trofozoitos
Ensayo 3
Tubo Concentracion N° Trofozoitos N° trofozoitos Clso
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 18000 5583
2 0.01 13000 10583
3 0.05 69100 45517 0.015
4 0.10 2830 20753
5 0.50 500 23083

Tubo Control: 23583 trofozoitos

62



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Compuesto IVM-7

Ensayo 1
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 4660 6506
2 0.01 1580 9586 0.002
3 0.05 580 10586
4 0.10 500 10666
5 0.50 83 11083
Tubo Control: 11166 trofozoitos
Ensayo 2
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 3160 5840
2 0.01 2830 6170
3 0.05 750 8250 0.003
4 0.10 330 8670
5 0.50 83 8917
Tubo Control: 9000 trofozoitos
Ensayo 3
Tubo Concentracion N° Trofozoitos N° trofozoitos Clso
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 1660 16940
2 0.01 910 17690
3 0.05 410 18190 0.001
4 0.10 166 18434
5 0.50 83 18517

Tubo Control: 18600 trofozoitos
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Compuesto IVM-8

Ensayo 1
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 12500 5000
2 0.01 10833 6667
3 0.05 7500 10000 0.023
4 0.10 5000 12500
5 0.50 833 16667
Tubo Control: 17500 trofozoitos
Ensayo 2
Tubo Concentracién N° Trofozoitos N° trofozoitos Cls
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 17500 4500
2 0.01 14000 8000
3 0.05 7410 14590 0.023
4 0.10 3250 18750
5 0.50 1330 20670
Tubo Control: 22000 trofozoitos
Ensayo 3
Tubo Concentracion N° Trofozoitos N° trofozoitos Clso
(ng/mL) vivos muertos (ng/mL)
1 0.005 23000 7000
2 0.01 18300 11700
3 0.05 8300 21700 0.020
4 0.10 5000 25000
5 0.50 3300 26700

Tubo Control: 30000 trofozoitos
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