UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

Evaluacién de la actividad cisticida de la combinacién de praziquantel y mebendazol:

estudios in vitro e in vivo

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
LICENCIADA EN BIOQUIMICA DIAGNOSTICA

PRESENTA:

FERNANDA ITZEL GURRUSQUETA MIRANDA

ASESORAS:
DRA. FRANCISCA PALOMARES ALONSO
DRA. HELGI JUNG COOK

Cuautitlan lzcalli, Estado de México, 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

FToeoae

,.

VN(VER’.DAD NACJONAL ‘ -m,w," mEETTLI.C.
AVERMA DE ASUNTO: VbTo APROBATORIO
MEXICO

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ

DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN

PRESENTE ' v

ATN: I.A. LAURA MARGARITA CORTAZAR FIGUEROA
Jefa del Departamento de Exdmenes Profesionales

! ) de la FES Cuautitlan.

Con base en el Reglamento General de .Examenes, y la .Direccion de la Facultad, nos permitimos
comunicar a usted que revisamos el: Trabajo de Tesis.

Evaluacion de la actividad cisticida de la combinacion de praziquantel y mebendazol: estudios in vitro e
in vivo.

Que presenta la pasante Fernanda Itzel Gurrusqueta Miranda
Con nimero de cuenta: 307113173 para obtener el Titulo de la carrera: Licenciatura en Bioquimica Diagnéstica

Considerando que dicho trabajo retine los requisitos necesarios para ser dlscutcdo en el EXAMEN PROFESIONAL
correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO. -

ATENTAMENTE ) )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuautitlan Izcalli, Méx. a 29 de Agosto de 2018.

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA
iz
N

PRESIDENTE Dra. Helgi Helene Jung Cook

. R ~ ‘\—/
VOCAL M.V.Z. Gabriela Fuentes Cervantes W

SECRETARIO M.F.C. Cecilia Hernandez Barba

ler. SUPLENTE Dr. Jorge Luis de la Rosa Arana

A Y\
2do. SUPLENTE Dra. Dolores Molina Jasso Q4 M

NOTA: los sinodales suplentes estdn obligados a presentarse el dia y hora del Examen Profesional (art. 127).

LMCF/cga



AGRADECIMIENTOS

Agradecimientos especiales a la Dra. Francisca Palomares, en primer lugar, por haberme aceptado
como su alumna, por la paciencia que me tuvo durante mi estancia en el laboratorio y todo el
conocimiento transmitido durante ese tiempo, por la asesoria brindada para poder finalizar este
proyecto, y por Ultimo, por sus consejos y apoyo personal. Le estaré agradecida siempre.

Agradezco a la Dra. Helgi Jung por aceptarme como alumna, por la asesoria dada y por siempre estar
al pendiente de los avances en este trabajo. Sus sugerencias y comentarios han sido de gran
importancia para mi.

Agradezco también a todos los investigadores que forman parte del laboratorio de
Neuropsicofarmacologia, por hacerme sentir cbmoda durante mi estancia ahi. De todos ellos
aprendi y gracias a ellos desperté un gran interés por la investigacion.

A la Dra. Guadalupe Palencia del laboratorio de Neuroinmunologia por su ayudada en la realizacion
de una importante parte del proyecto, por su disponibilidad y colaboracion siempre que le necesité.
Por compartirme sus conocimientos, por su entusiasmo y por hacer agradable el trabajo en su
laboratorio.

Al Sr. Héctor por agquellos momentos de distraccion, aquellas platicas interesantes y de temas muy
variados, por los bocadillos y golosinas que compartié conmigo, por sus consejos y su amistad,
siempre dispuesto a escuchar.

Agradezco a mis compafieros Jonathan y Melissa por los conocimientos transmitidos, pero sobre
todo por su amistad y los momentos de diversién y alegria que compartimos. Espero algun cercano
dia volver a reunirnos los tres.

Agradezco a todas las personas que conociy contribuyeron de algiin modo en mi formacién personal
y profesional. Al Dr. César Rodriguez por su ensefianza en el manejo de animales de laboratorio, por
su amistad y todas aquellas pequefias platicas que hicieron agradable mis visitas al Bioterio. A la
Dra. Carmen Rubio y al Dr. Moisés Rubio porque las comidas con ellos fueron enriquecedoras a nivel
personal y profesional, agradezco sus consejos y su amistad. A Leo por su amistad, por las comidas
que compartimos, gracias por presentarme a grandes personas. Por Ultimo agradezco a César
Mendoza por los momentos que compartimos, sin duda aprendi mucho de cada uno de ellos,
siempre te llevaré con carifio en mis recuerdos. Sé que tu también cumplirds tus suefios.

Agradezco especialmente a mis padres, quienes fueron mi principal apoyo durante todo este
tiempo. Por su confianza y por seguir creyendo en mi. Este logro es tanto de ellos como mio.



A mi padre, el hombre que mas amo y admiro.

Sin ti no lo habria logrado.



RESUMEN

1. ANTECEDENTES

1.1 Neurocisticercosis

1.1.1 Taenia solium
1.1.1.1 Ciclo de vida de Taenia solium
1.1.1.2 Metabolismo energético
1.1.1.3 Modelo experimental de cisticercosis

1.1.2. Epidemiologia de NCC

1.1.3 Etiopatogenia

1.1.4 Manifestaciones clinicas

1.1.5 Tratamiento farmacoldgico de la NCC.

1.2 Albendazol
1.2.1 Farmacocinética
1.2.2 Mecanismo de accion
1.3 Praziquantel
1.3.1 Farmacocinética
1.3.2 Mecanismo de accion
1.4 Mebendazol

1.4.1 Farmacocinética
1.4.2 Mecanismo de accion

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3. HIPOTESIS

4. OBJETIVO GENERAL

4.1 Objetivos particulares

5. DISENO EXPERIMENTAL

6. METODOLOGIA
6.1 Obtencion de cisticercos de Taenia crassiceps
6.2 Preparacion del medio de cultivo

6.3 Estudios in vitro
6.3.1 Preparacion de soluciones de PZQ y MBZ
6.3.2 Preparacion de la combinacion PZQ+MBZ
6.3.3 Evaluacion de la relacién Concentracion-Respuesta de PZQ y MBZ

© 00O B WNN

10
10

11
11
11
12
12
13
13

13
14

15

16

17

17

18

19
19
19
19
19

22
22



6.3.4 Evaluacion del efecto de la combinacion de PZQ+MBZ 22
6.3.5 Determinacion del metabolismo energético de cisticercos de T. crassiceps expuestos a la

combinacion de PZQ+MBZ 23
6.3.5.1. Condiciones experimentales y obtencion de muestra 23
6.3.5.2 Actividad de PGl 24
6.3.5.3 Actividad de ALP 25
6.3.5.4 Cuantificacion de ATP 26

6.4 Estudios in vivo 27
6.4.1 Evaluacion de la eficacia de PZQ y MBZ in vivo 27
6.4.2 Evaluacion del efecto de la combinacion de PZQ+MBZ in vivo 27

7. RESULTADOS Y DISCUSION 29

7.1. Resultados in vitro 29

7.1.1. Determinacion de la actividad cisticida de PZQ, MBZ y la combinacién de PZQ+MBZ 29

7.1.2 Determinacion del metabolismo energético de cisticercos de T. crassiceps tratados con la

combinacion de PZQ+MBZ 35
7.1.2.1 Actividad de PGl 35
7.1.2.2 Actividad de ALP 37
7.1.2.3 Cuantificacion de ATP 39

7.2 Resultados in vivo 40
7.2.1 Efecto individual de PZQ y MBZ en el modelo de cisticercosis murina 40
7.2.2 Efecto de la combinacién PZQ+MBZ en el modelo de cisticercosis murina 40

8. CONCLUSIONES 43

9. BIBLIOGRAFIiA 44



RESUMEN

La neurocisticercosis (NCC) es la infeccién parasitaria mas frecuente del sistema nervioso central y es
la primera causa de epilepsia en México. Durante las ultimas dos décadas el tratamiento cisticida ha
estado limitado al uso de dos farmacos: albendazol (ABZ) y praziquantel (PZQ). Estos farmacos tienen
diferente eficacia, sin embargo, ninguno es 100% efectivo, por lo que se requieren otras alternativas
para el tratamiento de esta parasitosis. Los farmacos en combinacién es una de las alternativas
propuestas y que a la fecha no ha sido explorada en su totalidad.

Uno de los farmacos antiparasitarios que ha mostrado actividad cisticida es el mebendazol (MBZ).
Considerando que MBZ y PZQ tienen actividad antiparasitaria y diferente mecanismo de accidén se
espera que la combinacién de ambos farmacos resulte en un aumento en la eficacia, por lo que en el
presente proyecto se explord la actividad cisticida de la combinacién PZQ+MBZ sobre cisticercos de
Taenia crassiceps.

Para la evaluacion se utilizé la metodologia de “Superficie de Interaccién Sinérgica” para identificar las
combinaciones con mayor sinergismo. Ademads, una vez identificada aquella combinacién con mayor
interaccion, se exploraron los cambios en la actividad de algunas enzimas del pardsito para establecer
la posible correlacion entre el efecto cisticida y la alteracion en el metabolismo energético del parasito.
Asimismo, se evalud la eficacia in vivo de la combinacidon sobre el modelo de cisticercosis murina
causada por Taenia crassiceps.

Los resultados mostraron que in vitro la combinaciéon PZQ+MBZ exhibié un efecto sinérgico en la
eficacia cisticida. La eficacia se incrementd hasta cinco veces en comparacion con la eficacia de cada
farmaco solo, asi mismo, el efecto fue observado en menor tiempo. La combinacidon ocasiond una
mayor alteracion en el metabolismo de los cisticercos comparada con la provocada por cada farmaco
por separado. In vivo la combinaciéon de PZQ+MBZ (1:2) también exhibié un efecto sinérgico en la
eficacia cisticida.

Con estos resultados se concluye que la combinacidn PZQ+MBZ tiene una mayor eficacia que la

monoterapia, por lo que podria ser alternativa prometedora para el tratamiento de la NCC.



1. ANTECEDENTES

1.1 Neurocisticercosis

La NCC es la parasitosis mas frecuente del sistema nervioso central (SNC) y es causada por la presencia
de cisticercos de Taenia solium adquiridos por contaminacién fecal-oral con huevos de este parasito.
El agua, el viento y otros medios indirectos de infeccidn juegan un papel muy pequefio en la
transmisién. La frecuencia de autoinfeccién no se conoce con exactitud, pero hay estudios que
demuestran que cerca del 25% de los pacientes con NCC habian albergado o tenian la forma adulta del
pardsito y hasta el 15% de los pacientes alberga una tenia en el momento del diagndstico de NCC, lo

cual sugiere una autoinfeccion.?

1.1.1 Taenia solium

T. solium, como otras especies del género, son gusanos aplanados y muy largos. Normalmente mide
entre 1.5 y 5 m de longitud; el escélex posee un rdstelo coronado por dos hileras de ganchos y cuatro
ventosas; con el primero se prende del intestino y con las segundas se adhiere a sus paredes (Figura
1A). Estudios en modelos experimentales han permitido un andlisis detallado de la intima unién que
establece este parasito sobre |a pared intestinal.?

El proceso de estrobilacion (produccion de progldtidos) ocurre en la region distal del cuello. Los
proglétidos son segmentos independientes pero unidos entre si. Los mas cercanos al cuello son
inmaduros y van mostrando un grado creciente de desarrollo y diferenciacidn a medida que se alejan
del escdlex, hasta aparecer maduros en la parte media del estrébilo.

Cada proglétido maduro posee érganos genitales masculinos y femeninos. Los mas alejados del escélex
muestran un Utero grdvido ramificado, lleno de huevos (Figura 1B), éstos son liberados
espontdneamente con las heces.?

Los huevos contenidos se encuentran en distintos grados de maduracion; alrededor del 50% contienen
oncosferas infectivas totalmente desarrolladas (Figura 1C). Los inmaduros pueden madurar fuera del
hospedero y permanecer viables e infectivos en el ambiente por semanas, los proglétidos gravidos de
T. solium contienen miles de huevos, de manera que la ingestién de uno puede dar lugar a varios
cientos de cisticercos en el hospedero intermediario.

El cisticerco de T. solium estd formado por una vesicula ovalada y trasltcida, llena de liquido, de 0.5 a
2 centimetros de didmetro y dotada de un pequefio escélex en su interior (Figura 1D). Al carecer de

tracto digestivo, obtienen sus nutrientes y excretan sus desechos a través de la superficie tegumental.*



Figura 1. (A) Forma adulta de T. solium. Rostelo (R), ventosa (V), cuello (C).
(B) Progldtido gravido de T. solium, se aprecia el conducto uterino central
del que se desprenden las ramas. (C) Huevos de T. solium. Oncdsfera (onc),
embrion (emb). (D) Cisticercos de T. solium obtenidos del musculo de cerdos
infectados (Willms y col, 2006).

1.1.1.1 Ciclo de vida de Taenia solium

El hombre es el hospedero definitivo de T. solium, la forma adulta se localiza en el intestino delgado y
libera proglotidos gravidos, los cuales se rompen antes de salir en la materia fecal; estos huevos
contaminan el ambiente.!

Cuando los huevos son ingeridos por el hospedero intermediario, el cerdo, las enzimas digestivas y
sales biliares activan a las oncdsferas contenidas en los huevos, los embriones activados penetran la
pared intestinal hasta alcanzar los capilares linfaticos y sanguineos que los distribuyen a una gran
variedad de drganos y tejidos (tejido subcutaneo, musculo esquelético y cardiaco, cerebro, ojos, etc.)

convirtiéndose en la forma larvaria o cisticerco.




El ciclo culmina cuando el hombre consume carne de cerdo cruda o insuficientemente cocida e
infectada por cisticercos. De nuevo, las enzimas proteoliticas y las sales biliares participan en la
activacion, ahora del cisticerco, induciendo la evaginacion del escélex y su fijacidon a la pared intestinal.
Una vez anclado, el parasito crece y se diferencia hasta convertirse en gusano adulto (Figura 2).

Aunque el cerdo es el principal hospedero intermediario, algunas otras especies, incluyendo al

hombre, también pueden alojar cisticercos, al ingerir los huevos del parasito.l 34

Figura 2. Ciclo de vida de T. solium (Meza-Lucas y col, 2002).

1.1.1.2 Metabolismo energético

Los cisticercos utilizan rutas metabdlicas tanto aerdbicas como anaerdbicas dependiendo de la
disponibilidad de oxigeno en el medio y obtienen sus nutrientes por difusion facilitada a través de la
pared vesicular (Figura 3). Se han identificado dos transportadores de glucosa (TGTP1 y TGTP2), el
segundo se localiza en la superficie tegumentaria del cisticerco, mientras que el primero es abundante
en estructuras de la pared vesicular del cisticerco, asi como en el parésito adulto.? En su fase adulta

presentan un metabolismo preferentemente anaerébico debido a la falta de oxigeno en su habitat



natural. Mientras que su fase larvaria presenta actividad in vivo aerdbica dependiente de oxigeno, que
se difunde por los tejidos del hospedero.
La principal fuente de energia en los céstodos es el glucdgeno que se almacena en grandes cantidades
en su membrana externa, o la glucosa que se obtiene principalmente del hospedero.
Los estudios in vitro sobre el metabolismo energético y respiratorio de los cisticercos describieron las
vias de degradacion de la glucosa y el ciclo del 4cido citrico con una cadena de transporte de electrones
activa. La evidencia de la existencia de estas rutas en los céstodos consiste esencialmente en la
demostracion de las reacciones enzimaticas y en la identificacion de varios intermediarios en las vias.>
6
El catabolismo de los carbohidratos produce piruvato en dos regiones celulares: en el citoplasma, por
la accién de la enzima piruvato cinasa sobre el fosfoenolpiruvato, y en la mitocondria, debido a la
accion de la enzima malica sobre el malato. El piruvato citosélico adicional podria ser formado por la
accion de la enzima malica citosdlica sobre el malato. El piruvato mitocondrial es convertido a acetil-
CoA generando: citrato, que participara en el ciclo del acido citrico, o acetato, que serd excretado. Asi
mismo, puede sufrir la accidén de la enzima malica mitocondrial, generando malato, lo que provoca una
inversién parcial del ciclo del &cido citrico.” El piruvato citosdlico puede seguir tres caminos:

1. Sufrir la accidon de la enzima lactato deshidrogenasa generando lactato que serd excretado o

reutilizado en la gluconeogénesis.

2. Sufrir la accién de la transaminasa generando alanina, que sera excretada.

3. Estransportado para el interior de la mitocondria.
La cadena transportadora de electrones detectada en los cisticercos es semejante a la cadena
encontrada en sus hospederos mamiferos, demostrando la presencia de citocromos bcl, c y aa3, en
tanto, este tipo de respiracion estd ausente en los parasitos adultos.®
La mayoria de los helmintos son incapaces de sintetizar lipidos, siendo, por tanto, dependientes de la
absorciéon del medio. Los 4cidos grasos absorbidos de fuentes exdgenas son rapidamente incorporados
a las reservas de triacilglicerol y fosfolipidos encontrados principalmente en la membrana cistica y el

tegumento de los céstodos.



Figura 3. Rutas metabdlicas de los céstodos. Glucdlisis, ciclo del acido citrico y cadena de transporte
de electrones. Citoplasma (C), Mitocondria (M). (Composicién: Vinaud y col., 2012, 2016 y 2017).

1.1.1.3 Modelo experimental de cisticercosis

Los modelos animales son fundamentales para entender las relaciones hospedero-parasito,
inmunologia y otros factores que intervienen en la adquisicion de la enfermedad y el desarrollo de
nuevos agentes terapéuticos. Varios mamiferos y roedores han sido utilizados como modelos
experimentales para la infeccién con T. solium (cobayos, conejos, perros, gatos, cerdos, monos,

ratones, ratas, etc.); los mejores resultados han sido obtenidos en el gibén y en el hamster dorado,




ademas de jerbos y chinchillas, el modelo porcino sigue el curso de la infeccién, ademas de que la
histopatologia en los cerdos es similar a la humana y la respuesta mostrada por los cerdos contra el
tratamiento antiparasitario sigue el mismo patrén que se muestra en el ser humano. La limitante es la
dificil manipulacién y el elevado costo de manutencion. Por esta razén se utilizan modelos mas viables
como los modelos murinos con tenias semejantes a T. solium.®

T. crassiceps ha sido ampliamente utilizado como modelo experimental. La multiplicacién asexual por
gemaciéon de los cisticercos de T. crassiceps, permite que distintas cepas se mantengan
indefinidamente en la cavidad peritoneal de ratones inmunosuprimidos. Es por esto que ha sido
ampliamente utilizada en los ultimos 50 afos.

Se han aislado diversas cepas de T. crassiceps para propagar en el laboratorio, algunas son: HYG, KBS,
Toi, la cepa ORF (carece de escdlex) y la cepa WFU obtenida de la infeccidon en un roedor silvestre en
Norte América; adicionalmente se han aislado cepas en Alemania y Japén. 1°

Algunas de las caracteristicas que lo hacen un buen modelo son que la ultraestructura de la forma
larvaria y adulta de T. crassiceps no difieren significativamente de otros ténidos. Se han caracterizado
varias enzimas de T. solium y crassiceps y se ha observado que presentan alta similitud entre ellas. Su
similitud y homologia con T. solium son algunos de los atributos que lo hacen util. Los estudios sobre
estas cepas de T. crassiceps, en especial la ORF, han indicado que el balance hormonal y género del
hospedero murino son de gran importancia para la velocidad de reproduccién, ya que en ratones

hembra se reproducen mejor.1

Taenia crassiceps

Es un céstodo cuya forma adulta se encuentra en el intestino de zorros rojos de Europa y del Norte de
América. El estado larvario se desarrolla en pequefios roedores, donde los cisticercos pueden
multiplicarse asexualmente produciendo gemas en su polo abscolex. La cepa ORF ha sido una de las
mas ampliamente utilizadas debido a su capacidad para multiplicarse rdpidamente en la cavidad
peritoneal del ratén.??

La forma adulta de T. crassiceps parasita el intestino del zorro rojo y en su forma larvaria el tejido
subcutdneo, muscular y cavidades corporales de pequefios roedores silvestres. El pardsito adulto,
sexualmente maduro, forma huevos dentro de los proglétidos. Cuando estos proglétidos son
expulsados con las heces, los huevos ya fecundados o en las primeras etapas de desarrollo de una
oncdsfera, pasan al medio ambiente en donde pueden ser ingeridos por el hospedero intermediario.

En el intestino del hospedero intermediario, las cubiertas del huevo son digeridas y la oncdsfera



liberada invade preferentemente los tejidos antes mencionados, donde continta su desarrollo para
dar lugar a cisticercos con un escélex completo, pero aun invaginado.

Los cisticercos pueden continuar su desarrollo a tenias adultas sélo si el roedor infectado es ingerido
por un zorro. Dentro de éste, el cisticerco evagina su escélex y se fija al intestino, inicia su crecimiento
y desarrollo hasta dar lugar a una tenia adulta sexualmente madura, de esta forma se completa su ciclo

bioldgico.'* 13

1.1.2. Epidemiologia de NCC

La NCC es endémica en practicamente todos los paises en vias de desarrollo. La organizacién mundial
de la salud (OMS) calcula que cada afo hay en el mundo mas de 50, 000 muertes por NCC, aunque esta
podria ser una cifra subestimada.

En América, esta enfermedad representa una carga de 31,390 casos anuales, constituyendo la primera
causa, entre los 31 riesgos reportados en 2015, para la regién de las Américas por Enfermedades
Transmitidas por los Alimentos. Desde el afio 2010, la OMS ha afadido este problema en el grupo de
enfermedades tropicales desatendidas y se han planteado estrategias multidisciplinarias para el
control del complejo teniasis/cisticercosis.

En México, el 12% de las intervenciones de neurocirugia las motiva la NCCy hasta el 4% de las autopsias
revelan la presencia de parasitos en el SNC.2El Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, durante
el periodo 1995-2001, diagnosticaron 386 casos, un promedio de 55 por afio, de los que uno de cada
tres casos requirié alguna intervencién neuroquirurgica hospitalaria. Mas reciente (2002-2007), de un

total de ingreso de 14,320 personas, el 2.75% presentaba neurocisticercosis (Figura 4).% Y




Figura 4. Casos de cisticercosis en todo el sector salud, México 2000-2015.
(Direccién General de Epidemiologia. Sistema Unico Automatizado de
Informacién, 2016).

1.1.3 Etiopatogenia

Después de penetrar en el SNC, los parasitos provocan una reaccion inflamatoria en el tejido
circundante. En este estado los cisticercos son vesiculas que contienen un liquido con la misma
densidad al liquido cefalorraquideo (estadio vesicular) y pueden mostrar un nédulo mural (escélex
invaginado). En este estado pueden permanecer durante semanas, meses o afios, dependiendo de la
reaccién inmunoldgica y generalmente son asintomaticos. Una vez el cisticerco comienza a
degenerarse y morir, el tejido vesicular se vuelve opaco y denso y el escdlex muestra signos de
degeneracion (estadio coloidal). Esta lesidn se encuentra rodeada de una capsula gruesa e irregular de
colageno y el tejido circundante muestra gliosis astrocitaria y edema difuso. Posteriormente, la pared
se engrosa y el escélex se transforma en una forma granulosa (estadio granular). El estado final es el
calcificado, donde el tejido granulado es reemplazado por estructuras de colageno y calcificacién. No
es frecuente encontrar todos los estadios evolutivos en un mismo paciente.'% 18

El aspecto de los cisticercos depende de su localizacidn: los parenquimatosos son pequefios y se
localizan en corteza cerebral y ganglios basales; los cisticercos subaracnoideos pueden ser pequeios

si se localizan en la profundidad de los surcos corticales o pueden alcanzar tamafios mayores de 50

mm si estan en las cisternas de liquido cefalorraquideo (LCR). Los ventriculares pueden ser pequefios



o grandes y se localizan de preferencia en el IV ventriculo. Los cisticercos espinales se encuentran en

el espacio subaracnoideo o en el parénquima medular.?®

1.1.4 Manifestaciones clinicas

Los sintomas dependen de la localizacion, nimero de pardsitos y de la respuesta inmune del hospedero
ante los mismos, por lo que la NCC se clasifica en dos: 1) NCC inactiva y 2) NCC activa. La NCC inactiva
se refiere a cuando no hay evidencia de parasito (ni viable, ni en degeneracidn) pero los estudios de
neuroimagen muestran residuos de una infeccién previa y de una respuesta del hospedero. Las formas
mas frecuentes son las calcificaciones parenquimatosas y en algunos pacientes se puede presentar
hidrocefalia.

La NCC activa se refiere a la presencia de pardsitos en el SNC y éstos estan viables. Esta forma de NCC
se clasifica dependiendo de la localizacién de las larvas en:

1) Parenquimatosa, es la forma mas frecuente. Son metaceétodos de tipo celuloso localizados en areas
corticales del SNC y ganglios de la base. La larva puede permanecer viva durante un largo tiempo y el
paciente se muestra asintomatico. Los sintomas aparecen cuando el parasito muere, lo que provoca
inflamacidn y edema cerebral.

2) Subaracnoidea, suelen ser metacéstodos racemosos de gran tamafo que se localizan
principalmente en cisterna supraselar y cuadrigémina.

3) Intraventricular, suelen ser parasitos Unicos localizados en el IV ventriculo, que provocan
obstruccion del liquido cefalorraquideo. Cuando la obstruccidén es continua se produce hidrocefalia;
cuando es intermitente, se produce pérdida de conciencia.

4) Espinal, es muy rara y resulta de la presencia de cisticercos en el espacio subaracnoideo. Puede
provocar aracnoiditis o afectar al parénquima medular.

5) Extraneural, los cisticercos pueden aparecer en los 0jos, musculo, tejido subcutaneo.® 2% 2

1.1.5 Tratamiento farmacoldgico de la NCC.

El tratamiento depende del nimero, localizacidn y la viabilidad de los parasitos en el SNC e incluye la
utilizacidon de farmacos cisticidas, corticoides y otros farmacos y cirugia. Los farmacos cisticidas de
eleccién incluyen al PZQ y al ALB. PZQ es efectivo en 60-70% en tratamientos de 15 dias con una dosis
de 50 mg/Kg/ al dia. Para el ALB, administrado en dosis de 15 mg/Kg/d, dividido en tres dosis, durante

30 dias, la eficacia es del 75-86%, ligeramente superior a la del PZQ.%*
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1.2 Albendazol
El ABZ (metil-5-(propiltio)-2-bencimidazolcarbamato) (Figura 5) es un agente antiparasitario de amplio
espectro, aprobado por primera vez para uso humano en 1982.22P.M= 265.34 g/mol, pKa= 6.9, logP=

2.7, solubilidad en agua=0.022 mg/mL.

Figura 5. Estructura quimica del ABZ.

1.2.1 Farmacocinética

Tiene una baja biodisponibilidad después de su administracion oral, que puede estar relacionado con
la baja absorcidén (1 - >5%) del farmaco debida a su solubilidad limitada. Después de su absorcidn, el
ABZ se metaboliza rapidamente a su metabolito activo, sulféxido de albendazol (SOABZ), que es el
responsable de la actividad cisticida. El SOABZ se une altamente a proteinas plasmaticas (70%) y se
distribuye por todo el cuerpo.?> %3

Las flavin monooxigenasas y las isoenzimas 3A del citocromo P450 (CYP) son responsables del
metabolismo hepatico de primer paso del ABZ en SOABZ. El SOABZ se convierte en un metabolito
inactivo (albendazol sulfona) en un proceso que también esta mediado por el CYP450; sin embargo,

las isoformas precisas responsables de este proceso siguen sin estar claras.?

1.2.2 Mecanismo de accion

Inhibe la polimerizacion de tubulina, lo que provoca una degeneracién en los microtubulos
citoplasmaticos en las células del parasito. Esto conlleva a una alteracion del metabolismo vy la
disminucién en la produccidn de ATP, ocasionando la inmovilizacién y muerte del parasito, la ruptura
de las células y la pérdida de funcionalidad secretora y de absorcién. En consecuencia, disminuye la
captacién de glucosa y se consumen los depdsitos de glucdgeno. Estos cambios generan la
acumulacién de enzimas proteoliticas que son liberadas intracelularmente, lo cual provoca la lisis de

la célula y la muerte del parasito.?* 2
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1.3 Praziquantel

El PZQ {2-(ciclohexilcarbonil)-1, 2, 3, 6, 7, 11 b- hexahidro- 4 H- pirazino [2,1-a] isoquinolin-4-1}*’
(Figura 6) es un antihelmintico que actualmente se usa con éxito para el tratamiento de varias
infecciones parasitarias que afectan al ser humano.?® P.M= 312.40 g/mol, pKa= 19.38, logP= 2.4,

solubilidad en agua= 0.381 mg/mL.

O

Figura 6. Estructura quimica del PZQ.

1.3.1 Farmacocinética

Se absorbe de forma rapida (Tmax 2-2.6 h) y casi por completo (>80%) en el tracto gastrointestinal
debido a que es una molécula lipofilica,”® pero su biodisponibilidad sistémica es baja y varia
considerablemente de un individuo a otro, aunque se ve favorecida si se administra con una dieta rica
en carbohidratos. El fdrmaco se distribuye por todo el cuerpo concentrandose especialmente en el
higado y rifiones, atraviesa la barrera hematoencefilica, lo que explica su eficacia en la NCC.2”" %8

El PZQ se une altamente a proteinas (~¥80%, casi exclusivamente a albimina), por lo que los niveles de
farmaco libre estan sujetos a factores tales como la desnutricidn e inflamacién.??

Es rapidamente metabolizado a metabolitos inactivos por sistema CYP (CYP1A2, CYP3A4, CYP2B1,
CYP3A5 y CYP2C19). Los metabolitos identificados son productos de hidroxilaciéon que contienen uno,
dos o tres grupos hidroxilo.?”?* La eliminacion es esencialmente renal (80% en 4 dias, el 90% ocurre
dentro de las 24 primeras horas), como el producto es extensamente metabolizado <0.01% se

encuentra en la orina como compuesto principal.?’
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1.3.2 Mecanismo de accion

Los principales efectos del PZQ incluyen contracciones musculares, paralisis y dafio tegumentario.
Otros efectos incluyen cambios en el metabolismo de los carbohidratos, una disminucién en la
actividad enzimética y alteraciones en la superficie de membranas.*°

Aunque su mecanismo de accidn no esta del todo claro, existen dos propuestas. La primera sugiere un
incremento en el flujo de los iones de Ca?* acompafiado de cambios morfoldgicos en el parasito, que
incluyen contracciones y vacuolizacién. Con esto se ha identificado a subunidades beta de los canales
de Ca?* dependientes de voltaje como blancos moleculares potenciales del PZQ. El segundo mecanismo
sugerido es el bloqueo de los receptores de adenosina en los parasitos por la accién del PZQ, lo que

provoca la alteracién en el flujo del calcio.?*

1.4 Mebendazol

El mebendazol (MBZ) (5-benzoil-1H-benzimidazol-2-il-carbamato de metilo) (Figura 7) es un
benzimidazol que ha sido utilizado durante mas de 20 afios en medicina humana y veterinaria para
tratar diversas infecciones parasitarias.?? P.M= 295.28 g/mol, pKa= 8.4, logP= 2.9, solubilidad en agua=

0.0387 mg/mL.

Figura 7. Estructura quimica del MBZ.

1.4.1 Farmacocinética

La absorcion oral del farmaco es baja, de un 5-10%, y se ve favorecida si se administra con una dieta
rica en grasas. La absorcidon de este farmaco se ve disminuida hasta 1-2% a dosis altas. Se une
intensamente a proteinas plasmaticas (95%), su biodisponibilidad es muy limitada y se debe
principalmente a su escasa solubilidad.?? Después de la administracién oral la accién del farmaco es
lenta, alcanzando niveles plasmaticos en un periodo de 2-4 horas con una vida media de 1-5.5 horas.

Estudios recientes comprueban que el MBZ atraviesa la barrera hematoencefalica en concentraciones
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significativas,®® esto es importante para considerarlo como fdrmaco potencial para el tratamiento de
NCC.

Se metaboliza predominantemente en el higado y los principales metabolitos en el plasma resultan de
la reduccion del grupo ceto a un grupo hidroxilo y de la descarbamilacién independiente del anillo
imidazol.?? Las enzimas responsables del metabolismo y la conjugacién no han sido identificadas. Sin
embargo, es posible que las enzimas del citocromo P450 estén involucradas debido a la inhibicidn
documentada con cimetidina.®® Tanto la forma activa como los metabolitos descarboxilados
producidos se excretan por orina (aproximadamente 2%) y en la bilis (en su mayoria) en un plazo de

24 a 48 horas.*

1.4.2 Mecanismo de accion

En nematodos, el MBZ actla sobre los microtubulos citoplasmaticos y en las células tegumentarias.
Estas lesiones son irreversibles y conducen a la pérdida de las funciones de absorcion y secrecién de
las células del parasito. La rotura de los microtubulos origina una acumulacidn de sustancias secretoras
en el aparato de Golgi, la disminucién de la captacidn de glucosa y la deplecidn de los depdsitos de
glucdégeno. Las sustancias acumuladas son enzimas hidroliticas y proteoliticas que al liberarse dentro

de la célula producen la autolisis celular y la muerte del parésito.3
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La NCC es una parasitosis del sistema nervioso central que constituye un problema de salud publica en
paises en desarrollo que afectan principalmente a las poblaciones de estratos socioecondmicos bajos
y que en México aun no ha sido erradicada. Por mas de 20 afios se han usado los mismos farmacos
para el tratamiento de esta parasitosis, el PZQy el ABZ. Sin embargo, estos farmacos no alcanzan a ser
100% efectivos; por lo que se requieren otras alternativas para su tratamiento. Los farmacos en
combinacion es una estrategia para incrementar la eficacia de farmacos que son efectivos por si solos
y que poseen diferentes mecanismos de accidn sobre el mismo blanco terapéutico. A la fecha sélo
existe un estudio de farmacos en combinacidn para el tratamiento de la NCC, la combinacién de
PZQ+ALB, ésta ha mostrado un modesto incremento en la eficacia cuando se compard con la
monoterapia. Por otro lado, considerando que MBZ es un agente antiparasitario que en la ultima
década ha mostrado ser efectivo sobre diferentes parasitosis y que puede atravesar barrera
hematoencefdlica, el presente trabajo explord la combinacién PZQ+MBZ, que a la fecha no ha sido
evaluada. Con estos resultados se determind si esta combinacién podria representar una alternativa

terapéutica a los farmacos actualmente usados para el tratamiento de la NCC.

15



3. HIPOTESIS

1- ElI MBZ tendra actividad cisticida sobre cisticercos de Taenia crassiceps.

2- Debido a que el PZQ y el MBZ tienen diferente mecanismo de acciéon, la combinacion de

PZQ+MBZ presentara un efecto cisticida sinérgico.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto cisticida de la combinacién de praziquantel y mebendazol in vitro e in vivo.

4.1 Objetivos particulares

Evaluar la relacién concentracidn-respuesta in vitro de praziquantel contra cisticercos de
Taenia crassiceps.

Evaluar la relacidon concentracién-respuesta in vitro de mebendazol contra cisticercosis de
Taenia crassiceps.

Evaluar el efecto de la combinacion in vitro de praziquantel y mebendazol sobre cisticercos de
Taenia crassiceps.

Determinar la actividad enzimatica de la fosfoglucosa isomerasa y de la fosfatasa alcalina de
los cisticercos de Taenia crassiceps expuestos a la combinacién de praziquantel y mebendazol
in vitro.

Cuantificar el ATP producido por cisticercos de Taenia crassiceps expuestos a la combinacidn
de praziquantel y mebendazol in vitro.

Evaluar el efecto in vivo de la(s) combinacién(es) que hayan presentado un efecto de

sinergismo in vitro.
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5. DISENO EXPERIMENTAL

Para cumplir con los objetivos el proyecto se dividié en dos etapas. Etapa I. Evaluacién de actividad in
vitro de MBZ, PZQ y la combinacién. Etapa Il. Evaluacion in vivo de MBZ, PZQ y la combinacion

(Esquema 1).

ETAPA I. Evaluacion de la actividad in vitro de PZQ y MBZ solos y en
combinaciéon

'

Evaluacién de la actividad de ambos farmacos por separado sobre
cisticercos de T. crassiceps: elaboracion de las curvas concentracion-
respuesta y calculo de la CEso

'

Evaluacidn de la actividad de la combinacion PZQ+MBZ: elaboracién de curvas
concentracién-respuesta y construccion de la SIS

|
v

Evaluacién del metabolismo energético de cisticercos de T. crassiceps
expuestos a PZQ+MBZ in vitro: Medicién de PGI, ALP y ATP

'

ETAPA Il. Evaluacion de la actividad in vivo de PZQ y MBZ solos y
en combinacién

}

Evaluacién del efecto cisticida in vivo de farmacos por separado en el
modelo de cisticercosis murina: elaboracidn de las curvas dosis-respuesta
y seleccion de dosis a combinar

'

Evaluacién del efecto de la combinacion PZQ+MBZ en el
modelo de cisticercosis murina

Esquema 1. Diagrama de trabajo. SIS: Superficie de interaccion sinérgica, ATP: Adenosin
trifosfato, PGI: Fosfoglucosa isomerasa, ALP: Fosfatasa alcalina.
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6. METODOLOGIA

6.1 Obtencion de cisticercos de Taenia crassiceps

Los cisticercos se obtuvieron de un ratén hembra BALB/c infectado con cisticercos de T. crassiceps
cepa ORF. El ratdn se sacrificod por dislocacidn cervical, se abrid la cavidad peritoneal y los parasitos se
removieron con solucion salina al 0.9%. Para los experimentos se utilizaron cisticercos de 2-3 mm, con

membrana intacta y fluido vesicular transparente.

6.2 Preparacion del medio de cultivo

Se disolvieron 17 g de medio de cultivo Dulbecco’s modificado en 800 mL de agua destilada, se
agregaron 3.7 g de bicarbonato de sodio agitando hasta disolver. El pH del medio se ajustd a 7.3 con
hidréxido de sodio 0.1 N y se aforé a 1000 mL con agua destilada. A los 1000 mL de medio se le
agregaron 110 mL de suero fetal bovino y 11 mL antibiético-antimicdtico GIBCO BRL (penicilina G
10,000 unidades/mL, estreptomicina 10,000 pg/mL y anfotericina B 25 ug/mL). El medio se filtré a
través de membranas Millipore de 0.22 um de didmetro de poro. El medio de cultivo se mantuvo en

refrigeracion hasta el momento en que fue utilizado.

6.3 Estudios in vitro

6.3.1 Preparacion de soluciones de PZQ y MBZ
Dado que el PZQ y el MBZ son insolubles en agua se requirid el uso de disolventes como el etanol

(EtOH) y el dimetilsulféxido (DMSO) para su solubilizacion.

Praziquantel

Se prepard una solucidon PZQ de 1 mg/mL en EtOH de la siguiente manera; se pesaron 2 mg de PZQ y
se transfirieron a un tubo de 2 mL donde se aforé con EtOH. De esta solucion se transfirié una alicuota
de 100 pL a un matraz volumétrico de 10 mL y se aford con agua. Esta solucién contiene 10 pg/mL.
Para obtener las concentraciones a probar se tomaron alicuotas de esta Ultima solucién y se realizaron

las diluciones pertinentes en medio de cultivo Dulbecco’s, (M.C.) como se muestra en la Figura 8.
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6 uL

omLymc ‘ene/mu
1mg 10 uL
1mL EtOH —— 10mLM.C (10 ng/ml)
15 ulL
10mL M.C (15 ng/mL)
100 pL
10 mL H20
(10 pg/mL) 20 ul

10mLM.c (26ng/mL)

38 ulL
10mL M.C (38 ng/mlL)

60 ulL
10mL M.C

(60 ng/mL)

Figura 8. Procedimiento para la preparacidn de soluciones de PZQ en medio de cultivo Dulbecco’s.
Medio de cultivo (M.C), etanol (EtOH).

Mebendazol

Se prepard una solucién de MBZ de 1 mg/mL en DMSO de la siguiente manera. Se pesaron 2 mg de
MBZ y se transfirieron a un tubo 2 mL donde se aforé con DMSO. Se transfirié una alicuota de 100 pL
a un tubo de 1 mLy se aford con el mismo disolvente. Esta solucién contiene 100 pg/mL. A partir de
esta solucién se tomod una alicuota de 200 pL y se aforaron a 2 mL con DMSO obteniéndose una

concentracion de 10 pg/mL. De esta ultima solucion se tomaron una alicuota de 500 pL y una de 200
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uLy se transfirieron a tubos de 1 mL donde se aforaron con DMSO. Estas soluciones contienen 5 pg/mL

y 2 ug/mL respectivamente. Para obtener las concentraciones a probar se tomaron alicuotas de esta

ultima solucion y se realizaron las diluciones pertinentes en medio de cultivo Dulbecco’s, (M.C.) como

se muestra en la Figura 9.

1mg
1mL DMSO

100 pL
1mL DMSO

(100 pg/mL)

200 pL
2 mL DMSO
(10 pg/mL)
_6ul (16 ng/mL)
10 mL M.C

Figura 9. Procedimiento para la preparacién de soluciones de MBZ en medio de cultivo Dulbecco’s.
Medio de cultivo (M.C), dimetilsulféxido (DMSO).

200 ul

1 mL DMSO

(2 pg/mL)

500 pl

1mL DMSO

(5 pg/mL)

10mLM.C

7.5 uL
(1.5 ng/mL)

12 ul

10mLM.C (2.4 ng/mL)

19 ul

—_ 3.8 L
10mLM.C (3.8 ng/mt)

12 ulL
10mL M.C (6 ng/mlL)

20 ul

- 10 ng/mL
10mL M.C ( g/mt)
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6.3.2 Preparacion de la combinacion PZQ+MBZ
Para la preparacidn de las soluciones en combinacidn se agregaron alicuotas de las soluciones de
trabajo cada farmaco (PZQ y MBZ) en un tubo Falcon y se realizé la dilucion con medio de cultivo

Dulbecco’s.

6.3.3 Evaluacion de la relacion Concentracion-Respuesta de PZQ y MBZ
Una vez preparadas las soluciones a las diferentes concentraciones de PZQ y MBZ en medio de cultivo,
se realizaron los estudios in vitro como se indica a continuacion; en condiciones de esterilidad, se
colocaron en placas de 24 pozos de fondo plano para cultivo celular 2 mL de medio de cultivo con los
farmacos a probar a las distintas concentraciones por triplicado. Como controles se incubaron
cisticercos con DMSO al 0.2% y EtOH al 0.02%. En cada pozo se colocaron 10 cisticercos y se incubaron
a 37°Cen una atmdsfera de 5% de CO, y 98% de humedad relativa por 11 dias. Se realizé el cambio de
medio de cultivo con los farmacos cada dos dias y se registré la viabilidad de los cisticercos,
determinandose por observacion directa en el microscopio de luz invertida. Los criterios de viabilidad
fueron:

1) Integridad de la membrana

2) Pérdida de fluido vesicular

3) Pérdida de movimiento del parasito
El Dia 12 se confirmd la viabilidad de los pardsitos usando la prueba de exclusion con azul tripano, la
cual se realizé de la siguiente manera; se retiré el medio de cultivo de cada pozo y se lavé cada uno
con 2 mL de solucién salina al 0.9% para eliminar el medio de cultivo. Posteriormente, se adiciond 1
mL de soluciéon salina mas 30 pL de azul tripano (solucion al 0.4%) a cada pozo y se incubd por 5
minutos. Por ultimo, se determind la mortalidad individual y el valor promedio. Con los resultados

obtenidos de esta prueba se realizaron las curvas de concentracidon-respuesta para cada farmaco.

6.3.4 Evaluacion del efecto de la combinacion de PZQ+MBZ

Después de obtener las curvas dosis respuesta de cada farmaco por separado, se seleccionaron las
concentraciones que mostraron una mortalidad inferior al 50% para evaluarlas en combinacién. La
evaluacidon se llevdé a cabo bajo las condiciones experimentales anteriormente mencionadas en el

punto 3.3.3.
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Con los resultados se obtuvieron las curvas concentracion-respuesta de los farmacos solos o en
combinacion y se construyo la superficie de interaccion sinérgica (SIS). Los resultados se analizaron
usando ANOVA y una prueba de t-Student comparando los valores de mortalidad obtenidos de los
farmacos en combinacion con la suma tedrica de cada uno de ellos por separado. Si la mortalidad
obtenida con la combinacién era mayor a la suma correspondiente de la mortalidad causada con cada
farmaco por separado, el resultado se considerd como sinergismo, si era similar a la suma, se consideré
efecto aditivo. En el caso de las combinaciones que mostraron una mortalidad menor a la suma teérica
el resultado fue considerado como efecto antagénico. Un valor de p<0.05, o menor, fue considerado

estadisticamente significativo.

6.3.5 Determinacion del metabolismo energético de cisticercos de T. crassiceps expuestos a la
combinacion de PZQ+MBZ

Para determinar el metabolismo energético de los cisticercos tratados con la combinacion PZQ+MBZ:
se realizaron 3 pruebas: (a) actividad de la fosfoglucosa isomerasa (PGl), (b) actividad de fosfatasa
alcalina (ALP) y (c) cuantificacion de ATP. La combinacidn evaluada fue MBZ 2.4 ng/mL + PZQ 26 ng/mlL,
la cual fue la que presentd el mayor efecto sinérgico, in vitro asi como un porcentaje de mortalidad

cercano al 100%.

6.3.5.1. Condiciones experimentales y obtencion de muestra

Los cisticercos (aprox. 400) se incubaron en frascos de cultivo celular con 5 mL de medio de cultivo
conteniendo cada una de las combinaciones y los farmacos por separado a las concentraciones de
prueba. Como controles se incubaron cisticercos en DMSO al 0.2% o Etanol al 0.02%. Para el
estudio se utilizaron 9 frascos. Tres de ellos se utilizaron para la medicién a las 24 horas, otros 3
para la medicién a las 48 horas y los ultimos 3 para la medicién a las 72 horas. En los Ultimos casos,
el medio de cultivo fue reemplazado cada 24 h.

Las muestras se obtuvieron de la siguiente manera:

a) Muestra del medio de cultivo: Para el andlisis se recolectd el medio de cultivo sobrenadante,

teniendo precauciéon de no pinchar a los parasitos.

b) Fluido vesicular: Los cisticercos se retiraron del medio de cultivo y se lavaron con solucién

salina al 0.9% 3 veces, posteriormente los cisticercos fueron colocados en una jeringa de 3 mL
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y se procedid a pasarlos a través de un filtro pirinola de 0.45 um, el fluido claro fue utilizado
para los ensayos.

c) Liofilizado de membranas de cisticercos: Los cisticercos se retiraron del medio de cultivo y se

lavaron con solucion salina 0.9%, 3 veces, posteriormente se colocaron en 20 mL de solucion
salina 0.9% en tubos Falcon y se homogenizaron. Cada tubo se centrifugd a 3,000 rpm durante
15 min, los sedimentos se transfirieron a viales y se congelaron a -70°C. y se liofilizaron durante

24 h a -50°C al vacio.

La actividad de PGl y ALP se determind a las 24, 48 y 72 h de incubacién, tanto en medio de cultivo
como en fluido vesicular. La cuantificaciéon de ATP se realizé6 en medio de cultivo, fluido vesicular y

liofilizado de membranas.

6.3.5.2 Actividad de PGl

Para medir la actividad de la PGl se utilizé un kit, Phosphoglucose Isomerase Activity Colorimetric Assay
Kit (BioVision, USA) el cual mide la concentracion de NADH en las muestras. La PGI convierte la
fructuosa-6-fosfato a glucosa-6-fosfato y ésta a su vez es oxidada por la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa para formar el NADH, que reacciona con un reactivo incoloro para generar una
absorbancia a 450 nm.

Para la cuantificacién de NADH se realizé una curva estandar de 0, 2.5, 5, 7.5 10 y 12.5 nmol de NADH.
Las muestras fueron analizadas inmediatamente después de su obtencién. En una placa de fondo plano
de 96 pozos se agregaron 10 uL de cada muestra por separado, ajustando el volumen a 50 pL con
buffer de ensayo. Se agregaron 50 uL de mezcla de reaccién (PGl buffer 44 uL, PGl enzyme mix 2 pL,
PGI developer 2 uL, PGI substrate 2 plL) a cada pozo. Se mezclé bien y se incubd a temperatura
ambiente. La absorbancia se midié a los 40 y 60 min de incubacion (T, y T,) a 450 nm. Cada prueba se
realizo por triplicado

Los resultados se corrigieron restando el valor de la lectura obtenida en la muestra de 0 nmol de NADH
de la curva estandar a cada lectura. Se calculd la actividad de la PGl en la muestra: AOD= Abs1 — Abs2.
Se interpolaron los valores de AOD a la curva estandar de NADH para obtener los nmol de NADH (B)
generado durante el tiempo de reaccion (AT= T, - Ti). La actividad de la PGI se calculd aplicandose la

siguiente formula:
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Actividad de la PGI en la muestra = x factor de dilucién = nmol/min/mL = mU/mL

B
@an)

Donde: B es la cantidad de NADH obtenida de la curva estandar (nmol)
V es el volumen de muestra agregado en el pozo (mL)

AT es el tiempo de reaccién (min)

Los resultados obtenidos de cada prueba fueron expresados como la media de incremento porcentual
de la actividad enzimatica y analizados por medio de ANOVA seguida por una prueba de Dunnett a un

nivel de significancia de 0.05.

6.3.5.3 Actividad de ALP

Para medir la actividad de la ALP se utilizo el kit, Alkaline Phosphatase Activity Colorimetric Assay Kit
(BioVision, USA). Este kit utiliza p-nitrofenil fosfato (pNPP) como sustrato de fosfatasa que se vuelve
amarillo cuando se desfosforila por la accion de la ALP generando una absorbancia a 405 nm.

Para esta prueba se realizd una curva estandar de 0, 4, 8, 12, 16 y 20 nmol de pNPP. Las muestras
fueron analizadas inmediatamente después de su obtencién. En una placa de fondo plano de 96 pozos
se agregaron 10 pL de cada muestra por separado, ajustando el volumen a 80 puL con buffer de ensayo.
A cada pozo se le agregd 50 plL de solucion de pNPP 5 mM, se mezcld bien y se incubd a 252 Cy
protegido de la luz por 60 min. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién a cada pozo se le agregé
20 pL de solucién para detener la reaccion. La placa se leyé a 405 nm. Cada prueba se realizd por
triplicado Los resultados se corrigieron restando el valor de la lectura obtenida en la muestra de 0 nmol
de pNPP de la curva estdndar a cada lectura. Se interpold las lecturas ya corregidas en la curva para
obtener la cantidad de pNP generada por la ALP en las muestras. La actividad de la ALP en las muestras

se calculd con la siguiente formula:

Actividad de la ALP (U/mL) = A/V/T
Donde: A es la cantidad de pNP generada en la muestra, obtenida de la curva estandar (umol)
V es el volumen de muestra agregado en el pozo (mL)

T es el tiempo de reaccién (min)
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Los resultados obtenidos de cada prueba fueron expresados como la media de disminucién porcentual
de la actividad enzimatica y analizados por medio de ANOVA seguida por una prueba de Dunnett a un
nivel de significancia de 0.05.

6.3.5.4 Cuantificacion de ATP

El ATP fue cuantificado utilizando el kit ATP colorimetric/Fluorometric Assay Kit (BioVision, USA), este
kit utiliza la fosforilacion del glicerol para generar un producto que es facilmente cuantificable por
colorimetria. Para realizar la cuantificacion del ATP se realizd una curva estandar de 0, 2,4, 6, 8y 10
nmol de ATP. Se prepard un blanco de medio de cultivo y uno de fluido vesicular con parasitos sin
tratamiento. Para el caso del liofilizado de membranas se prepard un blanco de cisticercos sin
incubacién y de cisticercos sin tratamiento. Debido a que el ATP es sumamente |3abil el fluido vesicular
y el medio de cultivo fueron analizados inmediatamente después de su obtencién.

En el caso de liofilizado se pesaron 10 mg de muestra y se homogenizaron en 400 uL de buffer de
ensayo, se centrifugd a 3000 rpm durante 5 min obteniendo el sobrenadante para realizar la
cuantificacion. En una placa de fondo plano de 96 pozos se colocaron 10 pL de muestra (sobrenadante
de medio de cultivo, fluido vesicular o sobrenadante de liofilizado) y se ajusté el volumen a 50 plL con
buffer de ensayo. Se agregaron 50 plL de la mezcla de reaccién (ATP assay buffer 44 ulL, ATP probe 2
uL, ATP converter 2 L, Developer 2 ul) a cada pozo. Se mezcld bien y se imIncubd a temperatura
ambiente por 30 minutos protegido de la luz. Una vez transcurrido este tiempo la placa se leyd a 570
nm. Cada prueba se realizé por triplicado

Los resultados se corrigieron restando el valor de la lectura obtenida en la muestra de 0 nmol de ATP
de la curva estandar a cada lectura. Se interpolaron los valores obtenidos en la curva estandar para

obtener los nmol de ATP y calcular la concentracién en la muestra usando la siguiente férmula:
‘. B
Concentracion de ATP en la muestra = 7 X D = nmol/pL o pmol/mL o mM

Donde: B es la cantidad de ATP en el pozo de reaccion obtenido de la curva estandar (nmol)
V es el volumen de muestra agregado en el pozo (uL)

D es el factor de dilucién

Los resultados obtenidos de cada prueba fueron expresados como la media de los mM de ATP
generados durante la reaccion y analizados por medio de ANOVA seguida por una prueba de Dunnett

a un nivel de significancia de 0.05.
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6.4 Estudios in vivo

6.4.1 Evaluacion de la eficacia de PZQ y MBZ in vivo

Para la evaluacion in vivo se infectaron ratones hembra BALB/c con cisticercos de T. crassiceps cepa
ORF. Para realizar la infeccién se contaron 30 cisticercos de 1-2 mm suspendidos en solucidn salina al
0.9% y se inyectaron en el peritoneo de cada ratdn. Después de 10 dias de infeccidn los ratones se
dividieron aleatoriamente en grupos de 8 ratones por tratamiento farmacoldgico.

Dado que los farmacos de estudio son insolubles en agua se utilizé como vehiculo para su
administracién una dispersion de carboximetilcelulosa (CMC) al 0.5%, misma que se utiliz6 como
control. Las dosis de PZQ probadas fueron: 15, 25, 30 y 50 mg/Kg/dia; y las de MBZ fueron: 15, 25, 50
y 100 mg/Kg/dia. A cada raton se le administraron 100 pL de dispersion via oral una vez al dia durante
20 dias. Una vez concluidos los tratamientos los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical,
los cisticercos fueron extraidos de la cavidad peritoneal lavando con solucién salina al 0.9% para
obtenerlos en su totalidad. Los cisticercos fueron colocados en tubos Falcon de 50 mL con solucidn
salina y se homogenizaron. Posteriormente, se centrifugé cada tubo a 3,000 rpm durante 15 min, los
sedimentos se transfirieron a viales previamente pesados y se congelaron a -70°C. Las muestras
congeladas se liofilizaron durante 24 h a -50°C al vacio. Los viales con el residuo liofilizado se pesaron
y por diferencia de pesos se obtuvo el peso seco de los cisticercos obtenidos de cada ratdn. La

respuesta al tratamiento se reportd como porcentaje de eficacia, y se calculd con la siguiente férmula:

. . Pcontrol —Ptrat
Eficacia= ———— x 100

Pcontrol

Donde Pcontrol €S €l peso promedio de pardsitos obtenido en el tratamiento control negativo
(carboximetilcelulosa), Pyt €s el peso promedio de parasitos obtenido después de cada tratamiento

con PZQ o MBZ.

6.4.2 Evaluacion del efecto de la combinacion de PZQ+MBZ in vivo
Para el estudio se seleccionaron dosis de la curva dosis respuesta de PZQ y de MBZ de que exhibieran
una eficacia menor al 50%. La combinacion evaluada fue: PZQ (25 mg/Kg) + MBZ (50 mg/kg). Para ello

se prepard una dispersidn sélida de PZQ y MBZ en CMC 0.5%. Los farmacos se pesaron de manera
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individual y posteriormente se agregaron al vehiculo (CMC); esta mezcla fue agitada por 5 minutos con
un homogeneizador (Polytron PT2100) para asegurar que no quedaran grumos.

El estudio se realizd en ratones BALB/c infectados experimentalmente y divididos en 4 grupos de 8
ratones cada uno: a) Control (CMC 0.5%), b) PZQ 25 mg/Kg, c) MBZ 50 mg/Kgy d) PZQ 25 mg/Kg + MBZ
50 mg/Kg.

En cada caso se administrd, a cada ratén, por via oral, 100 uL del tratamiento correspondiente,
durante 20 dias una vez al dia. Una vez concluido el tratamiento los ratones fueron sacrificados por
dislocacién cervical y se recuperaron los parasitos del peritoneo. Los cisticercos se procesaron para la
obtencidn del peso seco, siguiendo el mismo procedimiento descrito en el punto anterior. La respuesta

al tratamiento se reportd como porcentaje de eficacia, y se calculd con la siguiente formula:

. . Pcontrol —Ptrat
Eficacia= ———— x 100

Pcontrol

Donde Pontrol €5 €l peso promedio de parasitos obtenido en el tratamiento control negativo, Pyt es el

peso promedio de parasitos obtenido después de cada tratamiento con MBZ o PZQ.

Los resultados obtenidos fueron analizados por medio de ANOVA seguida por una prueba de Tukey a

un nivel de significancia de 0.05.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Resultados in vitro

7.1.1. Determinacion de la actividad cisticida de PZQ, MBZ y la combinacion de PZQ+MBZ

La Figura 10 muestra las curvas concentracion-respuesta in vitro del PZQ y MBZ en cisticercos de T.
crassiceps cepa ORF. En ellas se puede observar que el efecto de ambos farmacos es dependiente de
la concentracion. La concentracion efectiva que mata al 50% de los parasitos (CEsp) para ambos
farmacos se determind por regresion logistica usando el programa SPSS (versién 15.0). Para el caso del
PZQ el valor de CEso fue de 118.92 nM y para el MBZ fue de 23.70 nM, esto muestra que el MBZ es mas

potente que PZQ.
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Figura 10. Curvas concentracion-respuesta de praziquantel (PZQ) y mebendazol (MBZ) en
cisticercos de T. crassiceps cepa ORF. Cada punto representa el promedio de parasitos
muertos + DE.

La Figura 11 muestra los resultados de mortalidad obtenidos con cada una de las combinaciones de
PZQ+MBZ, mientras que en la Figura 12 se observa el efecto producido por las diferentes
combinaciones de PZQ+MBZ después de restar el efecto individual cada uno de los farmacos. En esta

figura se poder observar el efecto sinérgico o antagdnico que presenté cada combinacidn.
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Al unir todos los puntos de interaccién en un mismo plano, se obtuvo la Superficie de Interaccion

Sinérgica (SIS) de la combinacién de PZQ+MBZ, lo cual se muestra en la figura 13. En ella se puede

visualizar con facilidad el efecto sinérgico o antagdnico que presentaron las distintas combinaciones.

Sélo una de las 16 combinaciones probadas presentd un efecto antagdnico (pico azul hacia abajo),

mientras que 14 combinaciones presentaron efecto sinérgico, resaltando las combinaciones con mayor

interaccion sinérgica (zona azul rey). Se seleccionaron dos combinaciones que presentaron el mayor

efecto de sinergismo:

a)

Combinaciéon A: PZQ 32 nM + MBZ 8.13 nM presentd un incremento en la mortalidad
porcentual en comparacidon de la suma tedrica obtenida de cada farmaco individual. La
mortalidad de PZQ 32 nM no presentd efecto cisticida mientras que MBZ 8.13 nM presentd
una mortalidad de 6.66%, la combinacidn produjo una mortalidad de 30%, aumentando el
efecto cisticida cinco veces (Figura 14 A).

Los resultados se analizaron usando ANOVA y una prueba de t-Student comparando los valores
de mortalidad experimentales obtenidos de los farmacos en combinacién con la suma tedrica
de cada uno de ellos por separado, encontrandose una diferencia significativa (p<0.05) por lo
que el efecto de esta combinacién fue sinérgico.

Combinacién B: PZQ 83.22 nM + MBZ 8.13 nM mostré un incremento en la mortalidad
porcentual en comparacién con la mortalidad de suma tedrica obtenida de cada farmaco por
separado. La mortalidad obtenida con PZQ 83.22 nM fue de 26.66 % y la de MBZ 8.13 nM fue
de 6.66 %, mientras que con la combinaciéon la mortalidad fue del 93.7% (Figura 14 B).

Los resultados se analizaron usando ANOVA y una prueba de t-Student comparando los valores
de mortalidad experimentales obtenidos de los farmacos en combinacion con la suma tedrica
de cada uno de ellos por separado, encontrandose una diferencia significativa (p<0.05), por lo
que el efecto de esta combinacion fue sinérgico.

Un efecto similar a esta combinacién se podria encontrar con una concentracién de PZQ 2.3
veces mayor a la utilizada (PZQ 192.05 nM), la cual produjo 96.6% de mortalidad y con una

concentracion 6.7 veces mayor de MBZ (54.18 nM) que causé una mortalidad de 100%.
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Figura 11. Curvas concentracidn-respuesta de las 16 combinaciones evaluadas de
PZQ+MBZ. Cada punto representa el promedio de parasitos muertos. Praziquantel (PZQ),

mebendazol (MBZ).
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Figura 12. Efecto cisticida producido por las diferentes combinaciones de PZQ+MBZ
después de restar el efecto individual. Praziquantel (PZQ), mebendazol (MBZ).
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Figura 13. Superficie de interaccidn sinérgica (SIS) de la combinacién PZQ+MBZ. Se
observa facilmente el efecto sinérgico presentado por las diferentes combinaciones.
Las combinaciones con mayor interaccién sinérgica se distinguen en la zona azul.
Sélo una combinacidn presenté efecto antagdnico (pico hacia abajo). Praziquantel
(PZQ), mebendazol (MBZ).
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Figura 14. Combinaciones que presentaron el mayor efecto sinérgico en comparacioén con
la suma tedrica del efecto de cada farmaco por separado. (A) Combinacién PZQ 32 nM +
MBZ 8.13 nM (proporcion 4:1) presenté una mortalidad (30%) 5 veces mayor en
comparacion con la suma de la mortalidad alcanzada por cada farmaco de forma individual
(6.6%). (B) Combinacion PZQ 83.22 nM + MBZ 8.13 nM (proporcidn 10:1) presentd una
mortalidad (93.5%) 2.8 veces mayor a la suma de mortalidad alcanzada por cada farmaco
de forma individual (33.3%). Estos incrementos fueron estadisticamente significativos
p<0.05 (*).
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Los resultados de las combinaciones también mostraron que la actividad cisticida se presentd en un
tiempo mds corto en comparacién con el que se requiere para cada farmaco solo. La Figura 15 muestra
el porcentaje de mortalidad de los cisticercos en funcién del tiempo de las dos combinaciones que
mostraron el mayor efecto sinérgico, asi como del PZQ y el MBZ por separado a esas mismas
concentraciones. En el caso de la combinacién A: PZQ 32 nM + MBZ 8.13 nM se observé el efecto desde
el dia 3 y se observd el efecto maximo al dia 5, mientras que con cada farmaco solo el efecto se
presentd después de los 10 dias (PZQ a 32 nM no presentd actividad a esa concentracién). La
combinacion B: PZQ 83.2 nM + MBZ 8.3 nM también exhibiéo un marcado efecto (60%) desde los
primeros 3 dias de incubacidn en comparaciéon con el efecto de PZQ solo (0%) o MBZ (0%) que
exhibieron efecto a partir del dia 5y 10 respectivamente. También se observé que el efecto maximo
de esta combinacién fue alcanzado al dia 5, mientras que para cada farmaco se requirié6 de mayor
tiempo (PZQ 7 dias y MBZ 10 dias). Estos resultados muestran que con la combinacién PZQ+MBZ se
requiere un menor tiempo para que se presente la eficacia cisticida, lo cual, es un factor importante
en la duracién del tratamiento y representaria una ventaja en comparacion con el uso de cada farmaco

por separado.
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Figura 15. Curva temporal del efecto de las combinaciones que mostraron el mayor efecto sinérgico,
asi como de praziquantel (PZQ) y mebendazol (MBZ) solos. Combinacion A: PZQ 32 nM + MBZ 8.13 nM

y combinacién B: PZQ 83.2 nM + MBZ 8.13 nM. Cada punto representa el promedio de pardsitos
muertos de tres diferentes experimentos + DE.

34



7.1.2 Determinacion del metabolismo energético de cisticercos de T. crassiceps tratados con la

combinacidon de PZQ+MBZ

7.1.2.1 Actividad de PGl

La actividad de PGl en cisticercos tratados con MBZ 8.13 nM se realizé tanto en medio de cultivo como
en fluido vesicular, sin embargo, no se detecté cambio significativo en la actividad de esta enzima
durante los tres dias de incubacién Esto concuerda con reportes previos, en los que la actividad de la
PGI no se ve alterada a concentraciones bajas de benzimidazoles.®

En la Figura 16 se muestran los resultados de actividad de PGl tanto en medio de cultivo como en fluido
vesicular en cisticercos tratados con PZQ 83. 2 nM solo o en combinacién con MBZ 8.13 nM.

En medio de cultivo (Figura 16 A) se observé un aumento en la actividad enzimatica en relacién al
tiempo de incubacidn. En el dia 1 y 2 la actividad enzimatica después del tratamiento con PZQ solo o
con la combinacion PZQ+MBZ no tuvo un aumento significativo; sin embargo, en el dia 3 de incubacién
se observé un incremento significativo en la actividad en los cisticercos expuestos a la combinacion
con respecto a los cisticercos tratados con PZQ, esta liberacién probablemente es ocasionada por el
sinergismo entre estos farmacos que provoca un dafio en la membrana del parasito, ocasionando una
rapida liberacidon de PGI al medio de cultivo sobrenadante. Estos resultados correlacionan con los
resultados de mortalidad observada en los cisticercos después de 3 dias de incubacién con la
combinacion. Asimismo, se ha reportado que la liberacidn de esta enzima al medio de cultivo es
indicativa de dafio estructural en el tegumento del parasito ocasionado por la accién de los farmacos
antihelminticos, con lo que se produce pérdida de fluido vesicular y con ello se detecta la actividad de
esta enzima en el medio de cultivo.®

En la Figura 16 B se observa la actividad de PGl en el fluido vesicular de los cisticercos incubados con
PZQ solo o con la combinaciéon PZQ+MBZ. Desde el dia 1 se puede observar un incremento significativo
en la actividad enzimatica tanto con PZQ solo como con la combinacidn, siendo la combinacion la que
presentd un incremento cuatro veces mayor en comparacién al de PZQ solo. En el dia 2 y 3 se observa
que la actividad de la PGl fue menor con respecto al primer dia, esto podria deberse a un dafio
acumulativo causado por los farmacos sobre la membrana de los parasitos que provocd que la enzima
migrara al medio de cultivo sobrenadante, tal y como se observd en la Figura 16 A. En cisticercos de T.
crassiceps expuestos a PZQ o ABZ in vitro, se ha reportado que ambos farmacos inhiben la captura de

glucosa del medio, propiciando asi la utilizacion de las reservas de glucégeno y otros acidos orgdnicos
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para generar glucosa y asi compensar la ausencia de la misma, este aumento de glucosa en el parasito

podria estar correlacionado con un incremento en la actividad de la PGI.3®

MBZ 8.13 nM
m PZQ 83.22 nM
A 120 Q
= m PZQ 83.22 nM + MBZ 8.13 nM
£ 100 *
o
(@)
o 80
e]
o
g 60
Q
[7,]
g 40
o
-
3 20
- .
: - - -
®
° 24 48 72
Horas
B
2500 MBZ 8.13 nM
° * mPZQ 83.22 M
frery
c
S 2000 B PZQ 83.22 nM + MBZ 8.13 nM
)
e
2 1500
(O]
Q.
(%)
g
L 1000 «
o *
(8]
8
€ 500 %
(]
: 0
2 .
* 0
24 48 72

Horas

Figura 16. (A) Actividad de la PGl en el medio de cultivo al ser liberada debido a la accion del
praziquantel (PZQ) y su combinacidn con mebendazol (MBZ) sobre cisticercos de T. crassiceps.
(B) Actividad de la PGI en el fluido vesicular de cisticercos de T. crassiceps tratados con
praziquantel (PZQ) y su combinacién con mebendazol (MBZ). Cada barra representa el
porcentaje promedio de aumento de la actividad enzimatica con respecto al control + DE.
Estos incrementos fueron estadisticamente significativos p<0.05, n=3 (*).
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7.1.2.2 Actividad de ALP

La Figura 17 muestra los resultados de la actividad de la ALP en medio de cultivo como en fluido
vesicular de cisticercos expuestos a PZQ 83.2 nM, MBZ 8.13 nM y su combinacidn. En medio de cultivo
(Figura 17 A) en el dia 1 el PZQ 83.2 nM no inhibi¢ la actividad enzimatica, mientras que el MBZ y la
combinacion de PZQ+MBZ inhibieron la actividad de un 60-80%. Para el dia 2 el PZQ solo ya presenté
una inhibicién importante (30%); sin embargo, la inhibicién del MBZ es mucho mayor al ser cercana al
95%. La combinacién mostré una inhibicion del 75% aproximadamente, ligeramente mayor que el dia
1. En el dia 3 de incubacién la inhibicion de la actividad de la ALP se vio disminuida en
aproximadamente 80% en los diferentes tratamientos.

En el fluido vesicular (Figura 17 B) en el dia 1 se observé una disminucion en la actividad de la ALP en
los cisticercos tratados con PZQ solo cercana al 50%, la inhibicién del MBZ sigue siendo mayor (70%).
En este caso, la combinacién PZQ+MBZ no mostré una disminucién significativa en la actividad de la
enzima. En el dia 2 el MBZ mantuvo la inhibicién sin cambios importantes con respecto al dia 1. EI PZQ
continué inhibiendo la actividad enzimatica y la combinacién comenzé a mostrar inhibicidn de la ALP.
Para el dia 3 en el caso del MBZ la inhibicién fue menor que en los primeros dias mientras que el
tratamiento con PZQ continué aumentando el porcentaje de inhibicién hasta el 90% con respecto al
control y la combinacién de los fdrmacos, de igual forma, aumento la inhibicidon enzimatica hasta llegar
al 80%.

Se ha reportado que la ALP se encuentra casi exclusivamente en la membrana del cisticerco, por ello
es posible detectar su actividad en el sobrenadante de medio de cultivo; sin embargo, también se
encuentra, aunque en menor cantidad, en el fluido vesicular y se ha utilizado anteriormente para
detectar los efectos de los farmacos cisticidas in vitro.3” Al ser una proteina importante en el transporte
activo de sustancias a través de la membrana, la disminucidn en su actividad puede relacionarse con
un dafio estructural significativo en la membrana del cisticerco.?’ La medicidn de esta enzima se ha
utilizado para evaluar los efectos de algunos antihelminticos tanto en T. crassiceps y T. solium, como
en otros géneros (E. granulosus y E. multilocularis).® 38 Sin embargo, no se ha reportado la actividad

en fluido vesicular.
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Figura 17. (A) Actividad de la ALP en medio de cultivo al ser liberada debido a la accién del
praziquantel (PZQ) y su combinacidon con mebendazol (MBZ) sobre cisticercos de T. crassiceps.
(B) Actividad de la ALP en fluido vesicular de cisticercos de T. crassiceps tratados con
praziquantel (PZQ) y su combinacién con mebendazol (MBZ). Cada barra representa el
porcentaje promedio de disminucidon de la actividad enzimatica respecto al control + DE.
Estas disminuciones fueron estadisticamente significativas p<0.05, n=3 (*).
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7.1.2.3 Cuantificacion de ATP

No fue posible cuantificar ATP en medio de cultivo sobrenadante ni en fluido vesicular de cisticercos
tratados tanto con la combinacién PZQ+MBZ como con cada farmaco solo. Sin embargo, si se logré la
deteccion y cuantificacion de ATP en liofilizado de membranas de cisticercos (Figura 18). Se observa
que PZQ 83.2 nM aumentd la concentracién de ATP con respecto al control, esto probablemente se
deba al mecanismo de accién del fdrmaco, el cual causa una alteracién en el metabolismo energético
del parasito, esta alteracién se vio reflejada en el incremento en la actividad de PGI.3® En el caso de los
cisticercos tratados con MBZ 8.1 nM no hay diferencia en la concentracién de ATP con respecto al
control; esto puede ser atribuido al hecho de que el efecto del MBZ sobre los cisticercos es mas lento
y la dosis es muy baja, lo que no genera un cambio importante en el metabolismo del parasito ya que
no es suficiente para bloquear totalmente la captacion de glucosa y afectar de manera significativa su
metabolismo. En el caso de la combinacién PZQ+MBZ la concentracién de ATP se vio disminuida con
respecto al control, a diferencia del tratamiento con PZQ, esta diferencia podria deberse al efecto

conjunto de los fdrmacos que provocan un estrés metabdlico mayor.

MBZ 8.1 nM PZQ 83.2 nM PZQ 83.2 nM + MBZ
8.1 nM

ATP (mM)
w

Tratamiento

Figura 18. Concentracién de ATP en liofilizado de membranas de cisticercos de T.
crassiceps tratados con praziquantel (PZQ), mebendazol (MBZ) y su combinacion
(PZQ+MBZ), CTR es cisticercos control (medio de cultivo con 0.2% DMSO y 0.02%
EtOH). Cada barra representa la concentracién (mM) de ATP + DE.

Diferencia significativa con respecto al control p< 0.05, n=3. (*).
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7.2 Resultados in vivo

7.2.1 Efecto individual de PZQ y MBZ en el modelo de cisticercosis murina

En la Figura 19 se muestra el efecto de del PZQ y el MBZ en la reduccidn de pardsitos en el modelo de
cisticercosis murina. Los resultados muestran que existe una relacién entre la dosis y la reduccién de
parasitos con cada uno de los fadrmacos. El PZQ presentdé una mayor actividad cisticida que el MBZ.
Podemos observar que a una dosis de 50 mg/Kg PZQ exhibié una reduccién de la carga parasitaria del
50.7%, mientras que MBZ, a esta misma dosis, sélo presenté una reducién del 23%. En ningln caso se

logré obtener un 100% de eficacia con las dosis evaluadas.

90 —e—PZQ
80 —e— MIBZ
70
60
50
40
30
20

Reduccidn de parasitos (%)

10

1 1.2 1.4 1.6 1.8 2 2.2 2.4
Log Dosis (mg/Kg)

Figura 19. Curvas dosis-respuesta de praziquantel (PZQ) y mebendazol (MBZ) en el modelo de
cisticercosis murina. Cada punto representa el porcentaje de reduccién de parasitos obtenido
respecto a un control + DE.

7.2.2 Efecto de la combinacion PZQ+MBZ en el modelo de cisticercosis murina

La figura 20, muestra la carga parasitaria expresada como el peso seco de los parasitos obtenidos de
ratones con cisticercosis después del tratamiento conla combinacién PZQ+MBZ y de cada farmaco por
separado, asi como el del grupo control (CMC 0.5%). El porcentaje de reduccién de la carga parasitaria
se calculd en base al grupo control. Se observa que el efecto individual de PZQ y MBZ no mostro

diferencia estadisticamente significativa contra el grupo control, mientras que con los farmacos en
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combinacion se logré obtener un 49.7% de reducciéon en la carga parasitaria, la cual si mostré
diferencia significativa con respecto al grupo control (Tabla 1). Estos resultados muestran que el
tratamiento en combinacion fue mejor que la monoterapia usando las mismas dosis y el mismo
periodo de tratamiento. Con el PZQ sélo se obtuvo una disminucién del 23.41% y con el MBZ una del
17.91%, esto muestra que in vivo los farmacos también presentaron un efecto sinérgico, reflejado en
el aumento de la eficacia por encima del efecto aditivo tedrico.

Existen reportes del uso de PZQ+MBZ como tratamiento terapéutico en pacientes con hidatidosis, con
resultados acordes a los obtenidos en este trabajo, pues la terapia conjunta de ambos antihelminticos
fue mas efectiva que el MBZ individual, sugiriéndose como una alternativa farmacolégica en el
tratamiento de esta infeccién.?® Otro estudio concluyd que la administraciéon de estos farmacos en
combinacion para el tratamiento de Schistosoma mansoni y otros geohelmintos en nifios no provoca
efectos adversos serios y es generalmente bien tolerado, por lo que se sugiere como tratamiento
alterno.*

Los resultados del presente trabajo muestran que esta combinacién podria representar una alternativa
para una terapia en combinacién en el tratamiento de la NCC, disminuyendo tanto la dosis

administrada como la duracién del tratamiento cuando se usan estos farmacos de forma individual.

30
25
T 17.9%
T 20 23.1%
g— 49.7 %
o 15 o
o *
Q
1%}
2 10
4]
a
5
0
CMC 0.5% PZQ 25 mg/Kg MBZ 50 mg/Kg PzQ 25 mg/Kg +

MBZ 50 mg/Kg
Tratamiento

Figura 20. Peso seco de los cisticercos obtenidos después del tratamiento con praziquantel
25 mg/Kg, mebendazol 50 mg/KG y su combinacién. Cada barra representa el promedio de
pardsitos obtenidos en peso seco (mg) + DE. Se observa también el porcentaje de disminucion
de la carga parasitaria con respecto al grupo control. Praziquantel (PZQ), mebendazol (MBZ),
carboximetilcelulosa (CMC). Diferencia significativa p< 0.05 con respecto al control (*).
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Ta

Comparaciones miltiples

up .
Variable dependiente: pesoseco
HSD de Tukey
Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Limite
() tratamiento  (J) tratamiento medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior superior
cmc pzq 465714 1.78091 .067 -.2415 9.5558
mbz 3.61095 1.67905 .165 -1.0075 8.22%4
pzg+mbz 10.01929* 1.85362 .000 4.9206 15.1179
pzq cmc -4.65714 1.78091 .067 -9.5558 2415
mbz -1.04619 1.67905 924 -5.6647 3.5723
pzot+mbz 5.36214* 1.85362 .037 .2635 10.4608
mbz cmc -3.61095 1.67905 .165 -8.2294 1.0075
pzq 1.04619 1.67905 .924 -3.5723 5.6647
pzo+mbz 6.40833* 1.75600 .006 1.5782 11.2385
pzg+mbz cmc -10.01929* 1.85362 .000 -15.1179 -4.9206
pzq -5.36214* 1.85362 .037 -10.4608 -.2635
mbz -6.40833* 1.75600 .006 -11.2385 -1.5782

*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05,
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8. CONCLUSIONES

MBZ exhibio efecto cisticida sobre cisticercos de Taenia crassiceps tanto in vitro como in vivo.

La combinacidn PZQ+MBZ exhibié un efecto in vitro en su mayoria de sinergismo,

incrementado la eficacia cisticida de los farmacos.

La combinaciéon PZQ+MBZ mostré también un efecto sinérgico en el metabolismo del parasito,
alterando de forma significativa la actividad enzimatica de PGl y ALP, asimismo altero la
concentracién de ATP en el parasito. Estas alteraciones fueron directamente proporcionales a

la muerte de los parasitos.

La combinaciéon PZQ+MBZ in vivo en una proporcién 1:2 mostré un efecto sinérgico, en la
actividad cisticida en comparacién con el efecto de cada farmaco por separado.
La combinacidn PZQ+MBZ podria ser una alternativa prometedora para el tratamiento de la

cisticercosis y se continuara con su evaluacién a fin de explorar su utilidad terapéutica.
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