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RESUMEN

El albendazol se ha utilizado con éxito para el tratamiento de 1as helmintiosis
intestinales tanto en el campo clinico como en el veterinario. También se le ha
reconocido su actividad letal contra los trofozoitos de Giardia fambiia en estudios
realizados in vitro, asi como su aplicacién en el campo clinico como un agente
antigiardiasico efectivo. Su principal mecanismo de accién se basa en la
capacidad que tiene a unirse a la tubulina inhibiendo de esta forma su
polimerizacién hacia microtibulos.

E! objetivo de este trabajo fue demostrar que tanto la tubulina del helminto
Ascaris suum, como ta del protozoario Giardia lamblia, muestran una unién y
afinidad preferencial por el albendazo! en comparacion con la tubulina de cerebro
de rata.

Para estos estudios se sintetizé [*H]albendazol a través de Ia tritiacion directa
del compuesto precursor, el 6-bromoalbendazol, con [*Hjborohidruro de sodio; asi
como también se aislaron, cuantificaron e identificaron las muestras de tubulina
procedentes de cerebro de rata, Giardia famblia y Ascaris suum.

De la cuantificacién de la unién como funcién de la concentracion de
albendazol se obtuvieron los valores de Bmax: 803, 1314 y 2301 pmol/mg para
Rata, Giardia y Ascaris respectivamente. El calculo de las constantes que
determinan la afinidad ligando-receptor para la formacion del complejo albendazol-
tubulina proporciond los siguientes valores de Kd, Ka y Cmineq (concentracion
minima de albendazol para alcanzar el equilibrio en la formacion del complejo
albendazol-tubulina): 15.144 uM, 0.066 uM?y 0.3026 uM para Rata; 12.307 pM,
0.0812 uM” y 0.1188 uM para Giardia, y 8.38 uM, 0.1193 uM™"' y 0.0308 1M para
Ascaris. Estos resultados claramente demuestran gque la tubulina de estos
parasitos unen mas y con mayor afinidad albendazol, que la tubulina de origen
mamifero. De esta manera se demuestra la existencia de una toxicidad selectiva
que el abendazol exhibe por estos parasitos, y su valor quimioterapéutico en el

tratamiento de las infecciones intestinales.

i



ABSTRACT

Albendazole has been used succesfully in the treatment of instestinal
helminthic infections in humans, as well as in animals. Its lethal activity against
Giardia lamblia trophozoites in vitro, and in vivo, has also been recognized. The
primary mode of action of albendazole involves its binding capacity for tubulin, thus
inhibiting its polymerization into microtubuies.

The objetive of the present work was to demonstrate that helminthic tubulin
from Ascaris suum, as well as protozoan tubulin from Giardia lamblia shows a
preferential binding and affinity for albendazole, than that of mammalian tubulin
from rat brain,

For this purpose we first synthesized [*H]albendazole by treatment of 6-
bromoalbendazole with sodium [3H]borohydride; then we isolated, quantified, and
identified tubulin from the three species above.

The binding quantification, as an albendazole concentration function, gave the
following Bmax data: 803, 1314, and 2301 pmol/mg for rat , Giardia, and Ascaris
respectively. The calculation of the constants that determine the ligand-receptor
affinity for the albendazole-tubulin complex gave the following Kd, Ka and Cmineg
{minimun albendazole concentration to reach equilibrium in the albendazole-tubulin
complex formation) data: 15.144uM, 0.066uM™ and (.3026 UM for rat brain tubulin:
12.307uM, 0.0812uM™, and 0.1186 MM for Giardia tubulin; 8.38 pM, 0.1193 um?
and 0.0308 uM for Ascaris tubulin. These results clearly demonstrate that tubulin
from the parasites tested binds more and with a higher affinity to albendazole, than
tubulin from a mammal organism. Therefore, these results explain the selective
toxicity of albendazole for these intestinal parasites, and its chemotherapeutic

value in the treatment of intestinal parasitic infections.



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Los helmintos son los agentes causales de una extensa lista de enfermedades
debilitantes, deformantes y mortales que aquejan al hombre y a los animales
domésticos."” Se han reconocido a las infecciones helminticas (helmintiosis)® por
su impacto econémico en el ganade doméstico y es probablemente por esta razén
que los avances mas importantes en la quimioterapia de las helmintiosis han
venido del area de salud animal, ya que el tratamiento oportuno de las infecciones
helminticas en el ganado da como resultado una mayor ganancia en peso de
estos animales.?

Las infecciones helminticas mas comunes pueden ser tratadas con alguno de
estos cinco farmacos: albendazol, mebendazol, dietilcarbamazina, ivemectina y
prazicuantel* (figura No.1). En la mayoria de las infecciones helminticas de tipo
gastrointestinal, et albendazol y el mebendazol han sido los mas utilizados por su
eficacia y pocos efectos adversos; entre éstos, el albendazol se ha caracterizado
por ser ¢l bencimidazol con el espectro antihelmintico mas amplio que se ha
obtenido hasta la fecha.®

Asi como las helmintiosis afectan a millones de personas en el mundo entero,
existe otra infeccion de particular importancia, la giardiosis,® que es ocasionada
por el protozoario flagelade Giardia lamblia en el intestino delgado vy cuya
parasitosis es reconocida entre las diez mas importantes que afectan al ser
humano;* ésta, junto con el nematodo Ascaris lumbricoides, son la causa mas
comun de parasitosis en paises del tercer mundo.5”

La giardiosis se manifiesta con una serie de sintomas caracteristicos que van
desde infecciones asintomaticas, a cuadros de diarrea cronica, pérdida de peso en
ninos, calambres e hinchazon abdominal, nsusea, anorexia, flatulencia y sindrome

de absorcion intestinal deficiente. ®'?
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Figura No. 1
Antihelminticos de mayor usc en la actualidad.
1.- Albendazol. 2.- Mebendazol. 3.- Ivermectina. 4.- Dietilcarbamacina.

5.- Prazicuantel.

Giardia lamblia es la causa mas comdn de brotes epidémicos asociados a la
contaminacion de las aguas de uso cotidiano. La giardiosis puede transmitirse a
través de sus quistes, los cuales son altamente infecciosos para ei ser humano ya
que una infeccidn puede provenir tan solo de la ingestién de unos diez quistes
viables®.

En la actualidad, pocos son los agentes quimioterapéuticos que estan
disponibles para el tratamiento de giardiosis." Este limitado arsenal terapéutico se
compone de farmacos como el metronidazol Yy sus analogos nitroimidazélicos
como el tinidazol; y otros como la quinacrina, la etofamida, la quinfamida y la
furazolidona (figura No. 2). Sin embargo, ninguno de ellos es considerado ideal
debido a los efectos adversos asociados a su uso.5'%"" E) tratamiento muchas

veces no es efectivo debido a que los pacientes no siempre terminan su régimen



INTRODUCCION

de dosis, ademas, estos farmacos son activas contra la flora intestinal, presentan
una actividad limitada contra Jas infecciones intestinales, algunos son
potencialmente carcinogénicos, Y en otros, este microorganismo ya ha generado
resistencia.’®"® Es por esta razén que encontrar ofras alternativas eficaces y
seguras para el tratamiento de giardiosis se ha vuelto una labor primordial,

Los bencimidazol carbamatos comprenden una familia de compuestos
heterociclicos que han mostrado un amplio espectro de actividad bioldgica. Son
usados comercialmente o experimentalmente como agentes antifingicos,
antitumorosos y antihelminticos ***'® | 3 actividad antihelmintica se debe a su
capacidad para unirse a I tubulina inhibiendo su polimerizacidon hacia
microtibulos.
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Figura No. 2
Farmacos comunmente epleados en el tratamiento de la giardiosis.
1.- Metronidazol. 2.- Tinidazol. 3.- Furazolidona. 4.- Quipacrina.

Ahcra bien, si sabemos que el albendazol y el mebendazo} deben su efecto
antihelmintico a la inhibicion de la formacién de los microtabulos, y si también se
sabe que Giardia famblia posee un prominente citoesqueleto hecho principalmente
de microtubulos, entonces éstos bien podrian ser efectivos como agentes
antigiardiasicos.>*® Los experimentos in vitro que se han venido llevando a cabo

con Giardia lamblia han confirado esta hipotesis y ademas han demostrado que
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este parasito es muy suceptible a estos bencimidazoles de uso antihelmintico
comun, ya que se ha encontrado que el albendazol y el mebendazol han sido de
30 a 50 veces mas activos que el metronidazol, y de 4 a 40 veces mas activos que
la quinacrina®. Estudios in vivo soportan estos hallazgos en donde estos dos
bencimidazoles resultaron ser excelentes agentes antigiardiasicos.® Se encontro
que tres a cuatro doéis de albendazol (79-100 mg/Kg) son efectivas para erradicar
a ios trofozoitos del intestino y para eliminar la excrecion de sus quistes,® aunque
en la actualidad se sabe que lo ideal consiste en aplicar cinco dosis de 400 mg
cada una.®

Sin embargo, para establecer de modo mas exacto el rol de la tubulina en la
interaccion parasito-bencimidazol y a modo de lograr entender la supuesta
toxicidad selectiva que exhiben estos bencimidazoles, se han desarollado
protocolos para aislar la tubuiina de los diferentes parasitos en estudio;"” después,
se realizan los experimentos de unién de los bencimidazoles con las muestras
asiladas de tubulina procedente de uno o varios parasitos, para 10 cual es
necesario utilizar bencimidazoles marcados (preferentemente con tritig). 181821

Es por ello que el desarrollar métodos de sintesis de bencimidazoles tritiados
es necesario para llevar a cabo los experimentos de unién {encaminados a
encontrar alguna selectividad y/o resistencia) y para dar continuidad al estudio de
los mecanismos de accién (farmacodinamia). '

A pesar de que ya se sabe que el albendazol es un excelente agente
antihelmintico de usa humano® y veterinario,® y aunque también se le ha
reconocido como un antigiardidsico efectivo, en México todavia no se ha difundido
y aprovechado al maximo estas ventajas que ofrece el albendazol para ayudar a
erradicar a las parasitosis de tipo gastrointestinal que siguen afectando a nuestro
pais, sobre todo en aguellas poblaciones marginadas que se caracterizan por
presentar malos habitos de higiene.

Ademas, aunque por separado se han realizado estudios de unidén de la
tubulina de diferentes tipos de helmintos,"” como también se han hecho estudios
de inhibicién de la polimerizacién de tubulina de diferentes mamiferos?2 con

albendazol, y se han descrito los efectos morfoldgicos del albendazol en Giargia
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tamblia,? en ningln caso hasta ahora se ha comparado cuantitativamente la union
del albendazol con la tubulina proveniente de un organismo mamifero, de Giardia
lamblia y de un helminto dentro de un mismo estudio, asi como tampoco se ha
comparado la afinidad del complejo albendazol-tubulina que forman estos
diferentes organismos en cuestion.

Padria pensarse que, si el albendazol in vitro también se une a la tubulina de
algunos mamiferos inhibiendo su polimerizacién, ¢cémo es que esta unién no
resulta toxica tanto para el hombre como para los animales domésticos?, o es que,
¢en realidad habra algun tipo de selectividad?. Para resolver estas interrogativas y
a medida de extender la sugerencia del uso del albendazol como un alternativa
quimioterapéutica segura y valiosa para el tratamiento tanto de las helmintiosis
como de la giardiosis en nuestro pais, en este trabajo de tesis se llevardn a cabo
experimentos de unién del albendazol a la tubulina proveniente de un mamifero
{cerebro de rata), un protozoario (Giardia lambiia) y un helminto (Ascanis suum),
con la finalidad de comparar la union Y la afinidad entre estos tres tipos de tubulina
y asi determinar si es que existe algun tipo de unién y afinidad preferencial de l1a
tubulina de origen parasitario por el albendazol, en comparacion con la tubulina de

origen mamifero.
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2. ANTECEDENTES
2.1.-HELMINTOS.

La gran mayoria de los parasitos metazoarios que viven en huéspedes
vertebrados pertenecen a tres “phyla™ Planthelminta, Nematoda y Acantocefala.’
"Helminto” es un témino impreciso pero muy til, el cual incluye a todos los
parasitos de este tipo.'

Los helmintos son responsables de infectar a mas de una cuarta parte de la
poblacion mundial. Para su estudio se dividen en tres grupos: los nematodos, los
trematodos y los cestodos. 47

En Mexico, se estima que el 33% de la poblacién estd parasitada por el
nematodo Ascaris jumbricoides, y de éstos, el 6 % de los infectados presentan
parasitosis severa.®

Se han reportado los hallazgos clinicos obtenidos durante el tratamiento de las
infecciones helminticas mas comunes que son ocasionadas por nematodos,
cestodos y trematos en humanos, utilizando uno de los cinco compuestos
antihelminticos de mayor eficacia como son el albendazol, mebendazol,
dietiicarbamazina, ivermectina y prazicuantel. Estos resultados, reportados tanto
por de Silva N* asi como por Cook G.C% entre otros, dejan ver de manera clara el
papel tan relevante que han venido desempefiando el albendazol y el mebendazol
en €| tratamiente de las helmintiosis.

2.2.- Giardia lamblia.

Giardia es un protozoario binucieado y flagelado que ocasiona infecciones
intestinales en mamiferos, aves, reptiles y amfibios.®

Giardia lamblia fue descrita hace mas de tres siglos, pero sélo recientemente
ha sido reconocida como un patégeno mas del ser humano, ya que las infecciones

en las que se ve involucrada no son invasivas y frecuentemente son

§
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asintomaticas.® Los conocimientes de Giardia spp se han incrementado
rapidamente desde 1976, afno en que Giardia famblia fue axenizada {cultivada in
vitro) por primera vez y cuando el modelo murino de giardiosis fue descrito.®

Giardia lamblia ha sido nombrada como el organismo eucarionte mas primitivo,
siendo uno de los pocos eucariontes que presenta un metabolismo anaerobio y
una dependencia completa por las fuentes exégenas de nucledtidos.® Ademas, es
el protozoario mas comunmente aislado de las muestras de evacuaciones
humanas y es causa comun de diarrea en humanos asi como también en perros y
gatos.”#

Giardia ha sido establecida en el phylum Sarcomastigophora y en la clase
Zoomastigophorea junto con otros parasitos flagelados que infectan al ser humano
como Trypanosoma, Leishmania, Tricomonas y Diemtamoeba y ha sido clasificada
en el orden Diplomonadida.?

Se han usado criterios morfologicos para dividir al género Giardia en tres
especies: Giardia agilis, que infecta a amfibios; Giardia muris, que infecta a
roedores, aves y reptiles; y Giardia lambfia (también llamada Giardia intestinalis y
Giardia duodenalis) que infecta a una gran variedad de mamiferos incluyendo al
ser humano, asi como también a reptiles y aves®

Giardia presenta un ciclo vital simple que consta de un gquiste infective y de un
trofozoito vegetativo. El quiste es relativamente resistente al medio ambiente y a la
desecacion, asi como también a los acidos gastricos del estdmago de sus
huéspedes. Después de que el quiste ha sido ingerido, este se desenquista en el
intestino delgado para formar dos trofozoitos. Los trofozoitos se dividen por fision
binaria en el intestino delgado y son responsables de los sintomas de la giardiosis.
Algunos de los trofozoitos son inducidos a enquistarse y el ciclo se completa
cuando los quistes pasan por las heces y son ingeridos por otro huésped.®

Giardia lamblia es el parasito que mas frecuentemente ha sido aislado del
intestino de la poblacion de todo el mundo y que frecuentemente se presenta en
nifios que habitan en paises en desarrolio.®® Es importante recalcar que sélo un
limitado nimero de farmacos estan disponibles para el tratamiento de la giardiosis.

Sin embargo, en la actualidad se cuenta con el albendazol y el mebendazol, los
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cuales tienen una excelente actividad antigiardiasica. Esta actividad es el
resultado resultade de su union a tubulina, que en los trofozoitos trae como
consecuencia el desarrollo de alteraciones dafinas en el citoesqueleto, como son:
la pérdida de la adherencia, alteracion de la morfologia celular, el
desagrupamiento del del disco ventral y la pérdida de viabilidad después de un

tratamiento prolongado con estos bencimidazoles.?®
2.3.- MICROTUBULOS Y TUBULINA.

Los microtubulos son estructuras fibrilares y poliméricas de tubulina (o y ) de
forma tubular, que son comunes para la mayoria de las células eucariotas y que
se encuentran compuestas por varias cadenas llamadas protofilamentos

(generalmente en namero de 13) unidos por interacciones laterales, % se

caracterizan por presentar un diametro interne de 15 nm y uno externo de 25 nm %

La tubulina es una proteina globular que se compone de dos subunidades
denominadas « y f. Estas presentan un peso molecular de 55000 y 53000 Da y
una longitud secuencial de 450 y 445 aminoacidos respectivamente. Las
subunidades se pueden separar y resolver parcialmente a través de métodos
electroforéticos en sus diversos isotipos: ay, wz, ¢a,... ¥ B1, Bz B30

La tubulina es una proteina de union a GTP que contiene sitios de alta afinidad
tanto para iones calcio Ca®* como para iones magnesio Mg?'. In vitro, estos iones
muestran funciones opuestas, Mg?* es requerido para el ensamblaje, mientras que
Ca®*, ya sea en forma libre o acomplejada con la proteina de unién Hamada
calmodulina, inhibe el proceso de ensamblaje e induce a la desagrupacion.®®

La hidrolisis de GTP esta directamente acoplada con la polimerizacién de los
microtibuios, ya que hay dos sitios de unién a GTP presentes en la molécula
dimérica de tubulina. Los llamados sitios “E” ( exchangeable), ocalizables en la
subunidad §, son facilmente intercambiables con et GTP exdgeno, y los sitios “N”
(non-exchangeable, localizables en la subunidad «), que al contrario, no son

faciimente intercambiables.*
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La participacién de los microtibuios en el ambiente intracelular es de gran
importancia, ya que estan involucrados en procesos fisioldgicos tales como:273°
» Formacion del huso acromatico en la division celular.

+ Transporte intracelular.

» Secrecion celular.

+ Absorcidn de nutrientes.

s Mantenimiento de la forma celuiar.

» Motilidad celutar mediada por flagelos.

Todos estos procesos biotégicos, excepto el dltimo, se basan en la capacidad
que tienen los microtubulos para polimerizarse y despolimerizarse; y por lo tanto,
estas funciones pueden ser bloqueadas de una manera similar tanto por agentes
que inhiban el ensamblaje como por aquellos que inhiban la desagrupacién de los
microtubulos. La capacidad de reversibilidad en el mecanismo de ensamblaje que
poseen los microtubulos los hace organelos diferentes al resto de las otras
estructuras biologicas.?

La interrupcion del equilibrio tubulina-microtibulo puede ser ocasionado por
substancias conocidas como inhibidores de microtibulos que en el ambiente
intracelular traen como consecuencia una cascada de cambios bioquimicos y/o
fisiologicos que repercuten en la pérdida de la homeostasis celular.®® La mayoria
de los inhibidores de microtibulos (producidos por hongos, ptantas, organismos
marinos y mas recientemente de origen sintético) son capaces de unirse a los
microtubulos por su extremo “extensible” inhibiendo su crecimiento mientras gue el
microtubulo puede estar disociandose por su extremo opuesto “de acortamiento”
ocasionando con esto, la pérdida neta de la longitud del microtibulo. Es por eso
que Jos efectos letales son mas evidentes en las células en division o en
crecimiento.®

El ensamblaje de los microtibulos (que requiere de una concentracién minima
de tubulina dimérica llamada conceniracién critica) consta de dos fases:
nucleacion y elongacion.’®? La nucleacion es la formacion de un oligdmero de

tubulina, el cual es fo suficientemente estable para permitir una subsecuente

ud
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elongacion en donde la velocidad de polimerizacidn (segun el modelo de Qosawa)
puede ser determinada por la ecuacion siguiente: 7%
-- deldt= mck+ --mk-

Donde ¢ es la concentracion de tubulina, t es tiempo, m se refiere al niumero
de polimeros, k+ es la constante de polimerizacion y k- es la constante de
despolimerizacion.?®

La adicibn gradual de moléculas de tubulina, después de un cierto tiempo,
puede alcanzar un “estado estacionario”, en donde no se presenta crecimiento ni
acortamiento en ninguno de los extremos de los microtibulos, por lo que
mck+=mk- .2

Posteriormente, se encontrd que los dos extremos de ios microtibulos difieren
en sus velocidades de crecimiento. El extremo que presenta la mayor velocidad de
crecimiento se le denominé “extremo positive” y el que presenta la menor
velocidad “extremo negativo”. 8

Segln Margolis & Wilson,” una vez gue se ha alcanzado el estado
estacionario en el proceso de polimerizacién de los microtibulos, el extremo
positivo de los microtitbulos incorpora tubulina a la misma velocidad que es
liberada por el extremo negativo de los mismos.?’

Sin embargo, el modelo de “inestabilidad dinamica” sugiere que el estado
estacionario para una poblacion de microfibulos se logra cuando el crecimiento de
un grupo de microtubulos es compensado por la despolimerizacion de otro grupo y
que el equilibrio individual de cada microtGbulo nunca es alcanzado.” Este modelo
se basa en la existencia de dos fases: una de polimerizacion o fase de crecimiento
y otra de despolimerizacion o fase de acortamiento.” Segun este modelo después
de que la despolimerizacién empieza, varios microtibulos nunca retornan a su
fase de crecimiento y son disueltos completamente por lo que ia tubulina soluble
es reutilizada para la elongacion de los microtilbulos que se encuentran en fase de
crecimiento.?®® La transicion de fase de crecimiento a fase de acortamiento
(catastrofe) y de acortamiento a crecimiento (rescate) son parametros que

describen el comportamiento de los extremos microtubulares.®® La reduccion de la
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concentracion de tubulina incrementa la frecuencia de catastrofes y abate la
frecuencia de rescates.?®

Por otro lado, se sabe de la existencia de proteinas asociadas a microtabulos
(MAPs) que pueden estimular el ensamblaje de los microtibulos. 2’ Estas no son
necesarias para el ensamblaje de los dimeros de tubulina, pero en su presencia,
los microtibulos se constituyen a concentraciones bajas de tubulina. Ademas,
todo indica que las “MAPs" protegen a los microtubulos de algunos agentes como
la colchicina, y de bajas temperaturas que tienden a disociarlos.?® Cabe hacer
notar que el grado de estabilizacion de los microtiibulos por las “MAPs” depende
de la afinidad de esas proteinas por los microtibulos, y esa afinidad se encuentra
bajo control celular.?®

Hasta ahora se han llevado a cabo estudios in vitro de polimerizacion y de
inhibicidn de la polimerizacion de tubulina procedente del cerebro de algunos
mamiferos como rata®, bovino®® y cerdos®' principaimente, mediante técnicas
turbidimétricas. En estos estudios de inhibicion se han utilizando algunos
bencimidazoles entre los que figuran albendazol®™ y mebendazol® y otros

*132 vinblastina y vincristina.* Se ha reportado que el

compuestos como colchicina,
grado de inhibicion de la tubuiina procedente de organismos mamiferos, a
diferencia de Iz jubulina de los nematodos, es dependiente de la temperatura ?'
También, que el sitio de unién de los bencimidazoles es el mismo que el de la

colchicina, 193132

el cual parece estar localizado entre los aminoacidos 239 y 354
de la p tubulina. Se cree que en esta region se lieva a cabo el ensamblaje de las

unidades de tubulina que dan lugar al crecimiento de los microtibulos.*®
2.4.- BENCIMIDAZOLES.

Ei nicleo bencimidazol es un sistema biciclico anular en el cual el anillo de
benceno ha sido fusionado en las posiciones 4 y 5 del sistema heterociclico
imidazol. ** El nticleo de bencimidazol se caracteriza por presentar el fendmeno
de tautomerismo, el cual puede proceder en forma intermolecular cuando se ven

involucradas dos © mas moléculas, o a través de interacciones con disolventes

-
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proticos como el agua (figura No. 3 ).** Los compuestos bencimidazélicos en
general, y los bencimidazol carbamatos en particular, son materiales cristalinos
con puntos de fusitn elevados y relativamente insolubles en agua®® La escasa
solubilidad acucsa de los bencimidazol 2-carbamatos trae como consecuencia una
baja absorcion despues de una administracion ora!l y es por esto que han sido
efectivos, particularmente en el tratamierto de las infecciones helminticas
_intestinates *

Los compuestos bencimidazélicos que no estan sustitvidos en ambos atomos
de nitrogeno del anillo de imidazol poseen caracteristicas tanto Acidas como
basicas™ (figura No. 3 ).
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Figura No. 3

Equilibrio tautomérico del nicleo bencimidazol

Las rutas sintéticas de los bencimidazoles generalmente proceden a través de
dos pasos: el primero consiste en la sintesis de una orfo-fenilendiamina con los
substituyentes deseados, seguido de la ciclacion para generar al anilio
bencimidazolico.?® En varios casos este cierre de anillo es el paso final en la
sintesis del bencimidazoel deseado.

El descubrimiento en 1964 de que el tiabendazol presentaba un amplio
espectro de actividad contra parasitos gastrointestinales fue el suceso que dio
inicio a una nueva era en el tratamiento de las enfermedades parasitarias. Desde
entonces, varios miles de bencimidazoles han sido estudiados por su actividad

antihelmintica. De estos, menos de 20 alcanzaron un uso comercial, de los cuales,
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solo el mebendazol y el albendazol tienen uso en medicina humana y veterinaria
en ia actualidad.**

Ahora se sabe que el principal mecanismo de accion de los bencimidazoles se
basa en su capacidad de union con la subunidad § de la tubulina inhibiendo su
polimerizacion hacia microtubulos. Se cree que los disturbios que ocasionan sobre
otros procesos celulares, tales como el transporte y el metabolismo anaerobio,
representan en conjunto el resultado de la inhibicion de una o varias funciones que
desempefian los microtobutos.*

Cabe mencionar que los conocimientos adquiridos sobre el mecanismo de
accion de los diferentes bencimidazoles que se han estado probando como
agentes antiparasitarios, se han alcanzado mediante los estudios de unioén que se
llevaron a cabo con muestras de tubutina procedente de diversos organismos,
para lo cual ha sido necesario optimizar técnicas de marcaje de los
bencimidazoles. Para los primeros estudios metabélicos, farmacocinéticos y
bioguimicos, se prefirié el marcaje con C'®?® incorporandolo en Ja posicion 2 del
nucleo bencimidazol. Para ello se utilizé6 urea marcada como fuente de ™C. Sin
embargo, la baja actividad especifica que se obtiene mediante esta ruta ha
limitado la investigacion sobre el mecanismo de accion. '

Se ha encontrado que el marcaje con tritio es mas facil de llevar a cabo dando
lugar a compuestos con mayor actividad especifica. Razdn por la cual, el hallar un
método de sintesis de [*H]bencimidazoles podria resultar muy Gtil para continuar
con los estudios de union y profundizar mas sobre los mecanismos de accion.'®

De la investigacion de varias rutas para la preparacion de bencimidazoles
tritiados, se encontré que el método de bromacion-desbromacién puede ser
utilizade para producir buenos rendimientos de dichos compuestos tritiados.?

Lacey E. y colaboradores utilizaron esta estrategia para la obtencién de
[’Hlalbendazol, con la finatidad de llevar a cabo los estudios de unién con tubulina
de Haemonchus confortus, y obtuvieron una actividad especifica de 3,092
dpm/pmol >
Para los estudios de unién, Lacey E. y colaboradores, utilizaron la técnica de

exiracciéon con carbon activado {de la fraccion de isétopo no que no se une a
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tubulina) ya que ha sido la mas conveniente. Sin embargo, este método se limita
solo a probar colchicina tritiada sobre eucariotes superiores y bencimidazoles
tritiados sobre helmintos, hongos, y algunos otros eucariotes inferiores 33%3%

Ahora bien, gracias a los estudios de unidén gue se han realizado, ya se ha
podido confirmar que los bencimidazol carbamatos se unen preferentemente a la
subunidad de B tubulina que pudiese encontrarse libre en la célula. Se ha
postulade que esta union podria deberse a una reaccion de sustitucion nucleofilica
entre el grupo carbamato de metilo y los grupos sulfihidrilos de las cisteinas
localizadas en las posiciones 239 y 354 de la p tubulina.>®>*

Por otro lado, sabiendo que Giardia lamblia se compone de un citoesqueleto
hecho predominantemente de microtdbulos, Cedillo R. y colaboradores han
demostrado que tanto el albendazol como el mebendazol pueden ser
considerados como antigiardiasicos efectivos y que ademas éstos también se

pudiesen unir a las giardinas (proteinas particulares de este protozoario)’”* q

25
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constituyen fos microlistones del disco ventra

Por to que respecta a los estudios de relacién estructura-actividad de los
bencimidazoles, se han realizado modificaciones sobre el sistema biciclico con la
finalidad de mejorar la unién a tubulina (como actividad antihlemintica). Los
resultados de estos estudios, indicaron que las modificaciones estructurales sobre
las posiciones 2 y 5 produjeron las moléculas mas activas (figura 4 ). %

También se ha encontrado que fa presencia de un grupo carbamato en la
posicion 2 es esencial para potenciar la actividad, en cambio el reemplazo por una
funcién amida reduce la actividad unas diez veces mientras que la hidrdlisis a la
funcién amino efimina la actividad™. incrementos en el tamafio del carbamato de
metilo a etilo puede mejorar la actividad 1.2 a 2 veces; sin embargo, incrementos
mayores, como carbamatos de propilo, butilo y pentilo progresivamente, reducen
la actividad.*®

La alguilacidn en {a posicion 1 puede teducir la actividad de 10 a 20 veces. El
reemplazo del NH del nicleo bencimidazol por S, o O para formar benzotiazoles y

benzoxazoles respectivamente, eliminan la actividad.*
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FIGURA No. 4
Requisitos estructurales de los bencimidazol carbamatos necesarios para
presentar una actividad éptima de inhibicién microtubular.

Los bencimidazoles con actividad anihelmintica son extensivamente
metabolizados por los mamiferos después de su administracion oral. Los
metabolitos primarios que se obtienen son el resultado de procesos hidroliticos y
oxidativos, por [o general, son més solubles que el compuesto dosificado. La
conjugacion es un proceso frecuente y en algunos casos los conjugados llegan a
ser los productos predominantemente excretados.>®

El metabolismo primario y la toxicidad de estos compuestos es generalmente
controlada por los substituyentes en “5” en donde una variedad de reacciones de
tipo fase | se han observado;, como son las hidroxilaciones {tiabendazol,
parbendazol), S-oxidaciones (albendazol, fenbendazol) y las reducciones
(mebendazol).*® Aunque la descabonxifacién hidrolitica del grupo carbamato para
formar la amina fibre es un suceso comdn, existen otras reacciones metabdlicas
que involucran transformaciones sobre el niicleo de bencimidazol (hidroxilaciones
y N-metilaciones) las cuales solo ocurren en forma limitada.*®

Los bencimidazoles han servido bien a la humanidad en su continua batalla
para lograr el control de las helmintiosis, pero en nuestros dias, presentan un
problema ocasionado por el fenémeno de resistencia que han venido
desarroflando algunas especies de heimintos. *® A través de estudios moleculares
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se ha encontrado que dicha resistencia es causada por cambios estructurales del

gen que codifica a Ja subunidad de B tubulina.**°

2.5.- ALBENDAZOL.
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FiguraNo. 5
Albendazol

E! albendazol, 5-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-ilcarbamato de metilo, (figura
No. 5) con formula minima Ci3H1sN3028, es un poivo blanco con un peso
molecular de 265.34 g/mol y un punto de fusién de 208-210°C.*' Es insoluble en
agua y es soluble en hexametilfosforamida y N,N-dimetilformamida (DMF}. En
dimetil sulféxido (DMSO), metanol, etanol, cioroformo, acetona, acido acético y
HCI 0.1M presenta una solubilidad de 5.0, 0.25, 0.35, 2.0, 0.83, 5.0 y 0.04 mg/mL
a 25°C respectivamente.*? El albendazol presenta dos valores de pKa (28 y
10.26) segin se muestra en la figura No. 6.2

Este bencimidazol fue aprobadc en 1977 para el tratamiento de infecciones
helminticas en ovejas y fue hasta 1983 que se le dio la aprobacion para su uso
humano.* Aunque e! albendazol es escasamente absorbido en el intestino,
alcanza concentraciones plasmaticas de 0.3-06 pg/mL* Es répidamente
metabolizade en el higado a través de la oxidacion de su hetercatomo nucleofilico
(8) que es catalizada por la flavinmonooxigenasa microsomal *FMO” dando lugar a
la formacién del metabolito primario: el sulféxido de albendazol, que también
mantiene la actividad antihelmintica*® La oxidacion posterior del sulfoxido de
aibendazol da lugar a la sulfona, la cual carece de actividad antihelmintica y es

catalizada por el citocromo P-450.3°
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Figura No. 6.
Efecto del pH en la ionizacién del albendazol.

Tanto el sulféxido como la sulfona del albendazol dominan el perfil plasmatico
€ incluso se encuentran como los metabolitos mayoritarios en plasma y orina,
aunque las proporciones que guardan estos metabolitos pueden variar segan las
especies.®®

El albendazol ha sido ampliamente usado como antihelmintico en medicina
veterinaria y en medicina humana, presentando gran actividad contra larvas y
estadios adultos de varios helmintos.® Fl albendazol ejerce su efecto
antihelmintico inhibiendo [a polimerizacién de la tubulina, y por lo tanto, disminuye
los niveles energéticos hasta que éstos llegan a ser insuficientes para la
sobrevivencia de los parasitos.'"® De este modo el albendazol iniciaimente
inmoviliza y después mata a los helmintos susceptibles.'®

En la actualidad ya se ha reconocido al albendazol como el agente

antihelmintico de mas amplio espectro.?? En casi todas las infecciones intestinales
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ocasionadas por nematodos, el albendazol ha presentade una eficiencia mayor

1.* El albendazol en dosis Gnicas de 400 mg ha sido tan efectivo

que el mebendazo
como la dosis Onica o multiple de mebendazol contra Ascaris lumbricoides, con
una eficiencia tanto en curacidn como en la reduccion de la producciéon de
huevecillos del 90 al 100%.*

Las dosis unicas de albendazol son efectivas contra varias especies de
helmintos, ya que ha sido recomendado en casos de infecciones provocadas por
Enterobius vermicularis, Trichuris trichiura, Ascaris lumbricoides, Ancylostoma
duodenale y Necafor americanus, aunque una dosis mas alta es necesaria para el
tratamiento de las infecciones ocasionadas por Strongyloides.®

También, las dosis Onicas de albendazol han sido eficaces contra infecciones
ocasionadas tanto por uncinarias como por nematodos, que la dosis Unica de
mebendazol *

En el caso de las infecciones mas severas ocasicnadas por nematodos, éstas
responden bien a un tratamiento de tres dias con albendazol.* Se ha encontrado
que {as dosis multiples de albendazol han sido bengficas en el tratamiento de las
estrongiloidiosis, con eficiencias terapéuticas del 38 al 95%.*

Ademas, se ha reportado gue el albendazo!l ha sido de gran valor terapéutico
en las capiliariosis intestinales, teniosis, cisticercosis, gnatostomiosis, hidatidosis
enquistada y alveolar, larvas migratorias cutaneas y viscerales, clonorchiosis y
trichinelosis; también presenta efecto embriotoxico sobre Onchocerca volvulus y
Loa loa.*

Otro candidato para ser atacado quimioterapéuticamente por albendazol es el
protozoario Giardia lamblia,® ya que el albendazol interaccicna con la tubulina y las
giardinas de su citoesqueleto.® En base a estudios posteriores se ha visto que
después de una exposicién a albendazol Giardia lamblia no muestra cambios
significativos en su actividad flagelar ya que su efecto selectivo se presenta
exclusivamente sobre la tubulina de su disco ventral o sobre las giardinas.*37-3

Diversos investigadores como Cedillo R y Chavez B, asi como también Meloni
B.P. y Reynoidson J.A entre otros, han contribuido a demostrar la efectividad del

albendazol a través de los estudios in vitro que han realizado con trofozoitos de

A0
L]



ANTECEDENTES

5631228 o donde el albendazol ha demostrado ser mucho mas

Giardia lamblia,
activo que el ornidazol, tinidazol, metronidazol y secnidazol; " por lo que se le ha
reconocido como el “agente antigiardiasico del futuro” ® En base a estos resultados
obtenidos con el albendazol, se planted la posibilidad de que este bencimidazoi
tambien pudiese ser utilizado contra otros protozoarios de importancia médica
como la Ertamoeba hysfolitica, pero los resultados hasta la fecha revelan que el
albendazol no posee actividad antiamibiana, sino solamente antigiardiasica.

En ensayos clinicos con grupos humerosos en donde el albendazol se ha
utilizado para el tratamiento de infecciones ocasionadas por nematodos ha
demostrado una eficiencia terapéutica en 11 de 46 pacientes con giardiosis con
solo una dosis de 400 mg. En estudios realizados con nifios se ha encontrado que
tan sélo por la administraciéon de una dosis Unica de 800 mg de albendazol se
puede alcanzar una eficiencia terapéutica del 75% en casos de giardiosis,
observandose ain mejores resultados por la administracion de 400 mg por tres
(81%) y por cinco dias (95%).°

2.6.- LA LEY DE ACCION DE MASAS.

El andlisis de la mayor parte los experimentos de union, en los que se emplean
radioligandos, estan basades en un simple modelo llamado la ley de accion de

masas, que se rige de acuerdo al siguiente sistema:**

LIGANDO + RECEPTOR =g——=—= LIGANDO—RECEPTOR

Este modelo esta basado en los siguientes postulados:*?

« La unién ocurre cuando entre el ligando y el receptor se presenta una colisién
con la orientacion correcta y la energia suficiente para formar el enlace.

» La velocidad de asociacién (nUmero de uniones por unidad de tiempo) es igual
a [Ligando][Receptor]K,, en donde K, es la constante de velocidad de

asociacion expresada en M min™.
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» Una vez que la unién ha ocurrido, €l ligando y el receptor permanecen unidos
por una cantidad de tiempo aleatorio el cual es influenciade por la afinidad del
receptor por el ligando.

» La velocidad de disociacion (numero de disociaciones por unidad de tiempo) es
igual a: [Ligando-Receptor]K.1, en donde K. es la constante de velocidad de

disociacion expresada en min™.

+ Después de la disociacion, el ligando y el receptor recuperan ias mismas
caracteristicas que tenian antes de que se efectuara la unién,

+ El estado de equilibrio se alcanza cuando ia velocidad de formacidén de un
nuevo complejo ligando-receptor es igual a la velocidad en la que el complejo
ligando-receptor se disocia.

» En el equitibrio, el complejo ligando-receptor se forma a la misma velocidad

que se disocia:
[Ligando}{Receptor]K; = [Ligando-Receptor]K.4

Rearreglando téminos tenemos;

[Ligando][Receptor] = K.y/K;= Kd

[Ligando- Receptor]

La Kd expresada en unidades motlares, es la concentracion de ligando que
ocupa la mitad del total de los receptores en el estado de equilibrio.** Un valor
pequefio de Kd significa que el receptor tiene alta afinidad por el ligando; por lo
que un valor grande significa que el receptor tiene baja afinidad por el ligando.**

En los experimentos de unidon de tipo especifico por un solo sitio, de un
receptor por un radio ligando, se generan graficas Unidon vs. Concentracion, las
cuales describen una hipérbola rectangular en su trayectoria y se rigen mediante

ia ecuacion:*

Y= Bmax X
Kd + X
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De donde: Bmax es ta cantidad maxima de ligando unide por mg de receptor a
una concentracion infinita de ligando libre, X es la concentracion de ligando libre,
Kd es la constante de disociacién y Y es la union especifica.

Una vez que se obtienen los datos det expenmento de union, se debera lievar
a cabo una regresion no lineal de ia curva con la finalidad de corregir de la mejor
manera el trazo de la hipérbofa rectangular que se obtiene. Después, los datos se
pueden analizar creando una grafica de tipo "Scatchard” para obtener las
constantes del estudio **

Para generar las graficas de Scatchard, en el eje de las abscisas se ingresan
ios datos de union especifica y en el eje de las ordenadas se ingresan fos datos de
union especifica dividida entre la concentracién de radio ligando®. Mediante
graficas de tipo Scatchard es posible estimar el valor de la Bmax y de la Kd, ya
que Bmax es la intercepcion con el eje de las abscisas y Kd es el reciproco

negativo de la pendiente de la recta, que se obtiene segin como se muestra en la

figura No 7%
CURVA DE UNION ESPECIFICA GRAFICA DE SCATCHARD
Unidn Unidn Expecifica
Especifica “Concentracion
del Ligande
Conceatracién del Ligando Unién Especifica
Figura No. 7

Graficas de unién especifica y de tipo Scatchard con la cual se pueden

obtener las constantes de un experimento de unién.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Aunque se sabe que el albendazol ha servido con éxito tanto al hombre
como a los animales domésticos en la lucha por erradicar las helmintiosis de
tipo intestinal, y recientemente se ha reconocido su potencial antigiardiasico,
todavia no se ha establecido bien cual es el fundamento de su actividad
selectiva. ;Sera gue tanto la unién como la afinidad que exhibe la tubulina de
origen parasitario por el albendazol son en magnitud muy superiores con

respecto a la que se puede presentar con la tubulina de origen mamifero?.

HIPOTESIS.

“El valor quimioterapéutica del albendazol en el tratamiento de las parasitosis
intestinales ocasionadas por helmintos y Giardia lamblia, se debe tanto a la unién
como a la afinidad preferencial que la tubulina de estas parasitos presenta por el

albendazol con respecto a la tubulina de los mamiferos”.
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OBJETIVOS

3. OBJETIVOS
3.1.- OBJETIVO GENERAL.

» Demostrar que la tubulina de origen parasitario (Giardia tamblia y Ascaris
suum presenta tanto una unién como una afinidad preferencial por el

albendazol con respecto a ia tubulina de origen mamifero {cerebro de rata).

3.2.- OBJETIVOS PARTICULARES.

« Llevar a cabo la sintesis dei compuesto 8-bromoalbendazol, como precursor
del [*Hlalbendazol.

» Obtener [*H]albendazol a partir del 6-bromoalbendazol en cantidad y actividad
especifica suficiente para realizar los experimentos de unioén a tubulina.

» Aislar, identificar y cuantificar tubulina de cerebro de rata, Giardia lamblia y
Ascaris suum.

» Realizar los experimentos de union utilizando las tres tubulinas anteriores con
[*H]albendazol.

o Comparar cuantitativamente las diferencias en union de las tres muestras de
tubulina por el albendazol a través de las gréficas de union vs. concentracion
de albendazol.

e Analizar las diferencias en afinidad que describen la formacion del complejo
albendazol-tubulina mediante el caiculo de fas constantes Bmax, Kd y Ka a

través de graficas tipo Scatchard para cada muestra de tubulina en estudio.

23



METAS.

« Sintetizar [°Hjalbendazol en cantidad y actividad especifica suficiente para
realizar los experimentos de unién a tubulina.

» Aislar tubulina de un mamifero, de Giardia lamblia y de un helminto en cantidad
suficiente para realizar los experienios de union.

+ Llevar a cabo los experimentos de unidn con [*Hlalbendazol y las tres tubulinas
aisladas, y calcular las constantes que describen la fomacion de los compiejos
albendazol-tubulina para demostrar que la tubulina de origen parasitaiio une
mas y con una mayor afinidad albendazol, en comparacién con la tubulina de

origen mamifero.
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4. DESARRQOLLO EXPERIMENTAL

El desarrolio experimental de esta tesis se llevd a cabo en tres partes. En la
primera parte, la quimica, se realizo fa sintesis y la caracterizacion del 6-bromo
albendazol (VIl), como compuesto precursor del [*H)albendazol (VII-T) y sus
precursores, Se realizd la sintesis del [*H]albendazol (VII-T), y en solucidn de
DMSO (solucién de [*H]albendazol), se analizé por espectrometria de masas, se
cuantificd por espectrofotometria y HPLC y se determind su actividad especifica
en dpm/pmol,

En la segunda parte, la biologica, se obtuvieron las muestras de tubulina de
cerebro de rata, Giardia lamblia y Ascans suum. Se les analizd su contenido
protéico total, su corrimientos electroforéticos, su identificacién inmonoquimica y
se estimaron sus purezas por densitometria.

En la tercera parte se llevaron a cabo los estudios de unién y afinidad de las

tres tubulinas en estudio con la solucion de [*H]albendazol.
4.1.- PARTE QUIMICA.

La obtencion del 6-bromo albendazol se llevd a cabo por tres rutas diferentes,

denominadas rutas sintéticas 1,2 y 3.
4.1.1.- RUTA SINTETICA 1.

Para esta ruta se utilizé la 3-cloroanilina como materia prima, la cual se
transformé, a traves de 5 precursores sintéticos, en la 4-bromo-5-propiltic-1, 2-
fenilendiamina (V1).** Esta se ciclocondensé con sulfato de metiltiopseudourea y
cloroformiato de metilo para obtener de esta manera el ndcleo de

bencimidazo!."**3***7 | a figura No. 8 esquematiza la ruta sintética 1:
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Figura No. 8

Diagrama sintétice del 6-bromoalbendazol por la ruta 1.

e
&9



DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1.1.1.- 3-Clorcacetanitida ().

En un matraz de bola de 1L, adaptado con septum de hule y termometro,
colocado en bano de agua a temperatura ambiente, se colocaron 210 mL (250 g,
1.96 moles) de 3-cloroanilina y se fueron adicionando, gota a gota y bajo agitacion
vigorosa, 204 mL (220 g, 2.15 moles) de anhidrido acético a través de un embudo
de adicién de 250 mL con trampa anhidra. La reaccion procedid con un incremento
en la temperatura durante la adicion. Una vez que termind la adicion del anhidrido
acético, la mezcla de reaccion se continud agitandose por 30 minutos mas y luego
se le realizé una cromatografia en capa fina para comprobar la ausencia de
materia prima. Se obtuvo un liquido viscoso de color Ambar que al verierse con
agitacion manual sobre un vaso de precipitados de 2 L, con litro y medio de agua
fria, dio lugar a la formacién de un precipitado de color blanco que se filtré al vacio
sobre buchner y el polvo retenido se lavé con agua fria y carbonato de sodio hasta
que el polve ya no presento residuos de acidez. El producto se dej6 secar al aire
obteniéndose 317 g de un polvo blanco, lo cual representa un 955 % de
rendimiento de reaccion.

Para estudios de espectroscopia, la 3-cloroacetanilida () obtenida se
recristalizé en una mezcla de acido acético-agua 1.1 obteniéndose unas agujas
blancas y cristalinas con un punto de fusién de 75 a 77°C* y un rf de 0.46 en el

sistema 7.

4.1.1.2.- 4-Bromo-3-cloroacetanilida (Il).

En un matraz de bola de 1 L con tres bocas adaptado con termémetro y
colocado en un bafo de agua a temperatura ambiente, se disolvieron 100 g {0.59
moles) de 3-cloroacetanilida (1) con 400 mL de acido acético glacial con agitacién
mecanica. Posteriormente, a la mezcla de reaccion le fueron adicionados gota a
gota bajo agitacion moderada y a través de un embudo de adicién de 50 mL, 30.5
mL {94.4 g, 0.59 moles} de bromo . La reaccion procedio con un incremento en la
temperatura de la mezcla de reaccion a medida de que se fue adicionando el
bromo. Se formd un precipitado amarillo poco antes de haberse terminado la

adicion del bromo. Al término de la adicion del bromo, la mezcla de reacciéon
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continud agitandose por 30 minutos mas y se le realizd una cromatografia en capa
fina para comprobar la ausencia de materia prima. Se obtuvo un precipitado
amarillo que se vertio en vaso de precipitados de 2 litros de capacidad con litro y
medio de agua fria con agitacién manual y se dejd en reposo. El precipitado
obtenido se filtré al vacio en buchner y el poivo retenido se lave varias veces con
agua y carbonato de sodio hasta que el polvo ya no presentd residuos de acidez.
El producto se dejd secar al aire obteniéndose 138.36 g de un polvo blanco, lo
cual representa un 95 % de rendimiento de reaccion.

Para estudios de espectroscopia, la 4-bromo, 3-cloroacetanilida (Il) obtenida
se recristalizé en etanol obteniéndose un polvo cristalino de color blanco que

presentd un punto de fusion de 123 a 124°C y uni rfde 0.4 en ei sistema 1.

4.1.1.3.- 4-Bromo-5-cloro-2-nitroacetanilida (Ill-A).

Un vaso de precipitados de 2 litros de capacidad con 295 mL {521 g, 5.316
moles) de acido sulfdrico concentrado y adaptado con termémetro de alcohol, fue
colocado en un bafo de etanol-hielo seco sobre una parrila de agitacion
magnética. Una vez que el acido sufirico alcanzd la temperatura de 5°C, se le
fueron adicionando poco a poce y bajo agitacion moderada 70 g (0.28 moles) de ia
4-bromao-3-cloroacetanifida () manteniendo la temperatura de la mezcla abajo de
los 10°C. Después de que se termind la adicidén y se completo la disolucion del
polvo en el acido sulfirico la mezcla de reaccién se enfrid hasta los -8°C;
momento en el cual comenzd la adicion gota a gota de 210 mL (210 g, 3.333
moles) de acido nitrico frio y concentrado, a través de un embudo de adicion de
250 mL bajo agitacion moderada y manteniendo la mezcla de reaccion abajo de
los 0°C. Al término de la adicién del cido nitrico, la mezcla de reaccion continud
agitindose por 10 minutos mas a una temperatura entra -5 a 0°C. Se tomd
muestra de la mezcla de reaccidn y se realizé una cromatografia en capa fina para
asegurar la ausencia de materia prima, comprobandose de esta manera la
obtencion del producto nitrado deseado y un subproducto nitrado minotitario.
Posteriormente, la mezcla de reaccion fue vertida poco a poco y con agitacién

manual sobre un vaso de precipitados de 4 L con 2 L de hielo-agua, observandose
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ta formacidn de un precipitado amarillo que se hizé mas abundante a medida de
que se terminaba la adicion. Los residuos del vaso reactor fueron lavados con
agua helada y se anadieron al vaso de 4 litros de capacidad cuyo contenido total
fue filtrado, bajo agitacidon manual, al vacio sobre buchner y el polvo retenido se
lavb varias veces con agua y carbonato de sodio hasta que el polvo ya no
present6 residuos de acidez.

El producto se dejé secar al aire obteniéndose 80.5 g de un polvo color
amarilo claro, lo cual representa un 97.3 % de rendimiento de nitracién.

Para estudios de espectroscopia, la 4-bromo,5-cloro,2-nitroacetanilida (l11-A)
obtenida se recristalizé en etanol obteniéndose el producte en forma de agujas
cnstalinas de color amarillo claro que presentan un punto de fusién de 121 a
123°C y un f de Q.46 en el sistema 4. Cabe resaltar que en el proceso de nitracion
se obtuvé un subproducto minoritaric el cual se observé a través de la
cromatografia en capa fina realizada al producto ya purificado presentando un f
de 0.12 en el sistema 4, que probablemente corresponde a la 4-bromo, 3-cioro, 2-

nitroacetanilida (I1I-B) y que se presenta en cantidad de trazas.

4.1.1.4.- 4-Bromo-5-cloro-2-nitroanilina (IV).

A un matraz de bola de 2 litros de capacidad con tres bocas adaptado con
columna vigraux, conteniende 70 g (0.238 moles} de la 4-bromo-5-cloro-2-
nitroacetanilida (ll1-A) se le adicionaron 800 ml de metanol. El matraz de reaccion
se coloco sobre una canasta de calentamiento arriba de la parrilla de agitacion, y
la mezcla se calentd a reflujo bajo agitacién magnética moderada. Una vez que se
iogré 1a disolucion de la materia prima, se adicionaron gota a gota, a través de un
embudo de adicion de 50 mL de capacidad; 30 mL de una salucion de hidréxido
de sodio la cual se prepard disolviende 10 g (0.25 moles) de hidroxido de sodio en
30 mL de agua destilada. La solucion metanélica cambi6 de un color naranja claro
a naranja obscuro a medida que se fue adicionando la solucion de sosa. Después
de que se termind de afiadir la solucién de hidroxido de sodio, la mezela de
reaccign continué agitandose a reflujo por 10 minutos mas y luego se dejé en

reposo. Se tomd una muestra de la mezcla de reaccién y se realizd una
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cromatografia en capa fina para asegurar la ausencia de materia prima de donde
se observd la presencia minoritaria de un compuesto diferente al compuesto
deseado. La aparicion de un precipitado naranja fue evidente a medida de que la
mezcla de reaccion se iba enfriando y se hizé mas abundante al colocar el matraz
en bafio de hielo-agua. El precipitado obtenido se filtré al vacio sobre buchner y el
polvo retenido se lavd varias veces con una mezcla de metanol-agua 1:1 que
luego se dejo secar al aire, obteniéndose 45 g de un polvo amarillo mostaza, el
cual representa un 75% de rendimiento en la reaccién hidrolisis.

Para estudios de espectroscopia, la 4-bromo,5-cloro,2-nitroanilina (V)
obtenida, se recristalizé en metanoi obteniéndose asi, un polve cristalino de color
amarillo mostaza que presenta un punto de fusién de 198 a 200°C y un rf de 0.21

en el sistema 2 eluido tres veces,

4.1.1.5.- 4-Brome-2-nitro-5-propiltioanilina (V).

A un matraz de bola con tres bocas adaptado con termémetro y columna de
reflujo vigraux con 70 g (0.278 moles) de 4-bromo-5-cloro-2-nitroanilina (IV), se le
adicionaron 910 mL de agua destilada y 178.5 mL de propilénglicol. El matraz de
reaccion se colocd sobre una canasta de calentamiento en la cual la mezcla de
reaccion se calenté a 40°C, y bajo agitaciébn mecanica vigoroza, le fueron
afadidos 14 g (0.35 moles) de hidréxido de sodio disueltos en 20 mL de agua
destlada y ademas, 292 mL (2431 g, 0.32 moles} de 1-propanotiol.
Posteriormente, la mezcla de reaccion se calentd a reflujo de agua a 85°C bajo
agitacion mecanica vigoroza por 4 horas, manteniendo el sistema de reaccion
perfectamente cerrado. Tiempo después, el matraz de reaccion se dejo enfriar en
reposo y el sistema se empezdé a desammar lentamente, bajo condiciones de
extraccion de aire, y sumergiendo las piezas en solucion de hipoclorito de sodio
para asi evitar el olor fétido de los residuos del 1-propanotiol. El poivo suspendido,
que cambit de naranja obscuro a naranja claro, se filtrd al vacio sobre buchner y
el polvo retenido se lavd varias veces con agua hasta haberle quitado por
compieto los residuos de olor fétido el cual se dejd secar al aire obteniéndose 73.7

g de un polvo naranja claro. Se le realizé una cromatografia en capa fina y se
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detectd una ligera contaminaciéon con materia prima, por lo que el producto se
recistalizd en etancl absoluto; obteniéndose 65 g de unas agujas cristalinas de
color naranja claro lo cual representa un 80.2 % de rendimiento de reaccion. Dicho
producto presenta un punto de fusién de 135 a 137°C y un rf de 0.13 en el sistema

3 con el cual, se realizaron sus estudios de espectroscopia.

4.1.1.6.- 4-Bromo-5-propiltio-1, 2-fenilendiamina (VI).

En un vaso de precipitados de 250 mL se disolvieron, mediante agitacion y
calentamiento, 19.66 g (0.0859 moles) de cloruro estancso dihidratado en 160 mL
de etanol absoluto.*® La solucién alcohélica-estanosa obtenida se vertié en un
matraz reactor de 250 mL, adaptado con termémetro y columna de reflujo vigrausx,
que contenia 5 g (0.01718 moles) de (a 4-bromo-2-nitro-5-propiltioanilina (V). El
matraz reactor se colocé sobre una canasta de calentamiento y la mezcla de
reaccion se calentd a reffujo a 73°C con dispositive de atmésfera de nitrégenc y
agitacion magnética vigoroza por 5 horas en las cuales la reaccién fue
monitoreada por cromatografia en capa fina para analizar ei avance de la reaccién
y se notd que a medida que la reaccién de reduccion procedia, la solucion inicial
que era de color naranja se torna amarilla. Tiempo después, se dejo enfriar el
matraz reactor en reposo y su contenido se vertié en un matraz de bola de 500 mL
y la solucidn obtenida se concentrd a sequedad en rotavapor. El liquido viscoso de
color naranja-amarillo que se obtuvo se suspendid en un vaso de precipitados de
600 mL con 200 mkL de agua destilada y bajo agitacidn magnética vigoroza, se le
fue adicionando poco a poco una solucion de hidroxido de potasio al 25% hasta
que la suspensién alcanzd un pH aproximadamente de nueve. Posteriormente, se
realizé la extraccion de la suspension acuosa con acetato de etilo cuatro veces de
100 mL ¢/u y el extracto de acetato de efilo obtenido se lavo tres veces de 100 mL
c/u con agua saturada de sal, al que después se le afadid sulfato de sodio
anhidro; se agitd y filtro a través de un embudo de filtracion rapida a un matraz de
bola de un litro de capacidad. Los residuos de sulfato de sodio se lavaron con mas
acetato de eftilo v estos lavados se recibieron en el mismo matraz. La sclucién de

acetato de etilo obtenida (450 mL aproximadamente) se concentrd a sequedad en
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rotavapor formandose un liquido viscoso de color naranja claro que después de
ser sometido a presion reducida con calentamiento ligero liberé vapores y que
finalmente, cuando el matraz contenedor se congeld, el liguido viscozo solidifict
obteniéndose 4.3 g de un poivo ceroso de color amarillo-naranja gue presenta un
punto de fusion de 60 a 65°C, un rf de 0.4 en el sistema 5 y un rendimiento de
reaccion de reduccion del 95.88%; que como tal se envié para sus estudios de

espectroscopia.

4.1.1.7.- 6-Bromoalbendazol (VII-1).

En un vaso de precipitados de 20 mlL se disolvieron, con agitacion y
calentamiento, 2.72 g (0.00977 moles) de sulfato de metiltiopseudourea en 10
mL de agua destilada y esta solucidon se vertid en un matraz reactor de 50 mL,
adaptado con termémetro de alcohol, colocado en un baiio de etanol hielo seco.
Una vez que la seolucion alcanzd los 5°C se adicionaron, bajo agitacion magnética
moderada, 1.5 mL (1.816 g, 0.00192 moles, 2Eq) de cloroformiato de metilo.™
Inmediatamente fue colocado el electrode del potencidmetro en el matraz reactor y
mediante la adicién de una solucién de hidroxido de potasio al 25% gota a gota, a
través de un embudo de adicion de 50 mL y bajo agitacion moderada, se mantuvo
la mezcla de reaccién a un pH de 7 a 8 y a una temperatura abajo de los 10°C. La
formacion de un precipitado blanco esponjoso se logré cuando el pH de la mezcla
de reaccion se estabilizd entre 7 y 8, momento en el cual se detuvo la adicion de |a
solucién de hidréxido de potasio. Dicha mezcla de reaccién como tal, se vertid a
un matraz reactor de 125 mL adaptado con columna vigraux, termémetro y
dispositivo para atmédsfera de nitrogeno; el cual contenia 2.5 g (0.00957 moles) de
la 4-bromo-5-propiltio-1, 2 fenilendiamina (VI)."* Posteriomente, el matraz reactor
fue colocado sobre una canasta de calentemiento, se le afiadiercn 40 mL de agua
destilada y el pH de la mezcla de reaccidn fue ajustado a 6.5 mediante la adicion
de una solucion de acido acético al 10%. La mezcla de reaccion se calento a
reflujp a 95°C bajo agitacion moderada durante 3 horas. Tiempo después, el
matraz reactor se dejoé enfriar a temperatura ambiente en reposo y luego el

sistema de reaccion fue desmontado lentamente bajo extraccidn en campana,
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colocanda todas sus piezas en una solucian de hipoclorito de sodio {para eliminar
residuos fétidos de metanotiol) y la suspension obtenida en la mezcla de reaccion
fue filtrada al vacio sabre buchner, el polvo retenido se lavd varias veces con agua
hasta haberle quitado el olor fétido del metanctiol, y se dejo secar al aire. El polvo
morado obscuro de consistencia resinosa que se obtuvo, se deposito en un matraz
de bola de 250 mL y se agitd a reflujo con 100 mL de metanol abscluto durante
una hora. El polve blanquecino que se liber6 se filird en embudo Hirsch, se favd
varias veces con metanol frio y se dejd secar al aire, obteniendose 1.75 g de un
polvo amorfo de color beige claro que corresponde a un rendimiento de reaccién
del 53%.

El producto se purificd con dimetiformamida y metano! 1.1, se lavé con
metanol frio y se llevé a sequedad total {liberandolo de cualquier residuoc de
disolventes) mediante vacic y pentéxido de fosforo. Finalmente se obtuvo un polvo
blanco fino y amorfo, que presenta un punto de fusidn de 224 a 226°C y un rf de
0.38 en el sistema 6 eluido dos veces; con el cual se realizaron sus estudios de

espectroscopia.
4.1.2.- RUTA SINTETICA 2.

Para esta ruta se utilizd la 4-bromo-5-propiltio-1,2-fenilendiamina (V1) como
materia prima inicial para dar lugar a la formacion del 6-bromo albendazol (V11-2), y
se diferencia de las otras rutas en que la 4-bromo-5-propiltio-1,2-fenilendiamina
(V) se transformd en el compuesto intermediario 2-amino-6-bromo-5-propiltio
bencimidazol (VHI*® mediante una reaccion de sustitucion nucleofilica de la
materia prima con bromoro de cianégeno,*” dando lugar a una reaccion de
ciclizacion en la cual se forma el anillo de imidazol fusionado al anillo bencénico.
Posteriormente la sustitucion nucleofiica del compueste anterior con el
cloroformiato de metilo*® da lugar a la obtencién del compuesto final el 6-

bromoalbendazol (Vil-2). La figura No.9 esquematiza la ruta sintética 2:
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P NH; P N
Br NH, Br N
(V1) vy 4

B1
B2

NS N Q
:@: \>—NHEOCH3
Br N

(vVi2) )

(A1) 1.5 BICN/CHCH,O0H a reflujo.

(A2)1.5 KOH
(B1) 2CICOOCH/Piridina, 0. 5°C

(B2) 50°C, 30min.

Figura No. 9
Diagrama sintético del 6-bromoalbendazol por la ruta 2.

4.1.2.1.- 2-Amino-6-bromo-5-propiltiobencimidazol (VIII).

A un matraz reactor de 50 mL adaptado con columna vigraux, termoémetro y
dispositivo para atmosfera de nitrégeno, que contenia 1.3 g (0.005 moles) de la 4-
bromo-5-propiltio-1,2-fenilendiamina (Vl), se le adicionaron 15 mL de etanol
absoluto. El matraz reactor fue colocado sobre una canasta de calentamiento y
una vez que la mezcla de reaccion alcanzé los 70°C, bajo agitacion moderada le
fueron adicionados poco a poco 0.792 g (0.00747 moles, 1.5 Eq) de bromuro de
cianégeno y se mantuvo a reflujo a 73°C por una hora. Se realizé una cromatogrfia
en capa fina y, después de comprobar la ausencia de materia prima, se bajo la
temperatura a 60°C para adicionarle 0.419 g (0.00748 moles, 1.5 Eq} de hidréxido
de potasio disueltos en 5 mL de agua destilada observandose un cambio de color
en la mezcla de reaccién de café rojizo a café obscuro, y se mantuvo asi por 30
minutos a 75 °C bajo las mismas condicicnes de agitacion. Posteriormente, la

mezcla de reaccién se dejo enfriar a temperatura ambiente en reposo, se vertio en
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un matraz de bola de 100 mL y se conceniro a sequedad en rotavapor. Se obtuvo
un liquido de aspecto resinoso de color café obscuro al que se le afadieron 40 mL
de agua destilada y se extrajo con acetato de etilo cuatro veces de 30 mL cfu. La
solucion de acetato de etilo obtenida se lavé dos veces de 50 mlL ¢/u con agua
saturada de sal y luego se le agrego sulfato de sodio anhidro, se agitd y fitrd a
través de un embudo de filtracion rapida para después calentarla a reflujo con
carbén activado por 30 minutos. Finaimente, la solucion de acetato de etilo de
color naranja obscuro fue filtrada al vacio en buchner empacado con celita y la
solucién filtrada se recibié en un matraz de bola de 250 mL que se concentrd a
sequedad en rotavapor. Se obtuvo un liquido viscoso de color naranja obscuro que
al ser sometido a presion reducida se expande, dando lugar a 1.32 g de un polvo
resinose de color naranja que corresponde a un 927% de rendimiento de
reaccién. El producto se recistalizé en cloroformo obteniéndose un polvo amorfo
de color beige que presenta un punto de fusién de 125 a 127°C y un f de 0.15 en

el sistema 7, con el cuat se realizaron sus estudios de espectroscopia.

4.1.2.2.- 6-Bromoalbendazoi (VII-2).

A un matraz reactor de 50 mL conteniendo 1.3 g (0.00454 moles) del 2-amino,
&-bromo-5-propittiobencimidazol (VIH), se le afadieron 5 mL de piridina anhidra y
la mezcla de reaccitn se enfrié colocando el matraz reactor en un bafio de hielo
seco-etanal bajo agitacién moderada. Cuando la mezcla de reaccién alcanzé los
0°C se le afadieron gota a gota, a través de un embudo de adicién de 10 mL,
0.710 mL (0.86 g, 0.0091 moles, 2 Eq) de cloroformiato de metilo; manteniendo la
temperatura abajo de los 5°C. Al términa de la adicion del cloroformiato de metilo,
la mezcla de reaccién se continud agitando por 30 minutos mas a las mismas
condiciones de temperatura y luego se realizd una cromatografia en capa fina.
Una vez que se comprobd la ausencia de materia prima en la mezcla de reaccion
de color café-rojiza, se retiré del enfriamiento; y al matraz reactor se le adapto el
termometra, el dispositivo de atmodsfera de nitrogeno y se colocd sobre una
canasta de calentamiento para mantener a ia mezcla de reaccion a 50°C, bajo

agitacion, durante 30 minutes. Tiempo después, el matraz reactor se dejo enfriar a
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temperatura ambiente y con agitacién se fe agregaron 20 mL de una mezcla fria
de metancl-agua 1:1 y luego se mantuvo en reposo. En el fondo del matraz reactor
aparecié un precipitado amarillo-mostaza el cual se filtré al vacio en buchner, se
lavé varias veces con agua hasta quitarle los residuos de piridina, y se dejo secar
al aire obteniéndose un polvo de color café-crema que después se agito a reflujo
con metanol absoluto por una hora. El producto se filtré al vacio en embudo
Hirsch, se lavd con metanol frio y se dejo secar al aire. Se obtuvieron 1.04 g de un
poive color crema que corresponde a un 66.5% de rendimiento de reaccidn. El
producto se purificd con dimetilformamida-metanol 1:1, se lavé con metanol frio y
se llevd a sequedad mediante vacio y pentdxido de fésforo. Finalmente se obtuvo
un pelve fino amorfo de color beige claro con un punto de fusion de 222 a3 224°C y
un rf de 0.41 en el sistema 6 eluido dos veces; con el cual se realizaron sus

estudios de espectroscopia.
4.1.3.- RUTA SINTETICA 3.

Para esta ruta se utilizé el albendazol como materia prima inicial para dar lugar
a la formacién del 6-bromoalbendazol (VII-3) y se diferencia de las otras rutas en
que este producto final se obtuvo por la bromacién directa del albendazol en acido

acético glacial. L.a figura No. 10 esquematiza la ruta sintética 3:

/\/S N /\/s N
\@ \>_NHCOCH3 —:;—)" j@[ \>——NHCOCH3
N Br N

}'{ (ViI-3} g'
ALBENDAZOL
A1=1.5Br,/CH,COOH, 25°C, 1h
A2= Na;8,0,/H,0

Figura No. 10 ‘
Diagrama sintético del 6-bromoalbendazol por fa ruta 3.
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4.1.3.1.- 6-Bromoalbendazol (VII-3).

En un matraz reactor de 125 mL, adaptado con termémetro y bajo agitacion
magnética se disolvieron 3 g (0.0113 moles) de albendazol en 25 mL de acido
acetico glacial. Posteriormente, a través de un embudo de adicion de 10 mL, se le
fue anadiendo gota a gota y con agitacién moderada, una solucién de 0.880 mL
(2.724 g, 0.017 moles, 1.5 Eq) de bromo en 5 mL de acido acético glacial. Se
observo un incremento en la temperatura de la mezcla de reaccion al momento de
la adicion de [a solucion de bromo junto con la formacioén de un precipitado naranja
el cual se presento a la mitad de la adicion. Al término de la adicion de la solucién
de bromo, la mezcla de reaccion continué agitandose durante una hora y luego se
le agregaron 0.383 g (0.00187 moles, 1/6 Eq) de ditionito de sodio disueltos en 5
mL de agua destilada observandose con esto, un cambio de naranja a amarillo en
el color del precipitado contenido en la mezcla de reaccién la cual se mantuvo en
agitacion por 30 minutos mas y luego se dej6é en reposo. El precipitado obtenido
se filtrd en embudo Hirsch y el polvo retenido se lavé varias veces con agua y
carbonato de sodio hasta que el polvo ya no presento residuos de acidez , fuego
con agua destilada, y se dejé secar al aire obteniéndose 3.28 g de un polvo
amarillo que corresponde a un 84.2% de rendimiento de reaccién. El polvo
obtenido se purificd con dimetilformamida-metanol 1:1, luego se lavé con metanol
frio y finamente se llevd a sequedad al vacio con petéxido de fésforo,
obteniéndose un polve amorfo de color blanco con un punto de fusion de 225 a
226°C y un rf de 0.37 en el sistema 6 eluido dos veces; con el cual se realizaron

sus estudios de espectroscopia.
4.1.4.- EL [*HJALBENDAZOL (VII-T).

Para tritiar el albendazol se utilizdé como matria prima el 6-bromo albendazol
procedente de la ruta sintética No.3 (VII-3) el cual, a través de una sustitucion
nucleofilica aromatica del [*H]borohidruro de sedio sobre la posicion “6” del nucleo
bencimidazol catalizada con cloruro de paladio,®*® dio lugar a la incorporacion de

tritio en dicha posicion; asi como también en las posiciones intercambiables (1y 2)
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caracteristicas de la molécula de albendazol. La figura No. 11 esquematiza

unicamente e! procedimiento del tritiado del albendazol sobre la posicion “6":

S N O * S o
hd Ny nHHocH, NaBHy PdCl, N Ry i
N}— > —cmon > H—NHCOCH;
N

Br h T
I
(vi3) H (vi-Ty H

%*
Soluciones de NaBH, y [3H] NaBH, en NaOH 0.09N.

Figura No. 11
Diagrama sintético del [*H]albendazol (VII-T)

4.1.4.1.- La muestra de ["H}albendazol {Vi-T).

A un matraz de bola de 100 mL conteniendo 10 mL de una solucion de 6-
bromoalbendazol (VII-3) en metanol-DMF al 3%, a una concentracion de 0.344
mg/mi (son 3.44 mg 6 10 umoles de 6-bromoalbendazol) bajo agitacion vigorosa,
se le adicionaron 10 mL de una solucion de cloruro de paladio en metanol a una
concentracion de 0.532 mg/mL (son 5.32 mg 6 30 pmoles de Pd?") y después 0.1
mL de una solucion reactiva de borohidruro de sodic en NaOH 0.01N a una
concentracidn de 9.45 mg/mL {son 0.945 mg 6 25 yumoles de borohidruro de
sodio). £l matraz se colocd en campana con extraccion de aire y se dejo
agitandose por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, a través de
una micropipeta de 1000 pL, se adiciond el millitro de la solucion de
{*H]borohidruro de sodio en NaOH 0.01N (son 12.6 pg de [*H]borohidruro de
sodio) que tenia una actividad especifica de 75 Ci/mmol, conteniendo 25mCifmL
(925Bg/mL) y que venia en un recipiente de seguridad NEN de la marca Dupont,
el cual después se enjuagd con 1.5 mL de NaOH 0.01N y éstos se adicionaron a
la mezcla de reaccion, y ésta se dejé en agitacién por 10 minutos con el matraz
cefrado herméticamente. Tiempo después se adicionaron otros 0.1mbL de la

solucion reactiva de borohidruro de sodio (son otros 0.945 mg 6 25 umoles de
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borohidruro de sodio) y la agitacién se continud por otros 20 minutos manteniendo
el matraz herméticamente cerrado.

Después del tiempo de agitacion la suspension de color negra se filtrd al vacio
en embudo de filtro poroso empacado con celita sobre una campana de filtracion
de vidrio y recibiendo ia soluciébn metandlica, junto ccon los tres lavados con
metanol de 5 mL ¢/u que se realizaron después al empaque de celita, en un
matraz de ErlenMeyer de 50 mL. La solucion metandlica obtenida después de
filtrar se evapord a sequedad colocando el matraz en un bafic de agua caliente y
pasandole una corriente de nitrégeno, los residuos sélidos de la evaporacion se
suspendieron en 15 mL de solucién salina saturada y se vertieron en un embudo
de separacion de 60 ml para ser extraidos con cloroformo 2 veces de 10 mL c/u.
A la fase cloroformica se le agregd sulfato de sodic anhidro, se agit¢ y ia
suspension obtenida se filtré en embudo de filtracién rapida recibiendo el filirado
en un vaso de precipitados de 30 mL. El polvo retenido se lavé con con mas
cioroformo y estos lavados se juntaron con la solucion previamente filtrada, la cual
se concentré a un volumen final de 10 mL con corriente de nitrégeno para ser
posteriormente aplicados a un cartucho de silica Sep-pak clasica de Waters que
previamente se habia activado con clorofermo. Al cartucho se le pasaron 5 mL de
clorcformo y el [*H]albendazol se eluyé con 7 mL de cloroformo-metanol 99:1,
recibiendo el eluido en un matraz ErlenMeyer de 50 mL que después se evapord a
sequedad con corriente de nitrégeno obteniéndose un aro de polve blanco
incrustrado en el fondo del matraz , el cual se resuspendié con un mililitro de
acetona pura y se le realizd una cromatografia en capa fina presentando un rf de
0.33 en el sistema 6 eluido tres veces y que coincide con el f de albendazol
estandar. Finalmente la solucién de acetona se evapord a sequedad con corriente
de nitrogeno y e! matraz contenedor con la muestra de [*H)albendazol (VILT) se
congeld a -20°C bien sellado y envuelto con papel aluminio dentro de un bote con

polvo de cloruro de calcio.
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415.- ANALISIS DE LA SOLUCION DE [‘HJALBENDAZOL POR
ESPECTROFOTOMETRIA.

4.1.5.1.- Barrido espectrofotométrico de 200 a 500 nm del albendazol en
DMSO.

Se pesaron 5 mg de albendazol en un tarador de vidrio y se depositaron en un
matraz volumétrico de 50 mL el cual se llevd al aforo con DMSO. Se tomé una
alicuota de 5 mL y se vertid en un matraz volumétricc de 25 mL que se llevo al
aforo con DMSQ. La concentracién finai de albendazol fue de 20 pg/mt.

Se realizd el barrido UVivisible de 200 a 500 nm contra blanco de DMSO y se
obtuvo el pico maximo de absorbancia para el albendazol a 300 nm (apéndice I1).

4.1.5.2.- Elaboracion de la curva patrdn de albendazol en DMSO.

A} Preparacién de la sclucién stock.

Se pesaron 5.05 mg de albendazol (son 5 mg ya que la pureza del estandar es
del 89%) en un tarador de vidrio y se depositaron en un matraz volumétrico de 50
mL el cual se llevd al aforo con DMSO. Luego con esta solucién se llevd a cabo la

curva patrén de albendazol segiin se muestra en la tabla siguiente:

B) Curva patrén de albendazol en DMSO.

No. de muestra Volumen de Aforo a Concentracion
Solucion stock mL en pgimL
en mL
1 0.50 25 2
2 1.00 25 4
3 1.50 25 6
4 2.00 25 8
5 2.50 25 10
6 3.75 25 15
7 5.00 25 20
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C) Lecturas de la curva patron.

Finalmente se determinaron las absorbancias de los puntos de la curva patrén
a una longitud de onda de 300 nm con los cuales se elabord la curva patrén cuyo
grafico se muestra en el apéndice 1.

Absorbancia a 300 nm VS. Concentracion de Albendazol

No. de Muestra Concentracién de Absorbancia a
Albendazol 300 nm
en ug/mL
1 2 0.0763
2 4 0.1645
3 6 0.2459
4 8 0.3262
5 10 0.4105
6 15 0.6205
7 20 0.8121

Ver grafico en el apéndice Il
Datos de la regresion lineal de la curva:
s b= 0.00085, m= 0.04095 y r= 0.99985.

4.1.53.- Analisis de la muestra obtenida de [‘*Hjalbendazol (VII-T) por
espectrofotometria.

Se descongelé la muestra obtenida de [*H]albendazo! (VI-T) y se disolvio en
un milifitro de DMSO. Con la solucidén obtenida se prepararon las siguientes
diluciones:

_Dilucién No. 1' Se tomaron 20 pl de la solucién preparada y se lievaron a un
volumen final de 3 mL con DMSO en un vial de vidrio. La dilucion obtenida se
homogenizo con micropipeta. Factor de dilucion=150.
-Dilucion No. 2: Se tomaron 10 ulL de la soluciéon preparada y se llevaron a un
volumen final de 1.5 mL con DMSO en un vial de vidrio. La dilucién obtenida se
homogenizé con micropipeta. Factor de dilucion=150.

Finalmente se tomaron lecturas de las absorbancias a las dos diluciones

anteriores a 300 nm contra blanco de DMSO para calcular, de esta manera, ia

concentracion en analitos totales de la muestra de {*H]albendazot (VII-T).

Aa
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Dilucion No. Absorbancia a 300 nm Factor de Dilucion
1 0.3420 150
2 0.3484 150

{ a absorbancia promedio es 0.3452.

Basandonos en la curva patron, a una absorbancia de 0.3452 le corresponde
una concentracion de 8.45 pg/mL de analitos totales por fo tanto la concentracion
de 1a solucion de un mililitro de la muestra de [3H]albendazol (VII-T} en DMSO es:

8.45 pg/mb X 150= 1,267.5 pg/mi de analitos totales.

Debido a que en total se utilizaron 40 pL de la muestra de PH]albendazol (VII-
TY en DMSQ en pruebas de cuantificacién, el volumen total remanente es de
960ul., por lo que se cuenta con:

1,267.5 pg/mlL X 0.96 mL= 1,216.8 pg de analitos totales y:
1.216.8 g serian (si fuese puro albendazol) equivalentes a
4.586 x10°° moles de albendazol.

4.586 x10° moles x 1000 mL/L= 2.293 mL para el volumen final

0.002 M

y, 2.293 mL-0.96 mL= 1.333 mL.

Por lo tanto se procedié a adicionar 1.333 mL mas de DMSO a la muestra
inicial de [°H]albendazol (VII-T) y se homogenizd con micropipeta. Como el
volumen final de la muestra descongelada de [*H]albendazol (VIi-T) fue de 2.293
mL, ésta finalmente quedd a una concentracion de hipotética de 2mM de
albendazol o de:

1,216.8 ug = 530.6 pg/mL de analitos totales.
2293 mL

“En adelante, la solucién de {*Hlaibendazol se referira a la muestra de
[*H]albendazol (VII-T} obtenida, a partir del 6-bromo albendazol (VII-3), y disueita
en 2.293 mL de DMSO para dar lugar a una concentracion final de 530.6 pg/mL

de analitos totales”.
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4.1.6.- DETERMINACION DE LA PUREZA ABSOLUTA DE LA SOLUCION DE
[’HIALBENDAZOL POR HPLC.

4.1.6.1.- Preparacion del amortiguador de fosfatos 0.05 M, pH=5.7.

En un vaso de precipitados de 1000 ml. de capacidad se disclvieron 6.8045 g
de fosfato de potasio monobasico en 800 mL de agua deionizada. A la solucién
obtenida se le ajustd el pH a 5.7 con una solucién 0.8 M de hidroxido de sodio y se

vertié en un mataz volumétrico de un litro realizandose posteriormente su aforo.

4.1.6.2.- Preparacion del sistema fase mévil.

En una probeta de un litro de capacidad se midieron 700 mL de alcohol
metilico grado HPLC y se vertieron en un matraz volumétrico de un litro.
Posteriormente el mataz se afordé con la solucion buffer de fosfatos 0.05 M, pH=
5.7 y la mezcla obtenida se vertié en un frasco de vidrio en donde se homogenizd
por agitacion. Posteriormente la mezcla se filtrd a través de una membrana
Millipore de 0.25 pm y degasificd por 20 minutos en un equipo de ultrascnido,

obteniéndose asi la solucidon fase movil.

4.1.6.3.- Preparaciéon del equipo de HPLC.

El equipo de HPLC Beckman System Gold con una columna Sherisorb ODS 1,
utlizado se dejo acondicicnando con la fase moévil durante una hora y media a un
flyjo de 1.2 mL/min, con su iampara del detector fija a una longitud de onda de 292

nm, tiempo suficiente para que el equipo mostrara una linea basal estable.

4.1.6.4.- Elaboracién de la curva patron de albendazol.

A) Preraracion de la solucién stock de 1ug/mL.
En un tarador de vidrio se pesaron 10 mg de albendazol estandar, y éstos se
vertieron en un matraz volumétrico de 100 mL los cuales se disolvieron con 3 mL

A7
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de DMSO calentando suavemente en parrilla eléctrica y el matraz se llevo al aforo
con metano!. Se tomé una alicucta de 5 mL y se vertid en un matraz volumétrico
de 50 mL que se llevo al aforo con metanol. De esta ditima se tomé una alicuota
de 5 mL y se verti6 en un matraz volumétrico de 50 mL que también se llevo al

aforo con metanol, obteniéndose asi, la solucion stock de albendazol de 1ugfmL.

B} Metodologia seguida para la curva patrén.
En 5 matraces volumétricos de 10 mL cada uno se realizd la curva patron de
albendazol a partir de diferentes alicuotas que fueron tomadas de ia solucidn stock

de albendazo! aforando con metanol como se muestra en la siguiente tabia:

( Punto No. Volumen tomado de Concentracion final
ia solucién stock de Obtenida en pg/mi.
albendazol en mL.

1 2 0.2

2 4 0.4

3 6 0.6

4 7 0.7

5 8 0.8

6 e —————— 1.0

NOTA: El punto No. 6 es la misma solucion stock de albendazol.

4.1.6.5.- Inyeccion de la curva patrén.

Después de haberse obtenido una linea basal estable en el equipo HPLC con
la fase movil durante el acondicionamiento de la columna, se procedio a inyectar
por duplicado y en forma manual un volumen de 20 ul de cada punto de la curva
patrén de albendazol empleandose una jeringa microlitica de 50 plL de capacidad y
manteniendo un flujo constante en el equipo de 1.2 mL/min con el detector a una

longitud de onda de 292 mn.

4.1.6.6.- Preparacion de las diluciones de la solucion de [*Hlalbendazol.
En un tubo Eppendorf de 1.5 mL de capacidad se vertieron 990 ul de metanol

grado HPLC luego se afadieron 10 ul de la solucion de [*Hlalbendazo! y se agitd
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vigorosamente en vortex, obteniéndose asi la ditucion 1:100 de la solucion de
[*H]albendazol.

En otro tubo Eppendorf igual se vertieron 400 ulL de metanol grado HPLC y
luego se afadieron 100 pL de la dilucién anterior y se agitd vigorosamente en

vortex, obteniéndose asi la dilucion final de la solucién de [PH]albendazol 1:500.

4.1.6.7.- Inyeccion de las diluciones de la solucién de [*H]albendazol.

Al termino de la inyeccion de los puntos de la curva patron, se inyectaron por
dupiicado 20 pL de ta dilucidn 1:500 de la solucion de [*HJaibendazol y finaimente
la dilucion 1;100, manteniendo el equipo a un flujo de 1.2 mL/min con ef detector
fijo & 292 nm.

4.1.7.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA SOLUCION
DE [*HJALBENDAZOL.

4.1.7.1.- Calculo del porcentaje de eficiencia del equipo contador de centelleo

utilizado.

A) Calculo de la actividad especifica actual del Estandar de 3H Beckman.
» Equipo empleado:; Contador de Centelleo Beckman LS-6000SC.
o Actividad del estandar de °H Beckman= 104845 dpm al 11 de Enero de 1993.
o Al 11de Febrero de 1998, tiempo transcurrido: 5.0833 afos.
« El tiempo de vida media (t % ) para °H es de 12.43 afios.

A=__1In2 por lo tanto: A 4= In2

t¥2 12.43 afos

de donde A, la constante caracteristica de desintegracion, es de 0.055764 para el

niicleo de tritio De 1o anterior se obtiene que: & *H= 0.055764 afios .

Sabiendo que A= Ap € ‘M, en donde A es la actividad especifica actual y Ag es la
actividad especifica actual, sustituyendo tenemos que:

A= 104,845 @ 4 (0.055764 afios-1) (5.0833 afios) ]
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. La actividad especifica actual del estandar para el 11 de Febrero de 1998 fue
de : 78965.87 dpm.

B) Lecturas de los estandares blanco y de °H Beckman.
En el contador de centelleo se colocaron los dos estandares Beckman, el
blanco y el de tritio, y se tomaron sus lecturas de actividad en cuentas por
minuto (cpm); cuyos datos posteriormente fueron utilizados para el calculo del

porcentaje de eficiencia del equipo contador de centelleo utilizado.

C) Calculo del porcentaje de eficiencia del equipo.
El porcentaje de eficiencia del eguipo contador de centelleo se obtuvo
dividiendo el valor promedio de la actividad real del estandar de tritio en cpm
entre su valor téorico de actividad especifica actual en dpm y multiplicando por
cien.
Valor promedio de la actividad real en cpm _ x 100= Porcentaje de eficiencia.
78965.87 dpm

4.1.7.2.- Calculo de la actividad especifica de la solucion de [3H]a|bendazol.

A cinco viales de vidrio para contador de centelleo se les agregaron a cada
uno 5 mL de solucién cocktail de Insta-Gel y a un primer vial se anadié 10 plL de
DMSO, a un segundo y tercero 10 pL de la solucion de [*Hlalbendazol {por
duplicado), a un cuarto 40 pl de una dilucion 1:10 y al Gltimo 40 pl de la dilucion
1-100 de fa solucion de [*Hlalbendazol y después de agitarlos suavemente se les
tomaron sus lecturas de actividad en cpm en el contador de centelleo para que,
posteriommente a través de estos datos y del valor del porcentaje de la eficiencia
del equipo, se realizara el calculo de la actividad especifica de la solucion de

[*H]albendazol en dpm/pmol.
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4.2.- PARTE BIOLOGICA.
4.2.1.- LA TUBULINA DE CEREBRO DE RATA.

4.2.1.1.- Procedimiento de obtencion de la tubulina de cerebro de rata.

Se sacrificaron 50 ratas blancas hembras de 30 dias de edad de la raza Wistar
y se les extrajeron los cerebros los cuales se lavaron con amortiguador RB frio.
Luego los 64.16 g de materiat cerebral obtenidos fueron resuspendidos en 86 mL
de amortiguador RB frio y a través de un homogenizador Tekmar, se
homogenizaron completamente. El homogenizado de 101 mL fue centrifugado en
ultracentrifuga a 100,000 g {29,300 rpm en rotor type 35) por 30 minutos a 4°C; y
los 100 mL de sobrenadante que se obtuvieron se diluyeron 1:1 con amortiguador
RB-glicerol 8M con GTP 0.5mM®_ La solucién que se obtuvo de 200 mL se agité e
incubd a 30°C durante 45 minutos. Al término de la incubacidn se obtuvo una
solucién turbia que se centrifugd a 100,000 g (29,300 rpm en rotor type 35) por
una hora a 30°C y la pastilla blanca getatinosa que se obtuvo, se suspendid en 22
mlL de amortiguador RB frio con GTP 0.5mM y se incubé en frio por 45 minutos a
4°C.

Posteriormente, la muestra se centrifugd en frio a 100,000 g (30,000 rpm en
rotor type 42.1} por una hora a 4°C; y los 22.6 mL de sobrenadante que se
obtuvieron se guardaron en refrigeracion toda una noche y al dia siguiente la
muestra se diluyé 1:1 con amortiguador RB-glicercl 8M con GTP 0.5mM. La
solucién de 452 mL que se obtuvo se agitd e incubd a 30°C por 45 minutos, Al
término de la incubacién se obtuvo una solucion turbia que se centrifugd a 100,000
g {29,300 rpm en rotor type 35) por una hora a 30°C v la pastilla gelatinosa que se
obtuvo, se resuspendid en 5 mL de amortiguador RB frio con GTP 1mM vy |a
muestra se incubd en frio por 45 minutos a 4°C {para la despolimerizacion final),

Finalmente, la muestra se centrifugé en frio a 100,000 g (30,000 rpm en rotor
type 42.1) por una hora a 4°C. De los 5 mL del sobrenadante que se obtuvieron,
canteniendo a la tubulina soluble, se tomaron las muestras para la cuantificacién

del contenido protéico para electroforesis en gel de poliacrilamida y para su

AT
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identfficacién inmunoguimica, el resto se distribuyd en tubos Eppendorf y se

congeld a -80°C para su conservacion y posterior uso en los estudios de unidn.
4.2.2.- LA TUBULINA DE Giardia lamblia.

4.2 2.1.- Procedimento de obtencién de la tubulina de Giardia lamblia.

En una campana de flujo laminar con aire filtrado se inocularon 8 botellas
especiales para cultive conteniendo 30 varillas de vidrio y un litro de medio de
cultivo enriquecido especial para Giardia® cada una; con un numero aproximado
de 10 millones de trofozoitos viables de Giardia lamblia de la cepa P-1,
provenienies de intculos axénicos contenidos en tubos de cultivo de 25 mL que
contenian una carga aproximada de 2 millones de trofozoitos por mililitro, y luego
las botellas de cultivo se taparon, se giraron suavemente para homogenizar su
contenido y se incubaron a 37°C por 4 dias.

Al término de la incubacion las botellas de cultivo se presentaron turbias y se
observaron al microscopio para revisar la carga de trofozoitos que presentaban, y
siendo esta satisfactoria, las botellas fueron colocadas en bafio de hielo-agua por
una hora para provocar con esto que los trofozoitos se despegaran del vidrio y se
incorporaran al medio de cultivo. Luego de los seis litros de medio de cultivo ya
frios y con una turbidez bien notoria se tomd una muestra para realizar !a cuenta
total de trofozoitos en una camara de Neubauer y cbservandose al microscopio las

siguientes cuentas:

Cuadrante No. de trofozoitos Cantidad de trofozoitos
Trofozoitos/mL
1 194 1,940,000
2 210 2,100,000
3 187 1,870,000
4 192 1,920,000

La cantidad promedio de trofozoitos por mililitro de medio de cultivo fue de
1,857,000 y por lo tanto en seis litros de medio de cultivo se tuvieron

aproximadamente, 1.1745 x 10 trofozoitos totales.
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Posteriormente, los seis litros de medio de cultivo fueron centrifugados en tres
tantos por 10 minutos a 4,000 mm y las pastillas grises, con la carga de
trofozoitos, fueron resuspendidas con amortiguador PBS frio y centrifugadas de
nuevo por 5 minutos a 3,500 rpm en un tubo conico para centrifuga. La pastilla gris
con la carga total se resuspendid con amortiguador de PBS y se centrifugd de
nuevo a 3,500 rpm completandose de esta manera un ciclo de lavado. Se
realizaron en total 5 ciclos de lavado a la pastilla con la carga total obteniéndose,
finalmente, una pastilla de color gris obscuro con olor caracteristico y un volumen
total de 4 mL contenida en un tubo conico de la cual fue resuspendida y
transvasada a un vaso de precipitados conteniendo 300 mL de amortiguador MM
con tritén X-100 a! 0.5% y PMSF al 0.005%.

La mezcla se dejo en agitacion durante 30 minutos con una concentracion
aproximada de 107 trofozoitos por mililitro.

Tiempo después, los 300 mL de la solucién con los trofozoitos lisados fueron
centrifugados en dos tantos a 4,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se obtuvieron
unas pastillas de halo blanquecino y centro gris obscuro, conteniendo a los
citoesqueletos, los cuales se resuspendieron en amoertiguador MM frio (con ayuda
de vortex) y la suspensién se centrifugd a 3,500 rpm durante 10 minutos a 4°C,
completandose de esta forma un ciclo de lavado. Se realizaron en total 3 ciclos de
lavado a la pastilla de los citoesqueletos y ésta después se resuspendié con 10
mL de amortiguador MM con CaCl: 1mM, GTP 1mM y ATP 1mM. Los
citoesqueletos se agitaron vigorosamente en un vortex hasta que los dltimos
fragmentos se incorporaron a la suspension y ésta se transvaso a un vial de vidrio
en donde dicha suspension de citoesqueletos se refrigerd a 4°C por un peritdo de
18 horas para inducir la despolimerizacién.

Finalmente la suspension se centrifugd en ultracentrifuga a 100,000 g (30,000
rpm en rotor type 42.1) por una hora a 4°C vy ia pastilla de color gris obscuro se
guardd para que posteriormente se le realizara otro ciclo de despoilimerizacion. Ef
sobrenadante de 10 mL con la tubulina soluble se concentrd a un volumen final de
5 mL en tubo de didlisis sobre lecho de polietilenglicol, y de este concentrado se

tomaron las muestras para la cuantificacion de contenido protéico, para la
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electroforesis en gel de poliacrilamida y para su identificacién inmunoquimica, el
resto se vertié en un vial de vidrio y se congel6 a -80°C para su conservacion y

posterior uso en los estudios de unién.
4.2.3.- LA TUBULINA DE Ascaris suum.

4.2.3.1.- Procedimento de obtencién de la tubulina de Ascaris suum.

En una licuadora Osterizer de cinco velocidades con vaso de vidrio se
trituraron 60 g de nematodos de Ascarns suum provenientes del intestino delgado
de cerdos de traspatio recién sacrificados en el rastro de la Aurora en Cd.
Nezahualcoyotl; con 100 mL de amortiguader PEM con GTP 1mM y Ribonucleasa
tipo 1-A de Sigma a una concentracion de 20 pg/mL a velocidades crecientes
durante 10 minutos. Una vez que se obtuvo una suspension espesa y uniforme
ésta se pasé por un homogenizador de tejidos con pistilo de teflén, con lo que se
obtuvo un homogenizado uniforme. Dicho homogenizado se centrifigd a 100,000 g
(29,300 rpm en rotor type 35) por una hora a 4°C. El sobrenadante rojizo que se
obtuve se filtrd en buchner con papel Watman resultando unos 100 mlL
aproximadamente de la muestra cruda de Ascans suum.

Para llevar a cabo el Batch (cromatografia de intercambio idnico en tubos de
centrifuga) de la muestra cruda de Ascarnis suum, se suspendieron 80 mlL de
resina DEAE a-50 Sephadex con 100 mL de la sclucion amortiguador PM con KCl
0.2M; la suspension se agité por 5 minutos en agitador orbital Nutator y luego se
centrifugd en tubos conicos a 1,500 rpm por 5 minutos para que de esta manera
se compactara la resina. Este proceso se realizd 4 veces mas para conseguir que
la resina se equilibrara a esa molaridad. Luego la resina se vertié en el mismo
contenedor que tenia et sobrenadante filtrado y éste se mantuvo agitandose en el
agitador orbital Nutator toda una noche a 4°C. Al otro dia la resina se centrifugé a
1,500 rpm por 5 minutos a 4°C desechandose e sobrenante y ésta se repartié en
4 tubos conicos Falcon de 50 mL y se lavd con 320 mL de amortiguador PM con
KCl 0.2M, en 4 seciones de 80 mbL cada una (20 mbL por tubo), agitando par 5

minutos y centrifugando a 1,500 rpm por 5 minutos entre sesién y sesion. Luego la

en
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resina se transfirio a un tubo de jeringa de 20 mL de capacidad con papel filttro en
el fondo y recortada por la parte superior (a modo de que sirviera de columna), con
la cual se obtuvo un lecho de 15 mL. Posteriormente, a través de mangueras de
hule de 1 mm de didmetro se conectd la salida inferior de la jeringa a un equipo
detector Gibson y este a su vez a un equipo fraccionador Gibson. En la parte
superior de la jeringa se coiocd un tapon de hule con el cual se hizo la coneccion a
una bomba peristaitica Rabbit a través de la cual se suministrd hacia el lecho la
solucion amortiguador PM, con KCI 0.2 M, a un fluyjo de 0.5 mL/minuto hasta que
se termind de eluir toda la proteina y se logrd la linea basal en el detector. Luego
de igual forma se suministraron 15 mL de la misma solucion amortiguador pero
con 0.3 M de KCI, con los que nuevamente se logré la linea hasal en el detector
una vez que se termind de eluir proteina y por Gltimo se suministraron de igual
forma 15 mL también de la misma solucién amortiguador pero ahora con 0.35 M
de KCl. Aproximadamente los 12 mL de la fraccion que se recolectaron de esta
itima elucion se vertieron a un tubo de dialisis y se concentraron a un volumen
final de 2.5 mL con polietilenglicol. Finalmente, la muestra de tubulina asi obtenida
se transfirio a un viat de vidrio del que se tomaron las muestras para llevar a cabo
la cuantificacion del contenido protéico, la electroforesis en gel de poliacrilamida y
su identificacién inmunoquimica, y el resto se congelé a -80°C para su

conservacion y posterior uso en los estudios de union.

4.2.4.- CUANTIFICACION PROTEICA DE LAS MUESTRAS DE TUBULINA DE
CEREBRO DE RATA, Giardia lamblia Y Ascaris suum A TRAVES DEL
METODO DE MICRO BRADFORD EN PLACA DE ELISA.

4.2.4.1.- Obtencion de la Curva Patron con BSA.
A} Preparacion de la solucibn stock de tmg/mL de BSA (Albumina Sérica de
Bovino).

En un vial de vidrio se pesaron 10.2 mg de BSA al 88% vy se disolvieron en 10
mL de amortiguador PBS bajo agitacion suave a temperatura ambiente. Dado que

el coeficiente de extincion molar reportado para el BSA es EZ®"™,, gsa = 5.8, se le

-
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tomé lectura del valor de absorbancia a 280 nm de la solucion de BSA anterior
resultando ser de 0.6424, 1o cual correlaciona para una concentracion de 1.10758

mg/mL.

Para obtener la soluciéon stock de BSA de 1mg/mL , en un vial de vidrio se
agregaron 2,708.4 pl. de la solucidn anterior y se llevé a un volumen final de 3 mL

con solucion amortiguador de PBS.

B) Procedimiento de preparacion de la curva patrén,

1.- Preparacion de la solucion de trabajo de BSA de 0.03125 pg/ul.

En un tubo Eppendorf de 1.5 mL de capacidad, se diluyeron 35 pulL de la solucion
stock de BSA con 1,085 pl de solucion amertiguador PBS, para obtener un total
de 1,120 pl de la solucién deseada; de tal forma que cada 160 pl de la solucion
de trabajo contiene una carga de 5 ng de BSA,

2.- La curva patrén de BSA.

En los pozos Ay, Az, By, Bz, Ciy C; de una placa de ELISA perfectamente
limpia, se vertieron en cada uno 160 ut de la solucidn de trabajo de BSA. En las
siguientes series de pozos: de Az a As, de By a Bs y de C; a Cs, se vertieron a
cada uno 160 pl de amortiguador PBS. Luego a cada uno de los pozos Az, Bz, ¥
C: se les adicionaron a cada uno 160 uL de amortiguador PBS y las mezclas se
agitaron para homogeneizarias. Después se tomaron 160 pub de las mezclas de los
pozos antericres y se adicionaron a los pozos siguientes Aj, Ba, y Ci
respectivamente y se agitaron para homogeneizarlas. Luego se toman 160 pL de
estos Ultimos y agregaron a la serie siguiente de tal forma que se siguieron
realizando las diluciones seriadas hasta llegar a la serie de pozos As, Bs, y Cs.
Después se toman 160 pl de estos (ltimos y se desechan fuera de la placa,
dando lugar a que en cada uno de los 15 pozos quedara un volumen final de 160
uL con las cantidades de 5 pg, 2.5 ug, 1.25 pg, 0.625 pg y 0.312 ug de BSA en
cada serie de tres pozos respectivamente.

En los pozos Ag, Bs y Cs sOlo se les vertieron 160 pL de amortiguador PBS, los
cuales sirvieron como blancos y posteriormente, a todos los 18 pozos se les

£n
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adicionaron 40 ul del reactivo de Bradford 5X homogenizando bien todas las

mezclas con ayuda de una multimicropipeta.

C) Lecturas de los puntos de la curva patrén.
La piaca de ELISA, conteniendo ios puntos de la curva patron por triplicado,
se coloco en el equipo lector de ELISA Bio-Rad y se leyeron las absorbancias de

los puntos a 595 nm.

4.2.4.2 - Cuantificacion de la muestra de tubulina de cerebro de rata.

En un tubo Ependorf de 600 uL de capacidad se vertieron 90 pL de la solucién
de amortiguador PBS y se le agregaron 10 uL de la muestra obtenida de tubulina
de cerebro de rata, la mezcla se agité en vortex obteniéndose la dilucion 1:10 de la
muesta.

A los pozos A4, B, y C; de una placa de ELISA perfectamente limpia,
conteniendo 155 L de amortiguador PBS, se les agregaron a cada uno 5 pub de la
dlilucion 1:10 de la muestra obtenida de tubulina de cerebro de rata. Luego a los
pozos Az, B; y Cz se les agregaron solo 160 plL de la solucion de amortiguador
PBS por ser los blancos y posteriormente, a estos 6 pozos se les adicionaron a
cada uno 40 pl del reactivo de Bradford 5X homogenizando bien estas mezclas
con ayuda de una multimicropipeta.

Finalmente a la placa de ELISA se le tomé la lectura de absorbancia a 595 nm
en el equipo lector de ELISA Bio-Rad para obtener de esta forma fa cuantificacién

proteica total de la muestra obtenida de tubulina de cerebro de rata.

4.2.4.3.- Cuantificacién de la muestra de tubulina de Giardia lamblia.

A los pozos A, By y C; de una placa de ELISA perfectamente limpia,
conteniendo 150 plL de amortiguador PBS, se les agregaron a cada uno 10 ul de
la muestra obtenida de tubulina de Giardia lamblia. Luego a los pozos Az, B, vy G,
se les agregaron solo 160 pL de la soluciéon de amortiguador PBS por ser los

biancos y posteriormente, a estos 8 pozos se ies adicionaron a cada uno 40 pL del
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reactivo de Bradford 5X homogenizando bien estas mezclas con ayuda de una
multimicropipeta.

Finalmente a la placa de ELISA se le tomé la lectura de absorbancia a 595 nm
en el equipo lector de ELISA Bio-Rad para obtener de esta forma la cuantificacién
protéica total de la muestra obtenida de tubulina de Giardia lamblia.

4.2.4.4.- Cuantificacién de la muestra de tubulina de Ascaris suum.

A los pozos A;, By y Cy de una placa de ELISA perfectamente limpia,
conteniendo 155 pl se les agregaron a cada uno 5 plL de la muestra obtenida de
tubulina de Ascaris suum. Luego a los pozos Az, B, y Ca se les agregaron solo 160
pl de la solucion de amortiguador PBS por ser los blancos y posteriormente, a
estos 6 pozos se les adicionaron a cada uno 40 LL del reactivo de Bradford 5X
homogenizando bien estas mezclas con ayuda de una multimicropipeta.

Finalmente a la placa de ELISA se le tomo la lectura de absorbancia a 595 nm
en el equipo lector de ELISA Bio-Rad para obtener de esta forma la cuantificacién
protéica total de la muestra obtenida de tubulina de Ascaris suum.

4.2.5.- ELECTROFORESIS REALIZADAS EN GEL DE POLIACRILAMIDA A
LAS MUESTRAS DE TUBULINA DE CEREBRO DE RATA, Giardia lamblia y

Ascaris suum.

4.2.5.1.- Procedimiento de preparacion de muestras,

A unos tubos Ependorf conteniendo una cantidad en ul de amortiguador RB,
MM 6 PM, (dependiendo si se trat6 de la electroforesis de las muestras de tubulina
de rata, Giardia 6 Ascaris respectivamente) se les adicionaron ciertos volumenes
en pl que correspondian a 15 ug de contenido protéico total para el casoc de las
muestras de los extractos crudos, de citoesqueletos de Giardia o semipurificadas
que se obtuvieron en los pasos de obtencion de las muestras de tubulina. & 5 pg
para el caso de las muestras obtenidas de las tres tubulinas, y para las muestras
que se generaron en los pasos finales (a partir del sequndo ciclo de polimerizacién

para el caso de las muestras de cerebro de rata), de tal forma que el volumen final
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y tolal contenido en todos los tubos Ependorf fuera de 10 ub. Luego, a otro tubo
Ependort conteniendo 7 pL del mismo amortiguador, se le vertieron 3 ul de la
mezcla de marcadores de peso molecular y, posteriormente, a éste y a todos los
tubos Ependorf con las muestras se les adicionaron 10 ul de amortiguador de
muestra 2X y con ayuda de la micropipeta las muestras se homogenizaron y
después fueron colocadas dentro de una plancha caliente por un minuto, la cual se
encontraba a 100°C, para gue finalmente quedaran listas para ser aplicadas al gel

de poliacrilamida.

4.2.5.2.- Procedimiento de preparacion del gel de poiiacrilamida al 10 %.
A} Preparacion del gel separador al 10%.

A un vaso de precipitados de 50 mL conteniendo 1.25 mL de solucidn de
acrilamida al 30%-bisacrilamida al 0.08%, se le adicionaron en orden consecutivo:
0.93 mL de amortiguador Tris/SDS pH=8.8, 1.56 mL de agua deionizada, 12.5 ul
de solucién de APS al 10% y 5 uL del reactivo TEMED. La mezcla se agité y con
ayuda de una micropipeta se vertié entre las placas de vidrio del equipo de
electroforesis y se dejé en reposo por 45 minutos para que el gel separador

polimerizara.

B} Preparacion del gel concentrador al 5%.

A un vaso de precipitados de 50 mL conteniende 0.65 mL de solucion de
acrilamida al 30%-bisacrilamida al 0.08%, le fueron adicionados en orden
consecutivo: 1.25 mL de amortiguador Tris CI/SDS pH=6.8, 3.05 mL de agua
desionizada, 25 plL de solucidon de APS al 10% y 5 pL de reactivo de TEMED. La
mezcla se agitd, y con la ayuda de una micropipeta, se vertio entre las placas de
vidrio del equipo de electroforesis por arriba del gel separador ya gelificado; luego
se coloco el molde para 10 carriles en ésta y se dejd en reposo por 30 minutos
para que el gel concentrador polimerizara.

Finalmente se extrajo el molde de los carriles, y el get de poliacrilamida ya
polimerizado entre las placas de vidrio, se colocd dentro de la camara de

electroforesis.
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4.2.5.3.- Electroforesis de ias muestras.

La camara de electroforesis con el gel ya listo, se llend tanto en ia cavidad
exterior como en la interior con un litro de amortiguador de corrida y con una jeriga
microlitica se aplicd en el carril uno la muestra con la mezcla de los marcadores de
pesos moleculares y en los carriles siguientes se fueron aplicando las demas
muestras, empezando con el extracto crudo de cerebro de rata o Ascars suum o
la suspension con citcesqueletos de Giardia famblia, segin sea el caso, y
continuando con las demas muestras que se generan en los pasos consecutivos a
la purificacién, aplicando siempre en el Gtimo carril la muestra obtenida de
tubulina de cerebro de rata, Giardia famblia o Ascaris suum.

Posteriormente se colocé la tapa con los electrodos, se hizo la conexion con la
fuente de poder y la cdmara de electroforesis fue sometida a un voitaje de 100
volts dejando correr las muestras hasta que el frente de las muestras llegé ai nivel
del borde inferior de las placas de vidrio, en ese momento se apagé la fuente de
poder, se quitd la tapa con los electrodos y se sacaron las placas de vidrio con el
gel. Las placas de vidrio fueron separadas para extraer el gel el cual fue colocado
en una charola de plastico con la solucion tefidora de azul de Coomasie y ésta se
coloco sobre el agitador por una hora. Luego se retiré el gel de la solucion tefiidora
¥y se coloco en otra charola de plastico con solucién destedidora y ésta se coloco
nuevamente sobre el agitador, realizando los cambios de la solucion cada vez que
ésta se saturaba de colorante hasta que el gel quedé destefiido.

Finalmente el gel se sacod de la solucion destefiidora y se colocod sobre upa
pantalla de iluminacién para observar los desplazamientos de las muestras en el
gel que resultan de la electroforesis, asi como también para la verificacion del
peso molecular por la comparacion del desplazamiento de los marcadores. Los
geles se consevaron para usos posteriores sumergidos en la solucién destefidora.

También se realizd otra electroforesis similar pero esta vez con las tres
muestras de tubulina (cerebro de rata, Giardia y Ascaris) en et mismo gel, en el
cual se aplicé un contenido proteico de 3 pg (aproximadamente) de cada muestra
funto con 3 pl. la mezcla de marcadores de peso molecutar. Se obtuvo un gel con

el cual se llevd a cabo el analisis densitométrico de las tres muestras y en el que
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se compararon entre si el aspecto de las tubulinas de ios tres modeios

experimentales.

4.2.6.- IDENTIFICACION DE L AS MUESTRAS DE TUBULINA DE CEREBRO DE
RATA, Giardia lamblia y Ascaris suum POR EL METODO DE
INMUNOELECTROTRANSFERENCIA CON LUMINOL.

Se realizdé una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% de las tres
muestras de tubulina de los tres modelos experimentales aplicando un contenido
proteico de 5 g (aproximadamente) de cada una junto con 3 ul de la mezcla de
los marcadores de pesc molecular. Al término de la electroforesis se extrajo el get
de las placas de vidrio, se cortd un pedazo de papel de nitrocelulosa con el
tamafio exacto del gel y también se cortaron seis trozos de papel filtro Whatman
de un tamafo mayor que el gel. Tanto el gel como el papel de nitrocelulosa y los
trozos de pape! filtro recortados se sumergieron en el amortiguador de
transferencia por 5 min. Luego el gel se unio al papel de nitrocelulosa y después
se unieron tres pedazos de papel filtro en ambos lados a manera de hacer un
sandwich, el cual se coloct en la camara de transferencia cuidando que el papel
de nitrocelulosa quedara orientado hacia el polo positive, se vertid un poco de
amortiguador de tranferencia sobre el sandwich y se tapé la camara.

Se realizaron las conexiones con la fuente de poder para llevarse a cabo el
Blot , con una corriente de 200 mA por 25 minutos. Tiempo después se extrajo el
papel de nitrocelulosa, se sumergio en una charola de plastico con solucién
tefiidora de rojo de Punceau y se coloco en el agitador por 10 minutos. Tiempo
despues, al sacar el papel de nitrocelulosa se observd que las manchas de las
muestras de tubuiina se tifiieron de rojo fas cuales se marcaron por su periferia
suavemente con un lapicero y posteriormente Ja nitrocelulosa se sumergié en otra
charola con solucion de leche descremada en poivo at 5% en amortiguador PBS-
tween al 0.05%, colocéandose ia charola en el agitador por una hora. Luego se lavd
el papel de nitrocelulosa cinco veces con el mismo amortiguador de PBS-tween y

se le realizaron tres cortes en tiritas de 5 mm de ancho a cada una, de tal forma
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que cada tirita recortada contenia la mancha de una de las tres muestras de
tubulina. Una cuarta tirita con muestra de tubulina de cerebro de rata, se obtuvo de
un blot anterior la cual se utilizé como control negativo.,

A una placa de acrilico con 10 carriles se le marcaron los primeros cuatro con
los nimeros 1,2,3 y 4, en el carril 1 se coloco la tirita de la muestra de tubulina de
cerebro de rata del bolt anterior correspondiente al control negativo con un mb de
una dilucion 1:3000 de suero de raton preinmune, en el carril 2 se colocé ia tirita
con la muestra de tubulina de cerebro de rata con un mL de una dilucién 1:3000
de suero antitubufina de rata de ratén, en el carril 3 la tirita con la muestra de
tubulina de Giardia lamblia con un mL de la dilucién 1:3000 de suero antitubulina
de Giardia de ratén y en el carril 4 la tirita con la muestra de tubulina de Ascaris
suum con un mbL de la dilucion 1:3000 de suero antitubulina de rata de raton. La
placa se colocd sobre el agitador para incubar las tiritas con el anticuerpo primario
en agitacion por una hora a temperatura ambiente.

Posteriormente, las tiritas se lavaron 5 veces con el amortiguador PBS-tween
al 0.05% y después a todos los carriles se les agregé un mL de {a dilucién 1:4000
de suero antilgG de ratén de cabra acoplado a peroxidasa, que es el anticuerpo
secundario, y la placa se incubd bajo agitacion por una hora a temperatura
ambiente.

Tiempo después, las tiritas se lavaron 5 veces con el amortiguador PBS-tween
y dentro de una bolsita de polietileno, las 4 tiritas fueron rociadas con el reactivo
de Lumino! ECL (mecanismo de accion en figura No. 12)% dejandolas
interaccionar por dos minutos para que posteriormente, en un cuarto obscurg, se
llevara a cabo la impresién de fa pelicula radiografica por el contacto directo con
las 4 tiritas de nitrocelulosa. Una vez gue se realizd la impresion el revelado se
obtuvo con los reactivos, revelador y fijador, para que finalmente la pelicula
obtenida {(después de dejarla secar) nos permitiera hacer la identificacion de que
las muestras aisladas correspondian a tubulina para el caso de los tres modelos

experimentales.
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0 0
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I\llH Peroxidasa _ +N; + hy
NH; O NH; O
Figura No. 12

Fundamento inmunoquimico de la técnica de identificacién de tubulina por el
método del reactivo de luminol.

4.2.7.- DETERMINACION DE LA PUREZA DE LAS MUESTRAS DE TUBULINA
DE CEREBRO DE RATA, Giardia lamblia y Ascaris suum A TRAVES DEL
PROGRAMA DE ANALISIS DENSITOMETRICO SIGMA-GEL.

Al gel obtenido anteriromente en donde se realizé la electroforesis de las tres
muestras de tubulina de los tres modelos experimentales, se le realizd un copiado
del tipo scan en el equipo Eagle-Eye. Posteriormente el scan del gel de
poliacrilamida se analizd en computadora a través del programa Sigma-Gel con el
que se realizd el andlisis densitométrico y se estimé la pureza en tubulina de cada
una de las muestras obtenidas. La cuantificacion de ta intensidad de cada una de
las diferentes bandas que presenté cada muestra en el gel de poliacrilamida, se da
en pixeles, y su sumatoria se considera como el 100%; por lo tanto la pureza en
tubulina se obtiene de dividir la intensidad en pixeles de las dos bandas que
corresponden a los dimeros de o y P tubulina entre la sumatoria total de la
intensidad en pixeles que se obtuvé para todas las bandas presentes en el analisis
electroforético de cada muestra multiplicado por cien. Fue de esta manera como
se estimaron los porcentajes de pureza en tubulina de las muestras de cerebro de

rata, Grardia fambifa y Ascarnis suum.
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4.3.- LOS EXPERIMENTOS DE UNION Y AFINIDAD

4.3.1.- PREPARACION DE LAS DILUCIONES DE LA SOLUCION DE
[*HJALBENDAZOL.

Para llevar a cabo los experimentos de union se prepararon nueve diluciones
para dar lugar a las concentraciones de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 90 uM a

partir de una solucién stock de la muestra de [*H]albendazol de 100 uM.

4.3.1.1.- Solucién stock 100 M de la solucion de[°HJalbendazol.
Se tomd una alicuota de 76ul (1.315 mM) de la solucién de [*H]albendazol y
se llevo a 1,000 pl con amortiguador MES 0.025M, DMSO al 20%, pH= 6.5 100

mL. y asi se obtuvo la solucion stock 100 pL de [*H]albendazo.

4.3.1.2.- Preparacién de las concentraciones de 10, 20, 40, 50, 60, 70, 80 y 90
uM de la solucién de [*H]atbendazol a partir del stock 100 pM.
Para la preparacion de estas diferentes concentraciones se llevaron a cabo las

diluciones de la solucidn stock 100 pM segun la siguiente tabla:

TABLA DE DILUCIONES.

Dilucién | Alicuota de la solucion Aforo con Concentracion
No. stock de 100 uL Amortiguador MES uM final,
enpl. 0.025M, DMSO al 20%,
pH=6.5 enpul.
1 15 150 10
2 30 150 20
3 45 150 30
4 60 150 40
5 75 150 50
6 ap 150 60
7 105 150 70
8 120 150 80
9 135 150 90

cn
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4.3.2.- PREPARACION DE LAS DILUCIONES DE LAS MUESTRAS DE
TUBULINA PARA AJUSTAR LA CONCENTRACION FINAL A 0.222 pgipl.

4.3.2.1.- Dilucion stock de la muestra de tubulina de cerebro de rata.

Se llevd a cabo la dilucion de la muestra de tubulina de cerebro de rata con
una concentracion total de proteina de 5396 ug/ul para llevarla a una
cencentracion final de 0.222 pg/ul de la siguiente manera:

Si la pureza estimada para esta muestra fue det 82.05% entonces la
concentracion real en tubulina es de 4.427 pg/ul.

En un vial de vidrio de 10 mL de capacidad se vertieron 2849.6 pL de
solucion amortiguadora RB frio y luego se le adicionaron 150.4 pulL de fa
muesira de tubulina de cerebro de rata. Posteriomente esta mezcla se

- homogenizdé con ayuda de la misma micropipeta, obteniéndose de esta forma
la dilucidon que se utilizé para el experimento de union, la cual presentd un

volumen final de 3 mL y una concentracién final de 0.222 ng/pL.

4.3.2.2.- Dilucién stock de la muestra de tubulina de Giardia lamblia.

Se llevd a cabo la dilucioén de la muestra de tubulina de Giardia lamblia con
una concentracion total de proteina de 0.29144 ng/ul para llevarla a una
concentraciéon final de 0.222 ug/ul de la siguienie manera:

Si la pureza estimada para esta muestra fue del 100% entonces la
concentracion real en tubulina es de 0.29144 pg/pl.

Ern un via) de vidrio de 10 mL de capacidad se vertieron 22852 L de la
muestra de tubulina de Giardia lamblia y luego se le adicionaron 714.8 ul de la
salucidon amortiguadora MM frio. Posteriormente esta mezcla se homogenizd
con ayuda de la misma micropipeta, obteniéndose de esta forma la dilucién
que se utilizd para el experimento de unién, fa cual presenté un volumen finai

de 3 mL y una concentracién final de 0.222 pglful .
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4.3.2.3.- Dilucién stock de la muestra de tubulina de Ascaris suum.

Se llevd a cabo la dilucion de la muestra de tubulina de Ascaris suum con
una concentracion total de proteina de 0.53747 pg/uL para llevarla a una
concentracién final de 0.222 pg/ul de la siguiente manera:

Si la pureza estimada para esta muestra fue del 81.54% entonces la
concentracion real en tupulina es de 0.43825 pg/ulL.

En un vial de vidrio de 10 mL de capacidad se vertieron 1519.7 ul de la
muestra de tubulina de Ascaris suum y luego se le adicionaron 1480.3 pL de la
solucion amartiguadora PM frio. Posteriormente esta mezcla se homogenizo
con ayuda de la misma micropipeta, obteniéndose de esta forma la dilucion
que se utilizd para el experimento de unidn, la cual presentd un volumen final

de 3 mL y una concentracion final de 0.222 ug/ul.

4.3.3.- EL EXPERIMENTQ DE UNION DE t AS MUESTRAS DE TUBULINA DE
CEREBRO DE RATA, Giardia lamblia Y Ascaris suum CON EL ALBENDAZOL.

A 30 tubos Eppendorf se les agrego a cada uno 90 ik de la dilucion stock de la
muestra de tubulina de cerebro de rata, a otros 30 tubos Eppendorf se les agregd
80 ul. de la dilucion stock de la muestra de tubulina de Giardia Jamblia y a otros 30
tubos Eppenforf se les agregd 90 pl de la dilucion stock de la muestra de tubulina
de Ascaris suum.

Posteriormente a otros 10 tubos Eppendorf se les agregdé 90 uL de de
amortiguader RB, a ctros 10 tubos 80 uL de amartiguador MM y a ortos 10 tubos
90 pl de amortiguador PM.

Luego a cada uno de estos 120 tubos Eppendorf se les adicicnan 10 ub de las
diferentes concentraciones micromolares de la solucion de [*Hlalbendazol de [a

forma en que se indica a continuacién en la siguiente tabla:
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RELACION DE EPPENDORF VS AMORTIGUADOR O CONCENTRACION.

No. EPPENDORF

10 uM A ADICIONAR DE ]

A1 Amartiguador RB 10 uM C.R.
A-2 Amortiguador MM 10 uM G.L.
A-3 Amaortiguador PM 10 uM A.S.
B8-1 Amortiguador RB 20 uM C.R.
B-2 Amortiguador MM 20 uM G.1.
B-3 Amortiguador PM 20 uM A.S.
C-1 Amortiguador RB 30 yM C.R.
| c-2 Amortiguador MM 30 yM G.L.
C-3 ] Amortiguador PM 30 uM A.S.
D-1 Amortiguador RB 40 uM C.R.
- D-2 Amortiguador MM 40 uM G.L.
‘:q D-3 Amortiguador PM 40 yM A.S.
L B Amortiguador RB 50 uM C.R.
F E-2 Amortiguador MM 50 uM G.L.
I: E-3 Amortiguador PM 50 uM A.S.
F1 Amortiguador RB 60 yM C.R.
) F-2 Amortiguador MM 60 uM G.L.
F-3 Amortiguador PM 60 uM A.S.
G-1 | Amortiguador RB 70 uM C.R.
G-2 Amortiguador MM 70 nM GLL.
G-3 Amortiguador PM 70 uM A.S.
H-1 Amortiguador RB 80 uyM C.R.
H-2 Amortiguador MM 80 uM G.L.
H-3 Amortiguador PM 80 uM A_S.
I-1 Amortiguador RB 90 pM C.R.
12 Amortiguador MM 90 yM G.L.
I-3 Amortiguador PM 90 uM A.S.
J-1 Amortiguador RB 100 uM C.R.
J-2 Amartiguador MM 100 uM G.L.
J4-3 Amortiguador PM 100 uM A.S.
11 1-10 yM C.R.
1-2 210 yM C.R.
1-3 3-10 uM C.R.
I 21 1-10 yM G.L. B
22 210 uM G.L.
R 2-3 3-10 uM G.L.
31 1-10 uM A.S.
i 3-2 2-10 pM A.S.
T 33 T 3A0uMAS. =
’ 4-1 1-20 uM C.R.
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4.2 2-20 y(MC.R.
43 3-20 (M C.R. ]
51 1-20 M G.L.
5.2 220 (M G.L.
5.3 3-20 (M G.L.
6-1 1-20 UM A.S.
6-2 2-20 UM A.S.
6-3 320 (M A.S.
71 1-30 y(MC.R.
72 2-30 (M C.R.
7-3 3-30 uMC.R.
8-1 1-30 uM G.L.
8-2 2-30 yM G.L.
8-3 3-30 yM G.L.
9-1 1-30 pM A.S.
9-2 2-30 UM A S,
9-3 3-30 UM A.S.
10-1 140 1M CR.
102 240 yMC.R.
10-3 340 UM C.R.
114 140 UM G.L.
11-2 240 IM G.L,
113 340 UM G.L. ]
121 140 1M A.S.
12-2 240 UM A.S. B
12-3 340 uM A.S.
134 1-50 UM C.R.
132 2-50 UM C.R.
13.3 350 yM C.R.
14-1 1-50 uM G.L.
142 2-50 uM G.L.
14-3 350 yM G.L.
15.1 140 1M A.S.
15.2 2-50 uM A.S.
153 350 yM A.S.
16-1 1-60 UM C.R.
16-2 2-60 1M C.R.
16-3 3-60 uM C.R.
171 160 UM G.L.
17-2 260 YM G L.

18-1

360 yM G.L.
1.60 uM A.S.
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- 18-2 ] 2-60 uM A.S.
183 ' 3-60 uM A.S.
_ 19-1 1-70 UM C.R.
19-2 2-70 uM C.R.
- 19-3 3-T0uyMCR.
T 20-1 1-70 yM G.L.
20-2 ] 2-70 UM G.L.
_ 20-3 3-70 yM G.L.
21-1 1-70 UM A.S.
21-2 — 2-70 tM A.S.
- 21-3 3-TO UM A.S.
221 1-80 uM C.R.
22-2 2-80 yM C.R.
, 22-3 3-80 uM C.R.
o 231 180 UM G.L.
T 232 280 UM G.L.
23-3 3-80 yM G.L.
T 24-1 1-80 UM AS.
24-2 2-80 uM A.S.
24-3 ] 3-80 UM A.S.
i 2541 1-90 yM C.R.
f 25-2 2-90 yM C.R.
a 25-3 3-90 uM C.R.
- 26-1 1-90 UM G.L.
26-2 2-90 uM G.L.
26-3 3-90 UM G.L.
f 271 1-90 uM A.S.
C 27-2 2-90 uM A.S.
‘ 27-3 3-90 uM A.S.
‘ 28-1 1-100 uM C.R.
i 28-2 2-100 pM C.R.
T 28-3 3-100 uM C.R.
29-1 1100 yM G.L.
29-2 2-100 UM G.L.
29-3 3-100 pM G.L.
30-1 1-100 uM A.S.
! - 30-2 2-100 pM A.S. ]
o 30-3 3-100 UM A.S.
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Los 120 tubos Eppendorf se prepararon en cuatro series de 30 tubos cada una,
segun la tabla anterior; se colocaron en ef agitador orbital Nutator v se incubaron
por 20 minutos a 37°C.

Tiempo después se adiciond a cada uno de Ios tubos 500 pL de una solucién
de BSA al 1% con carbon activado a una concentracion de 2 mg/mL® y los tubos
se incubaron de nuevo en el agitador orbital por 5 minutos a 37°C.

Finalmente los tubos se centrifugaron por 10 minutos a 14,000 rpm y
posteriormente 400 sl del sobrenadante de cada tubo fuercn adicionados en 120
viales para contador de centelleo que ya contenian previamente 5 mbL de la
solucion Cocktail Insta-Gel de Packard. Después de ser agitados manualmente los
120 viales fueron colocados en 11 racks de 12 viales de capacidad, junto con otros
6 viales cuyo ¢contenide se deseribe a continuacion:

Dos de estos 6 viales son los estandares blanco y de [*H] Beckman. A los
otros 4 viales se les agregé a cada uno, 5 mL de la solucién Cocktail de Packard y
posteriormente se les adicionaron 400 ulL de la solucién de BSA al 1%. Luego a un
primer vial se le adicionaron 10 pL de DMSO, a un segundo 10 pl de la soiucién
de [Hlalbendazol, a un tercero 10 pl de la dilucibn 1:10 de solucién de
[*H)albendazo! y al ultimo 10 pL de la dilucion 1:100 y se agitaron manualmente.

Finaimente los 126 viales se llevaron al contador de centelleo para la

determinacién de sus respectivas actividades en tritio.
4.3.4.- CALCULOS Y GRAFICAS.

Una vez obtenidos los datos del contador de centelleo, se procedio a calcular
el valor de union para cada una de las diez diferentes concentraciones de

albendazol para los tres modelos de acuerdo a la formula:*®%®

UNION= dpm, — dpm
AE [mg tubulina]
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En donde:

dpm, = Actividad real del promedic de fa muestra.

dpmy = Actividad real del blanco.

AE= Actividad especifica de 1a solucién de tritio-albendazol ai dia del experimento
de unién en dpmfpmol.

{mg tubulina] = Cantidad de tubulina en mg.

Posteriormente se procedid a elaborar las graficas de unidén en pmol/mg vs.
concentracion micromolar para cada modelo en estudio y después a cada una de
éstas, se le practicd su regresion no lineal de tipo hiperbdlico empleando para este
fin el programa Excel curve fitting™ en la version de Excel 2000 y la hersamienta
“Solver” con el cual las curvas oblenidas se rearreglaron de la mejor forma posible
en hipérbolas rectangulares para que posteriormente, a partir de los nuevos
valores de unién que se obtuvieron mediante esta regresidn, se interpolaron las
graficas hasta una concentracién de 20 uM {con la finafidad de poder cbservar Kd)
mediante el empleo de la formula que describe el modelo de union especifica

ligando-receptor para un solo sitio:*

Y= Bmax X
Kd+X

En donde:
Y= Unién en pmolimg
X= La concentracion de figando
Bmax= Unién maxima a una concentracién infinita de lhigando expresada en
pmolimg
Kd= La constante de disociacidn expresada en pM.

A partir de los nuevos valores de unidén que se obtuvieron mediante la
regresion no lineal, se realizé la transformacion de cada curva hiperbdlica a
graficas de tipo Scatchard, para lo cual se graficd el cociente de
Unién/Concentracién vs. Union, con la finalidad de linearizar los datos y asi

obtener los valores de las constanies Bmax, Kd y luego Ka.

ch
=~
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(a Bmax se obtuvo de |a intercepcion con el eje de las abscisas y la Kd del
inverso negativo de la pendiente; Ka se considerd como el inverso de Kd.

La concentracion minima para alcanzar el equilibrio en la formacion del
complejo albendazol-tubulina (Cmineq) se calculd probando en que valor de x se
obtiene el valor de Ka utilizando la férmula de E. Lacey:*®

y= BmaxKa(x-y}(Ka{x-y}+1)

En donde:
y= Es la unidn en pmoi/mg
x= La concentracién pM de ligando
Ka= Constante de asociacion expresada en pM'1
Bmax=Union maxima a una concentracion infinita de ligando expresada en
prmolimg.

que también puede expresarse de la siguiente forma:
2. 2
Bmax(x-y) Ka™+ Bmax(x-y)Ka-y=0

2
y que se resuleve para Ka de la forma: ax“+bx+c=0

Finalmente, una vez cuantificadas ia uniones del albendazol por las tubulinas y
después de haberse obtenido el valor de las constantes que nos propusimos, se
llevé a cabo un analisis comparativo de la afinidad que mostro el albendazol por
ias tubulinas de los dos organismos parasitos con respecto a la tubulina de

cerebro de rata.
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5. RESULTADOS

Para la sintesis del 6-bromoalbendazol se desarrcllaron tres rutas sintéticas
diferentes en las cuales se generaron un total de siete compuestos intermediarios:
AL HE IV, VOV y VT que, asi como el 6-bromoalbendazol obtenido por las tres
rutas, fueron caracterizados por sus propiedades fisicoquimicas particulares tales
como punto de fusibn, f en un determinado sistema de elucidon y por su
descripcion fisica. Todos estos datos se presentan en la tabla 5.1,

La elucidacion estructural se llevo a cabo por métodos espectroscopicos de
infrarrojo (KBr), resonancia magnética protonica (300 MHZ) y espectrometria de
masas (impacto electronico). Los datos espectroscépicos se resumen en la tabla
52

En este apartado se muestran fos resultados analiticos obtenidos con [a
solucitén de [*Hialbendazol como son la cuantificacion por espectrofotometria UV,
la estimacion de pureza por HPLC, y la determinacion de su actividad especifica.

También se muestran los geles de poliacrilamida que se obtuvieron de las
electroforesis realizadas a las muestras de tubulina de cerebro de rata, Giardia
lamblia y Ascans suum, los resultados de la cuantificacion y la estimacion de Ja
pureza se llevaron a cabo por el método de Bradford y el programa Sigma-Gel
respectivamente, asi como también, las peliculas fotograficas que se obtuvieron
en la identificacion de las muestras de tubulina por el método de
inmunoelectrotransferencia con tuminol.

Se presentan los datos y las graficas de cada uno de los modelos que se
obtienen de los experimentos de union asi como también, los calculos que se
realizaron para obtener las constantes que describen la afinidad y el
comportamiento de los complejos albendazol-tubulina que resultan de los tres

modelos experimentales de este estudio.
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5.1. PARTE QUIMICA.

5.1.1.- TABLA DE CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS
INTERMEDIARIOS SINTETIZADOS, DEL ALBENDAZOL Y DEL 6-BROMO

ALBENDAZOL.
Nombre del Punto de | Rendimiento rf Descripcion
Compuesto Fusion Sintético Fisica del
en °C Compuesto
3-cloroacetanilida (1) 75-717 95.5% 0.46 Agujas
sistema 8 cristalinas de
color blanco.
4-bromo-3-cloro 123-124 95% 0.40 Polvo cristalino
acetanilida (ll} sistema 1 de color blanco.
4-bromo-3-cloro-2- 0.46 Agujas
nitroacetanilida {(M)-a) 121-123 $7.3% sistema 4 cristalinas de
color amaritio
claro.
0.21 Polvo cristalino
4-bromo-3-cloro-2- 1498-200 75% sistema 2 | de color amarillo
nitroanilina (V) eluido tres mostaza.
veces,
4-bromo-5-propiltio-2- 135-137 0.13 Agujas
nitroanilina (V) 80.2% sistema 3 cristaiinas de
color naranja.
4-bromo-5-propiltio-1, 0.40 Polvo ceroso de
2-fenilendiamina {VI) 60-65 95.88% sistema 5 color amarillo-
naranja.
2-amino-6-bromo-5- 0.15 Polvo amorfo de
propiltiobencimidazol 125-127 92.7% sisterna 7 | color heige claro.
(v}
6-bromoalbendazol 0.38
(vi-1) 224-226 53% sistema 6 | Polvo amorfo de
de Ruta Sintética No.1 eluido dos color blanco.
veces
6-bromoalbendazol 0.41
(VIl-2) 222-224 66.5% sistema 6 | Polvo amorfo de
de Ruta Sintética No.2 eluido dos | color beige clare
veces
6-bromoalbendazol 0.37
(VIl-3) 225-226 84.2% sistema 6 | Polvo amorfo de
de Ruta Sintética No.3 efuido dos color bianco,
veces
0.24
Albendazo! 208-210 | e sistema 6 | Polvo amorfo de
eluido dos color blanco.
veces
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5.1.2.- TABLA DE DATOS ESPECTOSCOPICOS DE LOS COMPUESTOS
INTERMEDIARIOS SINTETIZADOS, DEL ALBENDAZOL Y DE LA SOLUCION

DE [’H)ALBENDAZOL.

Nombre del
Compuesto

Datos Espectroscopicos

3-clorcacetanilida (1)

« IR (KBr): 3318 y 3246 ¢m™" (N-H), 1664cm™"

{C=0}y 1370 cm™ {CH3).

«  RMN'H (300 MHZ): (3H) 6=2.176 ppm (CHy), (1H) 5= 7.06, 7.22,
7.34 y 763 ppm protones aromdticos 4, 5, 6 y 2
respectivamente. (1H) intercambiable con D,0 8=7.8ppm (NH).

¢ _EM(IE): Pico hase 127 mizy M® 169 m/z.

}‘
4-bromo-3-

cloroacetanilida ()

IR (KBr): 3308 cm1” (N-H}, 1670 cm” {C=0), 1378 co”" (CH,).

« RMN'H (300 MHZ): (3H) 5=2.21 ppm (CH,}, (1H)} 5= 7.28,7.53 y
7.78 ppm protones aromaticos 6, 5y 2 respectivamente.

{1H) intercambiable con D,0 5= 7.87 ppm (NH).

* _EM{IE): Pico base 207 m/z y M" 249 m/z,

4-bromao-3-cloro-2-
nitroacetanilida
(fh-A)

« (R (KBr): 3218 em™ (N-H), 1680 cm (C=0) y 1372 cm”’ (CHa} y
888 cm™ {C-NO;).

e RMN'H (300 MHZ): (3H) 5=2. 337 ppm (CH;), (1H) 5= 8.504 y
9.078 ppm protones aroméaticos “para” 6 y 3 respectivamente.

{1H) intercambiable con D;0 = 10.334 ppm (NH).

» EM {IE}: Pico 43 miz, 206 miz, pico base 252 mizy M* 294 m/z.

4-bromo-3-cloro-2-
nitroanilina {1V}

IR {KBr): 3478 y 3354 cm” {NH_), 1242cm™ (C-N) y

892 cm' (C-NO,).

« RMN'H (300 MHZ): (tH} 8= 7.09 y B8.496 ppm protones
aromaticos “para” 6y 3 respectivamente.

(2H} intercambiable con D0 3= 6.2 ppm {NH;}.

s EM (JE}: Pico 206 miz y pico base a la vez M' 252 miz.

4-bromo-5-propiltio-
2-nitroanilina (V)

« IR (KBr}: 3468 y 3338 cm™ (NHy), 1462 cm™ (CHy), 1372 em”
{CH;) y 1234 em™ (C-N).

«  RMN'H (300 MHZ): [3H) 5= 1.217 ppm (CH,), (2H) 5= 1.9y 2.995
ppm 2(CH;). (1H) &= 6.543 y 8.37 ppm protones aromaticos
“para” &y 3 respectivameante.

{2H) intercambiable con D;0 {débil) 5= 6.1 ppm (NH;).

» _EM (IE): Pico 43 miz, pico base 250 miz y M+1" 292 m/z.

4-bromo-5-propiltio-
4, 2-fenilendiamina
v)

» IR (KBr): 3440, 3356 y 3314 cm” {NH;)} y 1270 cm (C-N).

o RMN'H (300 MHZ): (3H) 5= 1.0 ppm (CH,), (2H) 5= 1.617 y 2.792
ppm 2(CH;). (1H) 5= 6.8 y 6.914 ppm protones aromaticos
“‘para” 6y 3 respectivamente.

{4H)} intercambiable con D,0 5= 3.4 ppm 2({NH,).

« EM (IE}: Picos 139 miz y 219 m/z; pico base a {a vez M+1"
262 miz.
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Nombre del
| Compuesto

Datos Espectroscopicos

2-amino-6-bromo-5-
propiltio
bencimidazol (VIil)

« IR (KBr) 3366 a 3186 o' (N-H) y 1688 cm’ (C= N).

«  RMN'H (300 MHZ): (3H) 5= 0.967 ppm (CH;), {2H) 6= 1.55 y
2.854 ppm 2(CH;). {1H) &= 7.216 y 7.378 ppm protones
aromaticos “para” 4 y 7 respectivamente del nicleo
bencimidazol.

(2Hj intercambiabile con D,0 §= 7.02 ppm (NH,).

+ EM (IE) Picos 164 m/z, 177 miz y 244 m/z; pico base a la vez
M+1" 287 miz.

6-bromoalbendazol
(Vi-1)
de Ruta Sintética
No.1

« IR {KBr): 3340 cm’ {N-H), 1620 cm’ (C-N} 1708 cm’ (C=0) ¥
1094 cm '(c-0).

« RMN'H (300 MHZ): (3H) &= 0.986 ppm (CH,), (2H) 6= 158 y 2.9
ppm 2{CHy), (3H) d= 3.75 ppm {CH,0), (1H) 5= 7.46 y 7.63 ppm
protones aromdticos “para” 4 y 7 respectivamente del nicleo
bencimidazol.

(2H} intercambiabte con 0,0 (no visible] 5= 11.64 ppm Z(NHjJ.

» EM (IE}: Picas 271 miz, 313 m/fz, pico base 190 m/z y M+1’
345 miz.

6-bromoalbendazol
(VUI-2)
de Ruta Sintética
No.2

* IR {KBr): 3338 cm’ T(N-H), 1620 cm™ (C=N), 1708 cm"" {C=0} y
1094 cm™ (C-0).

*  RMN'H (300 MHZ): {3H) 5= 0.987 ppm {CH,), (2H} 5= 1.58 y 2.89
ppm 2{CH,), (3H) 5= 3.751 ppm (CH;0), (1H) 5= 7.464 y 7.631
ppm protones aromaticos “para” 4 y 7 respectivamente del
nicleo bencimidazoi.

(2H} intercambiable can D,0 (no visible) 5= 11.798 ppm 2(NH).

» EM {IE): Picos 271 miz, 313 miz, pico base 190 m/z y M+1"
345 miz.

6-bromoalbendazol

« IR (KBr): 3350 cm™ (N-H), 1832 cm" (C=N), 3710 cm" (C=0) y
1094 cm™ (C-0).
*  RMN'H (300 MHZ): (3H) 5= 0.98 ppm (CH,), (2H) 5= 1.58 y 2.887

(VIi-3) ppm 2(CH)}, (3H) &= 3.751 ppm (CH:0), (1H) 5= 7.46 y 7.63 ppm
de Ruta Sintética protones aromaticos “para” 4 y 7 respectivamente del nicleo
No.3 bencimidazot.
{2H) intercambiable con D,0 (no visible} 5= 11.67 ppm 2{NH}.
» EM {iE): Picos 271 m/z, 313 m/z, pico base 190 miz y M+1"
345 miz.
* IR (KBr): 3328 cm’ {N-H), 1634 cm™ (C=N), 1714 cm" (C=0) y
1096 cm (C-0).
» RMNH (300 MHZ): (3H) 5= 0.905 ppm (CHy), {2H) = 1.5 y 2.82
Albendazol ppm 2(CH;}, (3H) &= 3.48 ppm (CH,0), (1H) 5= 7.08, 7.325y 7.4
ppm protones arométicos 6, 7 y 4 respectivamente del nicleo
bencimidazo!.
(2H) intercambiable con D;0 {no visible) §= 11.65 ppm 2({NM).
+_ EM (IE): Pico 233 m/z, pico base 191 miz y M 265 miz.
Solucién de « EM(IE): Picos 159 miz y 233 m/z, pico base 191 miz y M’ 265
[H]albendazol miz.

s EM(IE) de alta resolucion: M* 265.09 miz, M+4: 268 miz y M+6:
270.9771 miz.
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5.1.3.- RESULTADOS ANALITICOS GBTENIDOS DE LA SOLUCION DE
[*H]ALBENDAZOL.

5.1.3.1.- Resultados obtenidos con la solucion de [‘H]albendazol por

espectrofotometria.

A través de la curva patron de albendazo! vs. absorbancia a 300 nm, se pudo

hacer evidente que la cantidad de analitos totales, que absorben a 300 nm y que

se encuentran presentes en la solucion de[*Hlalbendazol, recién obtenida y

disuelta con un mililitrc de DMSO fue de 1,216.8 pg. Estos al ser lievados a un

volumen final de 2.293 mL, dieron lugar a una concentracion final de analitos

totales (que absorben a 300 nm) en la solucion de [*H]albendazol de $30.6 ng/ml..

Ver detalle en el desarrollo experimental.

5.1.3.2.- Resultados obtenidos con la solucion [PHlalbendazol por HPLC.

A) Datos obtenidos con la curva patrén de albendazol por HPLC.

" No. de |Concentracién Areas Promedio | Alturas [ Promedio | Tiempo de

‘Anélisis en Obtenidas | delas |Obtenidas| delas | retencion

- pgfmi. areas alturas en min.
t-A | 0.2 0.31709 | 0.330965 | 0.00049% | 0.000505 11.134

| 1-B 0.2 0.34484 0.00052 11.170
2-A 0.4 0.64661 | 0.643715 | 0.00095 ;| 0.00095 11.508
2-B 0.4 0.64082 | _] 0.00095 11.433
3-A B 0.6 1.03396 | 1.018875 | 0.00144 | 0.00144 11.441
3-B 0.6 1.00379 0.00144 11.532

| 4-A 0.7 1.14045 | 1175005 | 0.00168 | 0.004685 | 11.649
4-B 0.7 F1 .20956 0.00169 11.613
5-A 0.8 1.43726 | 1.425525 | 0.00188 | 0.00188 11.794
5-B 0.8 1.41379 0.00148 11.983

| 6-A | 1.0 1 1.74358 | 1.761705 ; 0.00234 | 0.002355 | 11.888

| 6B | 1.0 1.77983 | 0.00237 11.917

" Ver grafica de la curva de &reas vs. concentracion en el apéndice ).
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Datos de 1a regresion lineal de la curva:

Promedio de éreas vs. Concentracion de albendazol en pg/mi
b= -0.058598, m= 1.8128 y r= 0.99858
Promedio de alturas vs. Concentracién de albendazol en pg/mL
b= 3.8122 x10™%, m= 2.3206 x 10 * y r= 0.99975

B) Datos obtenidos con las muestras de la solucién de [*H]albendazol por

HPLC.
No. de Dilucién de la Areas Promedio | Alturas | Promedio | Tiempo de
Analisis | muestra de tritio- | Obtenidas de las Obtenidas de ias retencién
] albendazol areas alturas en min.
1-A 1:500 1.19583 | 1.205415 | 0.00164 | 0.001655 11.810
1-B 1:500 1.21500 0.00167 11.837
2.A —P' 1:100 5.93425 | 5.95375 0.0078 0.00780 11.964
2-B 1:100 5.97325 . 0.0078

" Nota: 5.95375/5= 1.18075 y 0.0078/5= 0.001586, Io que nos indica que {as diluciones 1:500 y 1:100
correlacionan 1.5,

e Atraves de la curva patron de areas vs. concentracion, tenemos que un area

bajo la curva de 1.205415 comrelaciona para una concentracion de albendazol
de 0.6972692 ng/mL.

* Através de la curva patron de alturas vs. concentracion, tenemos que el dato

de altura de ia curva de 0.001655 correlaciona para una concentracion de
atbendazol de 0.696746 ug/mi.

Y si se considera el promedio de estos dos resultados obtendriamos una

concentracion de 0.697 pg/ml.

Dado que la dilueién de 'a muestra analizada fue 1:500; entonces la

concentracion final de albendazol en [a muestra original de la solucion de

[*Hlalbendazol sera de: 0.697 pa/mL x 500= 348.5 ngimlL 6 1.315 mM.

Siendo asi, la pureza en albendazol de la solucion de ["H]albendazol sera del:

348.5 ug/mi, x 100= 65.68%.
530.6 pgiml
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C) Datos del cromatograma obtenidos con la dilucion 1:100.

No. del pico | Tiempo de retencién | Nombre de! Nombre del probable
o en minutos. analito analito
3.695 Frente de Frente de elucién
I | etucion
2 6.271 Subproducto | g)fona de albendazol®
3 9.100 o Impureza 6-bromoalbendazol
4 11.964 | Albendazo! Albendazol

Ver cromatograma en el apéndice Ii.

*Para ver fundamento consuitar andfisis de resuitados pagina 118.

5.1.3.3.- Resultados radioldgicos obtenidos con la solucién de [°H]albendazol

en contador de centelieo.

A} Datos obtenidos de las lecturas de los estandares blanco y de

[*H)Beckman en contador de centelleo.

No. De Lectura | Lecturaencpm | Lectura encpm Cpm reales del
det blanco del estandar de estandar de
estandar *HBeckman [*H]Beckman
Beckman
1 37 50782 50745
2 24 50635 50611
3 25 50543 50518

La actividad real promedio del estandar de [*H]Beckman es de: 5§0,624.666 cpm,

B) Calculo del porcentaje de eficiencia del eguipo.

50624.666 CPM

x 100= 64.1%.

78965.87 DPM = actividad especifica actual del estandar para

64.1 %.
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C) Resultados obtenidos con las lecturas de actividad de la solucién de

[*Hlalbendazol.

1.- Resultados de los 10 ;L directos de la solucién de {*Hlaibendazol:

No. de Lectura Lectura de! Lectura de la Cpm reales
blanco en ¢cpm | muestra en cpm de la muestra
1 )| 150287.2 150256.2
2 152117.2 152086.2

La actividad real promedio de la solucidén de[*H]albendazo! es de: 151,171.2

cpm.

2.-Resultados de

los 40 pL de

las diluciones de

la solucion de

[’Hjalbendazol:
Dilucion Lectura del Lectura de las Cpm reales de las
blanco en cpm | diluciones en cpm diluciones
1:10 3 58846 58815
1:100 5939 5908

Nota: Obsérvese que si al valor obtenido de 151,171.2 cpm se multiplica por 4, este valor

comresponde con (a dilucion 1:10 si ésta se multiplicara por 10, por 1o que la proporcionalidad se

mantiene durante las dituciones de fa solucién de [‘Hlalbendazol fo que demuestra la confiabilidad

de! contador de centelleo.

Dj) Calculo de la actividad especifica de la solucién de [*H]albendazol.
Basandonos en el dato de la actividad real promedio de Ja solucion de

[*Hlalbendazol y del dato def porcentaje de eficiencia del equipo, obtenemos que:

151171.2 com = 235836.5 dpm.

0.641
por lo tanto: 235836.5 dpm__ = 23583650 dpmimL.
0.01 miL
y : 23583650 dpm/ml = 44447 dpmipg
530.6 pg/mL

Tabla de dpm obtenidas para las diluciones de la solucién de [*H]albendazol.

Dilucién Cpm reales de las Dpm de las diluciones
diluciones
1:10 | 58815 91755
1:100 5908 9216.8

Nota: 5 235836.5 dpm se multiplican por 4 (factor de dilucién de 10 a 40) da 543346 dpm y este
valor corresponde con 1a dilucion 1:10 si ésta se multiplicara por 10, por lo que 2 proporeienatidad
se mantiene lo que dermuestra la confiabilidad del contador de centelleo.
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5.1.3.4.- Recopilacion de los resultados analiticos obtenidos con la splucion
de [*H]albendazo! el dia del marcaje:

11 de Febrero de 1998.

1. Concentracion de analitos totales presentes en la solucién de
[*M]aibendazol por espectrofotometria de UV a 300 nm: 530.6 ngimi,

2. Pureza en albendazol de la solucién de [*H)albendazol determinada por
HPLC: 65.68 %.

3. Concentracion real como albendazol en 1a solucién de [*H]albendazol:
348.5 ug/mi= 1.315 mM.

4. Actividad especifica de la solucién de [FH]albendazol:

« 44447 dpm/ug * 1.963 x10° Bq/mmol
* 14.778 dpmipmol » 5305 mCi/mmol
*1.963 x10"" Bg/mol +196.3 MBg/mmol
| * 23583650 dpm/mL ]
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RESUL TADOS

5.2.- PARTE BIOLOGICA

5.2.1.- RESULTADOS ELECTROFQRETICOS OBTENIDOS CON LA MUESTRA
DE TUBULINA DE CEREBRO DE RATA.

5.2.1.1.- Gel de poliacrilamida obtenido de la electroforesis realizada a la
muestra de tubulina de cerebro de rata.

M 12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12

MAP'S
97.4 KDa
68 KDa
@ Tubulina
B Tubulina

43 KDa

25 KDa

18 KDa

14.3 KDa

Oe donde:
M.-Corrimiento electroforético de la mezcla de marcadores de peso molecular.
1.- Corrimiento electroforético del sobrenadante del extracto crudo de cerebre de rata.
2.- Corrimiento electroforético del sedimento después de 100,000 g a 4°C
3.- Corrirniento electroforético del sobrenadante después de 100,000 g a 4°C.
4.- Corrimiento electroforético del sedimento del primer ciclo de polimerizacién a 30°C.
5.- Corrimiento electroforético del sobrenadante del primer ciclo de polimerizacion a 30°C.
6.- Corrimiento efectroforético del sobrenadante del primer cicfo de despolimerizacion a 4°C.
7.- Corrimiento electroforético del sedimento de! primer ciclo de despolimerizacin a 4°C.
8.- Corrimiento electroforético del sedimento del segundo ¢iclo de polimerizacion a 30°C.
9.- Corrimiento electroforético del sobrenadante del segundo ciclo de polimerizacion a 30°C.
10.-Corrimiente electroforético del sedimento del segunde cicle de despolimerizacién a 4°C.
11 y 12.-Cormrimiento electroforético del sobrenadante del segundo ciclo de despolimernizacion a 4°C
con 10mg y 5 mg respectivamente. Esta es la muestra de tubulina de cerebro de rata.
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5$.2.2.- RESULTADOS ELECTROFORETICOS OBTENIDOS CON LA MUESTRA
DE TUBULINA DE Giardia lamblia.

5.2.2.1.- Gel de poliacrilamida obtenido de la electroforesis realizada a Ja
muestra de tubulina de Giardia lamblia.

M 1 2

200,000 KDa
97.4 KDa
68 KDa

o Tubulina

43 KDa B Tubulina

29 KDa

18 KDa
14.3 KDa

De donde;

M.-Corrimiento electroforético de la mezcla de marcadores de peso malecular.

1.- Corrimiento electroforético del sedimento a 100,000 g con ¢ extracto total de los citoesqueletos,
2.- Corrimiento electraforético del sobrenadante de la despolimerizacion a 4°C de! extracto total de
citoesqueletos. Esta es la muestra de tubulina de Giardia famblia,

1%



RESULTADCS

5.2.3. RESULTADOS ELECTROFORETICOS OBTENIDOS CON LA MUESTRA
DE TUBULINA DE Ascaris suum.

5.2.3.1.- Gel de poliacrilamida obtenido de la electroforesis realizada a la
muestra de tubulina de Ascaris suum.

oTubulina

B Tubulina
Actina

De donde:
1.- Corrimiento electroforético del extracty total.
2.- Carrimiento electroforético del sedimento después de 100,000 g a 4°C.
3.- Comrimiento electroforético del sobrenadante después de 100,000 g a 4°C.
4.- Corrimiento electroforético de la elucién en batch con 0.20 M de KCI,
5.- Corrimiento electroforético de la elucion en columna con §.20 M de KCi.
6.- Corrimiento electroforético de la elucidn en columna con 0.30M de KCJ,
7.-Corrimiento electroforético de la elucion en columna con 0.35 M de KCI. Esta es la muestra de
tubulina de Ascaris suum.



RESULTADOS

5.2.4.- RESULTADOS DE LA CURVA PATRON DE ALBUMINA SERICA DE
BOVINO CON EL REACTIVO DE BRADFORD QUE SE UTILIZO PARA LA
CUANTIFICACION DE LAS MUESTRAS DE TUBULINA DE CEREBRO DE

RATA Giardia lambliay Ascaris suum.

ABSORBANCIA PROMEDIO VS. CANTIDAD DE BSA EN pg.

Punto de Contenido  [Absorbancia a 595 nm| Absorbancia
la curva | protéico de BSA promedio
No. en ug a 595 nm
— N 0.013
1 0.312 0.010 0.011
S [ oot ]
0.042
2 0.625 0.046 0.043
0.041
e 0.101 5
3 1.250 0.104 0.104
0.107
0.224
4 2.500 0.230 0.226
- 0.224
0.433
5 5.000 B 0.440 0.438
0.441 |

Ver grafica de la curva en el apéndice |.

Datos de la regresién lineal de la curva:

»

b= -0.011839
m= 0.091018
r=0.9992829
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RESULTADOS

5.2.5.- RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DE LAS MUESTRAS DE
TUBULINA DE CEREBRO DE RATA Giardia lamblia y Ascaris suum POR EL
METODO DEL REACTIVO DE BRADFORD.

5.2.5.1.- Cuantificacion del contenide protéico de la muestra de tubulina de
cerebro de rata por el método del reactivo de Bradford.

Resultados de la muestra:

No. de Volumen de la Absorbancia | Absorbancia | Cencentracién
Ensayo | dilucién 1:10defa | promedio a a 595 nm En pgipl
muestra adicionado 595 nm
L en pl
1 i 5 0.226 ]
2 5 0.231 0.23366 5.396
— 3 5 0.244

La concentracién final de la muestra de tubulina de cerebro de rata es de:
5.396 ug/pt.

5.2.5.2.- Cuantificacion del contenido protéico de la muestra de tubulina de
Giardia lamblia por el método del reactivo de Bradford.

Resultados de la muestra:

No. de Volumen de la Absorbancia | Absorbancia | Concentracidn
Ensayo | dilucion 1:10 de la promedio a a 595 nm en ug/nl
muestra adicionado 5985 nm
enul
1 10 0.247
2 ] 10 0.246 0.25333 0.29144
L 3 ] 10 0.267

La concentracién final de la muestra de tubulina de Giardia fambfia es de:
0.29144 pg/ul.
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RESULTADOS

5.2.6.3.- Cuantificacion del contenido protéico de la muestra de tubulina de

Ascaris suum por el método del reactivo de Bradford.

Resultados de la muestra:

No. de Volumen de la Absorbancia | Absorbancia | Concentracion
Ensayo | dilucién 1:10dela | promedio a a 595 nm en ugiul
muestra adicionado 595 nm
en ul
1 § 0.223
2 5 0.235 0.23266 0.5374
K] 5 0.240

La concentracién final de la muestra de tubulina de Ascaris suum es de:
0.5374 pgiul.

83




RESULTADOS

5.2.6.- RESULTADOS OBTENIDOS CON LA IDENTIFICACION DE LAS
MUESTRAS DE TUBULINA DE CEREBRO DE RATA, Giardia famblia y
Ascaris suum EN PELICULA FOTOGRAFICA POR EL METODO DE
INMUNOELECTROTRANSFERENCIA CON LUMINOL.

A B c

1 2
50KD3:> . I I

A) Tubulina de rata:
1.- Ab anti-tubulina de rata de raton.

2.- Control del Ab secundario,

B) Tubulina de Giardia lamblia:

1.- Ab anti-tubulina de Giardia de raton.
2.- Control del Ab secundario.

C) Tubulina de Ascaris suum:

1.- Ab anti-tubulina de rata de ratén,

2.- Ab anti-actina de ratén.



RESULTADOS

5.2.7.- RESULTADOS OBTENIDOS EN LA DETERMINACION DE LA PUREZA
EN TUBULINA DE LAS MUESTRAS DE TUBULINA DE CEREBRO DE RATA,
Giardia lamblia Y Ascaris suum A TRAVES DEL PROGRAMA SIGMA-GEL.

5.2.7.1.- Tubulinas aisladas.

M 1 2 3

MAPS

68 KDa
§ o Tubulina
43 KDa § { Tubulina
Actina

29 KDz

18 KDs

De donde:
M.- Corrimiento eilectrotorético de 1a mezcla de marcadores de peso molecular.

1 - Corrimiento electroforético de la muestra de tubulina de cerebro de rata.
2.- Corrimiento electroforético de la muestra de Giardia lamblia.
3.- Cosrimiento electroforético de la muestra de Ascars suurmn.



R YADOS

§.2.7.2.- ANALISIS DEL GEL DE POLIACRILAMIDA CONTENIENDQ LAS TRES
MUESTRAS ANALIZADAS A TRAVES DEL PROGRAMA SIGMA-GEL.

ayB Tubulina{t

a ¥ B Tubulina <~

MAP'S

1

3 Actina

2 5
- } a y B Tubulina
Iy

5.2.7.3.- TABLA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS CON LAS MUESTRAS
ANALIZADAS A TRAVES DEL PROGRAMA SIGMA-GEL

Muestra No. intensidad | Descripcién | Sumatoria total de
Banda | en Pixeles Pixoles
1 3368 MAPS
Tubulina de 2 B149 a Tubulina 18768
Rata 3 7250 p Tubulina
Tubulina de 4 20737 ays 20737
Glardia lambiia Tubulina
5 34379 ayp
Tubulina de Tubulina 42981
Ascaris suum 6 7782 Actina




RESULTADOS

5.2.7.4.- Caicuilos de estimacion de pureza.

Aj Tubulina de cerebro de rata:

_(8149+7250) x 100 = 84.05%
18768

B) Tubulina de Giardia lamblia:

20737 x 100 = 100% aproximadamente.
20737

C) Tubulina de Ascaris suum:

34379  x100=81.54%
421861

5.2.7.5.- Tabla de purezas finales

i Muestra Porcentaje de pureza en | Principal contaminante
! tubulina
| Tubulina de cerebro de 84.05 Proteinas asociadas a
‘. rata microtibulos (MAPS).
{  Tubulina de Giardia 100 i No se presentd.
: lambiia

Tubulina de Ascaris 81.54 Actina.
f suum
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RESULTADOS

5.3.- LOS EXPERIMENTOS DE UNION Y AFINIDAD

5.3.1.- RECALCULO DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA SOLUCION DE
[PHJALBENDAZOL AL DIA DEL EXPERIMENTO DE UNION.

25 de Marzo del 2000.

En base al procedimiento mostrado en el desarollo experimental para el
calculo de la actividad especifica inicial de la solucion de [*Hjalbendazol, para este
punto se realizd el calculo de la actividad especifica pero al dia del experimento de

unién obteniéndose los siguientes resultados:

Si: A *H= 0.055764 afios ~, T= 7.208 afios, Ao= 104845 dpm y sabiendo que:

A=Ay €@ A entonces:

A= 104,845 dpm € -[ 10.056764 afios-1) (7.208 afios) ]

A=T70,141.68 dpm.

5.3.1.1.- Datos obtenidos de las lecturas de los estandares blanco y de
[*H]Beckman en contador de centelleo.

Lectura en cpm del Lectura en cpm del Cpm reales del
blanco estandar de tritio estandar de tritio
29 43817 43788

La actividad real del estandar de [*H}Beckman es de: 43788 cpm.
§.3.1.2.- Calculo del porcentaje de eficiencia del equipo.
43788 cpm__ x 100= 62.42 %.

70141.68 dpm

» La Eficiencia del Contador de Centelleo Beckman LS-8000SC para tritio es del
62.42 %.
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RESULTADOS

5.2.1.3.- Resultados obtenidos de las lecturas de actividad de la solucion de
[*H]albendazol.

A) Resultado de la lectura de los 10pul directos de la solucidon de
I’Hlalbendazol:

Lectura del Lectura de la muestra de Cpm reales
Blanco de DMSO en | tritio-albendazol en cpm de la muestra de
cpm tritio-albendazol
25 133674 133649

La actividad real de 1a solucién de [*Hlalbendazol es de: 133649 cpm.

B) Resultado de la tectura de los 10 pL de las diluciones de la scolucion de
{*H)albendazol:

“— Dilucién Lectura del Lectura de las Cpm reales de las
: blanco en ¢pm difuciones en cpm diluciones
\ 1:10 25 13028 13003

1:100 1325 1300

Nota: Observese que se manliene la proporcionalidad entre las lecturas de la muestra directa y las
diluciones 1:10 y 1:100 de la solucion de [3H]albendazol.

5.3.1.4.- Calculo de la actividad especifica de la solucién de [*H]albendazol.

Basandonos en el dato de la actividad real de la muestra de [PHlalbendazol y

del dato del porcentaje de eficiencia del equipo, obtenemos que:

133649 cpm = 214,112.5 dpm.

0.6242
Por 1o tanto: 214.112.5 dpm = 21411250 dpm/mL.
0.01 mL
Y 21411250 dpm/mt. = 40,352.9 dpm/pg.
530.6 ug/mL

Utilizando el peso molecular del albendazol tenemos finalmente:
40,352 .9 dpm/ug (10 19/1pg) (265 pg/1pmol)= 10.6935 dpm/pmol
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RESULTADOS

La actividad especifica (AE) de la solucion de [*H)albendazol! al dia del

experimento de unién es: 10,6935 dpm/pmol.

A} Tabla de dpm ohtenidas para las diluciones de fa solucion de

[*Hlaibendazol.

Dilucién Cpm reales de las Dpm de las diluciones
diluciones
1:10 13003 20,831.5
1:100 1300 | 2,082.66

Nota: Observese que se mantiene la proporcionalidad entre las lecturas de Ia muestra directa y las
diluciones 1:10 y 11030 de Ia solucién de [*Hjalbendazol,

5.3.2.- RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS EXPERIMENTOS DE UNION DE
LA TUBULINA DE CEREBRO DE RATA CON EL ALBENDAZOL.

5.3.2.1.- Datos obtenidos del contador de centelleo en el experimento de

union de la muestra de tubulina de cerebro de rata con el albendazol.

No. Concentracion | Descripcion | CPM CPM | Dpm reales=
Eppendorf| .M de promedio | (.010.6242) x 1.5*
- albendazol

A1 1 Blanco 40 40 96.1230

1-1 1 Muestra 43

1-2 1 Muestra 43 43 103.3323
r 1-3 1 Muestra 14*

B-1 2 Blanco 46 46 110.5415

4-1 2 Muestra 51

4-2 2 Muestra 46 52 1249600
I 4-3 2 Muestra 58

C1 3 Blanco 58 58 139.3784

7-1 3 Muestra 72
\7-2 3 Muestra 68 70 168.2153

7-3 3 Muestra 98"

D-1 4 Blanco 7 71 | 1706184 |

10-1 4 Muestra 89
| 102 r) Muestra | 83 86 206.6645

10-3 4 Muestra 87"

E-1 5 | Blanco 78 | 78 187.4399 |
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RESULTADOS

131 5 Muestra 96
13-2 | 5 Muestra 95 95.5 229.4937
13-3 5 Muestra 108*
_F1 6 Blanco 105 105 252.3230
181 8 Muestra 124
162 6 Muestra 145 | 125.333 301.1847
_16-3 6 Muestra 107
G4 7 Blanco 108 108 259.5322
1941 7 Muestra 121
192 7 Muestra 144 1325 318.4076
19-3 7 Muestra 156*
~_H ) 8 Blanco 111 111 266.7414
221 8 Muestra 134
22-2 8 Muestra 140 137 329.2214
22-3 8 Muestra 124*
I O 9 Blanco 125 125 | 300.3845
25-1 9 Muestra 152
25-2 9 Muestra 151 | 1515 364.6660
25-3 9 Muestra 147*
J-1 10 Blanco 141 14 338.8337
28-1 10 Muestra 165
28-2 10 Muestra 170 167.5 402.5152
28-3 10 Muestra 158* ]

*Nota 1: Se multiplican todos los datos por 1.5 ya que el volumen total de Ia
muestra es de 600 mL y sdlo se toman 400 mL para la lectura en contador de
centelleo.
Nota 2: Se considera que dpm= cpm/la fraccién de eficiencia del equipo.
Nota 3. Se expresan en asterisco aquel valor de la tercia que se elimina con fa
finalidad de obtener una mejor linearidad en el experimento.
Datos para el calculo de unién:
AE= Actividad de la solucién de [*H]albendazol at dia del experimento que
resuité de 10.6935 dpmipmol.
{mg tubulina]= Cantidad total de tubulina por ensayo:

0.222 pgful. x 90 pl=19.98 pg= 0.01998 mq.
dpm,= dpm reales del promedio de las muestras

dpmp= dpm reales del blanco.
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Uni6n en pmol/img

RESULTADOS

5.3.2.2.- DATOS DE UNION VS. CONCENTRACION MICROMOLAR DE
ALBENDAZOL PARA TUBULINA DE CEREBRO DE RATA.

Concentracion dpmi, dpmy Untén en pmolimg abtenida de la
final uM de Férmula:
albendazol Unién= __{dpm dpm,)
AE[mg tubulina]
1 103.3323 | 96.1230 33.7422
2 124.9600 | 110.5415 67.4844
3 168.2153 | 139.3784 134.9688
4 208.6645 | 170.6184 168.7110
5 2294937 | 187.4399 186.8205
] 301.1847 | 2562.3230 228.6971
7 318.4076 | 259.5322 275.5613
8 329.2214 | 266.7414 202.4324
) 364.0660 | 300.3845 298.0561
10 402.5152 | 338.8337 298.0561 o

5.3.2.3.- GRAFICA DE UNION EN pmolimg VS. CONCENTRACION MICRO
MOLAR DE ALBENDAZOL OBTENIDA PARA EL MODELO EXPERIMENTAL
DE TUBULINA DE CEREBRO DE RATA.

Tubulina de Raia .

————— - - ———y

L] L]

T | | p— Y

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Concentracion uM de Albendazol



RESULTADOS

5.3.3.- RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS EXPERIMENTOS DE UNION DE
LA TUBULINA DE Giardia lambiia CON EL. ALBENDAZOL.

5.3.3.1.- Datos obtenidos del contador de centelleo en el experimento de

unién de la muestra de tubulina de Giardia lamblia con el albendazol.

X3

No. Concentracién | Descripcion | CPM CPM Dpm reales=
Eppendorf M de promedio (cpMI0.6242) x 1. 5*
albendazol
A-2 1 Blanco 49 41 98.5261
21 1 Muestra 49 —‘
2-2 1 Muestra 35* 47.5 114.1461
2-3 1 Muestra 46
B-2 2 Blanco 560 . 50 120.1538
5-1 2 Muestra 59
5-2 2 Muestra 66 62.5 150.1922
5-3 2 Muestra 78*
C-2 3 Blanco 62 62 148.9907
8-1 3 Muestra 86
8-2 3 Muestra 60 82.666 198.6527
8-3 3 Muastra 102
D-2 4 Blanco 76 76 182.6338
11-1 4 Muestra 103
11-2 4 Muestra 88* 103.5 248.7184
11-3 4 Muestra 104
E-2 5 Blanco 86 86 206.6645
14-1 5 Muestra 111
14-2 5 Muestra 93* 122 293.1753
14-3 5 Muestra 133
F F-2 6 Blanco 111 111 266.7414
17-1 6 Muestra 147
17-2 6 Muestra 157 150.666 362.0618
| 173 6 Muestra 148
G-2 7 Blanco 133 133 319.6091
20-1 7 Muesira 189 Al
20-2 7 Muestra 169 179 430.1506
20-3 7 Muestra 145*
H-2 8 Blanco 130 130 312.3999
231 8 Muestra 221
23-2 | 8 Muestra 164 | 179.666 431.7510
23-3 8 Muestra 154 | b



RESULTADOS

2 9 1 Blanco 155 | 155 372.4768
261 | 9 Muestra | 225 |
26-2 9 Muestra 215 l 203.333 488.6246
26-3 | 9 Muestra 170
J-2 10 " "Blanco 203 | 203 487.8244
29-1 10 Muestra 279
292 10 Muestra | 222 | 250.666 602.3694
29-3 10 Muestra 251 |

*Nota 1: Se multiplican todos los datos por 1.5 ya que el volumen lotal de la
muestra es de 600 mL y s6lo se toman 400 mL para la lectura en contador de

centelleo.

Nota 2: Se considera que dpm= cpm/la fraccidon de eficiencia del equipo.
Nota 3: Se expresan en asterisco aquel valor de {a tercia que se elimina con fa
finalidad de obtener una mejor lineandad en e! experimento.

Datos para el calculo de vnion:

AE= Actividad de la sotucion de [*Hlalbendazol at dia del experimento que

resuité de 10.6935 dpm/pmol.

[mg tubulina]= Cantidad total de tubulina por ensayo:

0.222 pg/uL x 90 ub= 19.98 g= 0.01998 mgq.

dpmy= Resultade del conteo de la muestra.

dpmyp= Resultado del conteo del blanco.

5.3.3.2.- Datos de union vs. concentracion micromolar de albendazol para

tubulina de Giardia lamblia.

Concentracion dpmg, dpmy, Unidn en pmol/img obtenida de la
final @M de Formula:
albendazol Unién=___(dpm,-dpmp]
AE[mg tubulina]
1 1141461 | 98.5261 73.1081
2 150.1922 | 120.1538 140.5925
3 198.6527 | 148.9907 232.4463
4 248.7184 | 182.6338 309.3035
5 293.1753 | 206.6645 404.9064
6 362.0618 | 266.7414 446.1469
7 430.1506 | 319.6091 517.3804 i
8 431.7510 | 312.3999 558.6209
9 488.6246 | 372.4768 543.6243 “‘j
_ 602.3694 | 487.8244 536.1261 )
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BESULYADOS

£.3.3.3.- GRAFICA DE UNION EN pmol/mg VS, CONCENTRACION MICRO
MOLAR DE ALBENDAZOL OBTENIDA PARA EL MODELO EXPERIMENTAL
DE TUBULINA DE Glardia lamblia.

Tubulina_ic‘l“e Giardia lamblia
600 :

500
400
300
200

100 .}/

o L] | 1 L] L) L] L] ! 1] L L]

0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Concentracién uM de Albendazol

~Unién en pmol/mg

5.3.4. RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS EXPERIMENTOS DE UNION DE LA
TUBULINA DE Ascaris suum CON EL ALBENDAZOL.

5.3.4.1.- DATOS OBTENIDOS DEL CONTADOR DE CENTELLEO EN EL
EXPERIMENTO DE UNION DE LA MUESTRA DE TUBULINA DE Ascaris suum

CON EL ALBENDAZOL.
No. Concentracién | Descripcién | CPM CPM Dpm reales=
Eppendorf pM de promedio | . .2 *
alben ) (cpm/0.8242) x 1.5

A-3 1 Blanco a3 kX 79.3015

3-1 1 Musestra 45

3.2 1 Muestra 49 47 112.9446

33 1 Muestra 47




RESULTADOS

B-3 2 | Blanco 47 47 112.9445
1‘6-1 2 Muestra 73
6-2 2 Muestra 77 78 187.4399
6-3 2 Muestra 84
c3 | 3 Blanco 68 638 163.4092
91 3 Muestra | 116
9.2 3 Muestra 130 118 283.5630
9.3 3 Muestra 108
D-3 4 Blanco 74 74 177.8276 ___I
121 4 Muestra 144*
122 4 Muestra 134 138 331.6245
12-3 4 Muestra 142 |
E-3 5 % Blanco 99 99 237.9045
15-1 5 Muestra 180
15-2 5 Muestra 173 177.666 426.9449
| 153 5 Muestra 180 | |
F-3 6 Blanco 97 97 233.0984
18-1 6 Muestra 184
18-2 6 Muestra 213* | 186.5 448.1737
18-3 6 Muestra 189
G-3 7 Blanco 114 | 114 273.9506 |
211 7 Muestra 171*
99-2 7 Muestra 159 217.5 522.6690
21-3 7 Muestra 236
H-3 8 Blanco 121 121 290.7722
241 8 Muestra 209
24-2 8 Muestra | 249 | 231.666 §56.7110
24-3 8 Muestra 237
1-3 9 Blanco 144 144 346.0429
271 9 Muestra 250
272 [ 9 Muestra 242 246 591.1567
i 27-3 9 — Muestra 275*
J-3 10 Blanco 175 175 420.5383
30-1 10 Muestra | 271 1
30-2 10 Muestra 276 273.333 656.8399
30-3 10 Muestra 273 ]

*Nota 1: Se multiplican todos fos datos por 1.5 ya que el volumen total de [a

muestra es de 600 mbl y solo se toman 400 mL para la lectura en contador de

centelieo.

Nota 2: Se considera que dpm= cpm/la fraccion de eficiencia del equipo.

Nota 3: Se expresan en asterisco aquel valor de la tercia que se elimina con Ia

finalidad de obtener una mejor linearidad en el experimento,
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Datos para el calculo de unién:
AE= Actividad de la solucién de [*Hlalbendazol al dia del experimento que

resulto de 10.6935 dpmipmol.

{mg tubulinal= Cantidad total de tubulina por ensayo:
0.222 pg/pl x 90 L= 19.98 ng=0.01998 mq.
dpm,= Resultado del conteo de la muestra.

dpmy,= Resultado del conteo del blanco.

5.3.4.2.- DATOS DE UNION VS. CONCENTRACION MICROMOLAR DE
ALBENDAZOL PARA TUBULINA DE Ascaris suum.

[ Concentracién dpmy, dpme Unién en pmolimg obtenida de la

i final uM de Formula:

} albendazol Unién= __ {dpm,-dpm;}

i AE[mg tubulina]

L_ 1 112.9446 | 79.3015 157.4636 ]
2 187.4399 | 112.9446 348.6694
3 283.5630 | 163.4082 562.3700
4 331.6245 | 177.8276 719.8336 ]
5 426.9449 | 237.9045 884.7955

| 6 448.1737 | 233.0984 1006.6423

B 7 $22.6690 | 273.9506 1164.1059

I 8 556.7110 | 290.7722 1244.7123
9 §91.1567 | 346.0429 1147.2348
10 656.8399 | 420.5383 1105.9943
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RESULTADOS

§.3.4.3.- GRAFICA DE UNION EN pmol/mg vs. CONCENTRACION MICRO
MOLAR DE ALBENDAZOL OBTENIDA PARA EL MODELO EXPERIMENTAL

DE TUBULINA DE Ascaris suum.
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_RESULTADOS

§.3.5. GRAFICA UNION EN pmol/mg vs. CONCENTRACION MICRO MOLAR |
DE ALBENDAZOL PARA LOS TRES MODELOS DE TUBULINA.
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RESULTADOS

5.3.6.- CALCULOS DE LAS CONSTANTES DE LOS EXPERIMENTOS DE
UNION ALBENDAZOL-TUBULINA PARA LOS TRES MODELOS DE
TUBULINA: CEREBRO DE RATA, Giardia lamblia Y Ascaris suum.

5.3.6.1.- Resultados de unién obtenidos después de aplicar la regresion no

lineal de tipo hiperbdlico a la curva original de tubulina de cerebro de rata.

Tubulina de cerebro de rata.

Concentracién

Datos originales

Datos de unién en

Unién en pmolimg

pM de de union en pmol/mg después de! Concentracién uM
albendazot pmolimg la regresién no lineal
0 JE— 0.000 53.04 ]
1 33.7422 49.7546 49,7546
2 67.4844 93,7050 46.8525
3 134.9688 132.8107 442702 |
4 168.7110 167.8311 41,9578
5 196.8295 1993744 39.8749
6 228.6971 227.9342 37.9890
7 275.5613 253.9145 36.2735
8 292.4324 | 277.6497 34.7062
9 298.0561 | 299.4187 33.2687
10 L 298.0561 319.4563 31.9456
12 | e 355.1039* e
14 ] e 3858575 | = -
1 16 e 412.6642* S -
18 | e 436.2301% e -
20 R — 457.1164* S ]
803.245 | 0.000

Nota: En asterisco valores calculados a partir de la férmula; Y= Bmax X/Kd+X
para la interpolacién de la curva de los datos obtenidos de la regresién no lineal.
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5.3.6.2.- Gréfica de unidn vs. concentracién obtenida después de apllcar a
regrasién no lineal de tipo hiperbéiico a Ia curva original de tubulina de

cerebro de rata.
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RESULTADOS

5.3.6.3.- Gritfica de Scatchard de unién/concentracién vs. unién para ol
modaeio de tubulina de corebro de rata.
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RESULTADOS

5.3.6.4.- Calculo de las constantes Bmax, Kd y Ka del experimento de unidn
del complejo albendazol-tubulina para el modelo de tubulina de cerebro de
rata.

1.- Si Kd= -1/m entonces la Kd=-1/-0,066032= 15.144.
Por lo tanto el valor encontrado de la constante de disociaciéon para la formacion
del compiejo albendazol-tubuling de rata es: Kd= 15.144 pM.
2.- Si Ka es el inverso de Kd entonces Ka= 1/15.144= 0.066.

- Por lo tanto el valor encontrado de la constante de asociacion para la formacion
del complejo albendazol-tubulina de rata es: Ka= 0.066 pM't.
3.- Bmax es la abscisa a! crigen de la grafica de tipo Scatchard por lo tanto:
Bmax= x(0}= 803 pmolimg.
4 .- La concentracion minima para alcanzar el equilibrio (Cmineq) en la formacion
del complejo albendazol-tubulina de rata se calculé sustituyendo valores de *“x”
hasta que uno de éstos dio lugar al valor de Ka de acuerdo a ia siguiente formula

que se muestra:

Bmax(x-y)zKaz‘F Bmax(x-y)Ka-y=0
ax’+ bx + ¢=0

———— c | A Y

Bmax(x--y)2 Bmax(x-y) Ka

0.30265 -15.7382 191377.361 -12398.5 0.066031

De esta manera se encontré que para la formacion del complejo albendazol-

tubulina de rata, el valor de albendazol en Cmineq= 0.3026 M.
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RESULTADOS

5.3.8.5.- Resultados de union obtenidos después de aplicar la regresiéon no

lineal de tipo hiperbélico de la curva original de tubulina de Giardia famblia.

Tubulina de Giardia lamblia.

Concentracion | Datos originales | Datos de unién en Unitn en pmolimg
uM de de unién en pmol/mg después de | Concentracién pM
albendazo! pmol/img la regresion no lineal
0 [ — 0.000 106.8259
1 | 73.1081 98.7983 98.7983
2 140.5925 183.7858 91.8929
3 232.4463 257.6691 85.8897
4 309.3035 322.4911 80.6228
5 404.9064 379.8223 75.9645
6 446.1469 430.8903 71.8150
7 517.3804 476.6683 1 68.0955
8 558.6209 517.9378 64.7422
9 543.6243 555.3336 61.7037
10 5361261 |  589.3766 58.9377
12 | e 648.9269% | = e
14 e - 699.5246™ EEE—
16 e 742.9726* | = e
18 A 780.6862* mmmemm———
20 mmmem——ne 813.7304* | = - -
— e 1314.7417 ] 0.000

Nota: En asterisco vaiores calculados a partir de Ia férmula; Y= Bmax X/Kd+X
para la interpolacion de la curva de los datos obtenidos de la regresidn no lineal.

104



RESULTADOS

§.3.6.6.- Grifica de union va. concentracién obtenida después de aplicar la
regresion no lineai de tipo hiperbéiico a Ia curva original de tubulina de

Giardia iambfia.
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5.3.8.7.- Grifica de Scafchard de unién/concentracién vs. unién para el
modeio de tubulina de Giardia iambiia.
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RESULTADOS

5.3.6.8.- Calculo de las constantes Bmax, Kd y Ka del experimento de union
del complejo albendazol-tubulina para el modelo de tubulina de Giardia

lamblia.

1.- Si Kd= -1/m entonces 1a Kd=-1/-0.08125= 12.307

Por lo tanto el valor encontrado de la constante de disociacion para la formacion
del complejo albendazol-tubulina de Giardia lamblia es: Kd= 12.307 pM.

2.- SiKa es el inverso de Kd entonces Ka= 1/12.307= 0.0812.

Por lo tanto el valor encontrado de la constante de asociacién para la formacion
del compiejo albendazol-tubulina de Giardia lamblia es: Ka= 0.0812 pM“.

3 .- Bmax es la abscisa al origen de la grafica de tipo Scatchard por lo tanto:
Bmax= x(0})= 1314 pmoli/mg.

4 - La concentracién minima para alcanzar el equilibrio (Cmineq) en la formacion
del complejo albendazol-tubulina de Giardia lamblia se calculé sustituyendo
valores de “x” hasta que uno de éstos dio lugar al valor de Ka de acuerdo a la
siguiente férmula que se muestra;

Bmax(x-y) Ka -+ Bmax(x-y)Ka-y=0

ax2+ bx + c=0

R c a b R —
X Y Blmlx(x-y)2 Bmax{x-y) Ka
| 011856 -12.54189 202874.42 -16330.12 0.08125

De esta manera se encontrd que para la formacion del complejo albendazol-

tubulina de Giardia lamblia, el valor de albendazol en Cmineqg= 0.1186 uM.
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RESULTADOS

5.2.6.9.- Resultados de unién obtenidos después de aplicar la regresién no

lineal de tipo hiperbélico de ta curva original de tubulina de Ascaris suum.

Tubutina de Ascaris stuum.

Concentracion | Datos originales | Datos de unién en Unién en pmel/img
uM de de union en pmol/mg después de! Concentracién uM
albendazol pmol/mg la regresion no lineal
0 S 0.000 274.6663
1 157.4636 245.3846 245.3846
2 348.6694 443.4896 221.7448
3 562.3700 606.7787 202.2596
4 719.8336 743.6886 185.9221
5 884.7955 8§60.1338 172.0268
6 1006.6423 960.3838 160.0640
7 1164.1059 1047.5975 149.6568
8 1244.7123 1124.1625 140.5203
9 1147.2348 1191.9168 132.4352
10 1105.9943 1252.2986 125.2299
12 e - 1355.2858" | = - -
14 R 1439.8658" T
16 | 1510.6690" | = e
L - 1570.5516* S
20 | e 1662.0799* e
------- - [E— 2301.7428 0.000 |

Nota: En asterisco valores calculados a partir de la formula: Y= Bmax X/Kd+X
para la interpolacién de la curva de los datos obtenidos de la regresion no lineal.
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—RESULTADOS

5.3.6.10.- Grifica de unidn vs. concentracién obtenida después de aplicar la
regresidn no lineal de tipo hiperbdlico a la curva originat de tubulina de
Ascaris suum.
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5.3.6.11.- Gréfica de Scatchard de unién/concentracién vs. unién para el
modelo de tubulina de Asceris suum.
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Datos de la regresiin lineal de la grifica tipo Scatchard:
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RESULTADOS

5.3.6.12.- Calculo de las constantes Bmax, Kd y Ka del experimento de unién
del complejo albendazol-tubulina para el modelo de tubulina de Ascaris

SuUum.

1 .- Si Kd= -1/m entonces la Kd=-1/-0.119=8.38

Por lo tanto el valor encontrado de la constante de disociacion para la formacién
det complejo albendazol-tubulina de Ascans suum es: Kd= 8.38 uM.

2 .- Si Ka es el inverso de Kd entonces Ka= 1/8.38= 0.119

Por lo tanto el valor encontrado de 1a constante de asociacion para la formacion
del compleje albendazol-tubulina de Ascaris suum es: Ka= 0.1193 pM"'.

3 - Bmax es |la abscisa al origen de la gréfica de tipo Scatchard por lo tanto:
Brmax= x{0)= 2301.742 pmolimg.

4 .- La concentracion minima para alcanzar el equilibrio (Cmineq) en la formacion
dei compiejo albendazol-tubulina de Ascarrs suum se calculd sustituyendo valores
de “x"hasta que uno de éstos dio ugar al valor de Ka de acuerdo a la siguiente
férmula que se muestra:

Bmax(x-y)zKa2+ Bmax{x-y)Ka-y=0

ax’+ bx + ¢=0

S c a B JE——
X Y Bmax{x-y} Bmax(x-y) Ka
0.030848 -8.44183 162835.916 -19359.92 0.119326
— 1

De esta manera se encontrd que para la formacién del complejo albendazol-

tubulina de Ascaris suum, el valor de albendazol en Cmineqg= 0.0308 M.
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RESULTADOS

5.3.7. RESULTADOS COMPARATIVOS EN UNION Y AFINIDAD PARA EL

COMPLEJO ALBENDAZOL-TUBULINA DE LOS TRES MODELOS
EXPERIMENTALES PROPUESTOS.

Valor de ias constantes de

Unién y Afinidad

Giardia lamblia.

Ka=0.0812 M’
Cmineq=0.1186 uM

Modelo union del complejo comparada con la
Experimental Albendazo!-Tubulina tubulina de rata
Tubulina de Bmax=803 pmol/mg
Cerebro de Kd=15.144 M

Rata. Ka=0.066 pMd 1.00
Cmineq=0.3026 uM
Bmax=1314 pmolimg La unién es 1.63
Tubulina de Kd=12.307:M veces mayor.

L.a afinidad es 1.23
veces mayor.

Tubulina de
Ascaris suum.

Bmax=2301 pmol/mg
Kd=8.38uM
Ka=0.1193 uM-1
Cmineq=0.0308 uM

La unién es 2.86
veces mayor.
La afinidad es 1.8
veces mayor.

Nota 1.- Para comparar las uniones se dividié |la Bmax obtenida en Giardia lamblia

y Ascarns suum entre la Bmax obtenida en rata.

Nota 2.- Para comparar las afinidades se dividio la Ka obtenida en Giardia lamblia

y Ascantis suum entre la Ka obtenida en rata.
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6. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS
6.1.- PARTE QUIMICA.

Dentro del trabajo de sintesis en la parte quimica se plantearcn tres rutas
sintéticas diferentes para la obtencion del B-bromo albendazo! (VII) con la finalidad
de verificar que las rutas propuestas en fa literatura dan los resultados
esperados."*4% Do asta manera se propuso explorar la ruta a partir de una o-
fenilendiamina ya que se sabe que para obtener el bencimidazol 2-carbamaio de
metilo (con fines antihelminticos) deseado, se sugiere primero obtener fa o-
fenilendiamina con los sustituyentes deseados™ y finalmente generas el
heterociclo a través de la reaccion con sulfato de metiltiopseudourea vy
cloroformiato de metilo™, Pero también se sabe que se puede obtener la misma
estructura deseada mediante ia obtencién de un Z-aminobencimidazol a partir de
la o-fenilendiamina tratada con bromuro de ciandgeno o cianamida®’ y ésta puede
dar lugar ai grupo carbamato de metilo en posicion dos cuando se trata con
cloroformiato de metilo.*”*® Finalmente, se realiz6 un analisis de los rendimientos
y de las dificultades que se presentan durante el desarrollo de estas rutas
propuestas, y asi poder concluir sobre la ruta sintética ideal para obtener el 6-
- bromoalbendazol (V).

Durante el desarrolio de la ruta sintética No. 1, que parte de la 3-cloroanilina
como materia prima, se pudo evidenciar que los intermediarios sintéticos: 3-
cloroacetanilida (1) y 4-bromo-3-cloroacetanilida (Il} se obtuvieron facilmente y con
buencs rendimientos (95.5% y 95% respectivamente), siendo este Gltimo
generado a través de una reaccién de sustitucién electrefilica aromatica del bromo
sobre fa posicidn “para” con respecto al grupo acetamido. La nitracién de la 4-
bromo-3-cloroacetanilida (H}, otra reaccion de sustitucidn electrofilica aromatica,
para generar la 4-bromo-5-clore-2-nitroacetanilida (-A), presentd un 97.3 % de
rendimiento, pero con la obtencién de un subproducto minoritaric que fue visible

por cromatografia en capa fina: la 4-bromo-3-cloro-2-nitroacetanilida {I1-B); va que
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esto es el resultado de la mononitracién en la posicién 2 de la 4-bromo-3-
cloroacetanilida {ll). Esto es consecuencia del grupo acetamido que orienta la
nitracion hacia las dos posiciones orto disponibles (2 y 6} siendo, afortunadamente
para nuestros propositos, mayoritaria la sustitucion en la posicion 6 que da lugar a
{IN-A).

En la reaccion de hidrélisis del grupo acetamido de la 4-bromo-5-cloro-2-
nitroacetanilida (111-A) con hidroxido de sodio en refiujo de metanol, con la que se
obtuvo la 4-bromo-3-cloro-2-nitroanilina {IV) se presentd un rendimiento del 83%,
esto se debid a que la mezcia de reaccion solo se dejo 10 minutos mas del tiempo
contemplado a reflujo de metanol, después de haberse adicionado toda la solucion
de hidroxido de sodio. No es conveniente dejar la mezcla de reccibn mas tiempo
porque también puede favorecerse la reaccién de sustitucion nucleofifica
aromatica del grupo hidroxilo sobre el cloro en posicidén “5"; ya que no todo el
grupo acetamido alcanza a hidrolizarse. Esto puede deberse a que al principio la
hidrolisis avanza muy rapide y después la velocidad de reaccion va disminuyendo
conforme se va consumiendo Ja materia prima, por lo que los ultimos restos de
esta requieren de mayor tiempo en reflujo para transformarse, siendo este tiempo
de mas contraproducente porque un exceso de tiempe puede generar restos del 5-
acetamido-2-bremo-4-nitrofenol. Cabe mencionar que al recristalizar la 4-bromo-5-
cloro-2-nitroanilina (IV} se eliminaron los residuos remanentes de la 4-bromo-3-
claro-2-nitroacetanilida (IN-B) que es el subproducto de ta reaccién de nitracion
previa.

La reaccion de sustitucion nucleofilica aromatica de la 4-bromo-5-cloro-2-
nitroanilina (v} con 1-propanotiol, en presencia de hidroxido de sodio para dar
iugar a la formacion de la 4-bromo-5-propiltio-2-nitroanilina (V), culminé con un
bajo rendimiento siendo éste del 68%, esto se debi a que la reaccidn se tuvo que
desarrollar en fase acuosa para dar lugar a la formacion y al mantenimiento de la
nucleofilicidad del anién 1-propanotiol, en donde la 4-bromo-5-cloro-2-nitroanilina
(V) presenta baja solubilidad por lo que la reaccion se llevé a cabo en fase de

suspension, limitdndose de esta manera la interaccion molecular. Ademas de que
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bajo estas condiciones el 1-propanctiol es rmuy volatil por lo que se pierde parte de
este reactivo en el transcurso de la reaccion.

La obtencién de la 4-bromo-5-propiltio-1,2-fenilendiamina (V1) a partir de la 4-
bromo-5-cioro-2-nitroanilina (V) y cloruro estanoso en etanol cuimindé con un
rendimienta de reaccion del 95%. Las condiciones reductoras con que se trabajd
esta reaccion al parecer tambien favorecen ligeramente la desbromacion del
sustrato ya que a través de cromatografia en capa fina se pudo ohservar la
presencia de trazas de otro componente con un rf mencr. Ademas cahe mencionar
que la orofenilendiamina obtenida no se recristalizé sino que se dejd como
producto crudo ya que primeramente ésta se obtuvo en forma de un liquido
viscosc con aspecte resinoso que es muy dificil de manejar y sélo llega a
solidificarse en forma de un polvo de aspecto ceroso, cuando ésta se somete a
calentamiento suave y a presiones reducidas. Por tal motivo se trabajd este
producto en estas condiciones para las siguientes reacciones avalando su pureza
y estructura quimica por cromatografia en capa fina y por sus datos
espectroscdpicos.

ta ruta No. 1 se completd con ila obtencion del 8-bromoalbendazoi (Vii-1) a
partir de la 4-bromo-5-propiltio-1,2-fenilendiamina (V1) cuando ésta se traté en
agua a reflujo y pH de 6.8 con el subproducto blanco esponjosc que se abtuvo de
una mezcla previa de reaccidon entre el sulfato de metiltiopseudourea con
cloroformiato de metilo a pH entre 7 y 8 y a menos de 10°C. El subproducto
obtenido es la N-(metoxicarbonil) metiltiopseudourea. El rendimiento de reaccion
fue bajo (50%) y esto se debid a que la ortofenilendiamina, que da pie a la
formacién del anillo imidazol por sustitucion nuclecfilica de los dos grupos amino
sobre el atomo de carbono del subproducto; a pH de 6.5 es escasamente soluble
en agua por lo que casi la mitad de este sustrato se degradd a la temperatura de
reflujo (94°C) y sélo lo poco que se iba integrando fue reaccionando con el
subproducto para dar lugar a ta formacién del 6-bromo albendazol (Vil-1}. Cabe
mencionar que en este producto final ya recristalizado se presentaron trazas de
albendazol que fueron evidentes por cromatografia en capa fina. Esto se debi6 a

que la 4-bromo-5-propiltio-1,2-fenilendiamina (V1) se trabajé casi cruda y con las
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condiciones reductoras de la reaccion anterior se pude parcialmente desbromado.
Sin embargo los datos espectroscopicos obtenidos de este producto, después de
haberse purificado, correspenden para 6-bromoalbendazol (Vil-1).

Para la ruta No. 2 se hizo reaccionar 1a misma 4-bromo-5-propiltio-1,2-
fenilendiamina (VI) cruda obtenida de la ruta No. 1, con 1.5 equivalentes de
bromuro de cianégeno en etancl a reflujo para que, a través de una reaccion de
sustitucion nuclecofilica de uno de los aminos sobre el atomo de carbono con
hibridacion sp y posteriores reacciones de adicidn de los aminos sobre el triple
enlace del grupo ciano, diera lugar a la formacion del anillo imidazol; y asi se
obtuvo el 2-amino-6-bromo-5-propiltiobencimidazol (VII} con un rendimiento de
reaccion de! 92.7%. La ruta No. 2 se complet6 con la reaccidn de obtencion del 6-
bromo albendazol (Vil-2) a partir del 2-aming-68-bromo-5-propiltiobencimidazol
(VIll) cuando éste se tratd con dos equivalentes de cloroformiato de metilo*® en
piridina a 5°C, para adicionar e! grupo formiato de metilo en las posiciones 1 ¢ 3
del nucleo bencimidazol y posteriormente al calentar la mezcla de reaccion a 50°C
se favorecid la transposicion del grupo formiato de metilo a la posicidn 2 con lo
cual se generd el 6-bromoalbendazo! {(VII-2) con un rendimiento del 66%. Cabe
mencionar que en esta ruta se presentdé como inconveniente la generacion de
trazas de sustrato que no logré transponerse a la posicidon 2 ya que la
cromatografia en capa fina realizada al 6-bromoalbendazol (VII-2) obtenido,
presentd 2 manchas: una que corresponde al producto deseado y ofra, apenas
visible, que (no es albendazol) probablemente corresponda a trazas de sustrato en
donde el grupe cloroformiato de metilo no alcanzo a transponerse en la posicion 2.
Sin embargo los datos espectroscopicos obtenidos con este producto, despues de
haberse purificado, corresponden para §-bromoalbendazo(V11-2).

La ruta No. 3 se completé con [a reaccidn de obtencion dei 6-bromoalbendazol
(Vii-3) a partir del albendazol por bromacién directa con bromo en acido acético
glacial a través de una reaccion de sustitucion electrofilica aromatica en donde ef
bromo se adicioné a la posicion 6 del nicieo bencimidazol segun muestran los
datos espectrascopicos obtenidos. La reaccion de bromacién presenté un

rendimiento regular del 84%, y hasta este momento parecia no presentar ningdn
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inconveniente ya que el producto desarrolié una sola mancha por cromatografia en
capa fina.

Debido a que la ruta sintética No. 3 dio lugar al compuesto precursor con mejor
rendimiento y sin problemas tanto de desbromaciéon como de transposicidn parcial
(como en el caso de fa ruta No. 1 y ruta No. 2 respectivamentej; fue que ef 6-
bromoalbendazol (V11-3) obtenido mediante esta ruta se eligid para la tritiacion del
albendazol a usarse en los experimentos de union; aungque cabe mencicnar que
presenta como Unico inconveniente la generacion de subproductos del albendazol
los cuales son productos de oxidacién del grupo propiltio por efecto del uso de
bromo elemental, y que pudo dar lugar a la generacion de sulfdxido y suifona de
albendazol.

Al tratar el B-bromoalbendazol (VI-3) eon [PH]borohidruro de sodio tritiado en

presencia de cloruro de paladio,'®*

se dio lugar a la tritiacion del albendazol a
través de una reaccion de sustitucion nuceofilica aromatica en donde el anién tritio
desplaza al bromo de la posicion 6 obteniéndose de esta forma el 6-{*H]atbendazot
(VII-T). Mediante el espectro de masas de alta resolucion se pudo evidenciar que
la solucion de [*H)albendazol obtenida es en realidad una mezcla del resultado de
la monatritiacion, la ditritiacién y de la tritritiacién del albendazol ya que asi {o
confirman los picos obtenidos de 267 m/z, 269 m/z y 271m/z. Esto sucedid porque
a que a pesar de estar favorecida la posicidn 6 de (VII-3} para poder intercambiar
un atomo de bromo por uno de tritio, y como la reaccion se llevd a cabo en un
medio protico, entonces el exceso de los aniones tritio presentes en el medio de
reaccion también pudieron intercambiarse por los hidrégenos presentes tanto en
las posiciones 1H como en el grupo carbamato de metilo (que estd como
sustituyente de la posicidn 2 del niclec bencimidazol) ya que estas posiciones son
las Unicas que presentan hidrogenos intercambiables en medios proticos. Al
realizar la cromatografia en capa fina de la muestra de PH)albendazo! (VII-T), esta
correspondid con ia muestra de aibendazol referencia (SmithKline Beecham) ya
gue ambas presentaron una sola mancha y el mismo rf.

De la cuantificacion de ta muestra de [*Hlalbendazol (VII-T) que se realizd par

espectrofotometria a 300 nm, se obtuvieron 1.2675 mg de albendazol de los 3.44
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mg de 6-bromoalbendazol que se procesaron lo cual representa un rendimiento de
recobro del 47 8% ya que el resto de la muestra se pudo haber perdido tanto en el
proceso de extraccidn con cloroformo como en el carfucho de silica sep-pak. La
muestra de [*H]albendazol (Vil-T) se diluyé con DMSO hasta una concentracion
2mM (solucion de [*H]albendazol) con la finalidad de manejar mejor la muestra y
de tener asi una concentracion no fraccionaria. A esta dilucién se le conoce por
solucion de [*Hjalbendazol. Cabe mencionar que para el calculo de esta dilucion
se consideré como albendazol al total de los analitos cuantificados ya que no
considerabamos todavia la presencia de impurezas en la muestra. Al determinar la
pureza de ia solucion de [*Hjalbendazol por HPLC se encontrd que del total de los
analitos cuantificados por espectrofotometria sélo el 65.68 % comesponde a
albendazol segln nos indica fa sefal de mayor area bajo la curva y que presentd
un tiempo de retencion de 11.5 minutos del cromatograma obtenido. {ver apéndice
I1). Pero ademéas puede observarse la presencia de otras dos sefales diferentes,
la primera con un tiempo de retencion de 6.3 minutos y !a segunda con 9.1
minutos. La primera es probable que se deba a la presencia de sulfona de
albendazol, debido a que el tiempo de retencidon es muy similar al que se ha
venido obteniendo en el Laboratorio de Investigacidn en Enfermedades
Infecciosas y Parasitarias del Céntro Médico IMSS. Esto resulta idgico ya que para
la tritiacion del albendazol se utilizd el 6-bromoalbendazol procedente de la ruta
sintétca No. 3 en la que se tratd el albendazol con bromo y este dltimo ademas de
adicionarse a la posicion 6 del nucleo bencimidazol, también pudo haber
ocasionado la oxidacion del atomo de azufre del grupo propiltio para transformarlo
en sulfona lo cual representd un inconveniente de la ruta No. 3 que se hizé
evidente hasta esfe punto. Sin embargo [a sefial de 9.1 minutos probablemente se
deba a trazas remanentes del 6-bromo albendazol que no alcanz6 a desbromarse
durante el proceso de tritiacion.

Una vez que se realizd la determinacién de la actividad especifica de la
solucion de [*Hjalbendazol por contador de centelleo, se encontré que ésta
presentaba una actividad especifica total, al dia del marcaje, de 44447 dpm/ug v

de 40,352.9 dpm/ug al dia del experimento, o cual representa una pérdida de la
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marca de! 9.21 % en dos anos. Aunque del tolal de la muestra sélo el 65.68%
corresponde a albendazol (es decir 348.5 ug/mL de los 530.6 pg/mL de analitos
iotales cuantificables por espectrofotometria) el 34.32 % remanente se considerd
como subproductos e impurezas del athendazol, que probablemente son sulfona
de albendazol (subproducto inactivo del albendazol)®® y trazas (impureza) de 6-
bremoaibendazol que a penas alcanza el 16 % de los 34.32 %. Considerandc que
éstos no afectan los experimentos de unién, ya que el mayoritario es inactivo y el
otro se encuentra en baja cantidad, entonces se calculd Ja actividad especifica de
la solucion de [*H)albendazol en dpm/pmol empleandose el peso molecular de 265
pg/pmol ya que se considerd a los 530.6 mg/ml de analitos totales como si fuera
todo albendazol.

De esta manera se obtuvo el valor de 10.6935 dpm/pmol como valor de la

actividad especifica de fa solucién de (*Hlalbendazol.
6.2.- PARTE BIOLOGICA.

Para realizar los experimentos de unién con [*Hjalbendazol, se propusieron los
modelos de fubuiina de cerebro de rata, Giardia fambfia y Ascarns suum ya que la
ideal principal fue comparar 'a unién y afinidad de la tubulina de diferente origen,
una obtenida de mamifero, otra del protozoario Giardia lamblia y la otfa de un
heiminto con e} albendazol. Como modelo de tubulina de mamifero se eligid la de
cerebro de rata ya que su aislamiento es relativamente facil y se oblienen buenas
cantidades de esta proteina,”” ademas de que es empleada frecuentemente en
ensayos de union. El segundo se eligié en base a que necesitabamos ratificar otra
importante  aplicacion quimioterapéutica del albendazol como agente
antigiardiasico.®® E| tercero se eligié en base a gue se regueria un modelo de
helminto y se prefirié a Ascaris suum entre otros, ya que éste es un parasito muy
sencible al efecto del albendazol y ademas se puede obtener en buena cantidad
en los rastros donde se siguen sacrificando cerdos criados en fraspatios.

La tubulina de cerebro de rata se obtuvo a partir dei método descritdé por

Shelansky™, e! cual consiste en somefer el homogenizado cerebral a ciclos de
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polimerizacion en tibio con glicerol 4M y despolimerizaciéon en frio, y asi la tubulina
se fue purificando hasta gue finalmente se obtuvo una muestra de 5 mL con una
concentracion de 53966 pg/ul y una pureza del B2.05 % cuantificada por
densitometria de una cantitad inicial de 64.16 gramos de cerebro. Cabe mencionar
que la muestra de tubulina no se obtiene absolutamente pura ya que se copurifica
junto con fas MAP's (proteinas asociadas a microtubulos), sin embargo el
rendimiento en tubulina soluble lo consideramos satisfactorio ya que la cantidad de
proteina obtenida fue suficiente para realizar nuestros ensayos. En la
electroforesis de la muestra de tubulina de cerebro de rata se observan
claramente tres bandas diferentes: la primera, en la parte superior, que
corrasponde a las PAM's y las otras dos que corresponden a las cadenas ay B
tubulina respectivamente en orden descendente.

La tubulina de Giardia lamblia se obtuvo a partir de la cepa P-1 de referencia
cultivada en el medio de cultivo desarroliado por Keister David B;*' a partir de la
despolimernizacion en frio de los citoesqueletos provenientes de los trofozoitos
lisadas con tritén X-100. La cantidad de tubulina soluble que se obtuvo de estos
citoesqueletos fue satisfactoria ya que se obtuvieron 5 miL de muestra con una
concentracion de 0.29144 pg/ul y con una pureza aproximada del 100%
cuantificada por densitometria; de una cantidad inicial aproximada de 1.1745 x
10" trofozoitos. El rendimiento de esta tubulina lo consideramos satisfactorio ya
que la cantidad de proteina obtenida fue suficiente para realizar nuestros ensayos.
En la electroforesis de la muestra de tubulina de Giardia fambfia solo se observan
claramente dos bandas muy juntas que corresponden a las cadenas a y p tubulina
respectivamente en orden descendente.

La tubulina de Ascaris suum se obtuvo a partir de un homogenizado de 70
gramos de nemétedos el cual se centrifugd a 100,000 g y el scbrenadante fue
aplicado en resina de DEA-Sephadex y, mediante Ja técnica de batch, se eluyb la
mayor cantidad de impurezas con 0.2 M de KC| ya que no contamas con una
columna de las dimensiones necesarias para realizar este paso por cromatografia
en columna. Fue solamente en el paso de ja elucion de la tubulina con KCi .35 M

que se utilizé una jeringa de 20 mL [a cual recortamos a fa medida para empacaria
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con 15 mbL de DEA-Sephadex y de esta forma con esta jeringa al servirnos de
columna, realizamos hasta este paso la cromatografia por intercambio idnico de la
muestra debido a que la mayor parte del total de la carga de impurezas protéicas
ya habian sido removidas. Una vez que se concentré con polietilenglicol el eluido
de twbuling con 0.35 M de KC|, la técnica presentd como inconveniente que la
muestra de tubulina de Ascans suum presentd restos de actina, ya que ambas
proleinas presentan caracteristicas bioquimicas similares (se polimerizan y
despolimerizan de forma similar).?® Sin embargo el rendimiento fue favorable ya
que se lograron obtener 2.5 mL de muestra con una concentracion de 0.5374
pgful y una pureza del 81.54 % cuantificada por densitometria, lo cual nos fue
suficiente para realizar nuestros ensayos.

Para la cuantificacion de la concentracién protéica total de las tres muestras
de tubulina se eligié el método micro Bradford ya que éste demostrd ser un
método rapido de analisis que solo requiere de una placa de 96 pozos para ELISA,
un equipo lector de absarbancias para placas de ELISA automatizado, un sclo
reactivo (Bradford) y poca cantidad de las muestras; ademds de que es un método
confiable ya que la curva patron que se obtuvo con albimina serica de bovino, y
que sirvid para cuantificar a las tres muestras, presentd muy buena linearidad
segun la grafica y los datos de la curva que se muestran en el apéndice 1.

Los analisis electroforéticos que se iban realizando a las muestras crudas en
sus diferentes etapas de purificacion sirvieron de ayuda para verificar que a
medida que éstas se iban purificando, la tubulina todavia se encontraba presente y
gue aun no se habia perdido. Por ofra parte los analisis electroforéticos realizados
a las muestras purificadas ayudaron a identificar previamente a las tubulinas ya
que a partir de éstos claramente se pudieron observar, de los geles tefidos, las
dos cadenas a y B que caracterizan al dimero de tubulina y que en forma previa
anticiparon nuestro éxito. Ademas, también se pudo comprobar la pureza de las
muestras de tubulina dependiendo de la presencia o no de otros contaminantes de
naturaleza proteica que también se encuentran en la misma muestra y que se

presentan como bandas tefiidas en el mismo gel.
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Para la identificacion de las muestras de tubulina se eligid el métcdo con
luminol ya que éste es un método sencillo que sélo requiere de realizar una
electrotransferencia en papel de nitrocelulosa a partir del gel obtenido previamente
en la electroforesis de las muestras, asi como también de dos sueros: un anti-
tubulina de rata de ratén y un anti-tubulina de Giardia de ratdén, un suero
secundario, el anti-lgG de raton de cabra acoplado a peroxidasa, pelicula
fotografica, reactivos revelador y fijador y el reactivo luminol. Mediante este
método de identificacion se obtienen peliculas fotograficas en donde se hace
evidente el reconocimiento de fa tubulina mediante la union entre la tubulina y el
suero anti-tubulina, que se manifiesta a través de una emisién de luz la cual revela
la pelicula fotografica y, de este modo, se pudo comprobar que en las tres
muestras obtenidas habia tubulina. Esta emision de iuz proviene de la reaccion de
oxidacién de las diacilhidrazidas ciclicas, como el luminol, con el peréxido de
hidrégeno presentes en el reactivo luminol, para dar lugar a la formaciton del anién
ftalato, nitrogeno y la emisién de energia radiante; y todo esto originado a partir de
la descomposicion del perdxido de hidrégeno por la accién catalitica de la enzima
peroxidasa que se encuentra acoplada al anticuerpo secundario (anti-IlgG de raton
de cabra).’? Cabe mencionar que para el caso de la muestra de tubulina de
Ascans suum se utilizé un suero anti-tubulina de rata de ratdon y no asi un anti-
Ascans ya que pudimos constatar que el suero anti-tubulina de rata de ratéon
también reconoce a los isotipos de ta tubulina de Ascaris, por lo que no fue
necesario producir un suero anti-Ascaris de ratén.

La razén por la cual se llevd a cabo el analisis densitométrico de las tres
muestras obtenidas se debib a que se observaron otras bandas en los geles de los
andlisis electroforéticos efectuados las cuales no correspondian a tubulina, tal es
el caso de la muestra de cerebro de rata y de Ascaris suum principalmente; y asi
de esta forma, se podria determinar la pureza en tubulina de la carga protéica total
en cada una de las muestras. Se eligic el método de analisis densitométrico
Sigma-Gel porgue este es un programa del cual rapidamente se obtienen
resultados y es confiable, ademas que se contaba con un excelente scaner: el

equipo Eagie Eye (ya que un buen scaner es requisito necesario para capturar
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adecuadamente la imagen del gel de poliacritamida y asi correr en forma optima
este programa). El programa Sigma-Gel contabiliza densitormétricamente a todas
las bandas las cuales corresponden a una proteina en particular y que son
evidentes en el gel electroforético de cada muestra en unidades denominadas
pixeles. La sumatoria total en pixeles de todas las bandas observadas en el gel de
cada muestra corresponde al 100%, por lo que al dividir la contribucion en pixeles
de las bandas que corresponden a tubulina entre la contribucién total de todas las
bandas se puede obtener el porcentaje de la pureza en tubulina con respecto a la
carga proteica total de la muestra después de multiplicar el resultado obtenido por

cien.
6.3.- EL EXPERIMENTO DE UNION.

Antes de comenzar el experimento de union se determind nuevamente tanto la
eficiencia del equipo contador de centelleo como la actividad especifica actual de
a solucién de {°Hjalbendazol ya que del dia del marcaje al dia ei experimento de
unidon ya habian transcurrido poco mas de dos aifos, pero sin embargo
comparando los dos resultades encontramos que la variacion fue paca ya que solo
se logro perder un 9.21% de la marca original y la eficiencia de! equipo se
mantuvo casi igual.

Para el experimento de unién se escogieron diez concentraciones diferentes
de la muestra de [*H]albendazol para realizar los experimentos de unién con las
tres muestras de tubulina. Estas concentraciones van de 1 a 10 uM y se eligieron
en base a un experimento previo de unidon (sélo con tubulina de rata y Giardia
lamblia) en donde se encontrd que la concentracion de albendazol en 1a que las
graficas de union desarrollaron una meseta a una cantidad constante de tubulina
de 19.8 ng, se encontraba entre 8 y 9 pM.

Cabe mencionar que para la preparacién de la solucion stock de 100 uM de
[3H]albendazol. a partir de la cual se prepararon las demas diluciones, se
considerd la concentracion de albendazol real de la muestra que es de 3485

ug/mL y no asi los 530.6 pg/mlL del total de los analitos cuantificados ya que las

)
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concentraciones se manejaron en funcion del albendazol existente y no asi de los
artefactos que por ser uno inactivo y el otro minoritario, no se consideraron.

Este experimento de union se llevd a cabo en forma muy similar al que realizd
Emest Lacey en 1985% en el cual se utifizaron volumenes y concentraciones
constantes de una muestra cruda de tubulina de Haemonchus contortus, con
diferentes concentraciones de varios bencimidazoles tritiados. En nuestro caso
primeramente se incubaron a 37°C por 20 minutos las muestras de tubulina con
diferentes concentraciones de {°Hjalbendazol para que se estableciera el equilibrio
de la formacién del complejo albendazol-tubulina. El carbon activado se incorpora
después para que éste adsorba tanto a las impurezas presentes en la solucién de
[*HJalbendazol como a aquellas moléculas de albendazol que en su momento no
se encuentran unidas a la tubulina. Al centrifugarse las muestras, se deja libre en
solucién UOnicamente al complejo albendazol-tubulina; y la cuantificaciéon del
albendazol incorporado por unidad de masa de proteina se realizé a través del
contador de centelleo. En las graficas obtenidas de union vs. concentracion se
puede observar que, cuantitativamente, Ia unién es diferente para cada una de las
tres tubulinas. Se aplico la regresion no lineal de tipo hiperbélico a las graficas de
Unién vs Concentracion obtenidas ya que la formacién del complejo albendazol-
tubulina se ajusta al modelo de union especifico para un solo sitio y cuyas curvas
se caracterizan por describir una hipérbola rectangular (isoterma de unién o curva
de unién saturable) en su trayectoria que parte del origen y se vuelve asintatica
€oNn un trazo imaginario que parte det eje de ias ordenadas en donde y=Bmanx.
Para efectuar la regresion no lineal de las curvas originales se eligio el programa
Microsoft Excel curve fitting™ por la facilidad con la que se ajustan las curvas ya
que solo se requiere ingresar los resultados obtenidos del expetimento de union y
a través de su herramienta “Solver”, se consigue obtener la curva corregida que se
ajusta a la ecuacién: Y=(Bmax)(X)le+X“ con la cual se puede interpolar la curva
corregida y que aplica para un modeto de unién especifica para un solo sitio. Las
constantes que describen el comportamiento de union de cada tuhuiina por el
albendazol se obtuvieron mediante la transformacién lineal de tipo Scatchard de

las curvas ya corregidas graficando unién/concentracion vs. unién y a partir de las
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cuales se obuva Bmax como intercepto en el eje de las abscisas de la linea que se
obtiene y Kd como el inversc negativo de la pendiente. Para obtener Ka se
considerd el inverso de Kd ya que en el estado de equilibrioc se sabe que entre

estas constantes existe una relacion inversa. Ademas, mediante el empleo de la
ecuacién de E.Lacey® y=BmaxKa(x~y)(Ka(x-y)*+1); que se resuelve para Ka al
expresarla como trinomio cuadrado de la forma:

Bmax(x-y)zKaz+Bmax(x-y)Ka-y=0; se pudo obtener el valor de la concentracion

minima de albendazol que se requiere para alcanzar el estado de equilibrio
{Cmineq) al hallar el valor de “x” con el cual se obtiene Ka. Cabe mencionar gue
entre mayor sea el valor de Cmineq la afinidad sera mayor ya que se requerira
mayor concentracion de ligando para alcanzar el estado de equilibrio, y por lo
tanto un menor vator de Cmineq se traducira en una mayor afinidad.

Para el analisis de las diferencias de union entre las tubulinas parasitarias en
relacion a la tubulina de rata, se realizd la comparacion de las magnitudes
obtenidas para Bmax de Giardia famblia y Ascaris suum con respecto a la Bmax
cbtenida en rata y de igual forma, para anatlizar las diferencias en afinidad, se
relacionaron los valores de Ka obtenidas para ambas tubulinas parasitarias con
respecto a la Ka de tubulina de rata.

El hecho de que tanto la unién como la afinidad de la tubulina de los parasitos
estudiados haya sido mayor que la tubulina de mamifero se traduce en una
toxicidad selectiva del albendazol hacia los heimintos y Giardia fambiia.

En base a estos resultados obtenidos, se sugiere aprovechar las ventajas
terapéuticas que nos brinda €l albendazo! en el tratamiento de las parasitosis
intestinales ocasionadas por helmintos y Giardia lamblia en el sentido de que si se
sospecha de una de estas parasitosis se puede administrar albendazol con la
ventaja de que si el diagndstico hubiese sido falso, no resultara toxico ya gue el
albendazol escasamente llega a producir efectos secundarios considerables y que

sélo por precaucion se limita su uso en pacientes con sospecha de embarazo **
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7. CONCLUSIONES

1.- Del experimento de union con las tres tubulinas se encontrd que el tipo de
union que sigue Ia formacion del complejo albendazol-tubulina corresponde para
un modelo de unidn especifico para un solo sitio, y que ésta unién fue mayor en la
tubulina de origen parasitario, segun se muestra en los siguientes valores de

Bmax:

Bmax pgcaris >BmMax giardia > BMax rgia.
2301 pmol/mg 1314 pmolfmg 803 pmolimg

Esto nos quiere decir que en sus sitios de union, la tubulina de origen
parasitario es capaz de incorporar estequiométricamente mas molécutas de
albendazol en comparacion con la tubulina de origen mamifero.

2.- Del analisis de las constantes obtenidas Kd, Ka y Cmineq para cada modelo en
estudio podemos ordenar la afinidad de las tubulinas por el albendazol en forma
creciente de la siguiente manera;

¢ Tubulina de cerebro de rata: Kd= 15.144, Ka= 0.066 y Cmineg= 0.302.

e Tubulina de Giardia lamblia: Kd= 12.307, Ka= 0.0812 y Cmineg= 0.118.

¢ Tubulina de Ascaris suum: Kd= 8.38, Ka= 0.119 y Cmineg= 0.0308.

La tubulina de ambos parasitos presentan mayor afinidad por el aibendazol ya
gue sus valores de Kd son menores*? en relacion a la tubulina de rata. Los valores
obtenidos de Cmineq respaldan este punto ya que al haber una mayor afinidad, se
requiere una menor concentracion de ligande para alcanzar el equilibrio.

3.- E! hecho de que las tubulinas de origen parasitario en este estudio, unen
mayoritariamente a2l albendazol en relacidon a la tubulina de origen mamifero es
consecuencia de que las primeras pueden incorporar estequiométricamente mas
moléculas de albendazol en sus sitios de unidn, y que ademds presentan una

mayor afinidad por este ligando.
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4.- En este trabajo de tesis se encontrd que entre los dos parasitos estudiados, la
tubulina de Ascaris suum presenta una mayor union y afinidad por el albendazol
en comparacion con la tubulina de Giardia lamblia.

5.- A pesar de que también se observd que el albendazol llega a unirse a 'a
tubulina de los organismos mamiferos, aungue en menor cantidad, hay gue
considerar que estos experimentos se hacen fn vifro. En la vida real tanto el
hombre como los animales domésticos contamos con enzimas de tipo oxidativas
como la FMO y las P-450 ias cuales pueden inactivar rapidamente a aquellas
motéculas de albendazol que pudiesen entrar a las célutas, ¥ y en contraste con
parasitos como Giardia lamblia la existencia de estas enzimas aun no se ha
comprobado. En lo que repecta a los helmintos aungue pudiesen estar presentes
estas enzimas, 1a accion del albendazol seria mas rapida ya que estos organismos
presentan un volumen corporal menor.

6.- En base a los resultados de unidon de las tubulinas estudiadas con el
albendazoal, y de las constantes que se obtuvieron, se puede concluir que estos
hechos soportan la hipdtesis planteada; ya que se puede afirmar que: el valor
quimioterapéutico del albendazol se debe a su toxicidad selectiva, la cual se
traduce en una selectividad preferencial que la tubulina de los organismos
parasitos (como helmintos y Giardia lamblia) exhiben por el albendazol, en
comparacion con el hombre y los animales domesticos en donde la toxicidad
practicamente es nuia y su uso quimioterapéutico solamente se restringe cuando

se sospecha de embarazo. %
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APENDICE 1. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

1.-

[
)

INSTRUMENTACION.

Los espectros de infrarrojo (IR) se obtuvieron en un espectrofotometro Perkin
Elmer con transformada de Furier medelo FT-IR-1600 en pastilla de bromuro
de potasio, las sefiales se dan en cm™.

Los espectros de resonancia magnética proténica (RMN’H) a 300 MHZ se
obtuvieron en un equipo Varian EM-390, utiizandose dimetilsulfoxido o
cloroformo deuterados como disclventes, y tetrametilsilano (TMS) como
referencia interna de cero ppm. Los desplazamientos quimicos se dan en ppm.
Los espectros de masas de impacto electronico (El) y de aita resolucién,
fueron obtenidos en espectrometro de masas JEOL JMS-SX102A, los picos se
reportan en m/z.

Los puntos de fusion fueron determinados con un equipo Buchi modelo 530 y
no estan corregidos.

Para concentrar las soluciones se emple¢ un rotavapor de ta marca Buchi RE
111, con vacio generado por una bomba Felisa modelo 1600 ajustada a 55 cm
de Hg y condensador de higlo seco.

CROMATOGRAFIA.

La cromatografia en capa fina se realizdé en placas Silica Gel 60 F-254, con
soporte de vidric de la marca Merck. Para visualizar los compuestos organicos
se empled una lampara de luz ulravioleta UVGL-25 mineral light lamp de 254
a 366 nm. Los sistemas de elucidon empleados en fa cromatografia en capa

fina fueron:
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Sistema Composiscién Proporcién
1 Hex: CHCIy: AcOEt 50: 35: 15
2 HEX: AcOEt 95:5
10 mL+ CH,COOH (1 gota).
3 HEX: AcOEt 85:15
4 CHCl;: CH;0H 99: 1
5 CHCI;: CH;OH 95:5
10 mL+ NH,0OH {1 gota).
6 CHCI3: CH;0H 98: 2
1¢ mL+ HCOOH (1 gota).
7 CHCI;: CH3;0H 90: 10
10 mL* NH,OH (1 gota).
8 CHCI;: CH30H 90: 10
A

3.-REACTIVOS Y DISOLVENTES.

e Una parte de los reactivos empleados en la parte quimica asi como también la
mayoria de los reactivos bioldgicos y amortiguadores utilizades en la parte
bioidgica, pertenecen a la marca SIGMA-ALDRICH. La ofra parte de los
reactivos utilizados en la parte quimica asi como también, los disolventes
organicos y todos los acidos utilizados pertenecen a las marcas JT BAKER y
MALLINCKRODT. £l DMSO empleado en la parte biologica fue de SIGMA.

» EI {*H]borohidruro de sodio de 75 Cifmmol, 25mCi/mL utilizado para el tritiado
del albendazo! fue de la marca Dupont.

s El cloruro de paladio usado como catalizador en el proceso de tritiacién del
albendazol fue de la marca Aldrich.

¢ El albendazol utiizado para la ruta sintética No. 3 y para elaborar las curvas
patrén fue de la marca SIGMA y el empleade como referencia fue de

SmithKline-Beecham.
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+ Laidentificacion de las proteinas se llevd a cabo utilizando suero de cabra anti-
ratén acoptado a peroxidasa de Zymed y el reactivo luminol empleado fue de |a
marca Amersham Life Science.

» Los marcadores de pesos moleculares empleados en la electroforesis de las
muestras de tubulina corresponden a Prestained Protein Molecuiar Weight
Standars de GIBCO BRL Life Technologies con un rango de peso molecular
de 14,300 a 200,000 Daltons.

¢ Para el revelado de la pelicula de identificacion de proteinas se emplearon
fijador y revelador GBX de Kodak.

4.- SOLUCIONES, AMORTIGUADORES Y MED!O DE CULTIVO.
1.- Preparacion del medio de cultivo para Giardia lambiia.

A) Componentes del medio de cultivo para Giardia famblia'™.
Volumen total 6 litros.

Componente Cantidad del componente
Peptona 1875¢g
Glucosa 62.22 g
Cloruro de sodio 1249
L-Cisteina 12 g
Fosfato de potasio monobasico 6.18 g
Fosfato de potasio dibasico 3.72g
Acido ascorbico 12g
Citrato férrico 0.138g
Bilis bovina 484¢
Suero de bovino adulto 300 mL
Solucién antibidtica 1:50 60 rml

B) Método de preparacion de la solucion del medio de cultivo para Giardia famblia.

En 45 litros de agua purificada (bidestilada y deionizada con una
conductividad de 1.7 mhos), se disolvieron uno por uno todes los componentes a
excepcién de la bilis bovina. La solucién obtenida se llevé a un pH de 7.1 con
solucion de hidroxido de sodio 10 N. Posteriormente, la solucion se llevd a un

volumen de 5.7 litros con mas agua purificada y se distribuyd en 6 botellas de
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vidrio Schott Duran de un litro, que ya contenian 35 varillas de vidrio de 15 cms
cada una, de tal forma que cada botella contenia 950 mL de la solucion

preparada. Las 6 botellas se esterilizaron en una olla de presion por calor homedo

por 20 min. A 121°Cy 15 lbs/p!gz de presién.

C) Sclucién de bilis de bovino.

Los 4.8 g de bilis de bovino se disolvieron en 60 mL de agua purificada y se
esterilizd por filtracion a través de un filtro Millipore de 0.25 um en un porafiltro de
25 mm.

03} Solucién antibidtica 1:50.

El contenido de un frasco ampula de Pengesod (1,000,000 U) y de Estrepto-
monaxin { 1 g ) Lakeside, se disolvio en 4 mL de agua esterilizada. Luego estos 4
mL se llevaron a un volumen final de 250 mL con mas agua estéri! para hacer una

ditucion final 1:50.

E) Suero de bovino adulto descomplementado.
Un frasco de 400 mL de suero de bovino adulto Microlab, fue
descomplementado al calentarlo en bano de agua a 56°C por una hora.

F) Obtencion del medic de cultivo para Giardia lamblia.

En campana de flujo laminar de aire filtrado y con las botellas de la solucidn
del medio de cultivo a temperatura ambiente, se agregaron a cada una de ellas 50
mL de suero de bovino adulte, 10 mL de la solucion de bilis de bovino y 10 ml. de
la solucion antibidtica 1:50. Finalmente las botellas se cerraron y se
homogeneizaron lentamente con rotacion manual para obtenerse asi 6 litros de

medio de cultivo selectivo para Giardia lamblia.

2.- Solucién amortiguador RB.
s MES 100 mM

« EGTA 1Mm

¢ MgSO; 1mM
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s pH= 6.8 ajustado con hidroxido de sodio 10 N.
3.- Solucion amortiguador MM.

+ MES 100 mM

s MgSO, 1mM

e pH=6.7 ajustado con hidroxido de sodio 10 N.

ha
1

Solucién amortiguador PEM,

+ PIPES 100 mM

o EGTA 1Mm

« MgSO, 1TmM

s pH= 6.9 ajustado con hidroxido de sodio 10 N.

15,
i

Solucién amortiguador PM.

+ PIPES 100 mM

+ MgSOs 1mM

+ pH= 6.9 ajustado con hidréxido de sodio 10 N.

o
1

Solucién amortiguador PBS.
« NaHPO, 023g.

« NaHPO, 1.15g.

+ NaCl 9g.

¢ Agua purificada 1,000 mL

» pH=de72a74

7.- Solucion amertiguador de corrida 10X
+ Tris base 304g.

+ Glicina 144 g.

+ SD520% 50 mk.

« EDTAOQ2ZM 40 mL.

« Agua purificada 1000 mL.

« pHB3

.- Solucion amortiguador de muestra 2X.
o 4X Tris-CIfSDS pH 6.8 25 mL.
Glicerol 20 mL.

Qo
1
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» SDS 44

« 2-Mercaptoetanol 2mL.

e Azul de bromofenol 1mg

* Agua cbp 100 mL.
9.- Solucion amortiguador de transferencia.
e Tris base 302g

» Glicina 1442 g.

e Agua 1800 mL.
» Ajustar pH de 8.3 con mas glicina.

+ Agua cbp 2000 mL.
10.- Solucidn de azul de Cocmasie.

« Metanol 100 mL.
s Acido acético 10 mL.

e Azul brillante de Coomasie 250 mg.

e« Agua cbp 100 mL.
11.- Solucion destenidora.

« Metanol 150 mL.
* Acido acético 300 mL.
» Aguacbp 3000 mL.

12.- Reactivo de Bradford 5X.
e Azul de Coomasie G-250 250 mg.

+ Etanol abscluto 125 mL.
» Acido ortofosforico al 85% 250 mL.
« Aguacbp 500 mL.

13.- Gel Separador 10%.
» Acrilamida 30% / bisacrilamida 0.8% 10 mL.

e Tris.Cl4X/SDS, pH 8.8 7.5mL.
s Agua 12.5 mL.
+ Tetrametilendiamina 20 pl.

- APS 10% 100 pl.
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14.- Gel Concentrador.
e« Acrlamida 30%/bisacrilamida 0.8% 1.3 mL.

* Tris.Cl4X/SDS, pH 6.8 7.5mL.
» Agua 7.1 mL.
s Tetrametilendiamina 10 k.
» APS 10% 50 uL.

15.- Rojo de Ponceau.
¢ Rojo de Ponceau al 0.5% en
acido acético al 2%.

16.- Soluciéon de leche descremada 5%.

¢ |eche descremada en polvo 5g.

» PBS-Tween 0.05% cbp 100 mL.
17.- Negro de Amido 0.1%.

+ Negro de amido 100 mL.
+ Acido acético 10 mL.
+ Metanol 10 mL.

5.- EQUIPOS E INSTRUMENTOS UTILIZADOS EN LA PARTE BIOLOGICA.

¢ Para centrifugar las muestras obtenidas durante la fase de aislamiento de las
tubulinas se emplearon los siguientes equipos;

1.- Centrifuga Sorvall RC-5B. Dupont Instruments.

2.- Centrifuga Sorvail RC-5. Dupont Instruments.

3.- Centrifuga Sorvall RC-3B. Dupont Instruments.

4.- Ultracentrifuga Beckman L5-560.

5.- La centrifugacion de los tubos eppendorf de 1.5 mL que fueron en el

experimento de union, se llevaron a cabo en una centrifuga Eppendorf 5804 R

para 30 tubos.

« La homogeneizacion del material biolégico fresco se realizd en los siguientes

equipos:
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1.. Homogeneizador Tekmar, utilizado para la preparacién de la muestra de

tubulina de cerebro de rata.

2.- Licuadora Osterizer pulse matic de 5 velocidades con vaso de vidrio y

homogeneizador de tejidos Thomas Phila USA B 353 con pistilo de teflon, se

utilizaron en la preparacion de ia muestra de tubulina de Ascaris suum.

Durante la etapa de aislamiento de la tubulina de Ascaris suum, se empled una
bomba peristaltica Rabbit Peristaltic pump de RAININ Instrument, un
microfraccionador GILSON modelo FC-80K y un detector GILSON modelo 111.
Las incubaciones de las muestras y de jos medios de cultivo para Giardia
lamblia se lievaron a cabo en una incubadora Forma Scientific modelo 3185
Water-Jacketed calibrada a 37°C.

Para la conservacion de las diferentes muestras se empled un ulira
refrigerador Forma Scientific modelo calibrado a -80°C.

Para la medicion de pH en la preparacién de las soluciones amortiguadoras, se
empled un potencidmetro pH meter 26 Radiometer Copenhagen.

La concentracion de las muestras de Giardia lamblia y Asacaris suum se llevd
a cabo en tubos de didlisis de membrana de celulosa SIGMA utilizando
polietilenglicol de la misma marca.

Las micropipetas que se utilizaron fueron GILSON Pipetman de 10, 20, 200 y
1,000 pl.

El agitador orbital utilizado fue un Clay Adams Brand NUTATOR modelo
421105 de BECTON DICKINSON.

La cuantificacion proteica se realizé por el método de Bradford en placas de
ELISA leidas en equipo Bio-Rad Microplate Reader 450, empleandose filtro de
595nm.

La electroforesis en geles de poliacrifamida al 10% se llevd a cabo en una
camara para electroforesis Bio-Rad modelo “Mini-protean 1l Cell” empleandose
una fuente de poder Buchler 3-1500 a 100 volts.

La transferencia de los geles de poliacrilamida a papel de nitrocelulosa (blot),

se ileve a cabo en una camara de transferencia semi seca Bio-Rad modelo
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iIMM-1, empleandose una fuente de poder Microblot a 200 mA y papel de
nitrocelulosa Bio-Rad Trans-blot de 0.45 um de poro de la marca SIGMA,

€l revelado para la identificacidn de las muestras de tubulina se llevé a cabo
en Cassette de exposicion modele X-omatic de Kodak, con pelicula
radiografica Kodak X-omat.

Para el andlisis densitométrico se llevd a cabo el scan del gel de poliacrilamida
(conteniendo las tres muestras de tubulina) en un equipo EAGLE EYE i
STRATAGENE modelo EE Il still video. La estimaciéon de la pureza de las
muestras de tubulina se realizé a través del programa “Sigma-Gel” Jandel
Scientific Version 1 1994-1995, en un equipo de computo Compaq con
procesador Pentium Il y 128 MB en RAM.

.- PARTE RADIOLOGICA.

El barrido espectrofotomeétrico de UV/Visible de 200 a 500 nm y la curva patron
de albendazol, asi como la cuantificacion espectrofotométrica del
[3H}albendazol, se llevaron a cabo con un espectrofotometro Beckman DU-68
utilizandose celdas de cuarzo de un centimetro de paso de luz.

La determinacion de fa pureza de la muestra de [*H]albendazol se realizd en
un equipo de HPLC Beckman System Gold con inyeccion manual “Rheodyne”
y loop de 20 pl. equipado con dos bombas binarias modelo 126, detector de
UV modelo 166 y una columna Phenormenex Spherisorb 5 ODS (1) de 125 mm
X 4.6 mm.

La determinacion de la actividad especifica del [*HJalbendazol, asi como las
mediciones radiolégicas en los experimentos de unién, se llevaron a cabo en
un Contador de Centelleo Beckman modelo |.S-6000SC, empleandose los
estandares: de tritio con 104845 dpm y el blanco de la marca Beckman. El
cocktail de liquido de centelleo utiizado fue Insta-Gel de la marca Packard.

El calculo de las constantes de los experimentos de unién se realizd a través

del programa Excel curve fitting empleandose la version Microsoft Excel 2000 y
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la herramienta "Solver”, en un equipo de computo Compag con procesador
Pentium ll y 128 MB en RAM.

145



1.- GRAFICA DE LA CURVA PATRON DE ALBENDAZOL POR
ESPECTROFOTOMETRIA.

Absorbancia a 300 nm Vs. Concsntracion de Albendazol en pg/ml.

4
-

Datos de ia regresiton ineal de ia curva:

Concentraciin de Albendazol en ug/imb ve. Absorbancia a 300 nm:
¢ b= 0.00088

« = 0.04098

s = 0.99908.

"
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2.- GRAFICA DE LA CURVA PATRON DE ALBENDAZOL POR HPLC.

Promedio de Areas Vs. Concentracion de Albendarol en ugimt.,

1.8
16
14
1.2

1
03
0.6
0.4
0.2

0

Promedio de Areas

0 0.2 04 0.6 08 1 1.2

o . | Concentracion de Atbendazol en ug/ml.

—o—Fugredion
Lineal

Datos de la regresion lineal de Ia curva:
Concentracidon en ug/mL vs. Promedio de Aress.
s b= D.055598

+ m= 18128

¢ m(.99858

“
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3.- GRAFICA DE LA CURVA PATRON DE BSA POR
ESPECTROFOTOMETRIA.

Absorbancia a 595 nm Vs. Cantidad de BSA en pg.

E

e

w

=2

wn

o

3

o

i

3

0 1 2 3 4 5 8
+m:,|¢. Cantidad de BSAen g
—e— Regresion
Lineal . _

Datos de Ia regresitn lineal de la curva:
Cantidad de BSA en ug va. Absorbancia a 588 nm:
s b=-0.011939 :

+ m=0.091018

o 1=0.9992829
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4.- CROMATOGRAMA EN BARRIDO DE UV/VISIBLE PARA EL ALBENDAZOL
EN DMSOC DE 200 A 500 nm.
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5.- CROMATOGRAMA DEL ANALISIS POR HPLC DE LA SOLUCION DE

TRITIO-ALBENDAZOL.
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