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RESUMEN

En la presente tesis se describe un método de evaluacion del potencial antihelmintico
de derivados del bencimidazol, se tomo como modelo experimental cisticercos de T.
crassiceps cepa ORF y como farmaco de referencia sulfoxido de albendazol (SOABZ). El
método se basa en la utilizacion del marcador fluorescente 5-clorometilfluoresceina
diacetato (CMFDA), mediante el cual se mide la capacidad que tienen los cisticercos de
transformar al CMFDA en un compuesto fluorescente.

En el presente estudio se demuestra que la variacion en la fluorescencia emitida por
cisticercos tratados con los derivados del bencimidazol y marcados con CMFDA, es un
parametro con el cual puede evaluarse la actividad antihelmintica de estos compuestos.

La evaluacion macroscopica del efecto del SOABZ y la valoracion cualitativa de los
cambios en la intensidad de fluorescencia, realizada mediante microscopia confocal y un
microscopio estereoscopico acoplado a epifluorescencia, muestra que altera la morfologia
de los cisticercos y disminuye la intensidad de fluorescencia emitida por el marcador con
respecto al grupo sin tratamiento.

La evaluacion cuantitativa de las variaciones en la intensidad de fluorescencia emitida
por los cisticercos tratados con SOABZ y marcados con CMFDA, se realizd en un
espectrofluordmetro y se determino una CEs para el SOABZ de 0.070 pg/ml, el cual es un
valor similar al reportado en la literatura.

Una vez estandarizado el método de evaluacion, se evaludé a los derivados del
bencimidazol propuestos. Con base a estas mediciones, se encontrd que de los seis
derivados del bencimidazol a evaluar, el compuesto RSD16 mostré una disminucién en
dicha actividad semejante al SOABZ. Que los compuestos GNV14, RSD7, RSD8 no
mostraron actividad cestocida significativa en este modelo experimental. Dos de los
compuestos: el RCB15 y el RCB20 no pudieron ser evaluados por este método, debido a
que a los tres dias de exposicion los cisticercos presentaron perdida total del fluido
vesicular, por lo que estos compuestos mostraron ser los mas efectivos para dafar a los
parasitos.

Por ultimo, el analisis conformacional del SOABZ y del compuesto RCB15, mostro
diferencias como el tamafio de la molécula, los grupos cloro y trifloruro, asi como
variaciones en el potencial electrostatico de la molécula. Estas diferencias moleculares
probablemente son la causa de que la proteina blanco de los derivados RCB15 y RCB20, no
haya sido la B-tubulina, sino otra proteina o molécula afin a estos compuestos y ello podria
ser una de las razones del por qué fueron mas activos que el SOABZ y el resto de los
compuestos.

X
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ABSTRACT

Chemotherapy is the best way for immediately controlling parasitic diseases, however
the majority of drugs are old and they were produced without any rational drug design.
Because of this, it is important to consider developing of new antiparasitic drugs that
include knowledge in medicinal chemistry, proteomics, cell biology, etc. In addition, the
use of parasitic experimental models could offer a new opportunity to test the designed
compounds in order to establish if they are potential antiparasitic drugs. The purpose of the
present thesis is to explore a new strategy by using a vital fluorescent marker as a tool for
evaluation potential cestocide drugs in in vitro maintained cysticerci of T. crassiceps ORF
strain. For this, some benzimidazolic derivatives were tested and their effects compared
with SOABZ as positive control. After the parasites were treated, they were cultivated in
presence of the fluorescent marker CMFDA (5-clorometilfluoresceina diacetato) in order to
measure, by fluorescence quantitative analysis, if they had the capability to transform the
non-fluorescent compound to a fluorescent marker. Results indicate that variation of the
emitted fluorescence was induced because of the bencimidazol treatments and depending of
the derivative was the low emission of fluorescence. In addition, macroscopic and
microscopic observations were performed in order to have qualitative parameters that can
be contrasted with those obtained in absent of any treatment. Quantitative fluorescence
evaluation produced similar pharmacological CEsy value as those obtained using non-
fluorescence strategy. Two of the six evaluated derivatives were not evaluated because they
produced more rapid and intense reactions against parasites. Molecule modelation of one of
the most potent derivative, RCB-15, compared against SOABZ, present a different spatial
conformation that could be related to its higher activity against T. crassiceps cysticerci.
Because of that, in comparison with the SOABZ molecule, RCB-15 could have a protein
target that apparently is not tubulin.



Determinacion del potencial antihelmintico de derivados del bencimidazol

INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias ocupan un sitio importante como parte de los
problemas de salud producidas por enfermedades infecciosas que afectan al mundo,
principalmente en paises en vias de desarrollo como el nuestro (Flisser, 2006).

Dentro de estas enfermedades, una de las de mayor importancia en la salud publica de
México es la causada por el céstodo Taenia solium. De las dos parasitosis que produce, la
taeniosis, se presenta cuando el adulto se encuentra en el intestino del ser humano y le
produce una enfermedad asintomatica; mientras que, cuando el ser humano se infecta con la
forma larvaria, desarrolla la cisticercosis o bien produce la neurocisticercosis cuando el
metacéstodo se aloja en el Sistema Nervioso Central (Flisser, 2006). Esta ultima es la
enfermedad que mas dafio causa en la salud humana porque afecta principalmente a
individuos econdmicamente activos y les produce una enfermedad incapacitante que
requiere un tratamiento prolongado y una atencion médica costosa. Cuando ambas
enfermedades tienen que ser tratadas clinicamente, el tratamiento farmacoldgico ha estado
basado en el empleo de farmacos antiparasitarios y cestocidas de amplio espectro tal como
el albendazol (ABZ), un derivado de los bencimidazoles (BZM) (Hotez y col. 2006; Cook,
1998). Este farmaco antihelmintico ha sido muy utilizado ya que es barato y efectivo; sin
embargo, tiene algunas limitantes, como son: una baja biodisponibilidad debido a que es
insoluble en agua (Dayan, 2003), se han reportado casos de resistencia debido al empleo
masivo de fairmacos antihelminticos (Lacey, 1988, Wolstenholme y col. 2003), ademas,
existen reportes de ineficacia del tratamiento en otros parasitos (Ingold y col. 1999).

El uso de quimioterapia para el tratamiento de afecciones parasitarias es una medida
apoyada y recomendada por la OMS debido a que en la actualidad no existen métodos
preventivos que ayuden a controlar efectivamente las enfermedades producidas por
parasitos. Aun cuando en algunos tipos de enfermedades parasitarias, como el caso de la
cisticercosis, ya existen prospectos de vacunas (Flisser y col. 2004), falta todavia mucho
tiempo para que sean producidas a gran escala y se valore qué tan efectivas resultan para
ser aplicadas a la poblacion que lo requiera. Debido a que la quimioterapia sigue siendo la
mejor opcidn al tratamiento de las enfermedades parasitarias y a que es necesario eliminar
las limitantes que presentan estos compuestos, el reto es encontrar un farmaco que sea
realmente efectivo.

Los farmacos derivados de los BZM han sido de los mas antiguamente empleados
para el tratamiento de enfermedades parasitarias, desde hace 40 afios se introdujo el
tiabendazol como un farmaco de amplio espectro y su empleo permitidé establecer los
criterios toxicoldgicos y de eficacia de la terapia antiparasitaria para todos los derivados del
BZM. Por tales causas, desde ese entonces se enfoco la atencion en el desarrollo de nuevos
farmacos utilizando al anillo bencimidazoélico, la molécula base del tiabendazol. Como
resultado se desarrollaron nuevos farmacos con diversa actividad antiparasitaria como el
febendazol, el mebendazol y el ABZ. Con esto se demostr6 que era posible efectuar
cambios en la actividad y el espectro antiparasitario de compuestos derivados del BZM
mediante cambios en su estructura y se considerd que esta molécula podria ser la base para
el desarrollo de nuevos antihelminticos (Lacey, 1988; 1994). Un ejemplo de ello es el

x1
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denominado compuesto “alfa” que es resultado de realizar modificaciones al anillo del
bencimidazol; se ha demostrado que este compuesto tiene accion in vitro contra Fasciola
(Vera-Montenegro, 2004) he incluso en formas resistentes al tratamiento con derivados del
BZM (McConville y col. 2007).

Por lo anteriormente mencionado y con base a lo descrito para el disefio racional de
farmacos, el grupo enfocado hacia la Quimica Medicinal del Dr. Rafael Castillo de la
Facultad de Quimica de la UNAM, ha sintetizado nuevos derivados del BZM buscando
mejorar sus propiedades como: actividad antihelmintica, solubilidad, biodisponibilidad y
estabilidad. Con el presente proyecto se inicia la evaluacion bioldgica de varios de los
derivados de los BZM disefiados y sintetizados por el grupo mencionado, para determinar si
algunos de ellos presentan actividad cestocida. En la presente tesis se valoro el efecto de los
derivados en un modelo experimental de cisticercosis murina con cisticercos de Taenia
crassiceps de la cepa ORF y se selecciono al SOABZ, el metabolito activo del ABZ en el
cual radican las cualidades de fArmaco antiparasitario (Dayan, 2003), como el cestocida de
referencia, ya que el efecto que tiene en los parasitos ha sido bien caracterizado (Palomares
y col. 2004; 2006; 2007). Para la evaluacion del efecto de los compuestos en los cisticercos
de T. crassiceps se presenta la estandarizacion de una estrategia experimental que consiste
en la medicion de un marcador fluorescente, el CMFDA. Este compuesto se transforma de
un agente de libre difusion a través de membranas plasmaticas y no fluorescente, a otro
impermeable y fluorescente (Haugland, 2005). Estas propiedades sirvieron para evaluar el
efecto de los derivados del BZM sobre la capacidad de los parasitos de transformar el
CMFDA en un compuesto fluorescente y con esto determinar su efectividad sobre los
cisticercos.

xii
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ANTECEDENTES

1.1. Modelo experimental murino de cisticercosis por Taenia crassiceps cepa ORF

T. crassiceps es un céstodo perteneciente al Phylum Platyhelmintha, Familia
Taeniidae, grupo en el que se encuentran organismos de gran importancia médica en paises
en desarrollo, como Echinococcus granulosus y Taenia solium. En forma general se
incluyen a estos organismos dentro del término helminto, que significa gusano parasito. T.
crassiceps presenta diferentes estadios de desarrollo como todos los ténidos: una fase
larvaria o metacéstodo conocida como cisticerco y una adulta, conocida también como
tenia o parasito adulto. Es un parasito comun del zorro rojo (Vulpes vulpes L.) y su
metacéstodo Cysticercus longicollis se encuentra en pequefios roedores y en topos. En el
ciclo de vida, el zorro es el huésped definitivo de la Taenia y pequenos roedores son los
hospederos intermediarios que alojan a los cisticercos. El ciclo inicia cuando un roedor
ingiere alimento o agua contaminada con heces fecales que contienen huevos o proglotidos
gravidos de tenias, estos huevos, al llegar al intestino, se transforman en oncosferas, las
cuales son transportadas por via sanguinea a varios tejidos subcutdneos y a la cavidad
abdominal. Una vez implantadas, se desarrollan hasta metacéstodos y desarrollan una
espesa estructura en el interior del cisticerco, la cual constituira el futuro escolex (Freeman,
1962). El ciclo continia cuando el zorro ingiere accidentalmente a los metacéstodos
contenidos en los tejidos de los roedores infectados; en el tracto gastrointestinal, los
cisticercos evaginan y liberan el escolex. Esta region de las tenias se fija inmediatamente al
intestino del zorro mediante la corona de ganchos y las ventosas que lo constituyen.
Transcurridos entre 40 y 50 dias de la infeccion, las tenias se encuentran bien desarrollados
y en la parte final de su cadena estrobilar se encuentran proglétidos gravidos que contienen
huevos fértiles. A los dos meses de infeccion, los progldtido gravidos, son desechados junto
con las heces al medio ambiente (Freeman, 1962). El zorro ademas de ser el huésped
definitivo puede ingerir heces contaminadas con huevos, se liberan las oncosferas en el
tracto gastrointestinal y son transportadas por via sanguinea a tejidos y musculos en donde
se desarrollan los cisticercos. La figura 1 muestra, de manera esquematica, como se da el
ciclo de vida de T. crassiceps.

A diferencia de los cisticercos de otros ténidos, los cisticercos de T. crassiceps se
pueden reproducir asexualmente por gemaciéon cuando se encuentran en la cavidad
peritoneal de diferentes especies de roedores; un cisticerco mide de 3-5 mm y después de
ser inoculado en la cavidad peritoneal de un roedor se generan pequefios brotes exégenos o

gemas, las cuales se despegan del cisticerco inicial y forman nuevos cisticercos (Freeman,
1962).



Antecedentes

Cisticerco

Ingesta de heces
fecales, agua o

alimento contaminado Huésped definitivo
Desarrollo de huevos a
embriones en musculo
y tejidos del huésped

Heces fecales
contaminadas
con huevos de
T. crassiceps

Desarrollo de taenia en
el intestino del zorro

Proglétidos gravidos (con huevos)
liberados en materia fecal

»
Ll

..—' “ ﬂ -
Huésped intermediario ingiere
huevos y se desarrollan
a cisticercos

Ingesta directa de cisticercos

Figura 1. Ciclo de vida natural de Taenia crassiceps.
Fuente: elaboracion propia a partir de lo reportado en Freeman, 1962.

Por estas caracteristicas, los cisticercos de T. crassiceps son un modelo
experimental de cisticercosis murina de facil mantenimiento dentro del laboratorio, ya que
los parasitos se pueden obtener en cantidades suficientes para los estudios por
inoculaciones seriadas en la cavidad peritoneal de los ratones. A partir de los cisticercos de
T. crassiceps se han obtenido diferentes cepas: en 1952 ¢l Dr. Freeman hizo el aislamiento
de la cepa ORF a partir del zorro rojo y reportd una serie de estudios sobre la biologia del
estadio larvario del parésito, en el que se establecid que dicha cepa perdio la capacidad de
infectar a especies caninas después de ser mantenida en el laboratorio por inoculaciones
seriadas en la cavidad peritoneal de roedores (Freeman, 1962). Al comparar la cepa ORF
con la cepa silvestre KBS aislada en 1965 de una rata de agua en Michigan, se reportaron
anomalias morfologicas significativas, ya que a diferencia de la cepa KBS la cepa ORF
carece del escolex y el rostelo (Kuhn y col. 1972). Se encuentra reportado el hecho de que
los cisticercos de la cepa ORF se reproducen mas rapidamente que los cisticercos de la cepa
KBS (Kuhn y col. 1972), es a partir de este trabajo de investigacion que se propone que las
diferencias morfologicas y reproductivas podrian deberse a una mutacién genética.
Posteriormente se estableci6 el cariotipo de ambas cepas y se encontrd que la cepa KBS
tiene 16 cromosomas y la cepa ORF tiene 14, los cromosomas son idénticos
morfologicamente entre ambas cepas pero falta un par de cromosomas en la cepa ORF. Por
estas razones se concluy6 que las anormalidades que presenta la cepa ORF en cuanto a la
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morfologia y su reproduccion descritas anteriormente son el resultado de una aneuploidia
(Kuhn, 1972).

Los cisticercos de T. crassiceps presentan a nivel ultraestructural, una morfologia
semejante a los cisticercos de T. solium: son vesiculares, llenos de fluido vesicular y
delimitados por un tegumento sincicial continuo, el cual estd unido a una capa germinal en
la cual se asientan los diferentes tipos de células que la constituyen (Ambrosio y col. 1994)

1.2. Quimica Medicinal

La quimica medicinal también conocida como quimica farmacéutica es un area
interdisciplinaria que requiere la participacion de la quimica orgénica, bioquimica, quimica
computacional, farmacologia, farmacognosia, biologia molecular y estadistica. Se encarga
del desarrollo de nuevos farmacos e involucra aspectos como la identificacion, disefio,
sintesis y la realizacion de estudios clinicos de nuevos compuestos susceptibles a ser
empleados con fines terapéuticos. Incluye el estudio de los farmacos existentes con afinidad
por la molécula blanco que sean susceptibles de modificarse quimicamente en su estructura
para desarrollar a partir de estos, nuevos compuestos con mayor selectividad al blanco, que
sean menos toxicos y que podrian convertirse en moléculas modelo para desarrollar nuevos
farmacos (Parry-Smith, 2003). Esto se logra mediante el estudio de las propiedades
biologicas y la relacion cuantitativa estructura-actividad de los farmacos existentes y su
posible modificaciéon mediante cambios en su estructura quimica. En los ultimos 20 afios se
ha incrementado nuestra comprension de la bioquimica, biologia celular y molecular de los
agentes patogenos que provocan las enfermedades parasitarias que afectan al hombre. Se ha
puesto especial atencion al metabolismo y estructuras celulares que son diferentes entre el
huésped y el parésito, los cuales son potenciales blancos de accidon de los nuevos farmacos
a desarrollar (Fairlamb y col. 2003).

El primer paso en el descubrimiento de un farmaco es la identificacion de un nuevo
compuesto activo, que usualmente se encuentra después de probar diferentes moléculas,
hasta que se encuentra una con la actividad bioldgica deseada. El segundo paso es la
modificacion de la estructura quimica del nuevo compuesto activo o farmacoforo para
mejorar sus propiedades quimicas y actividad biologica. La relacién cuantitativa de
estructura-actividad del farmaco6foro es de vital importancia para encontrar nuevos activos
lideres, que tengan mayor actividad bioldgica (potencia), una buena farmacocinética y que
no sean toxicos. Un paso intermedio involucra el desarrollo de modelos experimentales de
evaluacion in vitro e in vivo para evaluar los compuestos y asi descartar aquellos que no
presentan actividad bioldgica, de aquellos que podrian tener algin efecto terapéutico. En el
ultimo paso se desarrolla una via de sintesis del compuesto que permita producirlo en
grandes cantidades y al menor precio posible, asi como, de una buena formulacion
farmacéutica, esto con la finalidad de hacer estudios clinicos en los pacientes que requieran
el tratamiento.

El modelado molecular se define como la generacion y visualizacion de la
estructura molecular realista y las propiedades fisicoquimicas asociadas a un compuesto,
teniendo como finalidad el predecir la estructura y estabilidad de sistemas quimicos. Es una
herramienta que da ideas sobre la relacion de estructura molecular y la actividad bioldgica
de los compuestos.
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1.3. Anélisis conformacional

Las moléculas de interés medicinal pueden adoptar mas de una conformacion,
entendiéndose como conformacion de una molécula al tipo de arreglos de sus atomos en el
espacio. A los diferentas arreglos obtenidos por rotaciones alrededor de un enlace sencillo o
enlace sigma se les llama conformaciones y estan definidas por la energia potencial de la
molécula (Wade, 1993).

Las conformaciones puras y unicas no se pueden aislar, porque las moléculas estan
en constante movimiento a través de todas las conformaciones posibles y éstas estan
presentes en diferentes cantidades. Sin embargo, estas conformaciones no estdn igualmente
favorecidas; la conformacion mas favorecida o mas estable sera la que requiera la menor
energia potencial para formarse. La energia potencial se define como la energia que posee
un cuerpo en funcion de su posicion en el espacio, es asi que las moléculas requieren mayor
0 menor energia para adoptar ciertas conformaciones debido a la posicion que ocupan en el
espacio los atomos respecto a otros en la misma molécula. Al estudio de la energia de
diversas conformaciones se le llama andlisis conformacional y éste es util para determinar
que conformaciones estan favorecidas energéticamente (Wade, 1993).

1.4. Biotransformacién del CMFDA

Para evaluar la actividad antiparasitaria de los derivados del BZM se utilizo el
marcador fluorescente CMFDA, compuesto que en un primer paso difunde libremente a
través de la membrana celular; una vez dentro de la célula el marcador fluoresce cuando
los enlaces ester son hidrolizados por estearasas intracelulares y los grupos acetato
liberados. Finalmente, mediante una reaccién catalizada por la enzima glutation-s-
transferasa, se une con el tripéptido glutation (GSH), lo que provoca que el marcador
conjugado a GSH sea impermeable a la membrana celular y el no conjugado difunda
pasivamente al exterior de la célula (Haugland, 2005). El hecho de que el marcador
requiera una hidrdlisis enzimatica para que comience a fluorescer y que finalmente se una a
GSH, asegura que al obtener una marca fluorescente en el parésito €sta se origine a partir
de una actividad enzimatica eficiente, sin la cual el CMFDA no podria ser transformado. El
glutation (glutamilcisteinilglicina) es de gran relevancia a nivel celular y esta formado por
tres aminodcidos: acido glutamico, cisteina y glicina. Se encuentra ampliamente distribuido
en tejidos animales, plantas y distintos microorganismos y es sintetizado por casi todas las
células de origen animal (Meister, 1994). Es un agente antioxidante que protege a las
células de los radicales derivados de oxigeno, metales pesados, radiacion, es un cofactor
enzimatico y antitoxinas (Meister, 1988). Se encuentra principalmente en el citosol a
concentraciones milimolares que lo convierten en uno de los antioxidantes intracelulares
mas concentrados. La concentracion de GSH intracelular es un indice de la vitalidad
celular, ya que indica la posibilidad de resistir efectos toxicos adversos (Meister, 1988). El
compuesto fluorescente CMFDA se ha empleado como marcador vital en céstodos de
copépodos, para investigar la interaccion huésped-parasito (Kurtz y col. 2002) y se ha
utilizado exitosamente para cuantificar GSH como indicador de toxicidad celular en
hepatocitos de trucha arcoiris (Lilius y col. 1996) y, con la misma finalidad en timocitos de
rata (Uhea-Ishibashi y col. 2004). También se ha empleado para evaluar el efecto de
farmacos en otras especies, como lo reportado en la evaluacion de farmacos en Aspergillus
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(Balajee y col. 2005). Es a partir de estos estudios y la importancia que tiene el GSH en la
homeostasis celular por lo que en el presente proyecto se propuso emplear el CMFDA
como marcador vital, ya que requiere ser transformado por el parasito para convertirse en
un compuesto fluorescente y, finalmente, la fluorescencia emitida por el marcador
transformado, es un indice de la actividad enzimatica de los cisticercos, la cual
probablemente se vea afectada por los derivados del BZM.

1.5. Bencimidazoles

La estructura quimica de la molécula base de los bencimidazoles se muestra en la
figura 2. Esta se compone de dos estructuras ciclicas fusionadas; una bencénica, con los
sustituyentes R1 y R2 y otra, diazdlica, con los sustituyentes R3 y R4; en donde se
presupone que radica la interaccion con la tubulina, la proteina blanco de este tipo de

compuestos (Lacey, 1988).
o N
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Figura 2. Estructura del anillo del bencimidazol. El anillo se forma, a su vez, de estructuras ciclicas: una
bencénica y la otra diazélica. Se observa la numeracion que se asigna a cada uno de los atomos del anillo y en
los cuales estan representados los diferentes sitios en los que se hacen las sustituciones en la molécula (R1,
R2, R3 y R4).

Por las propiedades del anillo del bencimidazol, los compuestos derivados del
bencimidazol se han utilizado desde hace 40 afios para la produccion de agentes
antiparasitarios y tratamiento de enfermedades parasitarias, por lo que han tenido una
amplia aplicacion tanto en la medicina humana como en la veterinaria. El primer derivado
del bencimidazol, aprobado para su uso en humanos, fue el tiabendazol y a partir de este
derivado se establecieron los parametros toxicologicos y de eficacia antiparasitaria en este
tipo de farmacos (Lacey, 1988). Posteriormente, al anillo del bencimidazol se le hicieron
diferentes sustituciones quimicas y con ellas se encontré6 que se podia modificar la
actividad bioldgica del compuesto, con lo cual se lleg6 al desarrollo de nuevos derivados
del bencimidazol (Mackellar, Jackson. 2004). Entre ellos, el mebendazol, efectivo en el
tratamiento contra protozoarios aprobado para su uso en humanos en 1972; el febendazol,
un fasciolicida y el albendazol, para el cual se demostré que era un antiparasitario de
amplio espectro y para el que se aprobd su uso en humanos en 1980 (Hotez y col. 2006).

Por el uso indiscriminado, en medicina veterinaria, de algunos compuestos
bencimidazdlicos, los pardsitos han desarrollado resistencia al tratamiento (Lacey, 1988,
1994); fue en el ano de 1973 en que se dio el primer reporte de resistencia al cambendazol
(Hotez y col. 2006). Sin embargo, en la medicina humana, a principios de los afios 90, se
aplicaron tratamientos antiparasitarios masivos de una sola dosis de ABZ en nifios de edad
escolar (Hotez y col. 2006) para lograr la cura efectiva contra helmintos, lo cual demostrd
la importancia del uso de estos compuestos en la salud de los individuos. Estudios recientes
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han llevado a que el ABZ sea considerado como el farmaco de eleccion para el tratamiento
de la neurocisticercosis (Cook, 1998).

1.6. Albendazol

Este es un derivado bencimidazoélico de amplio espectro antiparasitario (Figura 3).
Tiene efectividad contra trematodos, nematodos y céstodos y su proteina blanco principal
es la B-tubulina; cuando se une a esta proteina, el ABZ inhibe su polimerizacion y evita que
se formen los microtubulos (Lacey, 1988) con lo que se conduce directa o indirectamente a
que se presente una cascada de cambios bioquimicos y fisiologicos que dafian a los
parasitos. Entre los cambios que se generan se encuentran (Lacey, 1994): la disminucion en
la captacion de glucosa con lo que bajan los niveles energéticos del parasito, se inhibe la
formacion del uso acromatico de las células por la inhibicion de la formacién de los
microtubulos, se afecta la accion de la fumarato reductasa y todo ello altera distintos
procesos metabolicos y conlleva a la pérdida de la homeostasis celular, un gran
desequilibrio bioquimico y finalmente, a la muerte o expulsion de los parasitos por el
huésped. Segun los analisis de mutaciones que confieren resistencia a distintos parasitos al
tratamiento con ABZ y los andlisis computacionales de empalme molecular entre el
SOABZ y la estructura de la B-tubulina de Haemonchus contortus, generada por
computacion, se ha establecido que el sitio de union a la B-tubulina se encuentra entre la
region amino terminal y la region intermedia de esta proteina (Fairweather y col. 2004).

HaC | N\>7NH>K

Figura 3. Albendazol. Nombre quimico: [5- (propiltio)- 1H-bencimidazol-2-il] carbamato. Férmula
condensada: C;; Hig N3 O,S. PM: 265.342

En lo referente a su farmacodindmica, se ha encontrado que la absorcion del ABZ
es gastrointestinal y, dada su alta hidrofobicidad, menos de un 5% del derivado es
absorbido. Sin embargo, si el farmaco se administra en conjunto con alimentos grasos, su
porcentaje de absorcidon aumenta. Se ha encontrado que luego de ser administrado por via
oral, practicamente no se le detecta en el plasma debido a la rapida metabolizacién que
sufre en el higado, ahi se convierte a SOABZ y por ello se considera a éste como el
metabolito activo del ABZ (Dayan, 2003 ). El SOABZ se une alrededor de un 70% a
proteinas plasmaticas (Dayan, 2003), puede cruzar la barrera hematoencefalica y por ello se
le detecta en el liquido cefalorraquideo hasta en un 43% respecto a su concentracion en
plasma (Jung y col. 1990). Después de que se le administra por via oral a una concentracion
de 400 mg de albendazol (entre 6-8 mg/Kg en adultos), el SOABZ alcanza una Cyax de
0.16-0.25 mg/L entre 2 y 3 horas de su administraciéon y su Tj, se ha encontrado en el
intervalo de 8-12 horas (Dayan, 2003). En lo que se refiere a su biotransformacion, es la
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oxidacion del ABZ en el higado que genera al SOABZ, la cual depende de una reaccién
enzimatica catalizada por la flavina monooxigenasa y por el citocromo P450. Parte del
SOABZ es oxidado todavia mas, hasta generar el metabolito sulfona al cual se le considera
farmacoldgicamente inactivo (Figura 4).
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Figura 4. Principales metabolitos del albendazol. Luego de que el ABZ ha sido administrado es
rapidamente metabolizado en el higado formando dos metabolitos; el SOABZ y la sulfona de ABZ.

1.7. Desarrollo de farmacos antihelminticos

Como se menciond anteriormente, el tiabendazol establecid los pardmetros de
tratamiento y eficacia en las enfermedades parasitarias (Lacey, 1988; 1994), su amplio
espectro de accion y la baja toxicidad hacia el huésped marcaron los estandares para los
nuevos derivados del BZM y otro tipo de antihelminticos que le siguieron (Lacey, 1994).
Aun asi el tiabendazol presentaba algunas desventajas, como la pronta inactivacion del
compuesto mediante una hidroxilacién debido a su metabolismo en el higado. Para eliminar
esta limitante se incorpord un grupo isopropil-carbamato en la posicion 5 del anillo del
bencimidazol formando el cambendazol y se demostréo que los BZM sustituidos en dicha
posicion eran mas potentes (Lacey, 1994). Posteriormente, vinieron los llamados BZM de
segunda generacion, como el ABZ, los cuales tienen un grupo metil-carbamato en la
posicion 2 del anillo del bencimidazol (Lacey, 1994), en el se encuentra el sitio de
interaccion con la proteina blanco de estos compuestos, la B-tubulina (Lacey, 1988).
También se demostrd experimentalmente que el nivel de eficacia de los compuestos
depende de la orientacion de los sustituyentes en la posicion 5 (R1) del anillo del
bencimidazol (McCraken, Lipkowitz, 1990).

Con estos antecedentes y debido a que los derivados del BZM aun presentan ciertas
limitantes, como la baja solubilidad que afecta directamente su biodisponibilidad y la
aparicion de resistencia en los parasitos al tratamiento con estos derivados (Lacey, 1988) se
considero realizar diversas sustituciones quimicas al anillo bencimidazélico para disefiar
otros derivados, con la idea de eliminar estas limitantes. Una vez disefiados los derivados y
sintetizados por el grupo del Dr. Rafael Castillo en la Facultad de Quimica de la UNAM, se
decidi6 valorar algunos de ellos para determinar si presentaban efecto en los cisticercos de
T. crassiceps cepa ORF. Los derivados seleccionados se presentan en la tabla I, en donde se
indican las sustituciones que se hicieron al anillo bencimidazolico.
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TABLA I.- Derivados del bencimidazol

Clave del Sustituyente Estructura Quimica
Compuesto
GNV14 R1=2-3 diclorofenoxi q T
R2=H R3= H R4= CF; Kj/"\C[N\ .
\ u>—f
RSD7 R1=CI R2=H R3=CH; “ \
R4=SH WC[,?—S”
“CH,
RSD8 R1=Cl R2=H R3=CH3; o
— N
R4=SCHj ji:[ \>—5—CH3
H AN
CH3
RSD16 R1=Cl R2=CI R3=CHj3 o
— N
R4=SCH; ﬁ a—
cl N
CHj
RCBI15 R1=2-3 diclorofenoxi |, | . .
R2=CI R3=H R4= CF; ©/ ﬁ% .
ci N\H F
RCB20 R1= I-naftiloxi R2= CI ‘
R3=H R4=CF; o N F
B F
O X+
H
S AN OCH
ALBENDAZOL| Rl=sulfoxido R2=H | w7 ”\}N? 3

R3=H R4= NHCOOCHj;




Determinacién del potencial antihelmintico de derivados del bencimidazol

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Es posible evaluar, mediante la determinacion de la capacidad de biotransfomacion del
CMFDA, el efecto in vitro de los derivados del BZM en cisticercos de T. crassiceps cepa

ORF.

OBJETIVO GENERAL

Estandarizar una técnica que permita hacer una determinacion de tipo cuantitativo del
efecto de los derivados del BZM en cisticercos de Taenia crassiceps cepa ORF.

Objetivos Particulares:

1.

2.
3.
4

Establecer si es posible evaluar el efecto in vitro de derivados del BZM en
cisticercos de T. crassiceps al utilizar CMFDA.

Determinar la CEso del SOABZ.

Determinar y comparar el potencial antihelmintico de derivados del BZM.
Establecer si existe relacion entre las estructuras quimicas de los compuestos y su
actividad bioldgica.
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MATERIAL Y METODOS

3.1. Disefio experimental

Disefio y sintesis de derivados del BZM por
el grupo del Dr. Rafael Castillo Facultad
de Quimica UNAM. Tabla |

Y

Preparacién de soluciones
a una concentracion final
de 1 mg/ml de los
derivados, en DMSO y
etanol (solucién 1)

\ 4
A partir de la solucién 1 se
prepararon soluciones en
medio de cultivo RPMI
1640 + antibiético-

Obtencidn de cisticercos de la cavidad
peritoneal de raton hembra Balb/c

infectados

antimicético a una
concentracion final de 2.5

A 4

pg/mL (solucién 2)

Se mantuvieron in vitro 30 +/- 5 cisticercos a 37 °C,
5% de CO2 durante 11 dias. Cambio diario del

medio de cultivo

Separacion de tejido y fluido

!

Posteriormente al tiempo de
exposicion a los compuestos se
marcaron los cisticercos con
CMFDA (8 uM)

vesicular por Centrifugacion a
350,000 g

A

Comparacion del potencial antihelmintico
de los derivados del BZM

Cuantificacién de
fluorescencia en el fluido
vesicular de los cisticercos

A 4

Analisis conformacional del SOABZ y el
compuesto RCB15
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3.2. Obtencién de cisticercos

Los cisticercos se obtuvieron de ratones hembras Balb/c de 4 semanas de edad,
inoculados intraperitonealmente con 30 +/- 5 cisticercos de T. crassiceps cepa ORF.
Cuatro meses post-infeccion los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical y se
extrajeron los cisticercos de la cavidad peritoneal en condiciones de esterilidad. Los
cisticercos se lavaron tres veces con SSAF pH 7.2 y se retiraron los mas pequefios con una
propipeta de plastico estéril hasta tener una poblacion con un tamafio promedio de 3-4 mm,
finalmente se almacenaron hasta su uso a 4° C en SSAF pH 7.2 suplementado con
antibidtico-antimicotico (penicilina-G, estreptomicina, anfotericina-B) marca GIBCO BRL.
La cepa de cisticercos se mantuvo durante el proyecto de investigacion por inoculaciones
intraperitoneales seriadas de raton a raton.

3.3. Preparacion del medio de cultivo

Para los estudios in vitro se utiliz6 medio de cultivo RPMI 1640 marca GIBCO
BRL, adicionado con 2.2 g de HEPES, 2.2 g de H,CO3 y 10 ml de antibiotico-antimicotico
(penicilina G, estreptomicina, anfotericina B) marca GIBCO BRL, el medio de cultivo se
ajusto a pH 7. Se esterilizo con membranas de filtracion de 0.22 um marca MILLIPORE y
se almaceno a 4°C hasta su uso.

3.4. Preparacion de las soluciones de los derivados del bencimidazol

Los derivados del BZM fueron disefiados y sintetizados en el laboratorio del Dr.
Rafael Castillo del Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica UNAM (Tabla I).
Para preparar las soluciones de los compuestos en medio de cultivo, se partié de una
solucion con una concentracion de 1 mg/ml del compuesto (solucion 1). La solucion 1 se
preparé como se indica a continuacion: en un matraz volumétrico de 10 ml se disolvieron
10 mg del compuesto en estudio en 5 ml de DMSO, posteriormente se agregaron 3 ml de
etanol y se aforo a 10 ml con agua destilada.

Para determinar la CEsp del sulfoxido de albendazol se prepararon, a partir de la
solucidn 1, soluciones en medio de cultivo con una concentracion final de 2.5, 1, 0.25, 0.1,
0.025, 0.01 pg/ml (solucién 2). Para la evaluacion del efecto de los compuestos GNV14,
RSD7, RSD8, RCB15, RSD16 y ABZ se utilizd una concentracion Unica de 2.5 pg/ml,
debido a que esta concentracion el efecto del SOABZ, que es el compuesto de referencia, es
evidente en los cisticercos.

Como solucion control en todos los casos se utilizd medio de cultivo con 0.125% de
DMSO y 0.075% de etanol, que fueron las concentraciones finales de los disolventes en la
solucion 2.

11
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3.5. Evaluacién in vitro del efecto de los derivados del BZM en cisticercos de T.
crassiceps

Grupos de 30 +/- 5 cisticercos se incubaron in vitro en presencia de los derivados
del bencimidazol durante 11 dias. Los cisticercos se colocaron en placas multipozos de 2.5
cm de diametro (NUNC), a los cuales se les adicionaron 4 ml de medio de cultivo con el
compuesto a evaluar y su control correspondiente preparado como se indica en la seccion
3.4. Se determind la CEsy del SOABZ a las concentraciones indicadas anteriormente y los
otros derivados en estudio se evaluaron a una concentracién unica de 2.5 pg/ml. Cada uno
de los experimentos efectuados se hizo por triplicado. Los cultivos se mantuvieron a 37°C,
con 5% de CO; y 90% de humedad en una incubadora NUAIRE Modelo UN-4750 y se
trabajaron en condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar marca NUAIRE
modelo UN-426-300. El medio de cultivo se cambio diariamente para asegurar que los
cisticercos estuvieran expuestos a una concentracion constante del compuesto a evaluar.

3.6. Marcaje de los cisticercos con CMFDA

Los cisticercos se marcaron con CMFDA (Molecular Probes) como se describe a
continuacion (Haugland 2005): una vez finalizado el tiempo de exposicion de los
cisticercos a los derivados del BZM, se retiro el medio de cultivo con el derivado y se
sustituyo por 2 ml de medio de cultivo con CMFDA a una concentracion de 8 uM. Se
incubd durante 45 minutos a 37°C y 5% de CO, y 90% de humedad. Posteriormente, se
retird el medio de cultivo con CMFDA y se agregé medio de cultivo fresco a temperatura
ambiente, se incub6 30 minutos a 37°C, con 5% de CO, y 90% de humedad. Finalmente, se
retird el medio de cultivo y se agregaron 3 ml de una solucién de formaldehido al 3.7% y se
incubo durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se retird la solucion de formaldehido y
se lavaron los cisticercos 3 veces con SSAF pH 7.2. Los cisticercos se protegieron de la luz
y se almacenaron a 4°C.

3.7. Obtencion de imagenes de los cisticercos

Los cisticercos marcados fluorescentemente se observaron y fotografiaron en un
microscopio confocal invertido (Bio Rad modelo 1024) a 488 nm de absorcion y 510 nm de
emisién con un objetivo 4x. También se utilizd para este fin un microscopio estereoscopico
invertido marca Olympus, modelo SZX7, acoplado a un equipo de epifluorescencia, con
una lampara de mercurio de 100W y un filtro de 510 nm para detectar la fluorescencia
emitida. Las imégenes mostradas en la figura 16 se tomaron con una cdmara Kodak 2700
de 4.0 megapixeles.

3.8. Cuantificacion de fluorescencia en los cisticercos
Los cisticercos se incubaron en presencia de los derivados del BZM vy

posteriormente se marcaron fluorescentemente con CMFDA y se fijaron con formaldehido,
después de fijarlos se centrifugaron a 351,955 g (90,000 RPM) durante 30 min. a
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temperatura ambiente en una ultracentrifuga (BECKMAN modelo TL-100). De este
proceso se obtuvieron dos fracciones: un sobredanante que fue el fluido vesicular y un
botdn, el tejido de los cisticercos. El tejido del cisticerco se homogenizo y la suspension
resultante se diluyd en 2.5ml de agua destilada, del fluido vesicular se tomaron 25 pl y se
diluyo en 2.5 ml de agua destilada, ambas soluciones se adicionaron a una cubeta de cuarzo
por separado y se midi6 la fluorescencia a 490 nm de excitacion y con un filtro de corte a
515 nm para la emision (Hauglan 2005) en un espectrofluorémetro (Photon Technology
Internacional). Como blanco se utiliz6 agua destilada.

3.9. Andlisis estadistico de los resultados de cuantificacion de fluorescencia

Todos los experimentos se efectuaron por triplicado, con su control correspondiente,
en el cual los cisticercos no se expusieron a ningun compuesto derivado del BZM. Los
resultados obtenidos se procesaron con el programa GraphPad PRISM V. 4.02, en el caso
de la determinacion de la CEsy del SOABZ, se utilizo un andlisis de correlacion no lineal
con pendiente variable y para la comparacion del efecto de GNV 14, GNV21, RSDS,
RSD7, RSD16 se utiliz6 la media de cada triplicado y se grafico con su desviacion estandar
correspondiente.

3.10. Analisis conformacional de los derivados del BZM
Con la finalidad de hacer el andlisis conformacional y obtener la estructura
tridimensional de los derivados del bencimidazol utilizados en el estudio, las estructuras

quimicas se introdujeron en el programa de computo Sybyl V. 7.2 para determinar su
conformacién mas estable y el potencial electrostatico de la molécula.
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RESULTADOS

4. 1. Adaptacion, registro y evaluacion de la marca fluorescente

Como se muestra en la figura 5, se obtuvo un marcaje fluorescente de los cisticercos
con CMFDA a una concentracién de 2 uM. Segun lo observado por microscopia confocal,
el marcaje no alter6 la morfologia de los parésitos, aunque bajo estas condiciones se
encontrd que el marcaje fluorescente no era homogéneo para todos ellos (figura 5). Por
esto, se decidid evaluar el marcaje a concentraciones mayores de CMFDA (4, 6 y 8 uM); lo
observado mediante un microscopio estereoscopico invertido equipado con
epifluorescencia, mostré que a una concentracion de 8 pM de CMFDA, la marca
fluorescente presente en los parasitos fue homogénea ¢ intensa (figura 6). En todos los
casos, independientemente de las concentraciones de CMFDA empleada, no hubo
alteracion de la morfologia de los cisticercos.

Figura 5. Cisticercos marcados fluorescentemente con 2 uM de CMFDA. Los cisticercos se marcaron
bajo las condiciones descritas en la seccion 3.6. Imagen obtenida en un microscopio confocal invertido (Bio-
Rad, modelo 1024) a 488 nm de excitacion y 510 nm de emision. Los cisticercos presentan un marcaje
fluorescente heterogéneo. Aumento 4x.

L 4

Figura 6. Cisticercos marcados fluorescentemente con 8 pM de CMFDA. Imagen obtenida en un
microscopio estereoscopico invertido acoplado a un equipo de epifluorescencia, ldmpara de mercurio de
100W vy filtro de 510 nm (Olympus, modelo SZX7). El marcaje fluorescente fue homogéneo.
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4.2. Evaluacion cualitativa del marcador fluorescente en cisticercos tratados con
compuestos derivados del bencimidazol

Con la finalidad de evaluar el efecto in vitro de los compuestos quimicos, dos
grupos de cisticercos se mantuvieron en cultivo durante 7 dias, uno de ellos se incubd en
presencia de SOABZ (2.5 pg/ml), el otro grupo se considero como control y soélo se le
adicionaron los disolventes empleados. Al término de la incubacién, los parasitos se
marcaron con CMFDA y se fijaron con formaldehido. Los efectos de las condiciones del
cultivo para ambos grupos se registraron mediante la observacion en un microscopio
confocal, tanto por la técnica de Nomarsky, como por la deteccion de fluorescencia. Como
se observa en la figura 7, en las imagenes obtenidas por Nomarsky, solo los cisticercos
tratados con el SOABZ se volvieron opacos y perdieron su fluido vesicular, mientras que
no hubo cambio alguno en los cisticercos del grupo control. En cuanto a la fluorescencia,
mientras que los cisticercos del grupo control presentaron una fluorescencia intensa, los
cisticercos del grupo tratado con SOABZ mostraron un descenso en la marca fluorescente,
Figura 7.

CONTROL SOABZ

Fluorescencia

Nomarski

Figura 7. Cisticercos mantenidos en cultivo en ausencia y en presencia de SOABZ. El grupo control no
recibi6 tratamiento, mientras que el experimental se trato con SOABZ (2.5 pg/ml). Luego de 7 dias de
cultivo, los parasitos se marcaron con 2 uM de CMFDA, se fijaron con formaldehido y se observaron en un
microscopio confocal ajustado para una observacion a 488 nm de excitacion y 510 nm de emision del
fluoroforo. También se hicieron observaciones a luz visible, bajo la técnica de Nomarski. Las observaciones
se hicieron con un objetivo 4X.

4.3. Evaluacién cuantitativa de la fluorescencia emitida por el CMFDA en cisticercos
tratados con ABZ y SOABZ

Como era evidente que el tratamiento de los cisticercos con SOABZ disminuia la
intensidad de la fluorescencia emitida por el CMFDA (figura 7), se consider6 necesario
hacer una evaluacién cuantitativa del marcaje. Por ello, se capturaron las imagenes de
cisticercos tratados con ABZ y SOABZ en un fotodocumentador (figura 8), los cuales se
marcaron con CMFDA al terminar el tratamiento. En la figura 8 se observa que la
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intensidad de fluorescencia de los parasitos tratados disminuye con respecto al control.
Estas imagenes se analizaron con el programa Quantity One, el cual permite realizar
determinaciones cuantitativas de la fluorescencia. Dicho programa efectua la
cuantificacion por area de la imagen, por lo que se definié a cada pozo como el area a
cuantificar. Debido a que las placas presentaron autofluorescencia, se determinaron los
valores de autofluorescencia de pozos vacios, los cuales se consideraron como los valores
basales.

CONTROL ABZ SOABZ

Figura 8. Cisticercos cultivados en presencia de ABZ y SOABZ y marcados fluorescentemente. Las
imagenes muestran las placas en que se efectuaron las incubaciones in vitro. Se observa el grupo control y dos
grupos tratados con ABZ y SOABZ a una concentracion de 2.5 pg/ml. Luego de los tratamientos, los
parasitos se marcaron con CMFDA, se fijaron con formaldehido y se registraron las observaciones en un
fotodocumentador por transiluminacion registrando la fluorescencia emitida con un filtro a 520nm.

En la figura 9, se presenta una grafica que muestra la cuantificacion realizada en las
imagenes obtenidas en el fotodocumentador, en donde los valores de la fluorescencia
corresponden a la intensidad de fluorescencia medida por mm cuadrado (INT/mm?, eje de
las ordenadas), en funcién de los grupos de triplicados de los cisticercos (abscisa). Segin
los valores obtenidos, la intensidad promedio es de 2.55 x 10° INT/mm” para el grupo
control, para los cisticercos tratados con ABZ es de 5.37 x 10° INT/mm” y para los tratados
con SOABZ, es de 4.06 x 10° INT/mm”. Segun estos resultados, la fluorescencia disminuye
en los cisticercos tratados con ABZ y SOABZ en aproximadamente un orden de magnitud
respecto a la fluorescencia emitida por los cisticercos del grupo control.

A pesar de que los resultados obtenidos mostraban que habia un efecto en la
fluorescencia medida para los parasitos del grupo control contra los tratados por los
compuestos, hubo mucha complejidad para lograr hacer las mediciones de la fluorescencia;
siempre se encontr6 una gran variabilidad de los valores de autofluorescencia de las placas
y ello no permitia establecer los intervalos de fluorescencia obtenidos bajo los diferentes
tratamientos.
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Figura 9. Determinacion de la fluorescencia emitida por el CMFDA de cisticercos tratados con ABZ y
SOABZ. En la grafica se muestran los valores promedio de los ensayos mostrados en la figura 8, se indica la
desviacion estandar calculada para cada uno de los grupos estudiados. Debido a que los valores de
fluorescencia obtenidos para el grupo control fueron muy elevados, se hizo un recorte en el eje de las
ordenadas.

Por lo complejo que resultd el determinar la fluorescencia por esta estrategia, se
considerd necesario encontrar otra alternativa para medir directamente la fluorescencia de
los parasitos. Por ello, luego de marcar los cisticercos con CMFDA y fijarlos con
formaldehido, se sometieron a centrifugacion de alta velocidad (Ambrosio y col. 1994),
después de la cual se recupero el tejido y el fluido vesicular, en los cuales se midio la
fluorescencia. Con la finalidad de establecer la longitud de onda a la cual debia registrarse
la fluorescencia en un espectrofluorometro, se realizé un barrido de 450 nm a 550 nm de
excitacion y se comparo la fluorescencia de fluido vesicular de cisticercos sin tratamiento y
marcados con CMFDA contra SSAF pH 7.2, la fluorescencia emitida se detecto con un
filtro de corte a 515 nm. Se determind que la longitud de onda Optima para realizar las
determinaciones de la fluorescencia del CMFDA fue de 490nm de absorcion, con un filtro
de corte a 515 nm para detectar la emision de fluorescencia (figura 10). Como se observa,
alrededor de los 500 nm, los valores de las emisiones son semejantes; sin embargo, en la
longitud de onda de 490 nm sélo para el fluido vesicular se detecta fluorescencia como se
indica en la figura con una flecha. Bajo estas condiciones de evaluacion, los valores de
emision y de excitacion del CMFDA obtenido experimentalmente fueron semejantes a los
establecidos por el fabricante que son 492 nm de absorcion y 517 nm de emision
(Haughland, (2005).
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FIGURA 10.- Comparacion de fluorescencia emitida por fluido vesicular y SSAF a diferentes
longitudes de onda de excitacién. Una vez que se obtuvo el tejido y el fluido vesicular de los cisticercos
previamente tratados con los compuestos y marcados con CMFDA, se determind la cantidad de fluorescencia
emitida con un filtro de corte a 515 nm, en 25pl de fluido vesicular diluidos con 2.5ml de SSAF en un barrido
de 450nm a 550nm longitudes de onda de excitacion (abscisas). La linca mas intensa representa la
fluorescencia medida en el fluido vesicular y la linea punteada, las mediciones que se hicieron para la SSAF
utilizada como blanco. La flecha indica la region en la que no hay fluorescencia emitida por la SSAF, pero en
la que la fluorescencia emitida por el fluido vesicular se diferencia totalmente.

Una vez que se determind la longitud de onda optima para la cuantificacion de la
fluorescencia, se cuantifico la fluorescencia emitida tanto en tejido como en fluido
vesicular obtenidos de cisticercos tratados con ABZ y SOABZ a una concentracion de 2.5
pg/ml (Figura 11). En la grafica se presenta la intensidad de la fluorescencia en el eje de las
ordenadas y en el eje de las abscisas se muestran las fracciones analizadas de los
cisticercos. De acuerdo con los resultados obtenidos, la fluorescencia detectada en el fluido
vesicular de los parésitos es aproximadamente 2.5 veces mds alta que en los tejidos y, como
también se observa en la misma figura, la fluorescencia detectada en las fracciones de los
cisticercos tratados es menor que la determinada para los parasitos del grupo control. A
pesar de las diferencias encontradas en las mediciones de fluorescencia de los tejidos, estas
fracciones siempre presentaron problemas debido a su solubilizacion en SSAF y por ello se

18



Resultados

establecid que, en lo sucesivo, la estimacion de la fluorescencia en los parasitos deberia ser
efectuada unicamente en el fluido vesicular.
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Figura 11. Determinacion cuantitativa de la fluorescencia emitida por el CMFDA en tejido y fluido
vesicular de cisticercos tratados con ABZ y SOABZ. Una vez que los parasitos se incubaron en ausencia o
en presencia de los derivados de BZM, los cisticercos marcados con CMFDA, se fijaron y se centrifugaron a
351,955 g para recuperar su fluido vesicular y tejido. Los resultados presentados y los intervalos de
desviacion estandar corresponden a determinaciones realizadas en ensayos por triplicado y analizadas
estadisticamente mediante el programa GraphPad PRISM version 4.02. FV: fluido vesicular, T: tejido.

4.4. Evaluacion de la interaccion del CMFDA con los compuestos bencimidazolicos

Aun cuando la B-tubulina es considerada el principal blanco de los derivados del
BZM (Lacey, 1988) no se sabia si el CMFDA podia interactuar con otros compuestos,
como los probados en la presente tesis y que los cambios detectados en la intensidad de
fluorescencia se debieron a esta interaccion y no al efecto de los BZM sobre los cisticercos,
por lo tanto se evalud si los derivados del BZM podrian interactuar con el CMFDA. Para
estos fines se hicieron dos tipos de evaluaciones: en una, cuando el CMFDA difunde hacia
el interior de los parasitos y la otra, cuando fluoresce y se encuentra unido al glutation
intracelular.

En la primera evaluacion, los cisticercos se marcaron con CMFDA en presencia de
dos derivados diferentes del BZM, ABZ 6 GNV 14, a una concentracion de 2.5 pg/ml, para
evaluar si hubo alguna interaccion BZM-CMFDA durante su difusion. Seglin lo presentado
en la Figura 12, no se encontrd diferencia significativa (P=0.56) entre la intensidad de
fluorescencia determinada en los cisticercos marcados fluorescentemente de los grupos
marcados en presencia de los BZM comparados con el grupo control.

19



Resultados

1]
E 1.5%10°-
o I.I-I-I-I-I-I-::
o
0w
e 1.1%x10°
=}
=TS
=g
42 7.6x10°-
T
2
2 3.8x10°-
]
£

0+

CONTROL ABZ GNV14

Figura 12. Evaluacién de la interaccion de los derivados del BZM con el CMFDA durante su difusion.
Los parasitos se marcaron con CMFDA en presencia de ABZ 6 GNV14 (concentraciones de 2.5 pg/ml). Asi
también, como grupo control, se marcaron los parasitos con CMFDA en ausencia de los compuestos. Los
resultados presentados corresponden a la cuantificacion de fluorescencia en el fluido vesicular de los
cisticercos en series de experimentos efectuados por triplicado.

En la segunda evaluacion, luego de que los cisticercos se marcaron con CMFDA y
se fijaron, el fluido vesicular que se obtuvo por centrifugacion, se fracciono en tres
alicuotas. A una de ellas se le determind la cantidad de fluorescencia que contenian
(Control) y se compard con las mediciones de la fluorescencia de las otras dos alicuotas
restantes a las cuales se les adicion6, previo a la determinacion de la fluorescencia, 25ul de
ABZ 6 GNV 14 a concentraciones de 2.5 pg/ml respectivamente. Esto con la finalidad de
determinar si los BZM interactuaban con el marcador y con esto aumentaba o disminuia la
fluorescencia. Los resultados que se obtuvieron (figura 13) mostraron que no hubo
diferencia significativa en la determinacion de la cantidad de fluorescencia en las diferentes
muestras de fluido vesicular tratadas como se indic6 (P=0.78).
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Figura 13. Evaluacion de la interacciéon de derivados del BZM con el CMFDA. El fluido vesicular
obtenido de los parasitos marcados con CMFDA, se fracciono en tres alicuotas; a una se le determiné la
intensidad de fluorescencia (control) y a las dos restantes se les adiciond tanto ABZ como GNV14 a una
concentracion de 2.5 pg/ml. Los resultados mostrados se obtuvieron de un experimento realizado por
triplicado.
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4.5. Estimacion de la CEsy del SOABZ en cisticercos marcados fluorescentemente con
CMFDA

La determinaciéon de la CEsyp del SOABZ se realizo en cisticercos cultivados por
once dias, bajo diferentes concentraciones del compuesto (2.5, 1, 0.25, 0.1, 0.025, 0.01
ug/ml). Al terminar el tiempo de cultivo, los cisticercos se marcaron con CMFDA y se
recupero el fluido vesicular, en el cual se cuantifico la fluorescencia emitida. En la figura
14 se muestran los resultados que se obtuvieron en un ensayo por triplicado, el cual esta
integrado en una grafica en la que el eje de las ordenadas corresponde a la intensidad de
fluorescencia (UAF), mientras que en el eje de las abscisas se presenta el logaritmo de cada
una de las concentraciones del SOABZ utilizadas en estos ensayos. Segun la grafica,
mientras que la concentracion del SOABZ aumenta hacia la derecha del eje de las abscisas,
la fluorescencia disminuye. A pesar de la variabilidad en la intensidad de fluorescencia de
los grupos de cisticercos tratados con SOABZ a 1 y 2.5 pg/ml (corresponden a 0 y 0.4 en el
eje de las ordenadas en la figura 14), se determind el promedio estimado de la CEsy que es
de 0.070 pg/ml (log concentracion -1.15) con un intervalo de confianza al 95% de 0.017 a
0.276 pg/ml (log concentracion -1.75 a -0.55).
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Figura 14.- CEs, del SOABZ determinada con fluorescencia. Luego de la incubacion de los cisticercos
durante 11 dias en presencia de diferentes concentraciones de SOABZ (0.01, 0.025, 0.1, 0.25, 1, 2.5 pg/ml),
los paréasitos se recuperaron, se marcaron con CMFDA, se fijaron y se obtuvo el fluido vesicular. La
determinacion de la intensidad de la fluorescencia (UAF) en funcion de la concentracion (log concentracion)
se grafico y de ahi se calcul6 el valor de CE5, exactamente a la mitad de la pendiente que desciende de la
curva. El experimento se llevo a cabo por triplicado.
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4.6. Evaluacion del efecto de los derivados del BZM en cisticercos de T. crassiceps

Los compuestos que se evaluaron fueron: GNV14, RSD7, RSDS, RSD16 y RCB15,
todos ellos bajo una misma concentracion (2.5 pg/ml), el efecto se midio a los 11 dias que
corresponde al tiempo en que se observd el maximo efecto del SOABZ. Al terminar el
tratamiento los pardsitos se marcaron con CMFDA, se fijaron, se recuperd el fluido
vesicular y se determind el contenido de fluorescencia. El control positivo fue el fluido
vesicular de cisticercos incubados con SOABZ y el control negativo fue fluido vesicular de
cisticercos mantenidos en cultivo en ausencia de compuesto.

En la figura 15 se muestran los resultados obtenidos del efecto observado de los
diferentes derivados del BZM sobre los cisticercos; en el eje de las ordenadas se representa
la capacidad de los cisticercos para transformar al CMFDA en un compuesto fluorescente y
que se une al glutation intracelular, en las abscisas se comparan los diferentes compuestos
bencimidazdlicos utilizados en la presente tesis. Debido a que los cisticercos tratados con el
compuesto RCB15 y RCB20 perdieron totalmente el fluido vesicular, no hubo posibilidad
alguna de efectuar la medicion de fluorescencia, por lo que estos resultados se presentan en
la figura 16. Como se observa en al figura 15, los parésitos del grupo control tienen la
capacidad de transformar al CMFDA en un compuesto fluorescente, que se consider6d con
un 100%, mientras que los tratados con SOABZ y el RSD16 parecen haber producido una
disminucion en tal capacidad de biotransformacion (71% y 74% respectivamente). Seglin
los resultados de la misma figura, los compuestos RSD7, RSD8 y GNV 14 no alteraron de
manera significativa la capacidad de biotransformacién del CMFDA en los cisticercos.
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Figura 15. Comparacion del efecto de diferentes derivados del BZM en la capacidad de
biotransformacion del CMFDA de los cisticercos. Los cisticercos se cultivaron durante 11 dias en presencia de
2.5 pg/ml de diferentes derivados del BZM, al finalizar el cultivo, se marcaron con CMFDA, se fijaron, se recuperod
el fluido vesicular y en este se determind la fluorescencia (498nm de excitacion y con un filtro de corte a 515 nm de
emision). En el eje de las ordenadas se presenta el porcentaje de la capacidad de biotransformacion del CMFDA, en
el eje de las abscisas se muestran los diferentes derivados del BZM evaluados. Cada uno de los ensayos efectuados
se realiz6 por triplicado.

A diferencia de los efectos encontrados con los derivados del BZM presentados en
la figura 15, el RCB15 (del que se muestra su efecto en la figura 16) y el RCB20 fueron los
que mas dafio produjeron en los cisticercos. Como se observa, los parasitos tratados con el
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SOABZ, luego de 11 dias de cultivo presentaron disminucion de su tamafio por pérdida de
fluido vesicular y opalescencia en los tejidos, pero a diferencia de este compuesto, los
parasitos que recibieron tratamiento con el compuesto RCB15 tuvieron una pérdida total de
fluido vesicular y su tejido se hizo totalmente opaco. El efecto que se observo es que el
RCBI15 dand a los parésitos desde el primer dia y los efectos se fueron recrudeciendo
conforme transcurrian los dias de cultivo.

Control SOABZ RCB15

Figura 16. Cisticercos cultivados en ausencia o en presencia de SOABZ y RCB15. Los parasitos se
incubaron in vitro, durante 11 dias de cultivo, en ausencia de compuestos benzimidazolicos (control) o en
presencia de los mismos (SOABZ y RCB15 respectivamente) a una concentracion de 2.5 pg/ml. El efecto del
compuesto RCB15, comparado con el producido por el SOABZ, es notorio por los cambios que produjo tanto
en la forma como en el tamafio de los parasitos. Las imagenes de los parasitos se tomaron con una camara
Kodak Z700 de 4.0 megapixeles

4.7. Andlisis conformacional de las estructuras quimicas de algunos compuestos
bencimidazolicos

Con la finalidad de determinar la conformaciéon molecular de los compuestos
SOABZ y RCBI15, se realizé un analisis de sus estructuras tridimensionales mediante el
programa Sybyl V7.2 y se obtuvieron las imagenes de la figura 17, las cuales muestran los
conformeros mas estables; es decir, las estructuras quimicas tridimensionales que requieren
la menor energia para su formacion.

Una representacion simple del anillo del bencimidazol se muestra en la figura 2. En
la figura 17 se aprecia como los sustituyentes que diferencian a la molécula del SOABZ,
con respecto al RCB135, estan localizadas en las regiones R1 (diclorofenoxi), R2 (Cl) y R4
(CF3).

Con base en las estructuras quimicas mostradas en la figura 17, se genero el
potencial electrostatico de las moléculas y se presenta en la figura 18, aqui las estructuras
estan proyectadas de la misma forma que las de la figura 17. Se observa que la estructura
tridimensional del SOABZ parece ser mas alargada que la del RCB15, debido a que este
ultimo no tiene un grupo carbamato (NHCOOCH;3) unido al anillo del bencimidazol
(posicion R4), porque se sustituy6d durante su sintesis por una entidad triflorometilada
(CF3). También, en la posicion R1 del RCB15, hay una sustitucion del grupo sulfoxido por
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el grupo dicloro-fenoxi y el RCB15 presenta un grupo Cl en la posicion R2 del anillo del
bencimidazol. En la figura 18, el potencial electrostatico se presenta del lado izquierdo en
un intervalo de colores que van del azul al rojo, siendo el rojo el que representa un
potencial electrostatico negativo y el azul positivo. Tal potencial de electronegatividad es
un indice de la capacidad de interaccion de los compuestos con otras moléculas. Por los
colores que se presentan en el compuesto RCB15 se deduce que este es un compuesto con
diferentes zonas de colores en comparacion con el del SOABZ.

SOABZ RCB15

Figura 17. Analisis conformacional de las estructuras quimicas del SOABZ y RCB15. Los conférmeros
del SOABZ y del RCB15 se obtuvieron del programa computacional Sybyl V7.2 Se muestran las estructuras
quimicas en forma de esqueleto; el anillo del bencimidazol se proyecta en un plano de frente al lector,
mientras que los otros anillos se presentan hacia el fondo de la imagen. Ambas estructuras presentan una
misma orientacién y proporcioén. Los atomos de las moléculas estdn representados por colores, los cuales
corresponden a: H, = azul claro, N = azul oscuro, S = amarillo, O2 = rojo, Cly F = verde.
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SOABZ RCB 15

Figura 18. Comparacion del potencial de electrostatico de derivados del BZM. Una vez
generadas las estructuras del SOABZ y del RCB15 como se muestra en la figura 13 y usando el
mismo programa computacional, se hicieron los calculos del potencial electrostatico de cada zona
de la molécula. Cada una de las zonas tiene diferentes colores representados en la tira del lado
izquierdo. El color rojo corresponde a la zona potencial de electrostatico negativo y la azul a uno

positivo.
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DISCUSION DE RESULTADOS

La necesidad de llevar a cabo evaluaciones precisas del efecto de los compuestos
derivados de los BZM en los cisticercos, llevd a la bisqueda y estandarizacion de un
sistema cuantitativo que permitiera determinar mediante la capacidad de biotransformacion
del CMFDA en un compuesto fluorescente por los cisticercos, el grado en que resultan
afectados por los compuestos en estudio. Otros investigadores ya habian reportado la
evaluacion in vitro del SOABZ en el mismo parasito, soélo que dicha evaluacion estaba
relacionada con la morfologia y el movimiento de los parésitos (Palomares y col. 2004;
2006; 2007) que en el presente trabajo de tesis se consideraron de tipo cualitativo. El interés
de encontrar una forma cuantitativa de evaluar el efecto de los derivados del BZ
propuestos, llevé a emplear un marcador fluorescente como el CMFDA que ayudo a
resolver el problema planteado. El marcador ya habia sido empleado para el marcaje
fluorescente en céstodos de copépodos (Kurts y col. 2002) y por ello se decidi6 valorar si
funcionaba en los cisticercos que también son céstodos. Adicionalmente, este marcador
fluorescente se ha utilizado para evaluar el efecto de fArmacos en otros organismos, como
Aspergillus (Balajee y col. 2005) y, se ha encontrado que es ttil como marcador vital
debido a que para detectarlo necesita ser transformardo de un compuesto no fluorescente a
uno fluorescente por el organismo en el que se use. EIl CMFDA presenta varias
caracteristicas que lo hacen 1til como marcador vital: 1. Tiene la capacidad de atravesar por
difusion pasiva cualquier tipo de membrana biologica. 2. Requiere de un metabolismo
activo en el organismo que lo contiene, para convertirse por hidrolisis enzimatica en un
compuesto fluorescente y volverse impermeable a la membrana celular, cuando se une a
glutation intracelular mediante una reaccion catalizada por la glutation-S-transferasa. La
transformacion es dependiente de uno de los principales sistemas de destoxificacion celular
(Meister, 1988) por lo que se le ha empleado para cuantificar el glutation intracelular en
linfocitos de trucha arcoiris (Lilius y co0l.1996). 3. La fluorescencia emitida por el CMFDA
transformado es un parametro cuantificable que refleja directamente la actividad metabolica
del organismo en el que se emplea.

Durante la estandarizacion del marcaje en los cisticercos, se inicid con una
concentracion de 2 uM de CMFDA, esto basado en lo reportado para los céstodos de
copépodos (Kurts y col. 2002). Sin embargo, como se observo en las imagenes presentadas
en la figura 5, no hubo un marcaje homogéneo de los parasitos y se tuvo que evaluar el
CMFDA a concentraciones mayores. Para ello se consider6 lo que se publicé para la
evaluacion de farmacos en hongos (Balajee y c0l.2005), en donde se utilizd un amplio
intervalo de concentraciones (2.5 a 15 uM), por ello se decidid6 que se evaluarian
concentraciones de 4, 6 y 8 uM. Bajo estas condiciones, el mejor marcaje fluorescente se
obtuvo a 8 uM, en donde, aparte de que los parasitos se marcaron homogéneamente, lo
hicieron con una buena intensidad, mantuvieron su integridad y, sobre todo, no sufrieron
alteracion en su morfologia como se mostr6 en la figura 6. Por estas causas se determind
que el marcaje de los cisticercos con CMFDA a una concentracion de 8 pM era la mejor
concentracion para los ensayos de evaluacion in vitro del efecto de los derivados del BZM
en estudio. El marcaje fluorescente de los cisticercos fue heterogéneo a la concentracion de
2 uM, probablemente, por que bajo esta concentracion no se exigié el funcionamiento
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maximo de la maquinaria enzimdtica necesaria para transformar y activar al CMFDA.
También, pudo deberse a que estos pardsitos son mas grandes que los céstodos de
copépodos y por ello, necesitaron una mayor concentracion para marcarse
homogeneamente.

Una vez estandarizado el marcaje fluorescente en los cisticercos, se empleo para
evaluar el efecto de derivados del BZM planteados en el presente proyecto de
investigacion. La hipodtesis planteada fue que el efecto de los derivados del BZ se veria
reflejado en la intensidad de fluorescencia emitida por el CMFDA en los parasitos tratados,
debido a que, si los derivados del BZM eran efectivos en el modelo experimental,
provocarian una disminucién en la capacidad de biotransformar el CMFDA en un
compuesto fluorescente.

Entre los derivados del BZM empleados actualmente en la clinica para tratamiento
de parasitosis, en especial de cisticercosis producida por T. solium, el ABZ es uno de los
farmacos de eleccion; este antiparasitario es de amplio espectro y se ha utilizado
ampliamente para tratar diferentes enfermedades parasitarias. En lo referente a su
biotransformacion, se sabe que este firmaco es metabolizado rapidamente a SOABZ, el
cual se considera como su principio activo (Dayan, 2003) por ello se le tom6é como
compuesto de referencia a lo largo de toda la investigacion. Como se muestra en la figura 7,
el efecto del SOABZ en los cisticercos se vio reflejado en la disminucion de la intensidad
de fluorescencia en los parasitos tratados, lo cual indicd que el SOABZ altera, de alguna
forma, la capacidad de biotransformacion del CMFDA. Las observaciones de la
disminucién de la fluorescencia se acompafiaron con cambios en la morfologia de los
parasitos, segin lo obtenido en las imagenes por Nomarski, donde se observo que los
tejidos estaban opacos y perdieron parte del fluido vesicular. Estos resultados indicaron que
la fluorescencia emitida por el CMFDA fue afectada por un derivado de los BZM, el
SOABZ, lo cual sustento la hipotesis planteada al inicio de la investigacion. Se establecio,
que ya se podria llevar a cabo la evaluacion de los dafios que pudieran ejercer los derivados
del BZM que se planteo probar. Sin embargo, para hacer un analisis cuantitativo del efecto
de estos derivados, se tenia que hacer una cuantificacion de la fluorescencia del CMFDA
transformado. Todo esto, con la finalidad de que la evaluacion del efecto de los compuestos
no estuviera sometida a mediciones cualitativas, como la continua observacién del aspecto
de los parasitos, sus movimientos 6 el empleo del azul de tripano como marcador vital
(Palomares y col. 2004).

La fluorescencia se cuantifico a través de la captura de iméagenes de los pozos con
cisticercos en un fotodocumentador Chemi-doc (Bio-Rad) y su posterior analisis con el
software Quantity One. Se definié previamente el area donde de cuantificacion y el filtro
para detectar la fluorescencia. Con este sistema fue posible cuantificar la fluorescencia en
los diferentes grupos de parasitos. Como se muestra en la figura 9, la intensidad de
fluorescencia del grupo control fue mayor que la de los grupos tratados con ABZ y
SOABZ, la diferencia entre los valores de intensidad de fluorescencia mostro ser hasta de
un orden de magnitud entre el grupo control y el tratado con el SOABZ. Estos resultados
concordaron con las diferencias en la intensidad de fluorescencia de los distintos grupos
observados en las figuras 7 y 8. Resulto interesante que, al comparar la intensidad de
fluorescencia del grupo tratado con ABZ y el tratado con SOABZ, en el primero habia una
mayor fluorescencia que en el segundo, lo cual indic6é que el SOABZ altero mas la
capacidad de biotransformacion del CMFDA de los cisticercos que el ABZ, diferencia
imposible de determinar de manera visual a partir de la figura 8. En esta figura solamente
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se pudieron ver las diferencias mas significativas entre el grupo control y los tratados, pero
no las diferencias entre los tratados con ABZ y SOABZ. La cuantificacion de fluorescencia
emitida por el CMFDA transformado fue la forma de evaluar el efecto de los compuestos
derivados del BZM, sin embargo, aun cuando la cuantificacion fue factible, la estrategia
con la que se realizdé mostré ser complicada dado que las cajas de cultivo presentaban una
elevada autofluorescencia que resultd dificil de eliminar durante las cuantificaciones.

Por lo anterior, se consideré necesario recurrir a un espectrofluorémetro y con ello
realizar una mejor cuantificacion de la fluorescencia. Otro problema se presentd: no fue
posible evaluar a los parasitos enteros como se habia hecho en el fotodocumentador y para
ello se separd el tejido del fluido vesicular de los parédsitos como fue reportado por
Ambrosio y col. en 1994. Para determinar la fluorescencia en ambas fracciones de los
parésitos, se probaron diferentes formas de solubilizacion del tejido porque las
suspensiones obtenidas dificultaban la cuantificacion de la fluorescencia, se estandarizo la
dilucion del fluido vesicular. Adicionalmente, se establecieron los pardmetros de excitacion
y emision del fluor6foro como se mostr6 en la figura 10 y las condiciones de las lecturas en
el espectrofluorometro. Una vez ajustados los parametros de lectura, se cuantificd la
fluorescencia en tejido y fluido vesicular y se confirm6 nuevamente que habia diferencias
entre los grupos tratados con ABZ y con SOABZ (Figura 11) y se establecid que las
variaciones en la intensidad de fluorescencia eran reflejo del efecto de los compuestos
sobre los parasitos. Se encontré que la fluorescencia en fluido vesicular fue 2.5 veces
mayor que la que se encontrd en el tejido. De acuerdo con estos resultados, el marcador
fluorescente se acumul6 en este compartimiento y ello podria deberse a varias causas: 1. La
ultracentrifugacion a la que fueron sometidos los parasitos influy6 para que los contenidos
en el tejido se hubieran movido hacia el fluido vesicular como si se les hubiera
“exprimido”. 2. Cabria la posibilidad de que en el fluido vesicular de los cisticercos exista
una gran actividad de esterasas o una alta concentracion de glutation y por ello, el
compuesto pudo quedar atrapado en esta fraccion del parasito. 3. EI CMFDA pudo ser
hidrolizado y, posteriormente llevado hacia el fluido vesicular. A partir de los resultados
obtenidos no fue posible determinar por cual de las causas se detecté al CMFDA en mayor
proporcion en fluido vesicular que en el tejidos del cisticerco, pero los resultados fueron
contundentes en el sentido que las siguientes determinaciones deberian ser efectuadas en el
fluido vesicular de los parasitos.

Varias inquietudes surgieron durante la estandarizacion en la evaluacion del efecto
de los compuestos en los parasitos y su correlacion con la medicion de la fluorescencia
producida, el problema fue que no se encontr6 reporte alguno que indicase si el marcador
fluorescente pudo interactuar con algin otro compuesto como los probados en el presente
trabajo de investigacion. Se determino si el CMFDA pudo haber interactuado directamente
con los derivados del BZM, ya que si ello hubiese sido asi implicaria que los cambios
registrados en la fluorescencia, hubieran estado asociados a la interaccion directa de los
derivados del BZM con el CMFDA. Por ello, se evaluaron dos aspectos que dieron
informacion al respecto. En el primero, se determiné si el CMFDA podria ser impedido por
una unioén, algiin impedimento estérico o cualquier interaccidon con los derivados del BZM
para entrar por difusion pasiva a la célula, por esto se agregaron el CMFDA vy el derivado
del BZM en la misma solucién de marcaje y posteriormente se marcaron los cisticercos con
esta solucion CMFDA-BZM. Si hubiese existido alguna interaccion entre el CMFDA vy los
derivados del bencimidazol, la intensidad de fluorescencia disminuiria comparada con el
control, en el que la solucion de marcaje solo contenia CMFDA. Segun lo que se obtuvo en
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la figura 12, no se encontrd diferencia significativa entre la fluorescencia detectada en el
grupo control y el grupo en el que se adicioné la mezcla de CMFDA/SOABZ o
CMFDA/GNV 14, lo cual mostré que no hubo interaccion entre los compuestos. Finalmente
para descartar si existia alguna interaccion entre el CMFDA fluorescente (CMF) conjugado
a glutation intracelular (CMF-GSH) y los derivados del BZM, se llevo a cabo el
experimento mostrado en la figura 13, en el que a una soluciéon que contenia fluido
vesicular con CMF-GSH se le agregaron los derivados del BZM. De los resultados
obtenidos se pudo comprobar que los derivados no disocian el complejo o lo transforman
de alguna manera que afecten las mediciones de la intensidad, por lo tanto los derivados
del BZM parecen no tener efecto directo sobre el CMFDA transformado.

Una vez estandarizada la cuantificacion espectrofluométrica del CMFDA
transformado, en donde se demostré que los cambios en la intensidad de fluorescencia
estaban asociados directamente al tratamiento al que se sometian a los parasitos, se
considerd adecuado comparar los resultados obtenidos por la técnica estandarizada con lo
reportado en dos trabajos que registraron el efecto del SOABZ en cisticercos de T.
crassiceps (Palomares y col. 2004 y 2007). En tales estudios la CEsy encontrada fue de
0.068 y 0.081 pg/ml respectivamente y con intervalos de confianza al 95% de 0.041 a2 0.112
y de 0.054 a 0.135 pg/ml para ambos casos. En la figura 14, se muestra que la CEs
determinada mediante la cuantificacion del marcador fluorescente en cisticercos tratados
con SOABZ fue de 0.070 pg/ml con un intervalo de confianza de 0.017 a 0.276 pg/ml; de
acuerdo a estos resultados, el valor de la CE5y obtenido, fue cercano a los dos reportados.
Existieron algunas diferencias entre los intervalos de confianza, estas podrian deberse a que
en el intervalo de altas concentraciones (de log0.5 a log-1 de la figura 14, los cuales
corresponden a las concentraciones de 2.5 a 0.1 pg/ml) los valores son mas homogéneos
por el dafio producido por el SOABZ en los pardsitos, mientras que, a menores
concentraciones (de log-1 a log-2 que corresponden de 0.1 a 0.01 pg/ml en la misma figura)
los valores son heterogéneos porque no hubo un efecto tan marcado en los parasitos. Por lo
tanto, la evaluacion del CMFDA transformado no es confiable cuando se exponen a los
parasitos a bajas concentraciones de SOABZ, ésto podria deberse a que las alteraciones del
metabolismo de los paréasitos son minimas a estas concentraciones. Por ello, se determin6
evaluar los derivados del BZM propuestos a una concentracion de 2.5 pg/ml, concentracion
a la cual el efecto del SOABZ fue evidente.

Debido a que se fijo una concentracioén Unica y lo que se deseaba era comparar el
efecto de los compuestos en los parasitos, se determind expresar la intensidad de
fluorescencia como la capacidad de biotransformacion del CMFDA por los cisticercos
expuestos a los compuestos utilizados. Se consideré para ello, que los cisticercos sin
tratamiento tuvieron la capacidad de llevar a cabo una biotransformacion del CMFDA al
cien por ciento. Es decir el efecto de los compuestos que danaron a los parasitos, es
inversamente proporcional a la capacidad de biotransformacion de los cisticercos.
Aparentemente, los compuestos GNV14, RSD8, RSD7 no danaron a los parasitos porque
no hubo disminucién significativa en su capacidad de biotransformacion. En el caso del
compuesto RSD16, se encontrd que tiene efectos similares al SOABZ, llama la atencion
que este compuesto, comparado con el SOABZ, presenta diferencias estructurales
importantes como son la falta del grupo sulféxido y del grupo carbamato en las posiciones
R1 y R4 respectivamente (la comparacion puede verse en las estructuras moleculares
presentadas en la figura 4 y tabla I respectivamente). La posibilidad de que el RSD16 haya
actuado de manera semejante al SOABZ podria estar basada en que el metilo que presenta
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en la posicion 1 de la molécula atin le permite al compuesto interactuar con la B-tubulina y,
de la misma manera, los 4tomos de cloro en las posiciones R1 y R2 le dan mayor
estabilidad.

Hubo dos derivados de los BZM, el RCB15 y el RCB20 que produjeron dafos
serios en los parasitos, al grado que no hubo posibilidad alguna para hacer una
cuantificacion de la fluorescencia debido a que hubo pérdida total del fluido vesicular en
los cisticercos. Llamo6 la atencion que estos compuestos produjeron cambios en la
morfologia de los parasitos desde los primeros dias de su incubacidon con los compuestos.
Por lo consiguiente, se considerd que estos dos compuestos tuvieron mayor capacidad de
dafar a los cisticercos en comparacion con el SOABZ y por estas causas se puso atencion
en ellos.

Con los resultados obtenidos y con la idea de cubrir el objetivo relacionado con la
determinacion de si la estructura quimica de los derivados se asociaba con su actividad
bioldgica, se llevd a cabo un andlisis conformacional tanto del RCB15 como del SOABZ,
para poder establecer qué cambios en las moléculas pudieron haber sido las responsables
del efecto registrado. Con un programa de cOémputo, se obtuvieron las estructuras
conformacionales mas favorecidas energéticamente; es decir, la conformacion que requiere
la menor energia para formarse (Figura 17), sin embargo, las moléculas pueden adoptar
otras conformaciones de mayor energia debido a que estan en constante movimiento a
través de todas las conformaciones posibles y estan presentes en diferentes cantidades. El
SOABZ es una molécula tautomérica porque el grupo sulféxido puede estar en constante
movimiento entre las posiciones R1 y R2 y ello es la causa de la inestabilidad de la
molécula. En el caso de los compuestos RCB15 y RCB20, no son tautémeror porque el
grupo Cl unido al anillo del bencimidazol en la posicion R2, impide que los grupos en la
posicion R1 tengan un movimiento constante y ello estabiliza a la molécula. Mientras que
los grupos cloro presentes en la molécula del RCB15 le confieren estabilidad y con esto son
metabolizadas lentamente por los organismos. Lo anterior hace que moléculas semejantes
al compuesto RCBI5 y RCB20 pudieran ser potenciales cestocidas con una alta
biodisponibilidad y que tuvieran mayor efecto que el SOABZ. Las estructuras
tridimensionales del SOABZ y del RCB15 muestran que el primero es mas largo y ello se
debe a las sustituciones del RCB15 en la posicion R4 como se indico en la presentacion de
resultados. El triflorometilo que se coloco en la molécula se espera que haya aumentado su
solubilidad, lo cual podria ser una ventaja sobre el SOABZ que es practicamente insoluble
en agua (Dayan, 2003). Con base a lo mencionado, cabria esperar que el RCB15 tuviera
una mayor solubilidad que el SOABZ y, nuevamente, una mejor biodisponibilidad debido a
que se esperaria un incremento en su absorcion.

En lo relacionado con la proteina blanco de los compuestos, se ha propuesto que el
SOABZ interactua con la B-tubulina, dicha interaccion se da entre el grupo carbamato y el
grupo metilo (en posicion R3 y R4 respectivamente) del compuesto y la region amino
terminal y la region intermedia de la proteina (Lacey, 1988, Fairweather, 2004). El hecho
de que el efecto del compuesto RCB15 en los parasitos sea mayor que el ejercido por el
SOABZ, se debe a las modificaciones que se realizaron en el compuesto, ya que éstas
alteraron el potencial electrostatico de las moléculas (figura 18) y su conformacion. Estas
modificaciones pudieron alterar su forma de interactuar con la proteina blanco o
probablemente pueden interactuar con otra distinta. Una de las maneras en que se podria
determinar si hubo cambio en la interaccion con la B-tubulina, seria mediante un sistema de
analisis proteémico, con el cual se determinaria que proteinas estan relacionadas con el
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efecto encontrado sobre los parésitos y el papel que juegan en su sobrevivencia e
integridad. Es probable que la proteina o proteinas blanco del compuesto RCB15 sean
distintas a la B-tubulina, debido a que el RCB15 produce un efecto casi inmediato sobre la
integridad de los pardsitos. La B-tubulina es una proteina constitutiva implicada en la
formacion de microtubulos, los cuales son los encargados del transporte de nutrientes y la
excrecion de sustancias de desecho, el SOABZ al inhibir la polimerizacion de los
microtibulos impide que éstos lleven a cabo sus funciones, llevando a una disminucion en
los niveles energéticos en el parésito asi como a un desequilibrio bioquimico debido en
parte a la intoxicacion que sufre al no poder excretar sustancias de desecho (Lacey, 1994).
El efecto que el SOABZ produce in vitro a los cisticercos se hace evidente a los once dias,
de acuerdo a les resultados mostrados y a lo reportado en la literatura (Palomares y col.
2004). A diferencia del SOABZ, el compuesto RCBI15 tiene efecto macroscopico en los
parasitos desde las primeras 24 horas de exposicion, es por ello que se propone que la
proteina blanco podria ser diferente a la B-tubulina.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los cisticercos de T. crassiceps de la cepa ORF tienen la capacidad de transformar
al CMFDA en un compuesto fluorescente y esta resulto afectada por los derivados del
BZM, como el ABZ y el SOABZ. Las alteraciones que se presentaron durante la
transformacion del CMFDA cuando se expusieron los cisticercos a compuestos derivados
del BZM, permitieron determinar si un compuesto tiene o no actividad cestocida.

La estandarizacion de éste método cuantitativo de evaluacion de farmacos en
ténidos, es de vital importancia para la investigacién de nuevos compuestos con potencial
accion cestocida. Aunque estos compuestos deben ser valorados en formas larvarias de
otros céstodos de importancia en la salud publica, como los cisticercos de T. solium, en el
cual se esperarian resultados similares, dado que existen similitudes morfologicas y
bioldgicas.

Segun los resultados obtenidos en el presente proyecto de investigacion, es evidente
gue hay una relacion estructura-efecto para los compuestos que se evaluaron. EI compuesto
RSD16, a pesar de ser una molécula diferente al SOABZ, tuvo una actividad semejante y
los compuestos RSD7, RSD8, GNV14 no presentaron actividad significativa. El compuesto
RCB15 y RCB20 tienen potencial como farmacos cestocidas; sin embargo, como se
menciono anteriormente, habrian de efectuarse estudios con otros céstodos para valorar
estas posibilidades. En este sentido es claro que el papel que juega la quimica medicinal en
el disefo, la sintesis y la evaluacion de farmacos potenciales cobra una importancia vital en
la busqueda de nuevos antiparasitarios, los cuales pudieran tener mejor efecto que los que
se encuentran actualmente en el mercado.

Un aspecto realmente interesante que requiere ser abordado, es la definicion de qué
proteinas podrian ser el blanco del compuesto RCB15 y RCB20. En la actualidad, por la
tecnologia con la cual se cuenta, no solo se espera disefiar y sintetizar una molécula con
ciertas caracteristicas que la hagan efectiva, sino que también se espera llegar a conocer
detalladamente al blanco farmacolégico. La conjuncién entre el conocimiento generado por
la quimica medicinal, los estudios de tipo protedmico y de biologia celular de los
organismos en estudio, seguramente podran abrir nuevas puertas para el desarrollo de
mejores farmacos antiparasitarios. Por consiguiente, para el caso de los compuestos
derivados del BZM basados en el RCB15 y RCB20 seria interesante identificar sus blancos,
las alteraciones a nivel tisular (tanto en el aspecto estructural, como ultraestructural) que
producen en los organismos en estudio y correlacionar esta informacion con el mecanismo
de accidn con el que probablemente dafi6 a los paréasitos.
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