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RESUMEN

El céncer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo; en 2008 causo 7,6
millones de defunciones y se estima que las muertes por cancer aumenten y alcancen la cifra de

13,1 millones en 2030.

Organismos como virus, bacterias y parasitos contribuyen con un 13 a 20% en el desarrollo de
cancer humano y Taenia solium no es la excepcion, este parasito es el causante de dos patologias
la teniasis y la cisticercosis, asocidandose esta ultima con el desarrollo de enfermedades
hematologicas malignas que producen cancer. Se han propuesto dos mecanismos por los cuales
Taenia solium en su fase larvaria podria generar cancer 1) Inflamacioén cronica, 2) produccion de
compuestos toxicos que interactiian con el ADN generando mutaciones, concluyendo en céncer.
Es importante mencionar que el tratamiento de eleccion para la neurocisticercosis es un
antihelmintico de amplio espectro el albendazol, al cual el parésito ya comienza a desarrollar
resistencia. En este estudio se probaron cinco compuestos con zinc (anticarcinogénicos), como
una estrategia alternativa para la destruccion de los cisticercos. Los ensayos se realizaron
exponiendo cisticercos de Taenia crassiceps a diferentes concentraciones de los compuestos
anticarcinogénicos y se determino el dafio que les provocan. De cinco compuestos probados, el
compuesto (C19) potencio el crecimiento y los compuestos (C29 y C34) destruyeron a los
cisticercos en tiempos cortos con dosis del orden de 150 a 400 pmol/uL, respectivamente. Los
efectos observados fueron paralisis, dafio morfologico y la inhibicién de la evaginacion de los
cisticercos. El compuesto C34 fue mdés potente que el compuesto C29 y el albendazol. Este
trabajo describe por primera vez el efecto que compuestos anticarcinogénicos presentan sobre los
cisticercos, lo que revela una nueva estrategia terapéutica contra esta parasitosis y prevencion del

cancer.



L. INTRODUCCCION

1.1 Historia y Clasificaciéon taxonomica de Taenia solium

Los humanos pueden infectarse por diferentes tipos de organismos tales como bacterias, virus,
hongos y parasitos, dentro de este ultimo grupo se encuentran los helmintos de la clase cestoda
que comprenden a las tenias, cuyas especies de importancia humana son: Taenia saginata,
Taenia solium, Diphyllobotrium latum, Hymenolepis diminuta, Hymenolepis nana y Dipylidium
caninum (Koneman et al., 2006). Desde la época de Hipocrates, y posiblemente desde los
tiempos de Moisés, se sabe que Taenia solium parasita al hombre y en estudios posteriores
realizados por Edward Tyson se logr6 el aislamiento de Taenia en humanos, perros y otros
animales. Tyson fue la primera persona en aislar el escolex de este helminto, sin embargo fue
hasta el afio de 1558 cuando Gessner y Ramler informaron del estado larvario en el hombre, en
1782 Tyson y Goeze lograron diferenciar a Taenia solium de Taenia saginata y en 1855
Kuchenmeister y Leuckart investigaron el ciclo biologico y descubrieron el estadio infectante
para el hombre (COX, 2002). Este parasito es conocido cominmente con el término de
“solitaria”. El nombre de solium no corresponde al concepto de sola o solitaria, si no que deriva
de la palabra arabe “soltz” que significa cadena y que alude a la que forman los proglétidos del

estrobilo, estructura que mencionaremos en el siguiente capitulo (Flisser et al., 2006).

Hoy en dia Taenia solium se encuentra clasificada taxonomicamente de la siguiente

Forma (Koneman et al., 2006):

Reino: Animalia, Phylum: Platyhelmintos, Clase: Cestoda, Orden: Cyclophyllidea, Familia:

Taeniidae, Género: Taenia y Especie: solium.



1.2. Aspectos anatomicos de Taenia solium.

En cuanto a su anatomia Taenia solium también es conocida como 7aenia armada por presentar
una doble corona de ganchos (de 22 a 32, los cuales miden de 110 a 180 micras) en el escolex o
cabeza, que mide aproximadamente 1 mm de didmetro y posee con cuatro ventosas que junto con

los ganchos, se fija a la pared intestino delgado del humano (Koneman et al., 2006).

Fig. 1. Taenia solium

Después del escolex podemos localizar el cuello un sitio corto de aproximadamente la mitad del
grosor del escolex, en esta region se encuentran células pluripotenciales, también conocidas
como células “madre” que son las responsables de la formacion de nuevos proglotidos. (Flisser

et al, 2006).

Los proglotidos forman el estrobilo o cuerpo de 7. solium, este es largo y aplanado, razén por la
cual se encuentra formando parte del phylum de los platyhelmintos su longitud puede ir de 2 a 4

m aunque se han reportado ejemplares que llegan a medir de 6 a 10 m de largo.

Habita en el intestino delgado del hombre, carece de tubo digestivo y en compensacion presenta
un tegumento o epitelio que le permite la absorcion de nutrientes y la excrecion de desechos, este
estd formado por micro vellosidades llamadas microticas las cuales se encuentran cubiertas por

una membrana con glicocdlix que potencia la permeabilidad de cationes, sales biliares,



nutrientes, y posee actividad de amilasas, tripsina, quimiotripsina y lipasa pancreética (Torres.,
2004). El estrobilo del parasito estd compuesto de proglotidos, de los cuales podemos encontrar

desde 800 hasta 1,000, estos se dividen de la siguiente forma (Tay., 2003):

e Inmaduros o indiferenciados (mas cercanos al cuello y no presentan drganos sexuales).

e Maduros (presentes en la parte media del cuerpo y hermafroditas), presentan una
estructura rectangular y miden de 5 a 7 mm de longitud.

e Gravidos, estos proglotidos se pueden encontrar en las heces o en el medio ambiente y
contienen los huevos de Taenia solium, ubicandose en la parte distal del gusano. Miden
de 10 a 15 mm de largo y de 6 a 7 mm de ancho (Tay., 2003). Su ttero es caracteristico
pues presenta de 7 a 13 ramas uterinas usualmente (9 a 10) gruesas las cuales encierran

de 30 mil a 50 mil huevos cada una (Tay., 2003).

Fig.2. Anatomia del adulto de Taenia solium (Flisser et al., 2006)



Los huevos de 7. solium miden aproximadamente 30 a 40 um de didmetro, son de paredes
gruesas y radiadas, y no se pueden diferenciar de los huevos de Taenia saginata ni de Taenia
asiatica (Flisser et al., 2006). En su interior contienen una oncosfera o embrion con seis ganchos
(embridn hexacanto), siendo estos la forma infectante para adquirir la cisticercosis en el hombre
y cerdo. Este huevo estd protegido por el embriéforo formado por bloques de una proteina

similar a la queratina, se caracteriza por ser impermeable y muy resistente.

Las mismas enzimas digestivas y sales biliares del huésped activan a las oncosferas, estas
atraviesan la pared intestinal y entran en el torrente sanguineo, hasta alcanzar el tejido
subcutaneo, musculo esquelético, sistema nervioso central y ojos, y desarrollarse en la forma

larvaria o cisticerco.

Fig. 3. Huevo de Taenia sp.

El cisticerco de T. solium es una vesicula ovalada y translucida, llena de liquido, de 0.5 a 2.0
centimetros de didmetro que presenta un escolex invaginado, al igual que el parasito en su forma
adulta el escolex presenta cuatro ventosas y una doble corona de ganchos, también el cisticerco
carece de tracto digestivo y adquiere sus nutrientes y secreta sus desechos a través del tegumento

de su pared vesicular (Flisser et al., 2006). Los cisticercos utilizan tanto rutas metabdlicas
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aerdbicas como anaerdbicas dependiendo de la disponibilidad de oxigeno en el medio. Es un
gran consumidor de glucosa y se han identificado dos transportadores de la misma (TGTP1 y
TGTP2), el segundo se localiza en la superficie tegumentaria del cisticerco, mientras que el
primero es abundante en estructuras de la pared vesicular en el cisticerco, asi como en el parasito

adulto (Rodriguez-Contreras et al., 1998).

Ademas se han identificado cinco glicoproteinas en la superficie tegumentaria de la pared
vesicular de los cisticercos, incluyendo inmunoglobulinas del huésped (Landa et al; 1994). La
superficie externa de los helmintos es dindmica porque responde a diferentes estimulos como el

cambio de ambiente y ataque inmunoldgico del huésped (Sciutto et al., 2007).

El desarrollo del cisticerco hacia su forma adulta capaz de producir huevos toma un tiempo
aproximado de 2 meses, razon por la cual es de suma importancia conocer el ciclo bioldgico de

este helminto (Villalobos-Perozo., 2003).

Fig. 4. Taenia solium (cisticerco).
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1.3. Ciclo biolégico de Taenia solium.

Este parasito alterna entre el ser humano como huésped definitivo y el cerdo como huésped

intermediario (Flisser et al., 1997; Flisser et al., 2006; Tay., 2003; Garcia et al., 2003).

En su estado adulto, el platelminto habita en el intestino delgado del ser humano. Su presencia
ocasiona la teniasis. En la que la Taenia o solitaria, produce miles de huevos, que se expulsan
con las heces. El cerdo al ser un animal copréfago se infecta al ingerir heces donde hay huevos o
proglétidos del parasito adulto. Cada huevo puede convertirse en un cisticerco ocasiondndole la
cisticercosis, ya que al ingerir los huevos, sus oncosferas por accion de enzimas digestivas como
la tripsina y las sales biliares atraviesan la pared intestinal y son transportadas por torrente
sanguineo hasta musculo y otros drganos como 0jo, tejido subcutdneo y sistema nervioso central

donde se convierten en cisticerco (Flisser et al., 2006 y Koneman et al., 2006).

El ciclo culmina cuando el hombre consume carne de cerdo infectada con cisticercos mal cocida,
lo que permite la supervivencia del estadio larvario. El escolex contenido en el cisticerco se fija

en las paredes del intestino humano donde se desarrollan hasta convertirse en el gusano adulto.

La falta de higiene y la convivencia con un teniasico pueden ocasionar la ingesta de huevos de

una forma accidental, desarrollandose la cisticercosis humana (Sarti et al., 1997).

Es importante mencionar que aunque el cerdo es el principal huésped intermediario de Taenia
solium, algunos otros animales, incluyendo al hombre, también pueden accidentalmente alojar
cisticercos. Se ha descrito la presencia del pardsito en su estadio larvario con réstelo armado, que
presumiblemente pertenecen a la especie Taenia solium, ha sido reportada en varios mamiferos
como: perros, gatos, camellos, conejos, liebres, osos pardos, zorros, coaties, ratas y ratones

(Mazzotti et al., 1965).

12



Fig. 5. Ciclo biologico de Taenia solium (CDC, Center for disease control and prevention)
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1.4 Distribucion geografica de Taenia solium y su importancia en el binomio teniasis-

Este parasito es endémico de regiones como Brasil, Colombia, Ecuador, Guatemala, México,
Pert, India, Africa del Sur, Africa Occidental, EUA entre otros paises siendo los movimientos

migratorios en este ultimo la principal causa de aparicion de la enfermedad (Flisser et al., 2006).

La relevancia de este parésito se encuentra asociada a dos enfermedades la teniasis y la

neurocisticercosis siendo esta ultima en el hombre la mas peligrosa.

Fig. 6. Distribucion geografica del binomio teniasis/cisticercosis con su nivel de prevalencia. (Flisser et al., 2006).
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Estudios realizados en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia de la Ciudad de
México y el Hospital General de México indican que la cisticercosis cerebral es un padecimiento
de gran importancia en nuestro pais (Del Brutto et al., 2000). En México, como en muchos otros
paises, los primeros estudios para conocer la frecuencia de la neurocisticercosis se realizaron en
hospitales y en series de necropsias, reportando hasta 8.6 % en pacientes hospitalizados y
alrededor de 2 % en necropsias de adultos. En un estudio realizado durante el periodo 1995-2001
se detectaron un total de 386 casos, estimando un promedio de 55 casos por afio (Sistema

Nacional de Vigilancia Epidemiologica., 2007).

En el caso de la teniasis los 11 estados de la Republica Mexicana mas afectados son: Yucatan,
Baja California Sur, Chiapas, Tamaulipas, Michoacan, Coahuila, Campeche, Sinaloa, Jalisco,
Querétaro y Chihuahua, mientras que para la cisticercosis las 13 Entidades Federativas en las
cuales existe una incidencia nacional mayor son: Jalisco, Hidalgo, Sinaloa, Colima, Zacatecas,
Chiapas, Nuevo Leon, Durango, Baja California, Coahuila, Michoacan, Distrito Federal y

Guanajuato (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica., 2007).

Los estudios epidemioldgicos informan que el parésito adulto se presenta en todas las edades y
que alcanza su pico mas alto en grupos de 16 a 45 afios (edad econémicamente productiva) no
tiene predileccion de edad o sexo y afecta a cualquier clase social (Larralde et al., 1992, Larralde,
Aluja., 2007). La aparicion de esta enfermedad en seres humanos es la falta de higiene, la
deficiente inspeccion sanitaria de la carne y la falta de programas de salud e infraestructura de la

misma para la poblacion.

En diversos articulos se ha hecho hincapi¢ en que las condiciones sociales, economicas y
culturales estan intrinsecamente vinculadas con esta zoonosis, ya que en cada uno de los
momentos del ciclo de vida del pardsito existen actividades humanas involucradas en su

15



reproduccion. En primer lugar, puesto que la teniasis es una enfermedad exclusiva del humano,
¢éste es el responsable de la dispersion de los huevos del parasito; asi la defecacion al aire libre

y/o la inadecuada eliminacion de excretas es la primera practica de riesgo.

En segundo lugar, una crianza de los cerdos que promueva el contacto de éstos con las heces
humanas permite la infeccion del cerdo. En tercer lugar la falta de control sanitario de la carne de
cerdo, su manejo y los habitos de alimentacion que incluyen el consumo de esta carne en forma
poco cocida o cruda, también son practicas que contribuyen a la infeccion (Larralde et al., Aluja

et al., et al., 2007).

Por ultimo la falta de higiene personal especialmente los habitos relacionados con el lavado de
manos antes de comer y después de ir al bafio, el consumo de agua sin hervir y de alimentos sin
lavar y desinfectar, asi como su exposicion a agentes que dispersan los huevos, son précticas que

posibilitan la ingestion de éstos por el humano (Larralde et al., Aluja A et al., 2007).

1.5. Sintomatologia, diagndstico y tratamiento de la teniasis.

La infeccion por el gusano adulto de 7. solium produce el cuadro clinico denominado teniasis
intestinal. Los sintomas pueden ser causados por la produccion de sustancias toxicas por parte
del cestodo, inflamacion leve en el sitio de implantacion y anemia por sindrome de mala
absorcion intestinal. En general, la mayoria de las infecciones por este parasito presentan una
sintomatologia moderada, ya que la persona puede cursar con malestar abdominal o dolor
epigastrico, meteorismo, plenitud intestinal, sensacion de hambre, nduseas, diarrea y una pérdida
minima de peso. Es bastante frecuente detectar una eosinofilia moderada en sangre periférica,

mayor del 13% (Alvarez et al., 2004).

16



Diagnostico de las teniasis intestinales: Historia clinica: Informacion sobre la eliminacién de
proglotidos de forma espontanea o junto con las heces, si el paciente suele comer carne de cerdo

cruda o mal cocida y especialmente, si proviene o ha realizado un viaje a una zona endémica.

Caracteristicas morfométricas: A partir del material parasitario eliminado por el paciente,
podemos observar huevos mediante un estudio microscopico directo de éstos, y solo
informaremos el género, ya que ninguna de las tres especies (Taenia solium, Taenia saginata y
Taenia asiatica) puede diferenciarse mediante estos. Ademds se pueden aislar proglétidos
gravidos, estas estructuras se emplean para el diagnostico de la enfermedad, y se diferencian
entre especies (Taenia solium y Taenia saginata) por el nimero de ramas uterinas, Taenia
solium, presenta de 9 a 13 ramas uterinas y Taenia saginata mas de 13, en cuanto a tamafio y
forma, estos pueden ser diferenciables empleando tinciones especiales. Finalmente el réstelo se
obtiene empleando la técnica de tamizaje lo cual permite hacer una identificacion ain mas

completa por especie.

Deteccion de antigenos en heces: Se realiza mediante un ensayo inmunoenzimatico que utiliza
anticuerpos contra el parésito, que s6lo permite un diagnostico de género, pero que ayuda a
confirmar una parasitosis actual, incluso sin la emision de huevos o proglotidos (Flisser et al.,

2006).

Deteccion por la técnica de PCR en heces: nos permite la diferenciacion de las tres especies,

siempre y cuando exista ADN del parasito.

Tratamiento: En cuanto al tratamiento que se emplea para la teniasis intestinal, ademas de
administrar farmacos dirigidos contra el parasito (que dafian directamente su estructura y

bloquean rutas metabolicas que este emplea para sobrevivir) se aconseja la administracion de un

17



laxante salino suave 1 o 2 h, después de haber ingerido el farmaco correspondiente. De esta

forma se evita que el parasito se desintegre (Robles., 1997).

Los farmacos mas empleados en esta parasitosis, son los mismos para todas las especies del

género Taenia, se recomienda la utilizacion de praziquantel, albendazol o niclosamida.

El farmaco de eleccion es el praziquantel, este es un derivado pirazinoisoquinolinico descubierto
en 1972, aumenta la permeabilidad al calcio del parésito, lo que produce una contraccion
generalizada de éste, inhibe ademas la captacion de glucosa del cestodo, forzandolo a consumir
sus propias reservas del glucdgeno, después de 5 minutos de contacto del praziquantel con los
parésitos, se observa al microscopio electronico degeneracion del tegumento (Robles., 1997 y
Sciutto et al., 2010), ademas causa pardlisis muscular del parasito, desalojamiento de las venas
mesentéricas y pélvicas y muerte subsecuente por reaccion de tejido del huésped activo, es
importante mencionar que el levo isdémero de esta molécula es el que presenta la mayor actividad

antihelmintica.

I}
O

O

I
O

Fig. 7. Estructura molecular del praziquantel (Bayer Health Care., 2010).
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La niclosamida es un derivado salicilanilida halogenado, descubierto en 1960, era el farmaco
considerado de segunda eleccion luego del praziquantel para el tratamiento de casi todos los

cestodos (Laurence et al., 2006)

Como mecanismo de accion este farmaco inhibe la fosforilacion oxidativa mitocondrial en los
cestodos, reduce la captacion de glucosa disminuyendo la generacion anaerobia del trifosfato de

adenosina necesario para la funcion celular. Desafortunadamente este farmaco ya no se produce.

1.6. Sintomatologia, diagndstico v tratamiento de la neurocisticercosis

La sintomatologia de la cisticercosis cerebral depende de la localizacion del cisticerco y la lesion
que causan. Pacientes con lesiones parenquimatosas suelen presentar crisis epilépticas, cefaleas,

vomito en proyectil e incluso con sintomas focales debidos a un efecto de masa (Robles., 1997).

La inflamacion que los rodea puede ser causa de infartos cerebrales al ocluir pequefias arterias.
Las lesiones extra parenquimatosas pueden causar hidrocefalia, por obstruccion mecanica del
sistema ventricular. En muchos casos, los sintomas aparecen afios después de la invasion del
Sistema Nervioso Central (SNC) por la inflamacion cronica presente, el efecto de masa o por
calcificaciones residuales. De hecho, cuando los cisticercos estan ya muertos o han degenerado,
habitualmente calcifican e incluso forman una inflamacion granulomatosa a su alrededor que
puede ser igualmente la causa de muchos de los sintomas de los pacientes. Una manifestacion

grave pero poco frecuente es la encefalitis.

El diagndstico se basa en estudios de neuroimagen (Tomografia Axial Computarizada,
Resonancia Magnética Nuclear) datos clinicos, y sobre todo datos epidemiologicos. En los
analisis rutinarios (Biometria Hematica) ocasionalmente podemos encontrar eosinofilia (Robles.,

1997).
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En cuanto al tratamiento indicado para esta enfermedad se recomienda la administracion de
farmacos antiparasitarios como el albendazol y el praziquantel. El farmaco de eleccion para esta
patologia es el albendazol, este es un antihelmintico de amplio espectro, que constituye un
tratamiento efectivo para la neurocisticercosis en humanos y la cisticercosis porcina (Laurence et
al., 2006) su nombre quimico es metil-5-(propiltio)-2-bencimidazol carbamato y su mecanismo
de accion estd dirigido a dafiar de forma selectiva los microtibulos citoplasmaticos del parasito,
ocasionando asi la ruptura de las células y la pérdida de funcionalidad. En consecuencia, se
produce una acumulacion de sustancias secretoras en el aparato de Golgi del parasito,

disminuyendo la captacion de glucosa y deplecion de los depositos de glucogeno.

Como muchas de las sustancias secretoras presentes en el aparato de Golgi son enzimas
proteoliticas que se liberan intracelularmente, la consecuencia final es la autolisis de la célula
intestinal y, finalmente, la muerte del gusano (Robles., 1997; Cardenas., 2010). Otras de las
acciones farmacoldgicas del albendazol son el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa asi
como la inhibicion de la fumarato reductasa y de la superdxido dismutasa (Castellanos, et al.,
2002), enzimas que participan activamente en la sintesis de ATP, fuente de energia indispensable
y en la dismutacion del radical superdxido, respectivamente para que la célula pueda llevar a
cabo sus multiples funciones. La supresion de estos mecanismos bioquimicos explica el efecto
letal, no so6lo en los parésitos adultos sino también para las larvas en sus diferentes estadios y

oncosferas.
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Fig. 8. Estructura molecular del albendazol (Palomares et al., 2006).

La dexametasona se incluye dentro de los extractos adenocorticoides activos, los cuales se
prepararon por primera vez en 1930, los adenocorticoides son clasificados por su actividad en
dos grupos, los mineralocorticoides y los glucocorticoides, la dexametasona estimula la sintesis
de las enzimas necesarias para disminuir la respuesta inflamatoria. Causa supresion del sistema
inmunitario reduciendo la actividad y el volumen del sistema linfatico, produciendo
linfocitopenia. Este fArmaco es un corticoesteroide sintético de accidon prolongada, con potente
actividad anti inflamatoria y minimas propiedades mineralocortcoides, se usa con frecuencia en
casos de edema cerebral (Goodman y Gilman; 2006). También es importante la administracion

de un anticonvulsivo para el cuadro epiléptico que se presenta en la cisticercosis.

Es importante mencionar que hoy en dia el problema de la resistencia a farmacos juega un papel
importante a considerar en la terapéutica contra diferentes infecciones, incluidas las de los
helmintos. Desde que el praziquantel se introdujo por primera vez como un antihelmintico de
amplio espectro en 1975, se consider6 un tratamiento de eleccion contra este tipo de infecciones
teniendo como objetivo enfermedades como la esquistosomiasis, clonorquiasis, opistorquiasis,
paragonimiasis,  heterophyidiasis, echinostomiasis, fasciolopsiasis, neodiplostomiasis,
gymnophalloidiasis, teniasis, difilobotriasis, himenolepiasis y cisticercosis. Sin embargo se han
realizado estudios en los cuales se ha identificado que Fasciola hepatica, Fasciola gigantica y
Schistosoma mansoni son ya refractarios a praziquantel, para estos es necesario el triclabendazol,

un medicamento alternativo. Ademas, las infecciones por cestodos larvarios, particularmente
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enfermedad hidatidica y esparganosis, no son tratados con éxito por praziquantel. También hay
problemas emergentes con el tratamiento con praziquantel, que incluyen la aparicion de las

reacciones alérgicas o de hipersensibilidad (Chong et al., 1991; Jong., 2013, Leathwick., 2013).

1.7. Asociacion Taenia solium (cisticercosis) con cancer

El cancer es el nombre dado a las enfermedades en las que hay células anormales que se
multiplican sin control y pueden invadir los tejidos cercanos. Las células de cancer también se
pueden diseminar hasta otras partes del cuerpo a través del torrente sanguineo y el sistema

linfatico (Instituto Nacional del Cancer EUA 2013).

Fig. 9. Produccion de células cancerosas (Instituto Europeo de investigacion en células madre cancerosas 2013)
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De acuerdo con datos proporcionados por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS 2013) el
cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo; en 2008 causé 7,6 millones
de defunciones y se prevé que las muertes por cancer sigan aumentando y alcancen la cifra de

13,1 millones en 2030.

Diferentes organismos como virus, bacterias e incluso parasitos contribuyen con un 13 a 20% en
el desarrollo de cancer humano en todo el mundo (Herrera, Ostrosky., 2001), como es el caso de
Toxoplasma gondii causante de meningioma, Paragonimus westermani causante de
rabdomiosarcoma cerebral, Plasmodium sp relacionado con linfoma de Burkitt, Opisthorchis
viverrini y Clonorchis sinensis agentes causales de colangiocarcinoma, Schistosoma mansoni
asociado con cancer de colon, Schistosoma haematobium y Schistosoma japonicum implicados
en la aparicion de neoplasias malignas en tracto urinario, higado y tractos biliares (Del Brutto.,
2000, Fried et al., 2011). En el caso de Taenia solium en su estadio larvario (cisticerco) se ha
asociado con la aparicion de tumores malignos en particular glioblastoma multiple y se relaciona

con enfermedades hematologicas las cuales se describen mas adelante en este capitulo.

Si bien no se conoce la causa exacta por la cual los parasitos en especial los helmintos (7aenia
solium) se asocian con la aparicion de cdncer, se propone que al ser los causantes de
enfermedades de tipo cronicas activan mecanismos bioquimicos, como es la peroxidacion
lipidica (Rodriguez et al, 2008) e inmunoldgicos en el huésped, llevando a la produccion de
sustancias toxicas para las células como las especies reactivas de oxigeno (ROS), nitrégeno,
radicales libres (radical hidroxilo, aniéon superoxido, radical peroxilo); los cuales al acumularse

ocasionan dafio al DNA y son un factor de riesgo alto en el desarrollo de cancer.

Las cé¢lulas inflamatorias participan en la activacion de procarcindégenos, como aflatoxinas e
hidrocarburos policiclicos aromaticos y en la formacion de carcinogénicos de nitrosinamina
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(Herrera et al.,2000). Sin embargo no solo las células del huésped son las productoras de estos
compuestos toxicos sino que también existen informes en los cuales se menciona que los
helmintos producen sustancias que juegan un papel importante en la modulacion y aparicion del
cancer, tal como es el caso de Taenia taeniaeformis (cisticerco fasciolaris) el cual secreta y
excreta productos que pudieran ser causa de hiperplasia de estdbmago y fibriosarcoma en ratas;
estas sustancias inhiben la comunicacion célula-célula jugando un papel importante en la
expansion clonal y el inicio de tumores. Asi como causar inmunosupresion como es el caso de
Taenia solium (cisticerco) por dos vias, en la primera por transferencia de material genético entre
el parasito y el huésped o bien por respuesta inflamatoria, la primera via no se ha confirmado
completamente, sin embargo se ha demostrado que existe un factor soluble que secreta Taenia
solium el cual inhibe la incorporacién de (*H) timidina en los linfocitos humanos este factor
puede ser un oligonucle6tido de ARN, ya que contiene ribosa y es sensible a la digestion con
ARNasa. Se ha propuesto que este factor podria ser un virus de ARN que participa en la
transferencia de material genético entre parasito y huésped. Algunos estudios han demostrado la
presencia de virus como particulas en la membrana de los cisticercos, asi como en otros
parasitos. Las moléculas de ARN del virus podrian localizarse de forma aberrante en el genoma
de las células del huésped y permanecer latentes en algunos pacientes con cisticercosis, ademas
de transcribir ADN alterado del huésped induciendo anormalidad en el crecimiento y

proliferacion maligna subsiguiente de las células gliales (Del Brutto et al.,2000).
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Fig.10 Mecanismos propuestos en la neurocisticercosis y la aparicién de tumores (Herrera et al., 2000).

Algunos estudios realizados en nuestro pais indican que aproximadamente el 21% de los
pacientes con neurocisticercosis presentan neoplasias malignas desarrollando astrocitomas y
oligodendrogliomas (Del Brutto et al 2000). Ademaés se relaciona la presencia de Taenia solium
(cisticerco) con la aparicion de diferentes enfermedades hematologicas malignas tales como
linfomas y leucemias, lo cual podria deberse a la inmunosupresion que induce Ila
neurocisticercosis y posterior desenlace en cancer o bien se propone nuevamente la asociacion
entre la inflamacion crénica que la parasitosis produce con el desarrollo de tumores, ya que los
cisticercos que en estos estudios se encontraron en las autopsias estaban calcificados o
hialinizados en su mayoria (Herrera et al,2000) lo cual confirma los casos de infecciones de tipo
cronicas en las cuales el ADN sufre dafio por la interaccion directa con sustancias como ROS y

mediadores de la respuesta inflamatoria, las principales enfermedades hematologicas y canceres
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que se presentaron en estos casos fueron el linfoma de Hodking y leucemias de tipo mieloide y

linfoide como se describen en la siguiente tabla.

Tablal. Caracteristicas de siete mujeres que presentaron cisticercosis y la causa de muerte fueron

enfermedades hematologicas malignas (Herrera et al 1999)

Caso Sexo Edad Enfermedad Tipo de cisticerco y localizacion
hematolégica maligna

1 F 36 Mieloma multiple Cisticerco en subaraquinoides y espacio ventricular
con cambios degenerativos, reaccion
granulomatosa y edema crénico

2 F 58 Enfermedad de Hodking Cisticerco en subaraquinoides, con intensa
eosinofilia y moderada infiltracién moderada

3 F 75 Linfoma no Hodking Cisticerco calcificado en nicleo caudado
Leucemia

4 F 14 linfoblastica aguda Cisticerco calcificado en putamen

5 F 64 Linfoma no Hodking Cisticerco calcificado en 16bulo parietal superior

6 F 28 Leucemia Cisticerco calcificado en espacio subaragnoideo

mieloblastica aguda

7 F 72 Linfoma no Hodking Cisticerco calcificado en Fisura de Sylvian

1.8. Anticarcinogenos

Los anticarcindgenos se definen como compuestos involucrados en la prevencion o el retraso en
la evolucion del cancer (Instituto Nacional del Cancer EUA; 2013) estos compuestos pueden
contener en sus estructura moléculas inorganicas como metales. En este proyecto se estudiaron
cinco compuestos nuevos clasificados como anti carcinogénicos, los cuales fueron sintetizados

en el Instituto de Quimica, estos presentan en su estructura Zn. Los compuestos fueron
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nombrados C19, C29, C30, C33 y C34, en donde la C corresponde a compuesto y el nlimero

indica el orden en el cual fueron sintetizados.

Compuesto Formula desarrollada Nombre
C19 MRCmxF3Zn Dicloruro[1-(2,3,5-triflurofenil)metil}-2-(4-
tiazolil)-1H-benzimidazol] de Zinc(ll)
c29 C26H14F12N2S2Zn 2,2’-bipiridin-bis((3,5-
ditriofluorometil)bencentiolato))-zinc (Il)
C30 C22H10F8N2S2Zn 2,2’- Bipiridin-bis(2,3,5,6-
tetrafluorobencenetiolato)-zinc(ll)
c33 C30H24F10N2S2Zn 4,4-Di-ter-butil-2,2’-bipiridin-
bis(pentafluorobencentiolato)-zinc(l1)
C34 C30H30F4N2S2Zn 4,4-Di-ter-butil-2,2’ bipiridin-bis(2,4
difluorobencenetiolato)-zinc(ll)
COMPUESTO 19
el cl
__I'.-
_."'rlx_
S
e l‘ e
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COMPUESTO 29

COMPUESTO 30
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Fig.11. Moléculas anticarcindgenas con Zn

De forma general estas moléculas presentan estructuras similares, ya que estan conformados de
moléculas ciclicas, su estructura la podemos dividir en dos partes: la parte superior encontramos
dos moléculas heterociclicas de 6 miembros que corresponden a dos piridinas y en algunos casos

como el C34 presenta un grupo alcano como radical.

Fig.12. 2,2 bipiridina

En la parte inferior se localizan dos estructuras conocidas como tiofenil de Zn, las cuales en
todas las moléculas se encuentran sustituidas por fluor y en cada uno de los compuestos varia la
localizacion de estos, ademas en algunos casos la molécula de Zn puede estar sustituida por cloro

como es el caso del C19.
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Fig.14. Tiofenil-Zn

Existen informes en la literatura sobre el efecto farmacologico de las piridinas de las cuales se ha
descrito méas que del grupo tiofenil-Zn y mencionan que estos compuestos sirven como
antiinflamatorios, analgésicos, anticonvulsivos, anti-parkinsonianos (Mohamed et al., 2010)
aunque también son una alternativa contra enfermedades infecciosas, como es el caso de la

tripanosomiasis por Trypanosoma cruzi (Hargrove et al.,2013)).

Tabla 2. Peso molecular de las moléculas anticarcinogénicas con Zn

Compuesto Pesos moleculares (g/mol)
19 481.66
29 711.9
30 583.84
33 732.03
34 624.09

Es importante mencionar que el Zn es un elemento que pertenece al grupo 12, aunque se
encuentra al final de la serie de los metales de transicion, se comporta como metal de los grupos
representativos; de hecho, se parece mucho a los del grupo 2. Dentro de la importancia biologica
que presenta este metal, se han identificado més de 200 enzimas que utilizan este elemento, en

los organismos (Rayner-Canham., 2000).

Algunos estudios demuestran que el Zn ademds de presentar un papel antioxidante también

funge como un anticarcinégeno en tumores de pulmon en ratones, ya que disminuye los niveles
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de monoaldehido y lipofuscina aumentando la actividad de la enzima glutatiéon peroxidasa (GPx)

(Yan, Chang., 2012).
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II. JUSTIFICACION

Debido a la importancia de Taenia solium y su relacion con la aparicion de cancer, este proyecto
describe el efecto que cinco moléculas organicas con Zn tienen sobre los cisticercos de Taenia

crassiceps.

A pesar de que se han relacionado casos entre la cisticercosis y el cancer, la terapéutica en estos

pacientes no ha sido modificada.

El desarrollo de compuestos anticarcinogénicos con actividad antiparasitaria podrian prevenir el

cancer humano, lo que evitaria gastos en salud publica.
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I11. HIPOTESIS

Las moléculas anticarcinogénicos con Zn pueden destruir a los cisticercos.

IV. OBJETIVO GENERAL

Conocer los efectos de cinco moléculas organicas con Zn sobre cisticercos de Taenia crassiceps.

IV.1 OBJETIVOS PARTICULARES

o Determinar el efecto que causan los compuestos sobre el cisticerco evaluando viabilidad
(movilidad, dafio morfoldgico y evaginacion).
o Determinar la dosis letal 50 (DLso) de las moléculas que tengan efecto sobre los

cisticercos.
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V. MATERIALES Y METODOS

Para determinar el efecto que producen los compuestos organicos (anticarcinogénicos con Zn)
sobre la viabilidad de los cisticercos. Se evaluaron las siguientes variables: dafio morfologico,

movilidad y evaginacion.

V.1 Material biolégico

Se utilizaron ratones hembra de la cepa Balb/c infectados con cisticercos de Taenia crassiceps de
la cepa WFU, el tiempo de infeccion de este parasito tardo 5 meses, después de este tiempo los
ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y posteriormente se realizd un corte en
cavidad peritoneal para extraer los cisticercos, estos se lavaron con PBS, pH 7.4 y se colocaron

en una caja Petri grande con esta misma solucion.

V.2 Criterios de seleccion de los cisticercos

Se escogieron cisticercos de 2 a 3 mm sin gemas, ovalados, translucidos, no calcificados, sin
dafio en la membrana, con movimiento de 4+ (el cual consiste en la expansion y contraccion de
la pared vesicular, técnica que ya ha sido empleada en estudios previos en el laboratorio Castro.,

2011) y sin evaginar (es decir que no hayan pasado del estadio larvario al estadio adulto).

V.3 Pre cultivos

Los cisticercos que cumplieron con los criterios mencionados anteriormente se incubaron en una
placa de 24 pozos tipo ELISA a 37°C con atmdsfera de 5% CO; durante 4 hrs, se colocaron 10
parasitos en cada pozo con 1mL de medio RPMI suplementado con antibidticos (estreptomicina

0.1% y penicilina 0.1%), piruvato y aminoéacidos no esenciales.
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V.4 Determinacion del efecto de los compuestos anticarcinogénicos con Zn en cisticercos de

Taenia crassiceps cepa WFU

Posteriormente, se realizaron experimentos para evaluar el efecto que presentaban los
compuestos anticarcinogénicos en funcion del tiempo sobre los cisticercos. Después del pre
cultivo se colocaron los diferentes compuestos a diferentes concentraciones [150, 300, 600 y 900
umol/uL] en un volumen total de ImL con medio RPMI y se dejaron actuando durante 1, 3, 6, y
12 h a 37°C con atmoésfera de 5% COz. Se evalud en los cisticercos el movimiento y dafio
morfologico. Transcurridas las 24 h, se removio el medio con el compuesto y se agregaron
200uL de bilis de cerdo al 30%, se incubo por 1 h y se evalud la evaginacion del parésito. Los
efectos de los compuestos sobre los cisticercos fueron observados y fotografiados en un
microscopio invertido (marca Motic, modelo DM-52) y se describen mas adelante de la tabla 1 a
la 4. Como control positivo se utilizaron cisticercos cultivados con albendazol a 300umol/uL,
disuelto en el RPMI y dimetil sulfoxido (DMSO) 0.5%, en este disolvente también se
solubilizaron los compuestos y como controles negativos se utilizaron cisticercos cultivados en
RPMI y RPMI con DMSO 0.5%. La determinacion de la viabilidad se determind como ya se

menciono antes.

V.5 Determinacion de la DLso

De los compuestos que mostraron un efecto mas dafiino sobre los cisticercos se prosiguio a
determinar la Dosis letal 50 (DLso), para lo cual se probaron diferentes concentraciones [25, 50,
100, 200, 400, 600 y 900 umol/uL], incubandolos a 37°C, 5% de CO> durante 24 hrs con los
cisticercos. Es importante mencionar que todos los experimentos se realizaron por triplicado y

cada una de las concentraciones se colocaron por triplicado en cada una de las repeticiones.
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VI. RESULTADOS

Efecto de los compuestos anticarcinogénicos con Zn en cisticercos de Taenia crassiceps cepa WFU

Los efectos causados por los cinco compuestos anticarcinogénicos con Zn en los cisticercos
cultivados con diferentes concentraciones y tiempos de exposicion, se describen en las tablas 1 a
la 4, unicamente se presentan las imagenes de los dafios morfoldgicos de los C19, C29, C30 y

C34 a diferentes tiempos y concentraciones, asi como de los controles empleados (Fig. 1).

Como controles usamos cisticercos cultivados en medio RPMI y DMSO al 0.5%. Los cisticercos
controles no presentan ningiin dafio y se observan como vesiculas ovaladas translucidas con una
superficie lisa en la pared vesicular llenos de liquido con un tamafio aproximado de 0.5 cm, un
escolex invaginado y su movimiento es del 100% (Fig. 1.a). Mientras que para los cisticercos
tratados con el albendazol (Control positivo de dafio), no se observa dafio morfoldgico, ya que
los cisticercos siguen presentando una estructura similar a la de los cisticercos controles en
RPMI y DMSO, y el movimiento se afecta hasta las 24 h (Fig.1.b. 1), es de comentar que para el
albendazol se observo que el compuesto precipito en el medio de cultivo, sin embargo estos
agregados no afectaron la morfologia de los cisticercos, estos precipitados tienen una coloracion
negra y a diferencia de los precipitados formados por otros compuestos no se observan en forma

cristalina.

En contraste los efectos que provocaron los compuestos de Zn sobre los cisticercos al tiempo de
1 hora se presentan en la Tabla 1. Los cisticercos expuestos a los compuestos anticarcinogénicos
C19, C30 y C33, se observan como los cisticercos controles, no presentaron daio morfoldgico y
su movilidad es del 100%. Para el C29 no se observo dafio morfologico alguno en los cisticercos
a concentraciones bajas, sin embargo a una concentracion de 900 umol/uL el movimiento se
redujo al 25%. En contraste, los cisticercos expuestos al C34 disminuyeron su movimiento hasta
un 75% desde una concentracion de 150 umol/puL y el movimiento de los cisticercos llego a ser
nulo a la concentraciéon de 600 pmol/pL, este fue el inico compuesto en el cual los cisticercos
presentaron un dafio morfologico, ya que estos disminuyeron su tamafio y comenzaban a cambiar
su estructura ovalada a la concentracion mas alta. Una observacion importante a este tiempo para
todos los compuestos fue la formacion de precipitados en ¢l medio de cultivo, estos precipitados
no afectan la pared vesicular del cisticerco ya que esta mantienen la misma morfologia que los

cisticercos controles con RPMI y DMSO.
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Tablal. Efecto de los compuestos anticarcinogénicos con Zn sobre cisticercos de Taenia crassiceps cepa

WFU a 1h de exposicion en cultivo.

TIEMPO 1h
RPMI DMSO [0.5%] ABZ C19 C19 C19 C19
[300pmol/pL] [150pmol/pL] [300pmol/pL] [600pmol/pL] [900pmol/pL]
Mov ++++ Mov++++ Mov++++ Mov++++ Mov++++ Mov ++++ Mov ++++
Dafio - Dafio - Daiio - Daiio - Daiio - Dafio - Dafio -
C29 C29 C29 C29
[150pmol/pL] [300pmol/pL] [600pmol/pL] [900pmol/pL]
Mov++++ Mov ++++ Mov ++++ Mov +
Dafio - Dafio - Dafio - Dafio -
OBSERVACIONES: 30 30 30 30
[150pmol/pL] [300pmol/pL] [600pmol/pL] [900pmol/pL]
Movimiento (Mov): ++++: 100%, +++: 75%, ++: 50%
+:25%, - 0% Mov ++++ Mov ++++ Mov ++++ Mov ++++
Daio - Daio - Dailo - Dailo -
Dafio morfologico (Dailo): -- sin dafio, + dafio interno, ++:
. C33 C33 C33 C33
Dafio externo +++: dafio interno y externo
[150pmol/pL] [300pmol/pL] [600pmol/pL] [900pmol/pL]
Formacion de precipitados en el medio de cultivo para
todos los compuestos Mov ++++ Mov ++++ Mov ++++ Mov ++++
Dafio - Dafio - Dafio - Dafio -
C34 C34 C34 C34
[150pmol/pL] [300pmol/pL] [600pmol/pL] [900pmol/pL]
Mov +++ Mov +++ Mov -- Mov ---
Daio - Dafio - Dafio - Dafio +++

Después de haber transcurrido tres horas del experimento Tabla 2; para el C19 no se modificaron

los resultados puesto que los cisticercos mantienen su morfologia igual a la de los controles

expuestos al RPMI y DMSO al 0.5% (Fig.1.c.1y2). Se observo también la formacion de

precipitados en el medio que no tienen un efecto sobre los cisticercos.
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Para el C29 aparecieron efectos importantes a este tiempo, ya que los cisticercos dejaron de
moverse desde una concentracion de 150 pmol/puL y algunos presentaron dafo interno descrito
como formacion de precipitados (cristales oscuros) en el fluido vesicular del cisticerco, en
algunos de ellos la pared vesicular presentaba estrias, ademas hubo cambios en su estructura ya

que estos cisticercos ya no se observaban ovalados si no en forma de botella (Fig.1.d.1).

Para el C30, hubo una disminuciéon en cuanto al movimiento que fue del 75% para la
concentracion mas alta (Fig.1.e.1), en cuanto al dafio morfoldgico observado logramos apreciar
que a una concentracion de 900 pmol/uL los precipitados formados por el compuesto se

concentraron en la parte del escolex de los cisticercos y presentaban una coloracion negra.

Para el C33 no hubo ningiin cambio significativo en la morfologia y movimiento de los
cisticercos al tiempo de 1 hora, mientras que para el C34 se observo la aparicion de los cristales
negros en el interior del cisticerco a la concentracion de 300 umol/uL, la morfologia del
cisticerco no se modifica, sin embargo a concentraciones mayores de 600 y 900 se observa
fisuras y estrias, los cisticercos redujeron su tamafio mostrandose transparentes y esféricos, el
movimiento también fue afectado al 100% desde la minima concentracion en la cual la

movilidad fue nula (Fig.1.f.1).

Tabla 2. Efecto de los compuestos anticarcinogénicos con Zn sobre cisticercos de Taenia crassiceps cepa

WEFU a 3h de exposicion en cultivo.

TIEMPO 3

Mov++++ Mov++++
Dafio - Dafio -
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OBSERVACIONES:

L Mov ++++ Mov ++++ Mov +++
Movimiento (Mov): ++++: 100%, +++: 75%, ++: 50%, +:
25%, --: 0%

Dafio morfologico (Daiio): -- sin dafio, +: dafio interno, ++:

Dafio - Dafio - Datfio +

Dafio externo +++: dafio interno y externo.

Para todos los compuestos se observa la formacion de Moy ++++ Moy ++++ Mov +H+++ Mov #+++

Dafio - Dafio - Dafio - Dafio -

precipitados en el medio de cultivo

Al tiempo de 6 h los controles se mantienen sin dafio morfolégico y con un movimiento del
100%, tampoco se modifican las observaciones hechas para los cisticercos tratados con el
compuesto C34 (Figl.f.2); para el C19 comenzé a observarse una peculiaridad y es que en este
tiempo los cisticercos comenzaban a evaginar, observandose la cabeza, el cuello del parasito
adulto fuera de la vesicula. Para el C29 es importante agregar que a este tiempo se observo en
algunos cisticercos la disminucion de su tamafo, ademas la pared vesicular ya no se observaba
definida (borrosa), la parte del escolex incremento su tamafio sin embargo la parte inferior se
redujo (Fig.1.d.2); para el C30 se pudo apreciar una disminucion importante en el tamafio de los
cisticercos, sin embargo no se observaron dafios como fisuras o estrias en la pared vesicular, la
formacion de precipitados al interior del cisticerco aumentd ya que en esta ocasion no solo se
observo dafio a nivel del escolex si no también la parte de la vesicula tornandose de color negro
en algunos casos (Figl.d.2). En el C33 los cisticercos incrementaron la formacion de los cristales
en el interior del cisticerco, los cuales se observaron en forma de puntos en la parte vesicular, sin
embargo no se afecta su morfologia ni se observan lesiones en la pared del cisticerco a la
concentracion de 300 umol/uL. Estas mismas observaciones descritas para las 6 horas de los
compuestos C19, C30, C34 y C33, fueron las mismas al tiempo de las 12 h, por lo que las
observaciones descritas anteriormente se encuentran en la Tabla 3 y hace referencia a ambos

tiempos.
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Tabla 3. Efecto de los compuestos anticarcinogénicos con Zn sobre cisticercos de Taenia

crassiceps cepa WFU a 6h de exposicion en cultivo

TIEMPO 6 y 12 horas

Mov-++++ Mov++++ Mov ++++

Dafio - Dafio - Dafio -

OBSERVACIONES:

Movimiento (Mov): ++++: 100%, +++: 75%, ++: 50%, +:
25%, --: 0%
Daifio morfologico (Daflo): -- sin dafio, +: dafio interno, ++:

Daiio externo +++: daflo interno y externo

En el C19 se aprecia la evaginacion de los cisticercos,
ademas para todos los compuestos se observa la formacion

de precipitados en el medio de cultivo.

Al tiempo de 24 h, el dafio morfolégico causado por el albendazol fue nulo, puesto que no se
observd dafio sobre la pared vesicular y tampoco se afectd la movilidad en los cisticercos. El

unico parametro afectado fue la evaginacion puesto que solo 7 de 10 cisticercos evaginaron, en
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contraste a la evaginacion del 100% que se informé para los controles cultivados en RPMI y

0.5% de DMSO.

El C19 presentd los mismos cambios mencionados para los cisticercos de las 12 h, sin embargo
se puede apreciar que el 80% de los parasitos evaginan en todas las concentraciones usadas del
compuesto, sin observarse dafio morfoldgico en los cisticercos (Fig.1.c.1 y 2). Por otra parte, el
C29 a este tiempo causd un incremento en los depdsitos de los cristales, estos presentaron una
coloracion negra y de apariencia fina en el medio de cultivo y en al interior del cisticerco, estos
se localizaron en todo la parte vesicular del cisticerco, ademas se pueden aprecia un aumento del
volumen del cisticerco presentandose transparentes a la luz, modificando su estructura ovoide,
sin embargo es importante mencionar que ya no se aprecia la forma de botella que presentaba en
los tiempos anteriores, en cuanto a la evaginacion se presenta un efecto gradual y directamente
proporcional con respecto a la concentracion del compuesto, ya que a una concentracion de 150
umol/pL se tiene un 90% de cisticercos evaginados, sin embargo a la concentracion de 900

umol/pL ningun cisticerco evagina (Fig.1.d.3).

Para el C30 el dafio morfologico que se logro observar fue una acumulacion de los precipitados
formados por el compuesto en la parte del escolex de los cisticercos, sin embargo es importante
mencionar que los cisticercos se recuperan del dafio a la concentracion mas alta ya que su
tamano se recupera y no se observan lesiones en la pared vesicular, el movimiento disminuye
totalmente (movimiento nulo) a una concentraciéon 300 y 600 umol/pL. A la concentracion de

900 umol/uL la evaginacion disminuye en un 60 a 40% (Fig.1.e.3)

En cuanto al C33 el dafio morfologico que se aprecio fue de dos cruces lo cual corresponde a un
dafo al interior y en algunos cisticercos un dafio al exterior del cisticerco, en el primer caso
solamente se observan pocos precipitados al interior del cisticerco de color negro, mientras que
el dafo externo se observa una disminucion en su tamafio, algunas de las larvas se alargaron y en
la pared vesicular presentaron estrias gruesas, ademas se observa que la evaginacion es del 10%

en todas las concentraciones y el movimiento sigue siendo del 100%.

Finalmente para este tiempo el C34 se observo dafio en los cisticercos desde la concentracion
minima, este dafio consiste en la aparicion de cristales negros en el interior del cisticerco, estos
en algunos casos formaban agregados localizados en la parte vesicular y no en el escolex,

ademas se observo un adelgazamiento de la pared vesicular, un cambio en la morfologia de
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ovalados a esféricos, fisuras y/o estrias sobre la pared vesicular del cisticerco, ademas de
disminuir su tamafio, asimismo el movimiento continua siendo nulo a esta concentracion del

C34 (Fig.1.£.3), finalmente el movimiento fue nulo y no evagind ninguno de los cisticercos.

Tabla 4. Efecto de los compuestos anticarcinogénicos con Zn sobre cisticercos de Taenia crassiceps cepa WFU a

24h de exposicion en cultivo

TIEMPO 24 h
o DMSO ABZ C19 C19 C19 C19
[0.5%] [300pmol/pL] [150pmol/pL] [300pmol/pL] [600pmol/pL] [900pmol/pL]
Mov ++++ Mov++++ Mov++++ Mov-++++ Mov-++++ Mov +++ Mov +++
Daio - Daio - Daio - Dafio - Dafio - Daio - Dailo -
Ev 10/10 Ev 10/10 Ev 7/10 Ev 8/10 Ev 8/10 Ev 8/10 Ev 8/10
C29 C29 C29 C29
[150pmol/pL] [300pmol/pL] [600pmol/pL] [900pmol/pL]
Mov --- Mov ---- Mov -----
fio +++ fio: +++ fio: +++
OBSERVACIONES: Daiio Dafio Dafio
Ev 9/10 Ev 7/10 Ev 4/10
Evaginacion (Eva): Esta variable depende de cuantos
cistercos hayan evaginado y se cuantifica del 1 al 10 C30 C30 C30 C30
Movimiento (Mov): ++++: 100%, +++: 75%, ++: 50%, +: [150pmol/uL] [300pmol/uL ] [600pmol/uL ] [900pmol/uL ]
o/ __- ()9,
25%, - 0% Mov ++++ Mov ------ Mov ----- Mov ----
A A 3 A LR M A +v A 1 ++.
Dailo morfoldgico (Dafio): -- sin dafio+: Dafio interno, ++: Dafio ++ Dafio ++ Daiio 4+ Daiio +
fi +++: Daflo i
Daifio externo Dafio interno y externo Ev 8/10 Ev 6/10 Ev 6/10 EV 4/10
Para todos los compuestos se observa la formacion de
precipitados en el medio de cultivo C33 €33 C33 C33
[150pmol/pL] [300pmol/pL] [600pmol/pL] [900pmol/pL]
Mov ++++ Mov ++++ Mov ++++ Mov ++++
Dafio ++ Dafo ++ Dato ++ Dafio ++
Ev1/10 Ev 1/10 Ev 1/10 Ev 1/10
C34 C34 C34 C34
[150pmol/puL] [300pmol/uL] [600pmol/pL] [900pmol/uL]
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c.2 d.1 d.2

d3 el e2

e3 f1 f.2
f3

Fig. 1 Dano morfolégico representativo en cisticercos de Taenia crassiceps WFU causado por los diferentes
compuestos anticarcinogénicos con Zinc a diferentes tiempos de exposicion. Cisticerco incubado con: a) RPMI y
DMSO 0.5% (controles negativos de dafio), b) albendazol (control positivo de dafio), c.1) y ¢.2) el C19, d.1) C29 a
3h, d.2) el C29 a 6h y d.3) el C29 a 24 h, e.1) el C30 a 3hrs, e.2) el C30 a 6h ye.3) el C30 a24 h, f.1) el C34 a 3h,
f2)el C34a6hyf3)el C34a24h.
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DETERMINACION DE LA DLs) PARA EL C29 Y C34

De acuerdo a los resultados obtenidos, los compuestos C29 y C34 produjeron los mayores dafios

al cisticerco comparados con el albendazol, desde tiempos tempranos afectaron la movilidad y

dafiaron al paréasito, asi como la evaginacion del mismo a las 24 h. A estos compuestos se les

determin6 la DLso (Rispin A, et al; 2002) al tiempo de 24 h, con las concentraciones desde

25umol/pL hasta 900mol/pL. Las dosis letales para cada compuesto fueron: 400 pmol/uL para
el C29 y de 50 umol/puL para el C34 (Tabla 7 y 8).

Tabla 7. Dosis letal 50 (DLso) del C29 sobre cisticercos de Taenia crassiceps cepa WFU a 24 hrs.

DMSO C29 C29 C29 C29
RPMI
[0.5%] [25pmol/pL] [50pmol/pL] [100pmol/pL] [200pmol/pL]
Mov Mov ++++
Mov ++++ Mov ++++ Mov -- Mov --
-+ Dafio —
Dafio — Dafio — Dafio + Dafio ++
Dafio — Ev 10/10
Ev 8/10 Ev 8/10 Ev 7/10 Ev 7/10
Ev 10/10

C29

C29

inacion

-

% Evag

[600pmol/pL] [900pmol/pL]
Mov --- Mov ---
Daio +++ Daiio +++
Ev 2/10 Ev 0/10

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950

Concentracion [umol/pL]

24 h.

Grifica 1. Determinacion de la DLso del C29 para los cisticercos de Taenia crassiceps WFU, al tiempo de
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Tabla 8. Dosis letal 50 (DLso) del C34 sobre cisticercos de Taenia crassiceps cepa WFU a 24 hrs

Mov ++++ Mov ++++ Mov -- Mov -- Mov --
Daiio — Daiio — Daiio ++++ Daiio ++++ Dafio ++++

Ev 10 Ev 10 Ev2 EvoO EvoO

inacion

% Evag

[ 3

H ik
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Concentracion [umol/pl]

Grifica 2. Determinacion de la DLso del C34 para los cisticercos de Taenia crassiceps WFU, a las 24 hrs.
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS

Desde el afio de 1998 Herrera y colaboradores han puesto de manifiesto la importancia de Taenia
solium y su relacion en la aparicion de cancer, a pesar de esto no se ha modificado la terapéutica
para estos pacientes, siendo aun en la actualidad el albendazol el farmaco de eleccion para la
neurocisticercosis s6lo o en combinacién con praziquantel, (Palomares et al; 2006), con
corticoesteroides y antiepilépticos, sin embargo es importante mencionar que estos farmacos no
destruyen al parasito, por lo que se ha observado que pacientes con esta parasitosis en estados
mas avanzados tienden a presentar enfermedades relacionadas con la aparicion de cancer, por lo

cual una de las alternativas a probar podria ser el uso de anticarcinégenos.

En este proyecto se describe el efecto que cinco anticarcinogénicos con Zn tienen sobre los
cisticercos de Taenia crassiceps obtenidos de raton. Se ha demostrado que los cisticercos de este
modelo (Taenia crassiceps-ratdon) son utiles tanto in vivo como in vitro para probar farmacos
dirigidas contra cestodos (Palomares et al; 2006, Mahanty et al; 2011). Por otro lado, estos
cisticercos se reproducen por gemacion lo que podria asemejarse a un crecimiento descontrolado
como el cancer. Por lo anterior decidimos probar el efecto de estos cinco anticarcinogénicos con

Zn en cultivo sobre los cisticercos de Taenia crassiceps WFU.

Se realizd una cinética de los 5 compuestos C19, C29, C30, C33 y C34 a diferentes
concentraciones y en diferentes tiempos con la finalidad de conocer cual de estos presentaba el
mejor efecto sobre los cisticercos en cultivo, para lo cual se empleo como controles negativos
cisticercos cultivados en medio RPMI suplementado y con DMSO al 0.5% en medio RPMI, este
disolvente se empleo para solubilizar los compuestos antes mencionados y como control positivo
usamos albendazol. Para este farmaco se ha informado en la literatura que en ensayos in vitro
después de 2 dias de exposicion a los cisticercos, estos disminuyen su tamafio y después de 4
dias la evaginacion disminuye en un 30% y el dafio morfoldgico se observa a los 3 dia, en

cisticercos de Taenia crassiceps ORF.

Todos los compuestos probados presentaron diferentes efectos, en cuanto a movilidad, dafo

morfoldgico e inhibicion de la evaginacién, en todos los casos los compuestos formaron
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precipitados con el medio de cultivo, los cuales al tiempo de 1 h no afectaron la estructura de los
cisticercos excepto en el C34, es importante mencionar conforme avanzo el tiempo estos
precipitados presentaron diversas caracteristicas y se localizaron en diferentes partes del
cisticerco (escolex o en el fluido vesicular del cisticerco) por lo cual inferimos que el mecanismo
de accion de cada una de las moléculas es diferente y es importante poder evaluarlo en

experimentos posteriores.

De los cinco compuestos probados solo el C29 y el C34 presentaron un efecto dafiino sobre los
cisticercos, siendo el C34 mucho mas efectivo que el compuesto 29 y el albendazol, ya que este
compuesto a dosis bajas y tiempos cortos, causa un dafio interno y externo sobre los cisticercos,

el cual incrementa con el tiempo y la dosis de exposicion.

Por otra parte el C19 presentd un efecto interesante, promovio la evaginacion de los cisticercos.
Hasta la fecha no se conoce bien el mecanismo molecular de la evaginacion en estos parasitos,

por lo que este compuesto podria utilizarse para realizar estudios para dilucidar su mecanismo.

Tomando esto en cuenta el efecto dafiino de los compuestos (C29 y C34), se les determind su
DLso, que fue de 400 umol/uL para C29 y de 50 umol/uL para C34, por lo que se deduce que
ambos compuestos, en especial C34 es mucho mas eficiente que el albendazol, esto podria
deberse a dos variantes en la molécula, en primer lugar debido a los sustituyentes en la parte

superior de las piridinas, tal como se observa en la siguiente imagen:

- -/

C

—

Fig. 24. Formula del 4, 4-di-tert-butil-2, 2’-bipiridina

O bien que en la parte inferior por la localizacion y cantidad de los fluoruros que presenta, como

se observa en la siguiente imagen:
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n

Fig. 25. Formula del Bis (2,4 difluorofenil) tio) zinc

Por lo anterior esta molécula podria ser empleada como una alternativa terapéutica en los
pacientes en los cuales padecen esta enfermedad, sin embargo cabe mencionar que para lograr
esto es importante realizar ensayos de toxicidad, protedmica, gendmica, microscopia electronica,
viabilidad del parasito dentro del huésped, asi como conocer el mecanismo de accion de este

compuesto.
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VIII. CONCLUSIONES

Los compuestos anticarcindgenos con zinc presentan diferentes efectos in vitro sobre los

cisticercos.

El compuesto 19 presentd un efecto inductor de la evaginacion en los cisticercos.

Los compuestos 29 y 34 podrian ser moléculas lideres para desarrollar cestocidas

El compuesto 34 presenta mejores efectos dafiinos al cisticerco que el albendazol (Dosis
menores y tiempos cortos).

La DLso para los compuestos que presentaron un dafio mayor sobre los cisticercos fue de

400 pmol/pL para el compuesto 29 y de 50 pmol/uL para el compuesto 34.
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