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Introduccién

L. INTRODUCCION

Una de las enfermedades parasitarias a la que se enfrenta la poblacién mexicana con
una alta incidencia, mayor que la reportada en otros paises de Latinoamérica, es la
cisticercosis.' La prevalencia de cisticercosis en México es de 1 por cada 166,666 sujetos y
cada afio se reporta un promedio de 500 nuevos casos.? Por esta razon, la Secretaria de
Salud en México cataloga la cisticercosis como un problema de salud publica.

El estudio y la comprensiéon de la cisticercosis son relativamente nuevos,
considerando que se tienen registros de esta enfermedad de mas de 2000 afios de
antigiiedad.’ En general, en el mundo entero, la investigacion para la bisqueda de farmacos
cestocidas no lleva mas de 30 afios. En México, los primeros estudios epidemiolégicos de
la enfermedad se dan en la década de 1970.

La cisticercosis es una enfermedad muy compleja, cuya manifestacion depende del
lugar en que se aloje el parasito y si el parésito est4 en forma activa o inactiva.* Cuando el
cisticerco se alberga en el sistema nervioso (neurocisticercosis) puede, 0 no existir una
sintomatologia y cuando la hay, ésta depende del nimero de quistes, su tamafio, su
localizacion y la respuesta inflamatoria que despiertan.

El tratamiento que actualmente se ofrece para la neurocisticercosis, cuando hay una
forma activa, consiste en: uso de farmacos cestocidas, uso de analgésicos para la
disminuci6n de la inflamacién, uso de firmacos sintométicos, procedimientos quirtirgicos
tanto para la derivacién de liquido cefalorraquideo, como para la extraccién de parasitos.’
Los farmacos cestocidas con los que actualmente se cuenta para el tratamiento de esta
enfermedad son el prazicuantel y el albendazol.” Sin embargo, ninguno de los dos son cien

por ciento de efectivos.



Introduccién

Con base en lo anteriormente mencionado, se hace necesario contribuir a la solucion
de un problema de salud publica importante, tanto a través de programas preventivos, como
a través de la busqueda de nuevas moléculas con actividad cestocida.

En este proyecto se evaluaron catorce nuevos compuestos bencimidazolicos en fase
experimental, sintetizados en la Facultad de Quimica de la UNAM, y que han presentado
actividad antiparasitaria contra Giardia lamblia, Trichomonas vaginalis, Entamoeba
histolytica y contra el helminto Trichinella spiralis.®

Asi mismo, se evalu6 un farmaco con reconocida actividad antiparasitaria,
catalogado como de amplio espectro y de reciente introduccién al mercado: la nitazoxanida.
Se decidi6 también evaluar a su metabolito Tizoxanida, ya que éste es el principal
compuesto encontrado en plasma después de su administracion y el cual presenta actividad
antiparasitaria.’
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II. OBJETIVOS

Determinar la actividad cestocida in vitro de catorce compuestos bencimidazdlicos

utilizando el modelo de Taenia crassiceps.

Hacer un analisis acerca de la relacién estructura-actividad que presentan los

catorce compuestos bencimidazolicos en el modelo de Taenia crassiceps.

Determinar la actividad cestocida in vitro de la nitazoxanida y su metabolito activo

utilizando el modelo de Taenia crassiceps.

Determinar la potencia de los compuestos que presenten actividad cestocida.



Hipotesis

IIL. HIPOTESIS

Los catorce nuevos compuestos bencimidazodlicos, asi como la nitazoxanida y su
metabolito activo tizoxanida presentardn efecto cestocida in vitro en el modelo de Taenia

crassiceps.
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IV. GENERALIDADES

4.1 Taenia solium

4.1.1 Descripcién biolégica

El cestodo de Taenia solium es un parésito capaz de desarrollar dos formas de
enfermedad en el ser humano, éstas dependen de la fase de crecimiento del parasito que
infecta al huésped: la forma adulta o solitaria causa teniasis y la forma larvaria o cisticerco
causa cisticercosis.® En fase adulta es un gusano plano y segmentado, el cual se nutre por
medio de su membrana, por lo que no cuenta con un aparato digestivo como tal; puede
llegar a medir hasta 8 metros de longitud. La cabeza o excdlex de forma globular de 1 mm
de didmetro cuenta con un rostelo con doble corona de ganchos (22 a 32 ganchos) y cuatro
ventosas con los que se fija. Al ser la tenia una hermafrodita, su cuerpo o estrébila es una
cadena de cientos de proglétidos que contiene Organos sexuales desarrollados. Los
proglétidos mas cercanos al cuello estan inmaduros e indiferenciados, mientras que los més
distantes estan totalmente diferenciados y contienen una gran cantidad de huevecillos
esferoides (~50000 c/u) que miden de 10 a 12 pm de didmetro, por lo que se dice que se
encuentran gravidos. La fase larvaria es una pequefia vesicula de membranas translucidas,
de forma ovoide, que mide de 8 a 12 mm por 4 a 8 mm. Dentro de la vesicula se puede

encontrar un punto blanco que corresponde al escélex invaginado y esta llena de liquido®°

(Figura 1).
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Figura 1. A
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4.1.2 Ciclo biolégico

El tnico huésped definitivo natural de la 7. solium es el ser humano y la prevalencia
de la teniasis /cisticercosis depende exclusivamente del vinculo que el hombre establece

con los animales y en particular con el cerdo, (Figura 2).

En condiciones naturales, la T. solium habita solamente dentro del intestino delgado del ser
humano, por lo regular s6lo se encuentra una sola tenia, la cual puede llegar a vivir hasta 25
afios. Cada 4 6 5 dias, que es el tiempo que tardan en madurar los proglotidos, se
desprenden de forma espontanea y son evacuados hacia el exterior en la materia fecal del
huésped. La primera expulsion de proglétido de la 7. solium generalmente ocurre entre 62 y
72 dias después de la infeccion.

La putrefaccion de los proglétidos gravidos en el medio ambiente permite la liberacion de
los huevecillos que pueden alcanzar al cerdo, el huésped intermediario natural por distintos
medios. Generalmente, se acepta que los huevecillos se adquieren al ingerir alimentos y

liquidos contaminados, aunque es posible que existan otros mecanismos de transmision.

En el tubo digestivo del huésped intermediario las enzimas proteoliticas y las sales biliares
proveen la sefial para la activacion de la oncosfera (embrién de tenia) contenida en el
huevecillo. Una vez activadas, las oncosferas penetran la pared intestinal del huésped hasta
alcanzar los capilares linfaticos y sanguineos que las distribuyen a una variedad de 6rganos

y tejidos.

El ciclo se cierra cuando el ser humano ingiere carne insuficientemente cocida proveniente
de un cerdo con cisticercosis. De esta forma, las enzimas gastricas e intestinales, asi como
las sales biliares, activan al cisticerco para que se fije en la pared intestinal donde crece y se

diferencia hasta convertirse en un adulto productor de proglétidos gravidos. *''""?



Generalidades

Pulmén - .
Ojos +—— Cisticercosis Sistémica Neurocisticercosis
Musculo
Liberacion de oncosferas en
intestino y distribucién
Cisticerco en I
masculo . . g
r ! Huésped intermediario

.. A Ingestién de huevos por :
1

aire, polvo, hortalizas ¢
contaminadas ¢

Consumo de came
insuficientemente
cocida

Huesped intermediario
Alimentacion de cerdos con
heces fecales de humanos

Huésped definitivo

Huevos/Proglétidos
gravidos liberados
en medio ambiente

Taenia

Figura 2. Ciclo de vida de Taenia solium
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4.2 Cisticercosis

La cisticercosis afecta practicamente cualquier tejido del huésped intermediario.
Cuando se aloja en los ventriculos cerebrales o en el espacio subaracnoideo, el cisticerco
puede medir de 3 a 6 cm de longitud, mientras que cuando se localiza en el parénquima
cerebral o en el musculo mide aproximadamente 0.5cm de longitud. Las manifestaciones
clinicas dependen del nimero y localizaciéon de los cisticercos y de la extension y la

severidad de la respuesta inflamatoria del huésped."*

4.2.1 Neurocisticercosis

La neurocisticercosis es una enfermedad causada por la presencia de larvas de T.
solium en el sistema nervioso central (SNC). La neurocisticercosis puede adoptar distintas
formas segun la region del SNC en el que se aloje el parasito, el grado y tipo de la
inflamacién del tejido del huésped, las estructuras neurales afectadas y las consecuencias
anatémicas y fisiopatologicas que provoca la presencia del parasito en el huésped. Las
manifestaciones clinicas son amplias, que van desde sintomaticas hasta cuadros
neurologicos graves. La epilepsia es la manifestacion clinica mas frecuente de la

neurocisticercosis, se observa en 50 al 80 % de los casos. H
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4.2.2 Tratamiento

El tratamiento de la neurocisticercosis depende del estado en que se encuentre el
cisticerco. Si se encuentra viable, el tratamiento farmacologico es exitoso. Si se encuentra
no viable, como granuloma o calcificacion, el tratamiento es innecesario y se recomienda,
en caso de haber alguna sintomatologia, el uso de antiepilépticos y glucocorticoides.

En la forma activa se utilizan farmacos cestocidas. En la actualidad sélo existen dos
farmacos que han probado una actividad exitosa, ellos son el prazicuantel (PZQ) y el
albendazol (ALB)."®

4.2.3 La teniasis/cisticercosis como un problema de salud piblica.

La teniasis y cisticercosis producidas por Taenia solium son un problema de salud
publica importante en varios paises en desarrollo de Africa, América Latina y Asia.
Reportes sobre la frecuencia de teniasis intestinal en México sefialan que el 0.2 al 3.4 % de
la poblacion esta infectada, lo que da una incidencia de 3.8 por cada 100,000 habitantes. En
tanto que la cisticercosis comprende cifras mas bajas, aunque no por eso deja de ser
alarmante. Se habla de que en promedio aparecen 500 nuevos casos de cisticercosis cada
afio, lo que da una incidencia poblacional de 0.6 por 100,000 habitantes. Estos datos son
una estimacién de la incidencia de cisticercosis, ya que no se toman en cuenta a las
poblaciones rurales en los que el diagndstico no existe.

El estudio epidemioldgico de la teniasis/cisticercosis en México inicia con informes de
necropsias y casos observados en servicios neurolégicos. En la década de 1970, los estudios
epidemioldgicos se dirigian hacia la prevalencia de 7. solium. En la década de 1980 se
buscaban los factores de transmision y el desarrollo de métodos estandarizados para el
diagnéstico. Finalmente, en 1990 se iniciaron estudios que ofrecian estrategias para el

control de la teniasis/cisticercosis.
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4.3 Taenia crassiceps como modelo experimental de cisticercosis humana

y porcina.

La cisticercosis encontrada en el huésped intermediario natural de la Taenia solium,
el cerdo, es el modelo ideal para el estudio de esta enfermedad, asi como para el estudio de
factores que determinan la sobrevivencia o muerte del parasito desde un punto de vista
biolégico y farmacologico. Debido a la dificultad en el manejo de este modelo y al elevado
costo que implica su manutencion, el modelo experimental natural es poco utilizado en
estudios experimentales. Por tal motivo desde hace varios afios se utiliza una alternativa, la
cual ha demostrado ser mas practica y til en la busqueda de resultados que se asemejen al
modelo natural.

La alternativa utilizada es la cisticercosis murina, causada por la Taenia crassiceps.

4.3.1 Ciclo biolédgico

En condiciones naturales, el ciclo de vida de la T. crassiceps, requiere al zorro como
huésped definitivo de la Taemia adulta y a pequefios roedores como huéspedes
intermediarios (Figura 3).

La T. crassiceps habita solamente dentro del intestino delgado del zorro; cuarenta dias
después de la fijacién del metacéstodo en el intestino, la estructura de la Taenia esta
conformada en su totalidad. En la parte final de la tenia adulta se ubican los proglétidos,
donde se producen los huevos. La primera expulsion de los segmentos de proglétidos
maduros de la T. crassiceps con huevecillos ocurre alrededor de los dos meses después de
la infeccion en las heces fecales.

Los proglétidos gravidos liberan los huevecillos en el medio ambiente, alcanzan por
distintos medios al roedor, el huésped intermediario natural. Los huevecillos se adquieren al

ingerir alimentos y liquidos contaminados.

11
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Un vez en el tubo digestivo del huésped intermediario, las enzimas proteoliticas y las sales
biliares proveen la sefial para la activacion de la oncosfera (embrion de tenia) contenida en
el huevecillo.
Las oncosferas activadas penetran la pared intestinal del huésped hasta alcanzar los
capilares linfaticos y sanguineos que las distribuyen a érganos y tejidos.
El ciclo se cierra cuando el zorro ingiere roedores con cisticercosis.'’
Liberacion de oncosferas en
intestino y distribucion y

desarrollo de embriones en
musculo y tejido.

Cisticerco en
musculo

Huésped intermediario
-

Ingesta de heces

E fecales, agua
: contaminada
- :
Huesped intermediario i Sof :o'r“:; de
Ingest:l de huevos por | infectidos
pequefios roedores X
: Huésped definitivo
Huevos/Proglétidos
gravidos liberados

en medio ambiente

Taenia

Figura 3. Ciclo de vida de Taenia crassiceps
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El uso de T. crassiceps ofrece varias ventajas tanto en el manejo como en la
reproducibilidad de los experimentos, gracias a que la reproduccion de esta taenia puede ser
de manera asexual por gemacion cuando se encuentra en la cavidad peritoneal de diferentes

especies de roedores (Figura 4).

Ciclo asexual de T. crassiceps

En la cavidad peritoneal, el metacestodo desarrolla pequeifios brotes exdgenos, los cuales se
diferencian por el aparente alargamiento de las estructuras del mismo; asi por la cuarta
semana de infeccion algunos brotes se han despegado de la madre, formando nuevos
cisticercos.

La mayoria de los brotes con un surco indistinguible son metacéstodos jovenes, que se
desprenden mientras tienen 2 mm de didmetro. El cisticerco adulto frecuentemente mide
mas de 5 por 3 mm en tamafio y presenta un desarrollo total del escélex por la quinta

semana. En infecciones a largo plazo el cisticerco puede medir més de 11 por 6 mm.'®

Debido a que los cisticercos de T. crassiceps se mantienen y reproducen facilmente
en el peritoneo de ratones, se permite controlar el nimero de parasitos que se necesitan para
la experimentacién y homogenizar la edad de los parasitos cuando se establece la fecha de
inoculacion; asi mismo se pueden utilizar diferentes cepas de cisticercos, las cuales ofrecen
diferentes caracteristicas, tanto anatomicas como de desarrollo, lo que permite adecuar el
tipo de cisticerco al tipo de experimento. En cuanto al huésped, se utiliza s6lo una variedad
de ratén por lo que la composicion genética del huésped es homogénea, su manejo no es
dificil y el costo de manutencion no es elevado, lo que disminuye trabajo y costos en la

investigacion.
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Figura 4. Ciclo de reproduccion asexual de 7. crassiceps. A: huevo, B: oncdsfera libre del
caparazon, C: gema temprana, D: gema con excélex y canal invaginado, E: cisticerco
tipico, F: cisticerco madre con gemas, G: gema hija que continua el ciclo.

Este proyecto utiliza la Taenia crassiceps cepa ORF, la cual se caracteriza por ser
una estructura puramente vesiculares y no evaginan al no contar con el excolex,
permitiendo trabajar con los cisticercos, por periodos mas largos de tiempo en la
experimentacion in vitro; asi mismo, el desarrollo de esta cepa es relativamente rapida si se
compara con otras, como la W, lo que permite tener cantidades suficientes de cisticercos en

periodos cortos de tiempo.'*?°

14



Generalidades

4.3.2 Semejanza de Taenia crassiceps con Taenia solium

A pesar de la existencia de una gran variedad de cestodos (cisticercos, cisticercoides,
plerocercoides, etc.), ello no implica que la citoarquitectura sea igual de variada.?' Los
cisticercos de T. crassiceps son mas pequefios que los de 7. solium, pero tienen un gran
parecido anatdmico, especialmente en la membrana vesicular. Si se observaran las
membranas vesiculares de ambos cisticercos, varias serian las estructuras similares, la capa
mas externa es un tegumento sincicial y continuo en toda la superficie, el cual presenta una
membrana plasmatica externa plegada en microtricas (similar a las microvellosidades de los
ribetes de cepillo); la membrana que delimita el tegumento sincicial hacia el interior es la
lamina basal, bajo la cual se encuentra una capa muscular en la que se observan algunas

estructuras celulares como células flama y depésitos de glucégeno y lipidos,?? (Figura 5).

La proporcion de los principales constituyentes como: proteinas, lipidos y
carbohidratos (en forma de glucégeno en su mayoria), es semejante entre las dos especies.
En ambas especies el contenido de carbohidratos tiende a ser alto mientras que la

proporcién de proteinas es relativamente baja.”
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Figura 5. Esquema de la membrana vesicular de un cisticerco.

En un estudio realizado en el laboratorio de neuropsicofarmacologia del Instituto Nacional
de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”, se encontrd que existe una
relacion linear entre los datos de mortalidad de ambas especies, con una pendiente de 1.36,
lo cual indica que 7. crassiceps puede ser usado como un modelo confiable para evaluar el

efecto in vitro de farmacos cestocidas®.
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4.3.3 Evaluacion in vitro de compuestos cestocidas

La técnica utilizada en este proyecto para la manutencion de cisticercos in vitro fue
desarrollada en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, “Dr. Manuel Velasco
Suérez”, en el 2002.%° Para los fines de este proyecto dicha técnica permiti6 llevar a cabo la
evaluacion de nueva moléculas con posible actividad cestocida sobre el modelo de T.

crassiceps.
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4.4 Compuestos bencimidazolicos

Los compuestos bencimidazolicos surgen desde el descubrimiento del tiabendazol
por Brown y col., 1961”7 De ahi en adelante se desarrollaron varios derivados
bencimidazodlicos para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales causadas por
parasitos, tanto en animales como en humanos. Entre los compuestos bencimidazélicos
desarrollados en las ultimas tres décadas para el tratamiento de enfermedades causadas por
helmintos se encuentran el ALB, fenbendazol, flubendazol y mebendazol.

Cabe mencionar que el amplio uso antihelmintico de los compuestos BZ en animales ha

conducido en algunas ocasiones al desarrollo de resistencia a los agentes terapéuticos.*%

El bencimidazol (BZ) de eleccién utilizado para el tratamiento de la cisticercosis es el
ALB, el cual ha demostrado ser efectivo contra el céstodo 7. solium. El ALB presenta
problemas para llegar a nivel sistémico, debido a su baja solubilidad en medios acuosos,
por la presencia del carbamato de metilo en la posicién 2 (Figura 6), que conduce a una
baja absorcién y por tanto a una alta variabilidad de niveles plasmaticos.’*"'

La eficacia, el bajo costo y su facil administracién, hacen de este BZ, un farmaco de
primera eleccién para enfermedades producidas por protozoarios y/o helmintos,” lo que
facilita su uso a gran escala en humanos y aumenta también la probabilidad de resistencia
de los organismos hacia este farmaco.

Considerando que en la actualidad sélo existen dos firmacos efectivos para el tratamiento
de la neurocisticercosis, es de gran importancia llevar a cabo la biisqueda de nuevas

moléculas.

S AN N I
N\ 2
UNX o~
.
H H

Figura 6. Estructura quimica del ALB, se muestra la numeracion del anillo
bencimidazdlico.
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En la bisqueda de nuevas alternativas para el tratamiento de cisticercosis y en
especifico de la neurocisticercosis; en la Facultad de Quimica de la UNAM, se ha trabajado
en la sintesis de nuevos compuestos bencimidazoélicos, que en base a su estructura quimica
sean mas solubles en medios acuosos, para asi evitar la gran variabilidad presentada por el
albendazol.

4.4.1 Mecanismo de accién de compuestos bencimidazoélicos.

La accion antihelmintica de los BZ es debida a la inhibicién de la captacion de glucosa por
los parasitos,> los compuestos bencimidazélicos desbaratan los microtibulos por medio de
la inhibicion de la polimerizacion de la tubulina dentro de los microtubulos, siendo la B-
tubulina la molécula blanco de los compuestos bencimidazolicos.>*** La actividad selectiva
de los BZ contra el parasito, se debe a la alta afinidad de los BZ a la tubulina del parasito
mas que a la del huésped.*® Asi, se produce la inmovilizacién del parésito y su muerte

ocurre lentamente.

4.4.2 Series bencimidazélicas probadas.

Los catorce nuevos compuestos BZ que se evaluaron en el modelo de T. crassiceps,
son parte de la linea de investigacion sobre el disefio de farmacos que lleva a cabo el grupo
del Dr. Castillo Bocanegra del Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica de la
UNAM, los compuestos fueron disefiados factorialmente y se eligieron en base a la eficacia
que han presentado contra algunas especies de protozoarios como Giardia lamblia,
Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica y contra el helminto Trichinella spiralis.®
Los catorce compuestos evaluados se dividieron en tres series (CARB, PVB, FHL) y
permitieron hacer un estudio exploratorio acerca de la influencia que presentan diferentes
grupos funcionales en el anillo bencimidazolico y su actividad sobre el modelo de T.

crassiceps.
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4.4.2.1 Serie CARB

La serie CARB consta de 5 analogos estructurales CARB-1, CARB-2, CARB-3,
CARB-4 y CARB-7. Las caracteristicas estructurales de esta serie son: en la posicion 1 se
mantiene el hidrogeno, que ha demostrado ser indispensable para presentar una actividad
antihelmintica (')ptima;:)’4 en la posicion 2, la serie contiene un grupo metiltio, que aumenta
la liposolubilidad y el cual ha demostrado no bajar la actividad de compuestos en
protozoarios como G. lamblia y E. histolytica, e incluso ha reducido el % de viabilidad del
helminto T. spiralis;® en la posicién 5 se introdujeron diferentes carboxamidas, donde el
nitrégeno forma parte de un ciclo de seis atomos. Se espera una relacion directa entre la
voluminosidad de la carboxamida con un aumento o disminucion de la actividad. En dos
compuestos se introdujo un atomo de cloro, para observar como influye un elemento

electronegativo en la actividad (Tabla I).

Tabla I. Estructuras de la serie CARB

Compuesto Ry R;
CARB-1 N)f) H
CARB-2 o cl

|
@
CARB-3 o H
]
@
CARB-4 o Cl
|
J @

CARB-7 0 H
|
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4.4.2.2 Serie PVB

La serie PVB consta también de 5 analogos estructurales PVB-K, PVB-La, PVB-
Lb, PVB-Lc y PVB-Ld. Las caracteristicas principales de esta serie son: el hidrégeno en la
posicién 1; un grupo metiltio en la posicion 2. En la posiciéon 5 se introdujo un acido
carboxilico para el compuesto PVB-K y carboxamidas para los demas compuestos de las
series que varian en el nimero de metilos presentes en ellas, se tiene por tanto grupos
donadores de electrones. Se espera una relacion directa entre la voluminosidad de la

carboxamida con un aumento o disminucién de la actividad, (Tabla II).

Tabla II. Estructuras de la serie PVB
R 4 o

5 N>2\ -
6 N’ S
|
H
Compuesto R,
PVB-k )O
I
HO
PVB-La 0O
|
HoN
PVB-Lb )0
|
H\N
|
PVB-Lc¢ )0
I
SN
|
PVB-Ld )O
|
H\N
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4.4.2.3 Serie FHL

La serie FHL consta de 4 compuestos analogos estructurales al albendazol FHL-13,
FHL-15, FHL-18 y FHL-19, las caracteristicas estructurales de esta serie se mencionan a

continuacién (Figura 7):

Q@ FHL-13
Este compuesto es casi idéntico al ALB, la tnica diferencia radica en la presencia de
un grupo metilo en la posicién 1 del anillo bencimidazélico en lugar del hidrégeno.
El objetivo de evaluar esta estructura es determinar si la presencia del hidrégeno es
indispensable para mantener la actividad antihelmintica en el modelo de T.

crassiceps.

@ FHL-15
Este compuesto al igual que el FHL-13, es casi idéntico al ALB, la diferencia radica
en la presencia de un grupo metilo en el nitrégeno del carbamato de metilo presente
en la posicién 2 del anillo bencimidazdlico. La intencion del cambio es determinar
si la presencia del hidrégeno es indispensable para mantener la actividad

antihelmintica en el modelo de T. crassiceps.

@ FHL-18
Este compuesto es diferente al ALB por la presencia del sustituyente en la posicion
5, el radical tiene la caracteristica de ser voluminoso, ademas de contener un grupo

nitro.
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@ FHL-19
Este compuesto, al igual que el FHL-18, guarda la diferencia en la carboxamida
presente en la posicién 5 del anillo bencimidazélico. El objetivo de evaluar esta
estructura fue por principio observar la efectividad en el modelo de 7. crassiceps y
después hacer una comparacion del resultado obtenido con el del compuesto de la
seric CARB-1 y observar que tanto afecta en la actividad, la presencia de un grupo

carbamato de metilo o metiltio en la posicion 2 del anillo bencimidazolico.

4
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Figura 7. Estructuras quimicas de la serie FHL, se muestra ademas la estructura del ALB
con la respectiva numeracion del anillo bencimidazoélico.
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4.5 Nitazoxanida

La nitazoxanida (NTZ) es un agente antimicrobiano de amplio espectro con actividad

contra protozoarios, nematodos, cestodos, trematodos y bacterias anaerobias.’

4.5.1 Propiedades Fisicoquimicas

Nombre quimico: 2-acetiloxi-N-(5-nitro-2-tiazolil)benzamida.
Nombres comerciales: Alinia, Daxon.

Formula condensada: Ci; Hg N3 Os S

Formula estructural:

Figura 8. Estructura quimica de nitazoxanida

Peso Molecular: 307.3

Apariencia: Polvo amarillo amorfo

Solubilidad: muy poco soluble en agua, poco soluble en etanol, ligeramente soluble en
acetona y soluble en dimetilsulf6xido.

Punto de fusion: entre 202 y 204°C

Estabilidad: estable a temperatura ambiente, estable a temperatura de 4°C por al menos 8

dias en solucion de DMSO, acetonitrilo y acetona.
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4.5.2 Farmacocinética

4.5.2.1 Absorcion

Después de una dosis oral de ['*C] Nitazoxanida 500 mg en humanos, 32% de la
radioactividad fue recobrada en orina y 66% en las heces, indicando una absorcion
significativa en el tracto gastrointestinal. La administracion con alimentos incrementa
claramente la biodisponibilidad de los dos metabolitos activos la Tizoxanida (TIZ) y el
Glucuronido de Tizoxanida (TIZG) aunque la velocidad de absorcion disminuye, asi mismo
los niveles plasmaticos de TIZ y TIZG incrementan linearmente en proporcion a dosis de 1

— 3 g7 La velocidad de absorcién no se ve afectada por administraciones repetidas,’®
(Figura 9).

4.5.2.2 Distribucién

Una vez abosorbida en el hombre, la NTZ se hidroliza al metabolito activo
tizoxanida (TIZ). Estudios de uniéon a proteinas demostraron que la tizoxanida se une

extensamente >97.5 % a proteinas plasmaticas.”

4.5.2.3 Metabolismo

La NTZ se metaboliza extensamente, es rapidamente hidrolizada por acetilesterasas de las
paredes del intestino y el higado, asi como por esterasas plasmaticas formando el
metabolito activo TIZ*’; adicionalmente, la TIZ al presentar un grupo nucleofilico alcohol
sigue una segunda fase de metabolizacion, es substrato para la enzima uridin difosfato-
glucuronosiltransferasa (UTG) que le transfiere un grupo glucuronilo desde el acido uridin-
5-difosfo-a-D-glucurénico (UDP-GA) dando como resultado el segundo metabolito activo,
el TIZG. Asi mismo, la TIZ se metaboliza conjugandose con sulfato para dar otro
metabolito, el sulfato de TIZ*.
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4.5.2.4 Eliminaciéon

La TIZ se excreta principalmente en heces y solo el 5.4 % de la dosis se excreta en
orina. El glucurénido de TIZ y el sulfato de TIZ se excretan en orina, asi como el sulfato de
TIZ-hidroxilado, acido salicilirico y aminonitrotiazol, estos dos ultimos en un 2.8 y 0.1%
de la dosis, respectivamente.

Se determiné que la vida media en plasma de la TIZ en pacientes sanos varia de entre 1.03
y 1.6 h,(Figura 9).

4.5.3 Propiedades farmacoldgicas

El primer reporte de NTZ se da en 1976 con la sintesis y la publicacién del 100 %
de efectividad contra Hymenolepis nana var. fraterna en raton, con fines veterinarios por
Rossignol y Cavier. En 1984 se describe por primera vez su uso en humanos como farmaco
cestocida el cual fue efectivo en una dosis sencilla contra Taenia saginata y Hymenolepis
nana.*!

A partir de 1994, han habido varios reportes de estudios pre-clinicos y clinicos que evalian
la actividad de NTZ contra una gran variedad de protozoarios, cestodos, trematodos,
nematodos y bacterias que infectan el tracto gastrointestinal, a continuacién se mencionan

Dipylidium caninum, Taenia psiformis, en perros; Taenia taeniaformis en gatos, Moniezia
expansa, Avitellina centripunctata, Stilesia globipunctata y Thysaniezia ovilla en obejas;
Crystosporidium parvum, Giardia lamblia, Giardia intestinalis, Trichomonas vaginalis,
Entamoeba histolyica, Entamoeba dispar, Blastocystis hominis, Balantidium coli, Isospora
belli, Cyclospora cayaetanensis, son algunos de los protozoarios en los que la NTZ ha
probado ser activa; asi mismo, en cestodos como Ascaris lumbricoides, Ancylostoma
duodenale, Taenia saginata, Hymenolepis nana, Echinococcus multilocularis; trematodos
como, Fasciola hepdtica; nematodos como, Syphacia obvelata, Uncinaria stenocephala,
Trichuris vulpis, Trichuris trichiura; y en algunas bacteria como Helicobacter pylori,

Clostridium perfringens y Campylobacter. anks
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De forma general, en los estudios clinicos para el tratamiento de protozoarios la NTZ fue
administrada en dosis de 500 mg cada 12 horas por tres dias en adolescentes y adultos, 200

mg cada 12 horas en nifios de entre 4 y 11 afios y 100 mg cada 12 horas en nifios de entre 1

y3 afios’.

Tizoxanida

NO,
\O

o_,0
(o fle)

Sulfato de tizoxanida

HO
H\/\\O
N,
H

Np-"

.
H o
OH

Acido salicilurico

HO

Glucurénido de tixozanida

Tizoxanida hidroxilada

HoN_ S NO,
X

2-Amino-5-nitrotiazol

Figura 9. Principales metabolitos de NTZ.
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4.5.4 Mecanismo de Accion

Hasta ahora s6lo se ha propuesto un mecanismo de accion para NTZ, como otros
nitro-heterociclos: el farmaco interfiere en las reacciones de transferencia de electrones que
se presentan en organismos anaerdbicos, donde el grupo nitro toma un electron para la
formacion de un radical anidn nitro, la NTZ parece ser mas selectiva que el metronidazol
donde la evidencia preliminar sugiere la inhibicion de la piruvato:ferrodoxin
oxidoreductasa (PROF), una enzima vital del metabolismo intemediario central en estos

organismos.*>*

4.5.5 Efectos Adversos

En estudios de toxicidad llevados a cabo por Murphy y col., 1984, en ratones, ratas,
gatos y perro, se encontr6 que la dosis letal 50 (DLso) fue mayor a 10,000 mg/Kg, mientras
que dosis orales consecutivas en ratas tan elevadas como 450 mg/Kg por dia y por un
periodo de 90 dias, produjeron sélo signos menores de toxicidad. NTZ no fue mutagénico

cuando fue probado contra Salmonella typhimurium con y sin activacién metabolica®'.

En un estudio llevado a cabo por Stockis y col. en 2002, donde se asegura la tolerabilidad
de NTZ en 32 voluntarios sanos después de una dosis oral tnica de 1 a 4 g, se presentaron
eventos adversos leves como son: diarrea, dolor abdominal, flatulencias y nauseas, todos de
una severidad media y que no requirieron tratamiento alguno. Se concluyé que la NTZ
puede ser administrada de manera segura hasta dosis orales tinicas de 4g, bajo condiciones

de ayuno y con alimentos.”’
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En otro estudio llevado a cabo por Stockis y col. ese mismo afio, se asegurd la tolerabilidad
de NTZ en 16 voluntarios sanos después de administrarles de 0.5 a 1 g por 7 dias. Los
eventos adversos fueron de una intensidad media, ninguno de éstos requiri6 tratamiento a
excepcion del dolor abdominal en un solo sujeto. Los eventos adversos mas frecuentes
después de la administracion de NTZ fueron trastornos gastrointestinales, como diarrea,
dolor abdominal, flatulencias, nauseas y dispepsia. Todos los voluntarios presentaron orina
descolorida y sélo 4 voluntarios del grupo de la dosis mas alta, presentaron dolor de

cabeza.’®
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V. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1.1 Disolventes y reactivos

Dimetil sulféxido (DMSO), R.A., Merck.

Metanol, R.A., Mallinckrodt.

Bicarbonato de Sodio (NaHCO3), SIGMA.

Hidréxido de Sodio (NaOH), R.A., J.T. Baker.

Agua desionizada obtenida con un equipo de Milli-Q Water System a una resistividad de
18mQcm’™.

Solucién salina estéril al 0.9%, PiSA.

Medio de cultivo Eagle Dulbecco’s modificacién HEPES, SIGMA.

Suero Fetal Bovino, Invitrogen.

Antibidtico-Antimicético (Penicilina G, estreptomicina, anfotericina B), Invitrogen.

5.1.2 Material y equipo experimental

Frascos de cultivo celular de 25 cm?, Corning. Inc.

Membranas de filtracion de 0.22 um, Millipore

Campana de flujo laminar. Modelo HB 2448, HOLTEN.

Incubadora de temperatura controlada con control de flujo de CO,. Modelo 304, NAPCO.
Microscopio de luz invertida. Modelo ICM, Zeis 405.
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Balanza analitica. Modelo CP225D, Sartorius.
Baiio de ultrasonido. Modelo PC-620R, Bransonic.
Potenciémetro. Modelo pHI 41, Beckman.

5.1.3 Material biolégico

Los cisticercos madre de Taenia crassiceps de la cepa ORF que sirvieron como base para
toda la experimentacion, fueron extraidos de dos ratones hembra Balb-C, cada raton fue
amablemente proporcionado por el Dr. Javier Ambrosio Hemnandez del Departamento de
Parasitologia de la Facultad de Medicina de la UNAM vy por el M.V.Z. Rodolfo Pérez
Madrigal del bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia.

Los ratones hembra Balb-C fueron proporcionados y mantenidos en el bioterio del Instituto

Nacional de Neurologia y Neurocirugia.

5.1.4 Farmacos y compuestos

Los compuestos bencimidazdlicos de las series CARB, PVB y FHL fueron sintetizados y
amablemente proporcionados por la M. en C. Alicia Hemandez Campos y por el Dr.
Francisco Luis Hernindez del Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica de la
UNAM.

Estandar primario de Nitazoxanida, Lote 45876].

El metabolito activo Tizoxanida fue sintetizado y amablemente proporcionado por el Dr.
Rafael Castillo Bocanegra del Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica de la
UNAM.

Estandar primario de Albendazol, Lote 119H1040. SIGMA

31



Experimental

5.2 Metodologia

5.2.1. Obtencion de cisticercos

Los cisticercos madre de Taenia crassiceps (cepa ORF) se obtuvieron de ratones

hembra Balb/c con 6 — 8 semanas de infecciéon experimental. Los animales se sacrificaron
por dislocacién cervical y por medio de una incision en la cavidad peritoneal se extrajeron
los cisticercos
Después de ser extraidos los cisticercos se depositaron en cajas petri y se lavaron
inmediatamente con solucién salina estéril al 0.9 %, suplementada con antibi6tico-
antimicético al 1.0 %. Para llevar a cabo los estudios se seleccionaron inicamente aquellos
cisticercos que mantenian intacta su membrana celular y fluido quistico, por medio de la
observacion al microscopio.
Con la finalidad de tener lotes de parasitos disponibles durante todo el proyecto se
realizaron inoculaciones seriadas de cisticercos en ratones hembra Balb/C de 5 semanas de
vida. La inoculacién se realiz6 por via intraperitoneal, se suspendieron 30 cisticercos en 0.5
mL de solucién salina estéril al 0.9 %.

5.2.2. Medio de cultivo

A 1 L de medio de cultivo Eagle Dulbecco’s modificacion HEPES se le adicioné 3.7 g de
bicarbonato de sodio (NaHCO3) para obtener una concentracion 50 mM y se ajusté el pH
a un valor de 7.3 con hidréxido de sodio (NaOH) 0.8 N.

- El medio de cultivo se suplement6 con suero fetal bovino hasta obtener una concentracion
final del 10 % y se adicion6 una mezcla de antibidtico-antimicético a las siguientes
concentraciones: 100 U penicilina/mL, 100 pg de estreptomicina/mL y 0.25 pg de
anfotericina B/mL.

El medio de cultivo suplementado se filtré a través de membranas de 0.22 pm de diametro
de poro, bajo flujo laminar, para evitar su contaminacion. Se almacené en refrigeracion

hasta el momento de su uso.
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5.2.3 Preparacion de soluciones

5.2.3.1 Solucién de albendazol

Se prepar6 una solucion stock de ALB de 1 mg/mL en DMSO, una vez preparada
esta solucion se transfirieron 5 mL de ésta a un matraz volumétrico de 10 mL, se le agrego
3 mL de metanol y se afor6 con agua. A partir de esta ultima solucién se realizé una
dilucion intermedia con agua. Para obtener la concentracion final, la dilucién se llevo a
cabo en medio de cultivo (Esquema 1). Las diluciones se realizaron el mismo dia para

evitar precipitacion del farmaco.

[ Solucién stock Img/mL en DMSO ]

5 mL/10 mL [ 0.5 mg/mL en 50% DMSO, 30% MetOH, 20 % Hzo]

| |
50 pg/mL
[ Ll ] { L 10k,

0.20 mL/10 mL _B.TZS pg/mL 6 0.942 uM en medio de cultivo ]

Esquema 1. Procedimiento para la preparacion de la solucién de albendazol en medio de
cultivo.

Los cambios que presentaron los cisticercos bajo tratamiento con ALB son una referencia
de mortalidad para llevar un control de la experimentacion y para observar posibles errores

en los resultados.
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5.2.3.2 Soluciones de los compuestos bencimidazélicos en medio de cultivo.

Para evaluar la eficacia de los compuestos bencimidazolicos se prepararon concentraciones
molares equivalentes a una concentracion de 0.942 pM, ya que a esta concentracion el
albendazol presenta un 100 % de eficacia in vitro (T. ci"assict»;ps).z6 Asi mismo se

prepararon soluciones a concentraciones 10 (sol. II) y 100 (Sol III) veces mayores.

La preparacion de las soluciones de los compuestos bencimidazolicos en medio de cultivo
se llevo a cabo de la siguiente forma:

Se prepar6 una solucion stock en DMSO para obtener una concentracion de 0.5 mg/mL. A
partir de la solucién stock de cada uno de los compuestos se realizaron diluciones
intermedias con agua. La dilucién final se prepar6 en el medio de cultivo (Esquema 2). Las
diluciones para cada compuesto se reali_zaron el mismo dia con la finalidad de evitar

degradacion o precipitacion.

Soluci6n stock de compuestos bencimidazélicos.
0.5 mg/mL DMSO

~\

—
Diluciones intermedias directamente en agua.
. J
1 < p 1
Solucion final [ en medio de cultivo Solucion final I en medio de cultivo Solucion final 111 en medio de cultivo
0.942 uM 9.42 yM 94.2 yM
7 L

Esquema 2. Diagrama general de las diluciones realizadas para la evaluacion de los
compuestos bencimidazolicos.
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5.2.3.3 Soluciones de nitazoxanida y tizoxanida en medio de cultivo

Se prepararon soluciones de NTZ y TIZ en medio de cultivo a la concentraciéon molar a la
que el albendazol presenta el 100 % de efectividad in vitro, asi como dos concentraciones

adicionales, una diez veces mayor (II) y otra 10 veces menor (III).

La preparacion de las disoluciones de los compuestos en medio de cultivo se realiz6 de la
siguiente forma:

Se prepararon soluciones stock de NTZ y TIZ en DMSO a una concentracion de 0.5 mg/mL
y 0.16 mg/mL de DMSO respectivamente. A partir de la solucion stock se realizaron
diluciones intermedias con agua. La concentracion final de las soluciones se prepard en

medio de cultivo (Esquema 3).

Solucion stock
5 mg/mL DMSO

[ Dos diluciones intermedias directamente en agua. 1

Solucién final 1 Solucion final II Solucion final I
0.942 uM en medio de cultivo 9.42 pM en medio de cultivo 0.0942 pM en medio de cultivo

Esquema 3. Diagrama general de las diluciones realizadas para la nitazoxanida y
tizoxanida.
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Experimental

5.2.3.4 Soluciones de blanco de disolventes en medio de cultivo

Para llevar un control en cada experimento se prepararon soluciones en medio de
cultivo a la misma proporcion de disolventes que el contenido en las soluciones de los
compuestos de las series CARB, PVB, FHL, la NTZ y la TIZ. Debido a que las soluciones
de los compuestos tenian diferentes cantidades de disolventes, se tom6 como blanco la

solucion de aquel compuesto que tuviera la cantidad mas alta de disolvente.
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5.3 Evaluacion del efecto cestocida in vitro

En frascos de cultivo celular se depositaron 5 mL de medio de cultivo conteniendo
el compuesto a probar y se coloco cuidadosamente en cada frasco 25 cisticercos. Para cada
compuesto y cada concentracion se trabajé por duplicado o triplicado.

Los frascos se incubaron a una temperatura de 37 °C y una atmoésfera al 5 % de CO,, por un
periodo de once dias. Para mantener el pH y la viabilidad de los cisticercos se cambi6 el
medio de cultivo con el compuesto cada 48 h. Se determind la mortalidad de los cisticercos

por observacion a través de microscopio de luz invertida cada 48 horas.

Una referencia de los tiempos y la metodologia de la evaluacion de los compuestos se tomo
de lo publicado por Palomares y col., (2004), acerca del tiempo de exposicién minima in

vitro que requirié el PZQ y ALB para matar al 100% de los cisticercos de T. crassiceps.”®

Los criterios para evaluar la mortalidad de los cisticercos fueron los siguientes.
1) Pérdida de fluido quistico
2) Perdida de la movilidad del cisticerco
3) Perdida de la movilidad de la membrana
4) Prueba de exclusion de viabilidad con Azul de Tripano.

Con el fin de determinar la reproducibilidad del estudio, la evaluacion de cada compuesto

se llevd a cabo en dos diferentes dias y con lotes de cisticercos diferentes.
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5.3.1 Prueba de exclusion de viabilidad con Azul de Tripano.

Una vez finalizado el periodo de incubacion (11 dias), los cisticercos se lavaron con
solucion salina al 0.9% y se colocaron en pozos de cultivo, los cuales contenian 4 mL de
solucion salina. A cada pozo se le agregd 175 pL de una solucion al 0.4 % de azul de
tripano en agua y después de 1 hora se realizé un registro de los cisticercos tefiidos. Los
cisticercos vivos no se tifien con el azul de tripano, mientras que los muertos presentan
tincion total en toda su estructura.
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5.4 Determinacion de la concentracion efectiva 50 (CEs) de NTZ y TIZ.

Con la finalidad de obtener la CEsg se prepararon soluciones stock de NTZ y TIZ en
DMSO a una concentracion de 0.5 mg/mL y 0.16 mg/mL respectivamente. Al igual que
con los compuestos bencimidazolicos, a partir de la solucion stock se realizaron diluciones
intermedias con agua para cada compuesto. La dilucién final, mostrada en la Tabla III se

prepar6 en medio de cultivo

Tabla III. Concentraciones de NTZ y TIZ utilizadas para construir la curva dosis-respuesta
de cada compuesto.

Concentracion Nitazoxanida Tizoxanida

(=M) (=M)
1 0.139 0.0942.
2 0.203 0.139
3 0.301 0.203
4 0.438 0.301
5 0.641 0.438
6 0.942 0.641
7 1.39 0.942

Los cisticercos se expusieron a cada uno de las soluciones de los farmacos durante el
periodo de once dias de la evaluacion in vitro a las condiciones experimentales

anteriormente descritas y se evalio su mortalidad tomando los mismos criterios.

Con los resultados obtenidos se elaboraron las curvas dosis-respuesta para cada farmaco.

La CEjs se calcul6 a partir de las curvas dosis-respuesta mediante analisis Probit utilizando
el programa estadistico SPSS version 9.0, se transformaron los resultados de mortalidad a
valores logit y se graficaron en funcién del logaritmo de la concentracion, se obtuvieron

también los correspondientes intervalos de confianza.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Estudios in vitro

6.1.1 Evaluacion in vitro del efecto y mortalidad en el modelo de T. crassiceps

6.1.1.1 Albendazol (Control Positivo)

La soluciéon stock de ALB de 1 mg/mL fue clara y transparente. Al hacer la
transferencia a agua se presentd precipitacion de tal forma que se utilizé un cosolvente
(metanol) para ayudar a la disoluciéon en agua. Al efectuar las diluciones intermedias en
agua, ya no se presentd precipitacion del ALB. La dilucién final en medio de cultivo no
presento precipitacion y la concentracién final de disolventes no presenté efecto téxico
alguno sobre los cisticercos.

Al evaluar el efecto del ALB sobre los cisticercos, se encontr6 que a partir del segundo
dia de tratamiento se presenté una pérdida gradual de su movilidad general. También se
observé una contraccion gradual de la membrana durante los once dias de tratamiento
debido a la pérdida del fluido quistico, lo cual fue evidente por la notable reduccion del
volumen del cisticerco, hasta un 50% del tamafio original, asi como por la opalescencia en
la membrana de los cisticercos con tratamiento (Figura 10).

Al utilizar la microscopia de luz invertida se observé una perdida de la motilidad de la

membrana y una extensa vacuolizaciéon del tegumento.
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El efecto del ALB sobre la mortalidad de los cisticercos fue el esperado, lo cual concuerda
con lo reportado por Palomares y col., 2004, cuando los cisticercos fueron expuestos a la
concentracién de 0.942 pM el rango de mortalidad oscil6 entre 97 a 100 %.%

Los resultados de mortalidad fueron corroborados con la prueba de exclusion de viabilidad
con azul de tripano (Figura 11).

Figura 10. Cisticercos de 7. crassiceps bajo 2 diferentes tratamientos, (A) blanco de
disolventes y (B) albendazol 0.942 uM.

Figura 11. Cisticercos de T. crassiceps después de la prueba de exclusion de viabilidad con
azul de tripano. Los cisticercos traslucidos se consideran viables, mientras que los tefiidos
de azul se consideran muertos.
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Compuestos bencimidazélicos

Las soluciones stock de los compuestos bencimidazolicos de 0.5 mg/mL fueron
claras y transparentes. Al efectuar la dilucion intermedia en agua no se presento
precipitacion de ninguno de los compuestos y no se necesito un cosolvente (metanol) como
en el caso de la solucion de ALB. La dilucion final en medio de cultivo para cada
compuesto no presentd precipitacion y la concentracion final de DMSO no presento6 efecto

toxico alguno sobre los cisticercos.

El efecto observado sobre los cisticercos con los compuestos de estas tres series de
manera general fue muy parecido al efecto observado con el albendazol. Al igual que con
albendazol se observd la perdida gradual de la movilidad general y contraccion de la
membrana debido a la pérdida del fluido quistico. La reduccién del volumen del cisticerco .
fue notable, llegando hasta un 50 % del tamaifio original. Al compararlos con los cisticercos

control, la membrana se observé que era opalescente

Los resultados de mortalidad de los cisticercos bajo tratamiento con los compuestos de la
serie CARB, PVB y FHL se presentan en la Tabla IV. Asi mismo, también se muestran los
resultados obtenidos con el albendazol con la finalidad de comparar el porcentaje de
mortalidad.

Como se puede observar en la Tabla IV, ninguno de los compuestos de las tres series
probadas mostré una mortalidad similar a la encontrada con el albendazol.
Con base a estos resultados y realizando una relacién basica de las estructuras quimicas de

los compuestos con la actividad que presentaron, se encontré que:
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Tabla IV. Porcentajes de mortalidad de cisticercos de 7. crassiceps después de tratamiento
con cada uno de los compuestos a las diferentes concentraciones probadas. Se presenta
promedio+ EE.,n=2

Compuesto 0.942 pM 9.42 uyM 94.2 pM
Albendazol 98.8 +0.8 100+ 0 No probado
Carb 1 0+0 33+3.1 No probado
Carb 2 00 43+£14 No probado
Carb 3 25425 3.5£29 No probado
Carb 4 6.5+3.1 185+1.5 85.5+0.5
Carb 7 4.0+2.1 1019 55.5+3.5
PVB-K 25+14 8§+34 No probado
PVB-La 0.8+0.8 11.8+£2.5 No probado

PVB-Lb 125+2.5 19.0£2.5 585+3

PVB-Lc 17.3+2.6 18.0 +£2.7 31.0+3
PVB-Ld 46+2.6 50+£23 No probado
FHL-13 26.5+0.5 No probado No probado
FHL-15 48 + 2 No probado No probado
FHL-18 85.3+0.9 No probado No probado
FHL-19 828+23 No probado No probado

Los 5 compuestos de la serie CARB, presentaron una efectividad menor al 10% a la
concentracion de 0.942 uM, concentracion a la cual el albendazol mostré casi 100 % de
efectividad.

A la concentracion de 9.42 puM, sélo dos compuestos de los cinco evaluados mostraron un
aumento considerable sobre el porcentaje de mortalidad, el compuesto CARB 4 el cual

incrementé 3 veces y el CARB 7 que incremento el doble.
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Con base en estos resultados de efectividad, se incrementé la concentracion de estos dos
compuestos cien veces mas, encontrandose una respuesta notablemente mayor.

Los compuestos CARB 4 y CARB 7 poseen grupos funcionales completamente diferentes a
los que posee el ALB en las posiciones 2 y 5 del anillo bencimidazélico (Figura 12), la
razon del mejor comportamiento de estos dos compuestos con respecto a los otros de la
misma serie en cuanto a actividad, puede ser debida a la presencia de radicales mas
voluminosos en la posicion 5 del anillo y en el caso especifico de CARB-4 el cual presenta
mayor actividad, podria ser debido a la presencia del atomo de cloro en la posicién 6 del
anillo. Estas diferencias podrian conferirles un mecanismo de eliminacion diferente al que
presenta el albendazol. Los compuestos presentaron una mayor solubilidad en medios
acuosos con respecto al albendazol al momento de llevar a cabo las diluciones,
caracteristica fisicoquimica que les podria conferir una ventaja en cuanto a su disolucion,

absorcién y por tanto quiz4 mayor biodisponibilidad con respecto al albendazol.

0O
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CARB-4 CARB-7

Figura 12. Estructuras quimicas
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Al analizar los resultados de la serie PVB se encontré que solo los compuestos PVB-Lb y
PVB-Lc de los cinco compuestos probados presentaron una actividad cestocida mayor al 10
% cuando se uso la concentracion de 0.942 uM, concentracion a la cual el albendazol
mostré 98.8 % de mortalidad. En la bisqueda de mayor actividad, al igual que con la serie
CARB, se probaron los cinco compuestos a una concentracion 10 veces mayor y se observo
un ligero aumento en la actividad de cada uno, en el caso especifico del compuestos PVB-
Lc no se observo el aumento esperado (Tabla IV). Al aumentar 100 veces la concentracion
de aquellos compuestos que tuvieron una actividad mayor a 15%, PVB-Lb y PVB-Lc, se
observo que la actividad se mantuvo casi constante con respecto a la actividad que presenta
el albendazol a una concentracion 100 veces menor.

Los compuestos PVB-Lb y PVB-Lc, al igual que la serie CARB poseen grupos funcionales
completamente diferentes a los que posee el albendazol en las posiciones 2 y 5 del anillo
bencimidazdlico (Figura 13), su mejor comportamiento en relacion a los otros analogos en
cuanto a actividad, puede ser debida a la presencia en los dos casos de grupos voluminosos
en la posicion 5 del anillo, es necesario aumentar el nimero de ensayos para llegar a una

conclusion mas solida.
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PVB-Lb PVB-Lc¢

Figura 13. Estructuras quimicas
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El bajo porcentaje de mortalidad observada con los compuestos de la serie CARB y PVB al
usar la concentracion de 0.942 pM muestra que a pesar de que han mostrado actividad
sobre otros modelos como Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y Trichinella spiralis,
no son efectivos en 7. crassiceps.

Al analizar los resultados de mortalidad junto con las estructuras quimicas se encontrod que
el anillo bencimidazdlico que es la unica estructura semejante en las dos series con el ALB,
no es suficiente para que ejerzan un efecto cestocida sobre el modelo de T crassiceps.

Con respecto a los grupos funcionales de la posicion 5 del anillo bencimidazoélico que
fueron utilizados en las dos series, se observé una ligera relacion entre el efecto cestocida
con la voluminosidad creciente del grupo presente.

La discusion del grupo metiltio presente en la posicion 2 del anillo bencimidazoélico, que se
mantuvo constante en las dos series de compuestos, se hace mas adelante tomando en

cuenta la serie FHL.
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El anélisis de los resultados de este primer estudio exploratorio con la serie FHL mostr6 lo
siguiente:

El objetivo de introducir el grupo metilo en los compuestos FHL-13 y FHL-15 fue
obtener moléculas casi idénticas a la estructura del albendazol, con mayor solubilidad
acuosa y con la misma actividad aparente, lo cual no fue observado. Los dos compuestos
poseen una estructura quimica casi idéntica a la del albendazol, la diferencia estructural
radica en que cada uno de ellos posee un grupo metilo en vez de hidrégeno en la posicion 1
para el caso del compuesto FHL-13 y en el caso del compuesto FHL-15, en el nitrégeno del
carbamato (Figura 14).

Los hidroégenos presentes en la posicion 1 del anillo bencimidazdlico y en el
nitrogeno del grupo carbamato de la estructura quimica del albendazol (Figura 14) son
indispensables para mantener la actividad cestocida de la molécula en el modelo de T.
crassiceps, ya que con los compuestos FHL-13 y FHL-15 de la serie, se observo un
descenso en la actividad cestocida aproximadamente del 70 % y 40 %, respectivamente

(Tabla IV).
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Figura 14. Estructuras quimicas.
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Estos resultados concuerdan con lo publicado por Lacey en cuanto a la relacion que
existe entre la actividad dptima antihelmintica con la presencia del hidrégeno en la posicion

uno del anillo bencimidazolico™.

Después de evaluar los compuestos FHL-18 y FHL-19 a la concentracion de 0.942
uM, los resultados obtenidos mostraron que estos dos compuestos tienen gran potencial
como agentes cestocidas, ya que el efecto observado sobre la mortalidad de los cisticercos
fue solamente 15 % menor al efecto observado con el albendazol (Tabla IV).

Estos compuestos también poseen una estructura similar a la del albendazol, ya que
cuentan con el anillo bencimidazdlico y el grupo carbamato en la posicion 2 del anillo, sin
embargo en la posicién 5 no cuentan con el grupo propiltio presente en el albendazol,
caracteristica que podria cambiar su metabolismo in vivo, (Figura 15).
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Figura 15. Estructuras quimicas.
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Después de evaluar los compuestos CARB 1 y FHL-19 (Figura 16) a la
concentracion de 0.942 pM, se encontré que la mortalidad del compuesto CARB 1 fue del
0.0 %, mientras que la del compuesto FHL-19 fue del 82.8 % (Tabla IV). Estos resultados
muestran la importancia que tiene la presencia del grupo carbamato en la posicion 2 del

anillo bencimidazdlico para ejercer la actividad cestocida en este modelo.

0]
| N |
OO OO

CARB-1 FHL-19
Figura 16. Estructuras quimicas.

Los resultados obtenidos con las diferentes series evaluadas y particularmente con
los compuestos CARB 1 y FHL-19, asi como la relacion estructura actividad observada en
el modelo de T. crassiceps, son la base para continuar la exploracion y conocimiento de los
compuestos bencimidazdlicos en series que mantengan el grupo carbamato en la posicion 2

y el hidrégeno en la posicion 1 del anillo bencimidazdlico.
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6.1.1.3 Nitazoxanida y tizoxanida

El efecto de NTZ y TIZ en los cisticercos de 7. crassiceps fue semejante al observado
con el ALB. Se observo pérdida gradual de su movilidad general asi como la contraccion de
la membrana debido a la perdida del fluido quistico. La reduccion del volumen del
cisticerco fue notable, hasta un 70 % de su tamafio original. Al compararlos con los
cisticercos control se observé opalescencia en la membrana (Figura 17).

Con microscopia de luz invertida se observé perdida de la motilidad de la membrana y
presencia de fibrillas en toda la superficie de la membrana del cisticerco. Este ultimo

cambio no se observd en aquellos tratados con ALB, ni con los derivados

bencimidazolicos.

Figura 17. Cisticercos de 7. crassiceps bajo diferentes tratamientos. A: Blanco de
disolventes, B: NTZ 0.942uM, C: TIZ 0.942uM.

50



Resultados y Discusion

Los resultados de mortalidad de los cisticercos bajo tratamiento con NTZ, TIZ y ALB, se
presentan en la Tabla V

Tabla V. Valores promedio (x E.E) del porcentaje de mortalidad obtenidos con los
diferentes compuestos (n = 2).

Compuesto 0.942 pM 9.42 uM 0.0942 uM
Albendazol 994+ 04 100+ 0 No probado
Nitazoxanida 95+ 0.6 100+ 0 00+0
Tizoxanida 100+ 0 100+ 0 00£0

En la Tabla V se puede observar el alto porcentaje de mortalidad y la clara efectividad de
estos compuestos en el modelo de T crassiceps.

También muestra que NTZ presenté una efectividad sobre la mortalidad del 95% muy
cercano al que presenta el ALB. El metabolito activo, TIZ, present6é una efectividad sobre
la mortalidad igual a la del ALB, mostrando con ello que el metabolito activo posee la

misma efectividad que el ALB en el modelo T. crassiceps.

En el Figura 18 se puede observar el porcentaje de mortalidad a través del tiempo bajo los
tres tratamientos. La figura muestra que en los primeros dias la mortalidad de los
cisticercos alcanza porcentajes mayores con la NTZ y la TIZ respecto al ALB, lo cual

indica mayor potencia de ellos a esta concentracion.
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Figura 18. Porcentaje de mortalidad de cisticercos de T. crassiceps bajo tratamiento de
ALB, NTZ y TIZ. Cada punto representa el porcentaje promedio de cisticercos muertos +
EE.n=2

Los resultados del efecto de mortalidad con NTZ son similares a los de otros estudios en
animales y humanos en los cuales se ha observado 100% de efectividad contra otras
variedades de tenias como la T. pisiformis, T. taeniaeformis y T. saginata®'. Asi mismo, en

otras especies de metacestodos como E. multilocularis,” se ha encontrado el mismo efecto.

A una concentracion diez veces mayor (9.42 pM), se encontr6 que la TZN resulté ser mas

potente que el propio Albendazol (Figura 19).
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Figura 19. Porcentaje de mortalidad de cisticercos de T. crassiceps bajo tratamiento con
ALB, NIT, TIZ. Cada punto representa el valor promedio de cisticercos muertos £ E.E. n =
2

A una concentraciéon 10 veces menor (0.0942 uM) se encontré que ni la NTZ ni la TIZ

fueron efectivos
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6.1.2. Curvas dosis-respuesta de NTZ y TIZ
Una vez evaluada la eficacia cestocida de ambos compuestos, se llevé a cabo el
estudio a diferentes concentraciones dentro del rango de actividad ya encontrado. Los

resultados se presentan en la Tabla V1.

Tabla V1. Porcentaje de mortalidad a diferentes concentraciones (promedio + E.E., n = 3).

Concentraciéon (uM) Nitazoxanida Tizoxanida
0.0942 -- 0+0
0.139 0+0 52518
0.203 3.92 +0.04 144+14
0.301 11.6 £ 2.0 204+2.6
0.438 28.6+1.4 328+24
0.641 76.6 £2.8 85.6+0.9
0.942 945+ 1.6 100+ 0

1.39 100+ 0 --

Como se puede observar en la Tabla VI, la Tizoxanida a la concentracion de 0.942 uM
alcanza el 100% de mortalidad al igual que el albendazol, mientras que para obtener el

mismo porcentaje con NTZ es necesario aumentar una séptima parte la concentracion.
De manera general se observa que con todas las concentraciones, el metabolito activo

mostré mayor potencia. La Figura 20 muestra las curvas dosis-respuesta en las que se

puede apreciar mas claramente las diferencias entre los compuestos.
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Figura 20. Curvas dosis-respuesta de: Nitazoxanida (A ) y Tizoxanida (m). Cada punto
representa el porcentaje promedio de cisticercos muertos + E.EE.,n=3

Para determinar el valor de la concentracion que produce el 50% de mortalidad de

los cisticercos (CEsp) se realizé un anélisis de regresion probit.
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La Tabla VII muestra los valores de la concentracion efectiva 50 (CEsp) de la NTZ, su
metabolito activo TIZ y los valores del ALB y del sulféxido de albendazol (SOALB). Al
comprara los valores de NTZ y TIZ no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, ya que los intervalos de confianza se traslapan, por lo que podemos concluir
que los dos compuestos tienen la misma efectividad cestocida sobre los cisticercos de T.
crassiceps.

Al comparar con los valores de CEsy previamente determinados por Palomares y col., 2004,
del ALB y su metabolito activo, el SOALB sobre el mismo modelo de T. cras.s‘iceps,z6 se
puede observar claramente que éstos son mas potentes que la NTZ y la TIZ sobre los

cisticercos de T.crassiceps.

Tabla VII. CEsg de los farmacos sobre cisticercos de 7. crassiceps.

Compuesto CEsp (ng/mL) ICose, (ng/mL)
Albendazol* 0.026 0.022 - 0.029
Sulféxido de Albendazol* 0.068 0.041-0.112
Nitazoxanida' 0.154 0.145-0.163
Tizoxanida' 0.113 0.086 -0.151

(*)Ref. 26, (1) Determinados experimentalmente.

Los resultados de efectividad de la NTZ, la sitilan como una alternativa en el tratamiento de
la neurocisticercosis y dado que la NTZ es un farmaco actualmente aprobado por la FDA y
que la informacion acerca de estudios preclinicos de seguridad y tolerancia ya han sido

realizados y reportados, se podria continuar con estudios para evaluar la eficacia in vivo.
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VII CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede concluir que:

» Los resultados de mortalidad que presentaron los compuestos de las series CARB y
PVB fueron bajos con respecto a la eficacia presentada por el albendazol a la misma
concentracion en el modelo de 7. crassiceps.

» De las tres series probadas s6lo los compuestos FHL-18 y FHL-19 presentaron una
eficacia cercana a la que presenta el albendazol (20 % menor) en el modelo de T.
crassiceps.

» Para el modelo de T. crassiceps la presencia del hidrégeno en la posicion uno del
anillo bencimidazdlico o en el nitrégeno del carbamato es indispensable para
mantener la actividad de la molécula de albendazol.

» La presencia del grupo metiltio en la posicion dos del anillo bencimidazélico
disminuy6 la actividad cestocida de los compuestos que la presentaban, en el
modelo de T. crassiceps.

» La presencia del grupo carbamato en la posicion dos del anillo bencimidazélico es
indispensable para conservar la actividad cestocida del albendazol en el modelo de

T. crassiceps.
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Conclusiones

La estructura minima responsable de la actividad cestocida encontrada para el

modelo de 7. crassiceps con un anillo bencimidazélico como base es:

N 0]

Ko
N N °
H

La NTZ y la TIZ presentaron una eficacia similar a la del ALB en el modelo de T.
crassiceps
La NTZ y su metabolito activo TIZ, presentaron un efecto dependiente del tiempo

de exposicion y de la concentracion.
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