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RESUMEN: La esquistosomosis es una enfermedad tropical desatendida
que afecta a mas de 250 millones de personas y estd causada por trematodos
del género Schistosoma spp. El praziquantel es el tratamiento de eleccidn,
aunque presenta limitaciones frente a las formas juveniles y se han descrito
casos de resistencia, lo que evidencia la necesidad de nuevos firmacos eficaces
en todas las etapas del pardsito. En este estudio se evaluaron in vitro 26
compuestos con potencial actividad frente a Schistosoma mansoni. El ciclo
bioldgico del pardsito se mantuvo en condiciones de laboratorio, utilizando
ratones como hospedadores definitivos y caracoles como hospedadores
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intermedios. La viabilidad de las formas juveniles (esquistosémulas) y
adultas se analiz6 mediante técnicas de microscopia e inteligencia artificial.
Los compuestos, disefiados por el Departamento de Quimica Farmacéutica
de Ia Universidad de Salamanca, tienen como diana la tubulina, inhibiendo
su polimerizacién, y no mostraron citotoxicidad significativa en lineas
celulares humanas. Entre los resultados, el compuesto 1 indujo una letalidad
del 100 % en ambos estadios del parisito, con valores prometedores de
concentracién letal 50. En conclusién, este compuesto mostré un elevado
potencial in vitro frente a S. mansoni, aunque serdn necesarios estudios in
vivo para confirmar su eficacia y seguridad.

Palabras clave: esquistosomosis; resistencia a firmacos; tubulina;
ensayos in vitro.

ABSTRACT: Schistosomiasis is a neglected tropical disease that affects
over 250 million people worldwide. It is caused by trematodes of the genus
Schistosoma spp. The conventional treatment, praziquantel, is effective
against the adult stages of the parasite but shows limited efficacy on juvenile
forms, and cases of drug resistance have been reported. This underscores
the need to develop new antiparasitic compounds active against all life
cycle stages of the parasite. In this study, 26 compounds were evaluated in
vitro against Schistosoma mansoni. The parasite’s life cycle was maintained
in the laboratory using mice as definitive hosts and snails as intermediate
hosts. The compounds, designed by the Department of Pharmaceutical
Chemistry at the Faculty of Pharmacy, target tubulin by inhibiting its
polymerization. Their viability effects on juvenile (schistosomula) and
adult worms were assessed using microscopy and artificial intelligence.
All compounds had been previously tested on human cell lines, showing
no significant cytotoxicity. Among the results, compound 1 exhibited
100% lethality in both parasite stages, with promising lethal concentration
values. In conclusion, compound 1 demonstrated strong iz vitro efficacy
against S. mansoni, representing a potential candidate for further studies.
However, additional i vive experiments are required to confirm its safety
and therapeutic potential.

Keywords: schistosomiasis; drug resistance; tubulin; 772 vitro assays.
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1. INTRODUCCION

La esquistosomosis es una enfermedad tropical desatendida que afecta a mds
de 250 millones de personas en todo el mundo, distribuyéndose en regiones de
Africa, Medio Oriente, Caribe, Brasil, Venezuela y Surinam. La infeccién se
adqu1ere al llevar a cabo actividades agrlcolas, domésticas, o profesionales, que
implican contacto con aguas contaminadas. Es causada por trematodos digenéticos,
del género Schistosoma spp. Las principales especies que afectan al hombre son S.
mansont, S. haematobium, S. japonicum, S. mekongt, S. guineensis'y S. intercala-
tum. Esta enfermedad puede cursar de forma asintomdtica o con manifestaciones
como fiebre, dolor abdominal, diarrea, hepatomegalia y esplenomegalia. A largo
plazo, puede provocar fibrosis hepatica, hipertension portal y dafio renal (Colley
y Secor, 2014).
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Figura 1. Ciclo bioldgico de S. mansoni, con imdgenes tomadas en el Departamento de
Biologia Animal, Ecologia, Parasitologia, Edafologia y Quimica Agricola, Universidad
de Salamanca. Imagen realizada con BioRender.
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El tratamiento de eleccidn, desde hace 40 afios, es el praziquantel (PZQ),
administrado a una dosis de 40 mg/kg (Coeli et al., 2013), que actia provocando
parélisis por contraccién tetdnica de la musculatura del pardsito al aumentar la
permeabilidad de las membranas celulares al calcio y dafio en los tejidos parasi-
tarios causando vacuolizacién ripida del tegumento. Es eficaz contra los estadios
adultos del parisito pero no acttia sobre las formas juveniles. En los dltimos afios
han aparecido resistencias, lo que hace necesario desarrollar nuevos compuestos
antiparasitarios con mayor eficacia frente a todos los estadios (Vale ez al., 2017).
Se han explorado compuestos anilogos al PZQ (Villamizar-Monsalve ez al., 2024),
asi como tratamientos antitumorales y antimaldricos en busca de alternativas més
eficaces para tratar la esquistosomosis. El mecanismo de resistencia al PZQ estaria
asociado con transportadores de proteinas ABC (casete de unién a ATP), como
la glicoproteina-P (Pgp) y las proteinas relacionadas con la resistencia a maltiples
firmacos (MRP). En S. mansoni, se han identificado homélogos de estos trans-
portadores, como SmMMRP1 y SMDR2 (Vale et al., 2017). Por otra parte, el PZQ,
un medicamento de clase 2 con baja biodisponibilidad, se comercializa como
una mezcla racémica siendo activo inicamente un isémero (R)-PZQ (Sun et al.,
2016). Esto requiere una dosis doble para alcanzar la eficacia deseada. El objetivo
de este trabajo es evaluar nuevos compuestos antiparasitarios efectivos en todos
los estadios de S. mansoni, con el fin de identificar alternativas al praziquantel.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Mantenimiento del ciclo y cultivo de S. mansoni

2.1.1. Animales de experimentacién

El ciclo de vida de S. mansoni se mantiene en el laboratorio siguiendo el
protocolo de (Vicente et al., 2016). Se utilizan ratones CD1 de 6-8 semanas como
hospedadores definitivos y caracoles de la especie Biomphalaria glabrata como
hospedadores intermedios. Los caracoles se infectaron con 7-10 miracidios, y
después de 28 dias se expusieron a luz y a una temperatura de 26 °C durante 3
horas para inducir la emisién de las cercarias. Todos los procedimientos experi-
mentales con animales fueron realizados de acuerdo con las normas internacio-
nales de bienestar animal y contaron con la aprobacién del Comité de Etica en
Experimentacién Animal.

2.1.2. Transformacién de cercarias a esquistosémulas

Una vez obtenida la suspension de cercarias se eliminaron los residuos gruesos
con una pipeta y se inmovilizaron en hielo durante 30 minutos y se realizé el
conteo total. Para la transformacién de cercarias a esquistosémulas se siguieron

Ediciones Universidad de Salamanca / @388, FarmaJournal, vol. 10, num. 2 (2025), pp. 17-26

[20]



H. CHABANIL; M. A. VILLAMIZAR-MONSALVE; J. SANCHEZ-MONTE]JO; ET AL.
ENSAYO DE COMPUESTOS ANTIPARASITARIOS QUE ACTUAN A NIVEL
DE LA TUBULINA EN CULTIVOS DE SCHISTOSOMA MANSONI

los protocolos de (Milligan y Jolly, 2011). Este procedimiento se realizé en una
cabina de flujo laminar bajo un protocolo de seguridad que incluyé el uso de
equipo de proteccién personal, desinfeccidn de superficies y materiales y elimi-
nacién de residuos biolégicos. La suspension de cercarias previamente obtenida
se centrifugd durante 3 minutos a 100 g en un tubo Falcon de 50 mL, y se retiré
el sobrenadante. Se complet6 hasta un volumen de 10 mL con una solucién salina
equilibrada de Hanks (HBSS) suplementada con penicilina/estreptomicina a una
concentracion final de 100 unidades/100 pg/mL, a 4°C. Este volumen se transfirié
a una jeringa de 10 mL conectada a otra jeringa del mismo volumen mediante
una llave de tres vias con un sistema de Luer-lock. La solucién se pasé entre las
jeringas de 10 a 15 veces para realizar la transformacién mecdnica. La suspension
resultante de esquistosémulas se verti6 en una placa Petri con medio Eagle modi-
ficado de Dulbecco (DMEM) suplementado con penicilina/estreptomicina a 37 °C
separando el cuerpo de las colas agitando levemente la placa (Marxer et al., 2012).
Se distribuyeron 20 esquistosémulas en 50 pL por cada pocillo en una placa de
96 pocillos. Los pocillos se completaron con 175 pL. de DMEM suplementado y
se incubé a 37 °C con un 5 % de CO, durante 12 a 24 horas.

2.2. Cribado de diferentes compuestos antiparasitarios en esquistosomulas mediante
inteligencia artificial

Los compuestos antiparasitarios fueron suministrados por el Laboratorio de
Quimica Organica y Farmacéutica, del Departamento de Ciencias Farmacéuti-
cas de la Universidad de Salamanca. Inicialmente disefiados y sintetizados como
quimioterapéuticos, estos compuestos estan basados en su actividad anti-tubulina
dirigidos al sitio de unién de la colchicina.

Se cribaron 26 compuestos disueltos en DMSO a una concentracion final de 10
M en placas de 96 pocillos de fondo curvo. La auranofina a 10 pM se usé como
control positivo para esquistosémulas (Lombardo et al., 2019) y el PZQ a 10 pM
para adultos. E1 DMSO a una concentracién de 1 % v/v y el medio DMEM se
utilizaron como controles negativos. Las muestras se incubaron a 37 °C en una
atmésfera de 5 % CO,. La viabilidad se evalué mediante un sistema semiautoma-
tizado que emplea inteligencia artificial a las 0, 24, 48, y 72 horas para clasificar
las esquistosémulas en dos categorias: sanas (mdviles, sin cambios en morfologia
o transparencia, con un puntaje de 3) y afectadas (puntaje de 0-2), con dafio en el
tegumento, transparencia reducida, granularidad disminuida, alta opacidad y/o
muerte. Para los resultados finales, se consideré la viabilidad a las 72 horas como:

porcentaje de viabilidad = (nimero de esquistosémulas sanas / total de
esquistosémulas) x 100
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Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Se determind la concentracién
letal 50 (CLso) en aquellos compuestos activos (Villamizar-Monsalve et al., 2024).

2.3. Cribado de diferentes compuestos antiparasitarios en adultos mediante
microscopia

Los adultos se obtuvieron por perfusién con PBS y heparina y se realizaron de
2 a3 lavados con PBS estéril. Posteriormente, se colocé una pareja o un individuo
en cada pocillo y se aiadieron 7 pL de cada compuesto a una concentracién de 2
mM para obtener una concentracion final de 10 pM. Se utiliz6 DMSO al 1 % v/v
como control negativo y PZQ a 10 pM como control positivo. La placa se incubd
a 37 °C en una atmdsfera de 5 % CO,, y se observ la caracterizacion fenotipica
de los vermes en intervalos de 0, 24, 48 y 72 horas. Todos los ensayos se realizaron
por duplicado. La viabilidad se determing mediante la asignacion de puntuacién:
(3 =movil), sin cambios en la morfologfa, con transparencia y tegumento intacto,
ventosas ventral y oral activas y presencia de huevos; (2 = movilidad reducida),
tegumento y ventosas intactas; (1 = movilidad casi nula) con cambios en el tegu-
mento, deformacion de las ventosas y alteracion en la coloracidn; (0 = muerto),
con coloracién oscura, malformacién de las ventosas y ausencia de motilidad.

3. REsuLTADOS

3.1. Cribado de diferentes compuestos antiparasitarios

Se evaluaron 26 compuestos con estructuras diversas, todos dirigidos a la
tubulina como diana bioldgica (Tabla 1). El compuesto 1 mostr6 una letalidad
del 100 %, tanto en adultos como en esquistosémulas. En los controles, el PZQ
no tuvo efecto sobre las esquistosémulas, mientras que las tratadas con aura-
nofina mostraron inviabilidad total a las 24 horas. Adicionalmente, el compuesto
12 demostrd actividad positiva en esquistosémulas, pero no en adultos, y el
compuesto 20 mostrd actividad positiva en adultos y una actividad moderada en
esquistosémulas.

En el medio DMEM, las esquistosémulas se observaron bajo el micros-
copio como transparentes, méviles y con un tegumento liso, lo que indica
un estado 6ptimo de viabilidad (Figura 2 A). Al ser tratadas con PZQ, se
observé una disminucién de la movilidad y una reduccién en la transparencia
(Figura 2 B). Con auranofina y con el compuesto 1, se notaron cambios en
la morfologia de las esquistosémulas a partir de las primeras 24 horas con
ausencia de motilidad, tegumento danado, color opaco y pérdida de trans-
parencia (Figura 2 Cy 2 D).
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cg?ﬁt:'_:r: :"' Clase esqﬁ{:i::o:‘l:s:%:r;:’ulas Viahi.}ig:]d (% A dAutI:t:;:i?: :pll) Score (72h)

1 AT (+) 0,0 | +) 0
2 AT (=) 69,9 (-) 2

3 AT (=) 77,8 -) 3

4 AT -) 76,8 -) 3

5 AT (-) 56,2 (-) 2

6 AT (-) 45,6 (-) 2

7 AT (=) 60,4 (-) 3

8 AT (=) 74,2 (-) 3

9 AT (-) 83,4 (-) 3
10 AT (=) 85,3 (-) 3
11 AT (=) 76,4 (-) 2
12 AT (+) 0,0 (-) 2
13 AT (=) 69,7 (-) 2
14 AT (-) 68,0 (-) 2
15 AT (+-) 26,1 -) 2
16 AT (-) 37,5 -) 2
17 AT (=) 79,6 (-) 3
18 AT (=) 74,5 -) 3
19 AT (+-) 13,5 -) 1
20 AT (+-) 79,8 (+) 2
21 AT (-) 68,0 (-) 2
22 AT -) 55,6 -) 2
23 AT (-) 54,5 -) 2
24 AT (=) 60,0 (-) 2
25 AT (=) 84,5 -) 3
26 AT (-) 87,4 -) 3
AURANOFINA | Control (+) (+) 0,0 (+) 0
PZQ Control (+) (+-) - (+) 0
DMSO Control (-) (-) 93,8 (-) 3
MEDIO (DMEM) = Control (-) -) 95,6 -) 3

Tabla 1: Resumen de cribado de compuestos
en esquistosémulas y en adultos (AT: Anti-tubulina).
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Figura 2: Diferenciacién fenotipica de esquistosémulas: A. DMEM 1% v/v; B. PZQ a
10 pM; C. Auranofina a 10 pM; D. Compuesto 1 a 10 pM, visualizadas con microscopio
invertido a 20X. Y adultos: A2. Control negativo (DMEM al 1% v/v); B2. Control
positivo (PZQ a 10 pM); C2. Compuesto 1 a 10 pM, visualizacién 4X microscopio
invertido. Imdgenes tomadas a las 72 horas.

En el cribado frente a adultos, el PZQ (control positivo) produjo letalidad en
las primeras 24 horas, ocasionando dafios en el tegumento, malformaciones en las
ventosas oral y ventral, cambios de coloracién y ausencia de motilidad (Figura 2
B2). La mayoria de los compuestos anti-tubulina no mostraron actividad y presen-
taron caracteristicas fenotipicas similares al control negativo (DMSO) (Figura
2 A2). El compuesto 1 mostr6 actividad con efectos similares a los del PZQ en
las primeras 24 horas (Figura 2 C2). Adicionalmente en algunos compuestos se
observé una leve disminucién de la motilidad (7abla 1).

3.2. Cdlculo de CLsg en esquistosomulas y adultos

Se compararon los valores de CLsq del compuesto 1 con los de los controles
positivos. El compuesto 1 mostrd un CLso de 1.23 pM en esquistosémulas, lo que
indica buena efectividad en comparacién con el control positivo, auranofina (0.14
pM). En adultos, el CLs fue de 3.46 pM, también favorable respecto al control
positivo PZQ (0.49 pM). Estos resultados demuestran que el compuesto 1 es
efectivo en ambas fases del parisito.
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4. DiscusioN

El praziquantel ha sido esencial en el control de la esquistosomosis, aunque su
incapacidad para eliminar las formas juveniles del pardsito reduce su eficacia a largo
plazo. Este estudio se enfoc6 en la biisqueda y evaluacién de nuevos compuestos
antiparasitarios para S. mansoni empleando microscopia e inteligencia artificial.

El compuesto 1 presenta una estructura similar a la de la combretastatina A4
(CA4) y presumiblemente comparte un mecanismo de accién analogo basado en
la inhibicién de la polimerizacién de la tubulina. Este mecanismo implica la unién
al sitio de accidn de la colchicina en la subunidad beta. Tal inhibicién previene la
formacién de microtibulos, que son esenciales para diversas funciones celulares
(Xia et al., 2019). Dado que la tubulina es una proteina altamente conservada, se
probé el compuesto en células humanas Hela para confirmar su selectividad hacia
la tubulina de los pardsitos, demostrando que no es citotéxico a las concentraciones
evaluadas. Lo que sugiere que podria ser seguro para estudios futuros en modelos
murinos y, potencialmente, para aplicaciones clinicas. Los resultados obtenidos del
compuesto 1 revelan valores de CLs, prometedores tanto para esquistosémulas
como para adultos, con una mayor eficacia observada en las esquistosémulas. Esto
es particularmente relevante, ya que el objetivo es identificar un compuesto que
pueda complementar el tratamiento con PZQ), especialmente porque este muestra
una eficacia reducida en las fases juveniles de S. mansoni. En estudios previos se
han realizado cribados similares con una CLsg de 30 pM y 64 pM reportados en
adultos (Botros ez al., 2019) y (Pereira et al., 2019). Esto demuestra que la CLso de
3.46 pM para adultos del compuesto 1 tiene un gran potencial esquistosomicida.
Por tltimo, se comprobé que el PZQ no es eficaz contra los estadios juveniles.
Aunque no provocé la muerte, si generd deformaciones morfolégicas, tal como
se habia reportado previamente (Frahm et al., 2019).

5. CONCLUSIONES

Se ensayaron 20 compuestos con posible actividad antiparasitaria frente a
Schistosoma mansoni, de los cuales cinco mostraron su actividad sobre esquis-
tosémulas y dos sobre los estadios adultos. Entre ellos, el compuesto 1 destacé
por su actividad frente a ambos estadios, alcanzando una letalidad del 100% y
valores de CLs, prometedores. Estos resultados confirman su potencial como
candidato para el desarrollo de nuevos tratamientos frente a la esquistosomosis.
No obstante, serdn necesarios estudios in vivo que permitan evaluar su eficacia,
estabilidad, seguridad y su perfil farmacolégico.
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