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1. RESUMEN

La creacién o mejora de productos antiparasitarios surge como una necesidad
para los laboratorios farmacéuticos a partir, principalmente, de la aparicion de
problemas de resistencia parasitaria a los productos comerciales utilizados
regularmente. Las investigaciones y mejoras realizadas, tienen como finalidad
encontrar un farmaco que sea la mejor opcidon de tratamiento para las
enfermedades parasitarias, y aportar un producto efectivo al arsenal
quimioterapico de farmacos antiparasitarios eficaces.

Este trabajo fue desarrollado para evaluar la presencia de actividad
antiparasitaria en nueve principios activos de sintesis organica, derivados del
acido carbamico (bencimidazol carbamatos), farmacos producidos por la FES
Cuautitlan, usando cestodos como modelo biolégico. Estudios realizados
previamente, han demostrado que estos compuestos, pertenecientes a la misma
familia, poseen propiedades anticestddicas semejantes a las del pracicuantel.

Se utilizaron ratones machos singénicos de tres semanas de edad, a los
cuales se les indujo una infestacion con el cestodo Hymenolepis nana var.
fraterna. Se realiz6 una comparacion de eficacia antiparasitaria: pracicuantel a
dosis de 5 mg/kg y diferentes dosis de los nueve principios de nueva sintesis, que
partian desde los 5, 10, 20, 50 y 100 mg/kg a dosis simples y de estas dos ultimas
dosis duplicadas. El producto comercial que contenia pracicuantel obtuvo un 41%
de eficacia antiparasitaria en general, siendo superior en un 18% respecto a los
farmacos de nueva sintesis (tuvieron el 23% de eficacia en promedio). El principio
activo a prueba que mejor funciond, fue el denominado IRE2B con un 50% de
eficacia antiparasitaria a dosis simple de 20mg/kg, sin mortalidad.

El cestodo modelo utilizado es dificil de eliminar, alin con bencimidazélicos
conocidos como el albendazol y mebendazol. Es comun que los esquemas de
tratamiento con anticestddicos, consten de dosis repetidas para la eliminacién del
100% de los parasitos, seria adecuada la repeticion de las dosis de los productos

a prueba (que mejores resultados obtuvieron) para lograr la eliminacion total de



los cestodos. La solubilidad del producto tuvo una influencia definitiva en los
resultados, ya que al ser farmacos practicamente insolubles en agua, no fue facil
la administracion de la suspension por su dificil homogenizacion a partir de un

producto con presentacion en polvo.



2. INTRODUCCION

Desde que se han ido presentando las enfermedades parasitarias, se les han
dado diferentes tratamientos para su control y erradicacion. Los parasitos que
afectan a los humanos, fueron el primer foco de interés para generar productos
antiparasitarios efectivos (Bennet-Jenkins et al. 1996). Actualmente, en la medicina
veterinaria, las afecciones parasitarias son una causa importante de pérdidas
debido a morbilidad y mortalidad de animales, reduccion de niveles de
produccion y productividad, alteraciones reproductivas y los altos costos de
control que esto implica, entre otros; dichas afecciones también estan presentes
en las especies que conviven continuamente con el humano, como mascotas o
especies ornamentales (FAO, 2003). Las parasitosis diversas de las que hablamos,
estan originadas por la presencia de protozoos y metazoos parasitos, estos
ultimos organismos pluricelulares que incluyen grupos con diferente nivel
evolutivo, entre los que se sittan los helmintos (nematodos, cestodos,
acantocéfalos) y los artropodos, encontrando que algunos de ellos generan
zoonosis y ocasionan serios problemas salud publica (FAO, 2003).

Los Ultimos 30 anos se han caracterizado por la generacion de muchas
estrategias de control de endo y ectoparasitos que afectan a muchas especies,
éstas tienen como principal objetivo eliminar o reducir ampliamente las
poblaciones de parasitos con el uso de farmacos y/o productos quimicos (FAO,
2003; Minero, 1997). Resulta facil instaurar una estrategia de control cuando la
economia de un pais o region se encuentra en apogeo, los farmacos son eficaces
y el productor se encuentra dispuesto a colaborar (FAO, 2003). La situacién cambia
radicalmente, cuando hay problemas de financiamiento y el productor debe
afrontar otras prioridades dando origen a abusos en el uso de productos que se
adquieren a un precio mas econdémico o que se tienen al alcance de la mano,
entonces; el uso indiscriminado, dosis inadecuadas y/o condiciones ambientales
adversas, propician que las poblaciones parasitarias generen resistencia de

diversas maneras. Esta se define, ampliamente, como la habilidad de una



poblacién de parasitos para tolerar dosis de productos tdxicos que serian letales
para la mayoria de individuos en una poblacion normal (susceptible) de la misma
especie (FAO, 2003). El desarrollo constante de nuevos principios para control
antiparasitario, tiene como fin encontrar estrategias que permitan el uso prudente
de un principio activo con acciones conjuntas que faciliten el uso racional del
mismo, para que éste tenga un funcionamiento eficaz con el minimo de efectos
indeseables tanto para el paciente como para el medio ambiente (Pereyra, 2004).
Como se cité anteriormente, las enfermedades parasitarias son un problema
de salud publica de gran magnitud, y el problema es similar cuando de animales
domésticos se trata (Kéhler, 2001). En resumen, los helmintos en general, son la
causa mas marcada de serias pérdidas econdmicas, particularmente en areas
donde se practica el pastoreo extensivo. Las companias farmacéuticas han
mejorado la seguridad y ampliado el espectro de los antihelminticos, con esto
han ayudado a reducir la incidencia de gran numero de enfermedades
parasitarias (Koéhler, 2001). Actualmente ha habido un sustancial progreso en la
terapia antihelmintica, se han desarrollado nuevos productos antiparasitarios y se
han encontrado las dosis, el grado de eficacia y la seguridad en ellas, como en
sus predecesores. Los antihelminticos modernos son altamente eficaces, tanto en
fases parasitarias maduras como inmaduras, asi como en especies de helmintos
gastrointestinales y en aquellos que son extraintestinales. Muchos de esos
farmacos son bastante bien tolerados por el hospedero y en algunos casos los
tratamientos solo requieren de dosis Unicas, asi como de pequefas cantidades
(Kéhler, 2001). La mayoria de los nuevos productos desarrollados afectan
bioquimica y fisioldgicamente a sitios blanco de los parasitos como las proteinas
estructurales, canales de iones, enzimas y transporte de moléculas (Kéhler, 2001).
Los blancos encontrados como “adecuados” en los helmintos, incluyen procesos
como: actividad muscular y coordinacidon neuromuscular, procesos sensoriales,
alimentacion vy la regulacion de la presion celdémica, por ejemplo. Hay algunos

otros blancos quimioterapelticos potenciales que incluyen metabolismo



energético, obtencién de nutrientes, metabolismo de acidos nucleicos y algunas
rutas anabdlicas (Geary et al. 1999).

Se ha mencionado el gran avance en el desarrollo de nuevos productos
antiparasitarios, sin embargo, hay que tener en cuenta que la generacion y
propagacion de resistencia ha desgastado la utilidad de los antihelminticos
disponibles (aun siendo de nueva generacion), favoreciendo la reduccion de
opciones de tratamiento. Los productos nuevos que formaran parte del arsenal
quimioterapico, que estan todavia en investigacion y desarrollo, deberan de ser
disenados o producidos de tal forma que disminuyan estos aspectos adversos
para el combate eficaz de las parasitosis.

El cestodo Hymenolepis nana var. fraterna, es dificil de erradicar del hospedero
(Andrews et al., 1979), pero no han habido reportes de resistencia como tal a los
farmacos antiparasitarios utilizados para su control y eliminacion. Se ha
encontrado recientemente que otros cestodos, principalmente de perros y gatos,
persisten en sus hospederos aun después de la desparasitacion con farmacos
utilizados para tratar las cestodosis (p.ej. pracicuantel) a las dosis recomendadas
(Balbuena et. Al, 2004), por lo cual, es importante generar nuevos principios activos
que amplien las opciones para el tratamiento de este tipo de parasitosis, y no solo
se limite al uso de unos cuantos productos, ya que se estaria propiciando la

resistencia de los parasitos a dichos farmacos.

2.1 Tipos de parasitos

Bajo la condicion de parasitos existen una gran variedad de organismos en la
naturaleza. La parasitologia cubre grupos definidos entre los que se incluyen: los
protozoarios, helmintos y artropodos.

La distincion mas general en la morfologia, esta dada por el nimero de células
que los componen. Existen protozoos y metazoos parasitos. Los primeros
constituidos por una célula, y los ultimos pluricelulares que incluyen grupos con
diferente nivel evolutivo entre los que se sitlan los helmintos (nematodos,

cestodos, acantocéfalos) y los artropodos. En estos ultimos organismos se



considera una estructuracion célula-tejido-aparato-sistema que integra al
individuo, de diferente nivel evolutivo, con mas o menos propiedades o

componentes (Minero, 1997).

A continuacién, se describe el grupo de los helmintos, por su importancia en
este trabajo:

Los helmintos son animales invertebrados, de vida libre o parasitaria,
conocidos como gusanos. El término helminto deriva de las palabras griegas
helmins o helmintos y significa vermes, dicho término no tiene un significado
zooldgico claramente definido. Se utiliza para denominar popularmente a muchas
variedades de pequenos animales invertebrados, carentes de extremidades, con
cuerpo blando y alargado. El término helminto se restringe a los vermes parasitos,
por lo tanto, éstos se definen como organismos que viven sobre o dentro de
otros, a partir de los cuales obtienen parte o todos sus nutrientes organicos, éstos
presentan habitualmente cierto grado de modificacion estructural adaptativa y
producen un dano real a su hospedador (Kassai, 1998).

Principalmente se distinguen los Platyhelmintes o gusanos aplanados, y los
Nematelminthes o gusanos cilindricos. La forma etimoldgica y correcta del
nombre del phylum es Platyhelminthes, que deriva de dos voces griegas: Platys:
plano y helminthes: gusano (Lamothe, 1983). Los Platyhelmintes incluyen a los
trematodos y los cestodos, los platelmintos en general, se caracterizan por su
aspecto aplanado o acintado, con simetria bilateral y sin cavidad celdmica. Con
excepcion de algunas planarias, todos son parasitos. Los trematodos son
platelmintos cuyas fases adultas son aplanadas dorsoventralmente y tienen un
aspecto ovalado o foliaceo. Presentan una ventosa muscular peribucal y una
ventosa ventral o acetabulo, casi todos son hermafroditas. Los cestodos son
aplanados dorsoventralmente, semejan cintas y por ello se les denomina tenias;
son de tamano variable, pero de constitucion anatdmica semejante, en la cual se

puede diferenciar el escolex, el cuello y el estrébilo. Los nematodos son



cilindricos, alargados y aguzados en los extremos, de seccion redonda con
simetria bilateral, no segmentados y de tamano variable (Minero, 1997).

Por ser el cestodo Hymenolepis nana var. fraterna, el organismo empleado
como modelo en este trabajo, profundizaremos en la descripcion del grupo a que

pertenece.

2.2 Generalidades de los cestodos

Estos platelmintos son exclusivamente parasitos del intestino de vertebrados
en estado adulto. No cuentan con una epidermis ciliada, pero si con una cuticula
especializada, 6rganos adhesivos en el extremo anterior, cuerpo segmentado,
cada segmento o proglétido cuenta con un juego de o6rganos reproductores
masculinos y femeninos, carecen de aparato digestivo, circulatorio y respiratorio,
el excretor y nervioso apenas representados, el reproductor bien desarrollado,
ciclos de vida complejos en los que intervienen dos o mas hospederos. El huevo
contiene un embridn hexacanto (6 ganchos). Se conocen aproximadamente 3,500

especies (Lamothe, 1983).

= 2.2.1 Clasificacion de los cestodos (Lamothe, 1983).

e Phylum: Platyhelminthes. Organismos con cuerpo aplanado
dorsoventralmente.

e C(Clase: Cestoda. Con cuerpo generalmente segmentado.

e Subclase: Eucestoda. Cuerpo con escolex, cuello y estrébilo, sin aparato
digestivo.

Incluye éstos ordenes:

Protocephallidea

Tetraphyllidea

Lecanicephaloidea

Pseudophyllidea

Trypanorhyncha

o gk DN~

Cyclophyllidea



o Familias:
= Mesocestoididae
= Anoplocephalidae
» Devaineidae
» Dilepididae
* Hymenolepididae
e Hymenolepis nana
e Hymenolepis diminuta
e Hymenolepis microstoma
» Taeniidae
» Pseudophyllidae
= Diphyllobotriidae
7. Aporidea
8. Nippotaeniidea
9. Caryophyllidea
10. Spathebothridea
= 2.2.2 Clase: Cestoda (Lamothe, 1983)
» Caracteristicas generales
Los cestodos presentan un cuerpo acintado, aplanado en sentido
dorsoventral, en el que se observan tres regiones bien definidas: el escolex, el
cuello y el estrobilo o cuerpo. En la mayoria el estrébilo es segmentado
(proglotidos) (Lamothe, 1983; Kassai, 1998). Las estructuras internas de los cestodos
incluyen: pared del cuerpo, parénquima, musculatura, sistema osmorregulador,
sistema nervioso, aparato reproductor masculino y femenino (Quiroz, 2005).
= Localizacién: Los adultos de la mayoria de las especies de cestodos se
localizan en el intestino delgado, fijados a la mucosa por medio de su
escolex (Kassai, 1998).
= Tamano: Por lo general son pequenos, pero pueden medir desde 1mm
hasta varios metros (Lamothe, 1983).

= Color: Por regla general son blancos o blanco amarillentos (Lamothe, 1983).
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Escolex: El escolex o region cefalica es un érgano de fijacion caracteristico
de los cestodos esta provisto de diferentes estructuras adhesivas como
botrias, botridios, ventosas o ganchos (Lamothe, 1983). Las ventosas o
acetabulos son caracteristicos de los Cyclophyllidea, y se presentan como
4 depresiones musculosas. Con frecuencia presentan ganchos arreglados
en una o dos hileras, llamadas rostelo (Que puede estar armado por una o
mas coronas concéntricas de ganchos) cuyo ndmero, forma y disposicion
son de importancia taxondémica (Lamothe, 1983; Kassai, 1998).

Cuello: Esta porcion situada inmediatamente abajo del escolex, no es
segmentada, su funcién es generar el proceso de estrobilacion para
formar nuevos proglétidos (Lamothe, 1983) (Fig. 1).

ROSTELO

VENTOSA

liy
‘. ESCOLEX
i

CUELLO

PROGLOTIDOS
INMADUROS Iy

PROGLOTIDOS
MADUROS

PROGLOTIDOS
GRAVIDOS

Fig. 1. Esquema general de un cestodo (A.G.B.P., 2007).



Estrobilo: El estrobilo o cuerpo propiamente dicho, estd constituido,
generalmente, por una especie de segmentos o proglétidos que varian
segun la edad y la especie, se pueden distinguir tres zonas. La primera,
cercana al cuello, que presenta segmentos inmaduros; la media, en donde
los segmentos son maduros, es decir, se observan los 6érganos
reproductores; y la posterior, en donde se observan proglétidos gravidos,
éstos de mayor tamano, en donde el Utero se encuentra hipertrofiado por
estar lleno de huevos. (Lamothe, 1983). Los proglétidos maduran a medida
que avanzan por el estrobilo (Kassai, 1998). Cada segmento maduro es una
unidad hermafrodita compleja que contiene una o dos dotaciones de
organos femeninos y varios masculinos (Kassai, 1998; Quiroz, 2005). Los
proglétidos gravidos o seniles, ocupan la porcidn posterior del parasito, la
mayoria de los 6rganos genitales se atrofian por la presion que ejerce el
utero lleno de huevos o las capsulas ovigeras que llegan a ocupar gran
parte del proglotido gravido (Quiroz, 2005). Los proglétidos pueden contener
huevos aislados, fragmentos del Utero (fragmentos parauterinos) con los
huevos o paquetes de huevos o capsulas ovigeras (Kassai, 1998). Estos
proglétidos se desintegran o se desprenden para ser eliminados en las
heces (Quiroz, 2005). En algunos cestodos el estrobilo esta formado por un
proglétido de cada tipo; entonces se le llama monozoico, otras veces
tienen docenas o cientos de proglétidos de cada tipo y entonces se les
denomina polizoicos (Quiroz, 2005).

Tegumento (Fig. 2): Los cestodos dependen Unicamente de su tegumento
para la adquisicion de alimento (Halton, 1997), éste es su principal érgano
digestivo y de absorcidn (Jones, 1998). Como enteroparasitos, estos viven
en ambientes que son generalmente ricos en nutrientes de bajo peso
molecular, siempre abundantes por la forma de nutricién del hospedero.
Esto ha sido una ventaja para dichos parasitos, ya que explotan la
superficie de su cuerpo como un “sistema” para obtener alimento, porque

al carecer de intestino desarrollaron un mecanismo interno para la
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obtencion de nutrientes (Halton, 1997). La pared del cuerpo esta formada por
varias capas; una externa llamada cuticula, de la que es parte el
tegumento, y que tiene uno o mas estratos, de aspecto transparente sin
poros (Quiroz, 2005). Haciendo una comparacion, el tegumento de un
parasito plano tiene funciones de absorcion similares a las de la mucosa
intestinal de los mamiferos, pero tienen funciones mas complejas (Jones,
1998). Este tegumento posee un borde de micropelos el cual es analogo a
las microvellosidades intestinales, estos micropelos son Unicos en los
cestodos (Jones, 1998). La membrana plasmatica que delimita estas
estructuras mueve moléculas que son faciles de transportar como
azUcares, aminoacidos, acidos grasos y nucleotidos (Halton, 1997). El
parénquima de los cestodos es un tejido solido que contiene células,
principalmente miocitos, alrededor de una extensa matriz extracelular
(Jones, 1998). El amplia area de superficie de los parasitos aplanados vy la
corta distancia de difusion, favorecen la absorcion de nutrientes a través de
la superficie (Kearn, 1998). La superficie de absorcién puede incrementarse
hasta diez veces debido a que los micropelos, y otras modificaciones
morfolégicas y bioquimicas, han evolucionado para facilitar el transporte

eficiente dentro del parasito y cubrir sus necesidades nutricionales (Halton,
1997).
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CELULAS DEL <
MESENQUIMA

Fig
. 2. Capas que conforman el tequmento de los cestodos (A.G.B.P., 2007).

La capa citoplasmatica, de la cual los micropelos derivan, es un sincitio
con dos niveles: uno externo con numerosos organelos como
mitocondrias, ribosomas, vacuolas y granulos etc., y uno interno
comunicado por puentes al exterior, consistiendo principalmente de
citones con citoplasma perinuclear, ambos divididos por una lamina basal,
debajo de la cual se encuentra la musculatura, constituida por una capa
externa de musculos circulares y una interna de musculos longitudinales
(Lamothe, 1983). Una delgada capa de células neuromusculares esta debajo
de la anterior, que continua por una capa subcuticular compuesta de

células bipolares, alargadas o epidérmicas situadas a varias profundidades
(Quiroz, 2005).
El parénquima es el espacio que encierra el cuerpo independientemente

de las estructuras osmorreguladoras, fibras musculares, sistema nervioso y
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reproductor. Las células parenquimatosas sirven de reserva de glicbgeno y
entre ellas hay abundante fluido (Lamothe, 1983; Quiroz, 2005).

Nutricién: La absorcidn se realiza a través de los tegumentos donde
intervienen de una manera directa los micropelos. Las reservas de
glicogeno representan un 60% de su cuerpo (Lamothe, 1983). Existen
evidencias de estudios realizados in vitro que sugieren una compleja
relacion nutricional entre hospedero y cestodo. Hay que considerar dos
aspectos: primero, los cestodos como las plantas y algunos protozoarios,
son capaces de fijar el CO,, dando como consecuencia una eficiente
utilizacién de material de la mucosa intestinal del hospedero; es conocida
la alta actividad metabdlica que tienen las células de la mucosa, asociadas
sin duda al alto nivel de CO, intestinal. El segundo aspecto observado es
que los cestodos son capaces de tomar el material nutritivo por contacto
directo con la mucosa intestinal. Tanto el escolex como el estrobilo tienen
capacidad para absorber nutrientes de la mucosa intestinal. Este proceso
se conoce parcialmente, aunque se considera que el tegumento del
parasito solamente ingiere particulas de moco o detritus celulares por
pinocitosis (Quiroz, 2005). Otra alternativa que se considera es que el escolex
secreta enzimas proteoliticas u otras enzimas, que atacan la mucosa
intestinal y las células degeneradas o las secreciones de moco, incluyendo
en algunos casos la digestiéon de la membrana. Los cestodos utilizan su
estrobilo para obtener nutrientes del medio en donde viven, o sea material
semiliquido y semidigerido, el cual es absorbido por difusién, transporte
activo y posiblemente pinocitosis por medio del tegumento. Posteriormente
los materiales nutritivos disponibles en el intestino son suplementados con
carbono y oxigeno obtenidos del CO, y materiales relacionados con la
interfase hospedero - parasito (Quiroz, 2005).

Metabolismo respiratorio: Carecen de un aparato respiratorio diferenciado;

la respiracién es anaerobia, y utilizan el glicdgeno como fuente de energia
(Lamothe, 1983)
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= Carecen de aparato circulatorio (Lamothe, 1983).

= Aparato excretor (Fig. 3 y 3a): Es de tipo protonefridial o en células flama
(lamadas asi por su movimiento). Esta constituido por 4 vasos colectores
longitudinales principales, 2 ventrolaterales y 2 dorsolaterales, los primeros
se unen entre si, por medio de un canal transversal, en la parte inferior de
cada proglétido (Lamothe, 1983). El liquido colectado por las células flama,
entre ellos agua y excreciones, es lanzado a los tubos de mayor calibre
para llegar al exterior del ultimo proglétido y ser eliminado al exterior del

parasito (Quiroz, 2005).

Fig. 3. Estructura del aparato excretor en los proglétidos de un cestodo (A.G.B.P., 2007).

PROGLOTIDOS

VASOS
L/ DORSALES

VASOS
VENTRALES

CANALES
OSMORREGULADORES

VASO
TRANSVERSAL

CELULA FLAMA

Fig. 3a. Detalle de la localizacion de la célula flama (transversal) en el aparato excretor
(A.G.B.P., 2007).
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Sistema nervioso (Fig. 4 y 4a): Considerando que carecen de coordinacion, el
sistema nervioso de los cestodos consiste, basicamente, en un ganglio
cerebroide (denominado asi por que regula las funciones vitales del
organismo con células semejantes a neuronas) y esta situado en el escolex,
de forma mas o menos rectangular, del que parten 4 troncos nerviosos
longitudinales, 2 ventrolaterales y 2 dorsolaterales mas delgados, unidos entre
si por comisuras transversales a nivel de cada proglétido. Los nervios que
salen del ganglio cerebroide inervan los musculos, tegumentos y 6érganos
reproductores. Recientemente se ha demostrado que existen terminaciones
nerviosas sensoriales, morfolédgicamente semejantes a las de otros

invertebrados, aunque su exacto mecanismo funcional es aun desconocido
(Lamothe, 1983).

Fig. 4. Esquema general del escolex que detalla la ubicacién del sistema nervioso en los
cestodos (A.G.B.P., 2007).
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ESCOLEX

GANGLIO
CEREBROIDE
TRONCOS
TRONCOS VENTROLATERALES
DORSOLATERALES

COMISURAS
TRANSVERSALES DE
UNION DE AMBOS
TRONCOS

PROGLOTIDO

Fig. 4a. Esquema que muestra la ubicacion de los troncos nerviosos en los proglétidos de un
cestodo (A.G.B.P., 2007).

= Aparatos reproductores (Fig. 5): Los cestodos son reproductores altamente
prolificos, y este enorme potencial reproductivo en muchas especies
origina, asimismo, la capacidad de replicar su sistema reproductivo.
Muchos cestodos copian uno 0 mas veces su sistema reproductivo en
muchos de sus segmentos somaticos. Este proceso puede ser repetido
con gran velocidad, generando muchos cientos o miles de segmentos,

16



frecuentemente con una pequena variacion entre éstos, excepto por
desviaciones en la localizacién de los poros (senos) genitales, asi como el

namero y lugar de algunas gonadas (Jones, 1998).

Fig. 5. Disposicién anatdomica general de la ubicacién de los aparatos reproductores en un
proglétido maduro de cestodo (A.G.B.P., 2007).

Aparato reproductor masculino (Fig. 6): Este consiste de uno, dos o
numerosos testiculos. En la mayoria de los cestodos, estan situados en el
parénquima medular, de cada testiculo sale un conducto eferente, este se
ensancha para constituir una vesicula seminal que entra, por regla general,
a un cirro junto con las glandulas prostaticas. En algunas especies puede
existir una vesicula seminal externa, ademas de una interna, la bolsa del
cirro desemboca a un atrio genital y éste al poro genital que se encuentra

localizado, casi siempre lateralmente en el proglétido (Lamothe, 1983).
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Fig. 6. Estructura general del aparato reproductor masculino y sus componentes (A.G.B.P.,

2007).

Aparato reproductor femenino (Fig. 7): Consiste por lo general, de un solo
ovario, lobulado o no, del cual parte un oviducto que llega al ootipo, que se
encuentra rodeado por unas glandulas unicelulares llamadas de Mehlis,
dichas glandulas secretan una membrana muy delgada alrededor del
cigoto y estan asociadas a las glandulas vitelinas o viteldgenas. La
formacién de la cuticula o cascardn del huevo es completada en el interior
de las glandulas vitelinas (Schmid, 2000). El ootipo recibe la desembocadura
del viteloducto, que resulta de la unién de varios conductos que vienen en
las glandulas viteldgenas, cuya situacidn varia segun las especies. La
vagina llega al ootipo, ésta se ensancha y constituye un receptaculo
seminal. Del ootipo sale el Utero, que, por regla general es ciego; la vagina
se inicia en el poro genital comdn. Durante la cépula, el cirro de un
proglétido se introduce en la vagina de otro proglétido del mismo gusano,

o de otro, cuando existen varios individuos en un hospedero (Lamothe, 1983).
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Fig. 7. Estructura general del aparato reproductor femenino y sus componentes (A.G.B.P.,
2007).
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= Ciclo de vida: Generalmente requieren de uno o dos hospederos
intermediarios (Lamothe, 1983). El ciclo bioldgico es indirecto. En el orden
Cyclophyllidea, el embrion hexacanto u oncosfera no tiene cilios y
permanece dentro de la cubierta del huevo hasta que es ingerido por el
hospedero intermediario vertebrado o invertebrado (Quiroz, 2005).
Posteriormente el embrién evoluciona a una de las fases larvarias o
metacestodos que se desarrolla en un hospedador intermediario y al final
se convierte en adulto en el hospedero definitivo (Kassai, 1998).
= Tipos de estadios larvarios infectantes (metacestodos) de los cestodos
Cyclophillidea (Kassai, 1998).
o Cisticerco: vesicula llena de liquido con un escolex invaginado
(Kassai, 1998).
o Estrobilocerco: pequena vesicula unida a un escolex evaginado

mediante un tejido sélido, segmentado y largo similar a un estrébilo
juvenil (Kassai, 1998).
o Cisticercoide: un escolex evaginado embebido en una pequena

vesicula sélida (Kassai, 1998).
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Tetraridio: un escolex invaginado con una larva sdlida, vermiforme
(Kassai, 1998).

Cenuro: vesicula llena de liquido y tapizada internamente por una
membrana germinal a partir de la cual se forman por gemacion
numerosos protoescolex, que permanecen unidos a la pared (Kassai,
1998).

Quiste hidatidico (metacestodo de Echinococcus spp.): vesicula

llena de liquido con una pared cuticular laminar tapizada
internamente por una membrana a partir de la cual se forman por

gemacioén numerosos protoescolex libres o en grupos (Kassai, 1998).

2.3 Caracteristicas generales: Familia Hymenolepididae (Dunn, 1978).

= 2.3.1 Descripcion general de Hymenolepis spp.

Hospederos definitivos: Las aves, los mamiferos y el hombre.

Hospederos intermediarios: Una gran variedad de artrépodos, entre los que
tenemos a las tijeretas (Anisolobis), los escarabajos estercoleros, los
miriapodos (Fontaria y Janus), las pulgas (Ctenocephalides), las polillas
(Pyralis) y los copépodos (Cyclops).

Localizacion dentro del hospedero: Intestino delgado.

Distribucion geografica: Mundial

= 2.3.2 Descripcion del cestodo modelo Hymenolepis nana var. fraterna

(Fig. 8, 8a, 8D).
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Fig. 8. Cestodo adulto Fig. 8a. Cisticercoide Fig. 8b. Huevo

Fig. 8. Fotografia del escolex de H. nana obtenida por microscopia electronica
(http://www.stanford.edu). Fig. 8a. Esquema representativo del cisticercoide de H. nana (Kearn,
1998). Fig. 8b. Fotografia del huevo de H. nana, obtenida por  microscopio O&ptico

(http://www.helsenr.no).

Hymenolepis nana parasita a los ratones y al hombre (Dunn, 1978). Este parasito
se describe como un cestodo pequefo, raramente excede los 40mm de largo por
1mm de ancho, es llamado la “tenia enana” del humano y es comunmente vista
en ninos que se contaminan con heces e ingieren accidentalmente los huevos
del parasito (Kearn, 1998). Hymenolepis nana var. fraterna es un cestodo similar al
del humano, pero sélo parasita a los ratones e infecta a otros animales, no se ha
demostrado completamente que ésta variedad parasite al humano, por lo tanto es
considerada como una especie morfologicamente igual (Henderson et al. 1987).

Es conocido que las ratas y ratones ingieren heces, este habito facilita el
desarrollo del ciclo de vida al cestodo Hymenolepis nana, parasito del raton. En
las heces van los huevos de dicho parasito, y son ingeridos por algunos
escarabajos, en su cavidad hemocélica se origina el cisticercoide. El huevo de
este parasito es de forma ovoide, mide 50um de largo y en su interior se
encuentra el embrion que posee un botdon en cada extremo. Estos botones tienen

un filamento largo y delgado, le dan al huevo un aspecto de limoén. Las
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oncosferas tardan dos semanas en alcanzar su estado de cisticercoide dentro del
artropodo (Dunn, 1978). Un aspecto interesante de éste cestodo, es que sus
oncoésferas pueden seguir su ciclo de vida como cualquier otro cestodo o
alcanzar la misma fase de cisticercoide en las vellosidades del hospedero final
(Kearn, 1998). El hospedero final adquiere la infeccion por ingestion del hospedero
intermediario. Las oncdsferas se diferencian en metacestodos (cisticercoides) en
el tejido intestinal de raton o rata en 4 dias o en escarabajos en aproximadamente
2 semanas (a una temperatura promedio de 20°C). Los metacestodos
desarrollados en el ratdon o escarabajos desarrollan a formas adultas en el lumen
intestinal del mismo raton u otro hospedero definitivo en 10 dias. Hymenolepis
nana (adaptada al ratén) no desarrolla a formas adultas en ratas (ito, 1997; Ito et al.
1988). Sin embargo, en un ciclo directo, los huevos ingeridos por el ratbn quedan
atrapados en el intestino y el embrion hexacanto penetra en las vellosidades
intestinales para después transformarse en un cisticercoide. En 5 o 6 dias el
cisticercoide maduro vuelve a la luz intestinal y el escolex que se evagina de él se
adhiere a la mucosa intestinal (Kearn, 1998). Este tipo de comportamiento
representa el punto mas alto en la evolucion de los cestodos, pues han suprimido

al hospedero intermediario. El periodo de prepatencia es de dos a tres semanas
(Dunn, 1978).

= 2.3.3 Ciclo biolégico Hymenolepis nana var. fraterna (Fig. 9)
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Fig. 9. Ciclo biolégico de Hymenolepis nana (A.G.B.P., 2007).

La presencia del cestodo en el intestino de los roedores genera una respuesta
inmune a dicho parasito. Minero,1997; recomienda utilizar animales de
experimentacion joévenes para la realizacion de pruebas de farmacos
anticestddicos, ya que cestodos del tipo de Hymenolepis nana, en los que la fase
larvaria es de cisticercoide, y en particular cuando tienen un ciclo de vida con la
variabilidad de ser directo o indirecto, se toma en cuenta que, en general, los
embriones recién eclosionados del huevo son potencialmente antigénicos, ya que
producen sustancias estimuladoras que son capaces de desencadenar
respuestas contra ellos, convirtiéndose de este modo en factores que impiden la
implantacion de los gusanos, por lo que la exposicion de los organismos a la
infestacidon sensibiliza al animal impidiendo la implantacién posterior de nuevos
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parasitos. Se ha visto una marcada susceptibilidad al parasito en animales
jovenes, ya que tardan mas tiempo en montar una respuesta inmunolégica que
un hospedero adulto (Minero, 1997). Hymenolepis nana es un cestodo altamente
inmunogénico en el ratdn. Los ratones que reciben una sola inoculacion via oral
de huevos de Hymenolepis nana, adquieren la infeccidn y suelen generar una
inmunidad protectiva, dichos huevos pueden ser rechazados completamente si se
les inhibe el crecimiento larvario en la vellosidad intestinal. Esta inmunidad
adquirida es dependiente del timo y en ratones atimicos desnudos se ha visto que
es transferida porque las células T cooperadoras (Linfocitos T), especificamente
las identificadas como L3T4* (Asano et al. 1986), juegan un papel importante. Estas
células median la respuesta inmune a través de la produccion de diferentes tipos
de factores humorales, llamados citocinas, en respuesta a la estimulacion
antigénica (Asano et al. 1993). Este aumento de produccion de citocinas ha sido
observada in vivo, donde se ha obtenido extracto acuoso de nddulos
mesentéricos del intestino delgado de ratones infectados con Hymenolepis nana,
y se ha demostrado que contienen grandes cantidades de células T, citocinas
como IFN y (interferén gamma), e IL 2 (interleucina 2), comparados con ratones
control no infectados. El IFN y es el factor activador de macréfagos mas
importante, ya que ha sido demostrado que induce la expresién de antigenos en
la superficie de los macrofagos, esto tiene una particular importancia en la
presentacion de dichos antigenos a las células T, ya que influye en la expulsidon
de los cisticercoides del intestino delgado. Otras citocinas estan asociadas con la
infeccion de Hymenolepis nana como el Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a) e IL
1B. Estas dos citocinas son producidas enddégenamente en el intestino delgado,
y el pico de actividad coincide con la eliminacién del cestodo durante la infeccion,
ya que dichas citocinas crean, directa o indirectamente, un ambiente desfavorable
para los estadios larvarios (Asano et al. 1997).

El utilizar animales de experimentacion jovenes, y preferencialmente machos,
se debe a que hay varios factores relacionados al hospedero que pueden afectar

el crecimiento de los helmintos. El sexo del hospedero es una variable que puede
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afectar el crecimiento o la cantidad de parasitos, ya que existen diferencias
intrinsecas  entre hospederos machos o hembras en cuanto a fisiologia,
inmunologia, conducta y ecologia, que pueden hacer que un sexo u otro hagan
un buen ambiente para los helmintos. Las diferencias entre ambos sexos se han
visto en niveles de infeccion en poblaciones naturales: hospederos machos,
especialmente aves y mamiferos, casi siempre hospedan mas helmintos que las
hembras. Esto se debe, por ejemplo, a la accion de la testosterona que induce
cierto nivel de inmunosupresioén, por lo tanto no se monta una respuesta inmune
adecuada; a que los machos son mas grandes y consumen mas cantidad de
alimento, entonces aportan una cantidad mayor de nutrientes que los parasitos
aprovechan, entre otros. Los hospederos machos crean mejores condiciones

para el desarrollo de los helmintos que las hembras (Poulin, 1996).

2.4 El diseno de farmacos vy el modelado molecular

El Laboratorio de Quimica Medicinal de la FES Cuautitlan utiliza, como
herramienta para la creacién de farmacos en general, programas de computadora
especializados para realizar busquedas sistematicas a gran escala, con el
proposito de encontrar sustancias cada vez con mayor efecto terapéutico y menor
toxicidad. Los programas que realizan esta busqueda, la efectian en etapas. La
primera, en el complejo proceso del desarrollo de farmacos, es la eleccion del
blanco molecular sobre el que actuara el medicamento para lograr el efecto
terapéutico deseado. Diversas investigaciones sobre los farmacos empleados en
las ultimas décadas han revelado que la accion terapéutica de éstos incide
principalmente en proteinas, ya sea como receptores moleculares 0 como
enzimas. Por esta razdn, en el diseno racional de medicamentos, las proteinas
pueden considerarse como la primera opcién para fungir como moléculas blanco.
La seleccion de la proteina especifica de trabajo dependera de la informacién
disponible sobre el mecanismo molecular responsable del desarrollo de la
enfermedad particular que se estudie (Cea et al. 2002). El efecto deseable en un

nuevo farmaco es el control de los procesos bioquimicos alterados en un
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paciente, o bien el evitar que un organismo patdgeno realice sus procesos
invasivos naturales. En este uUltimo caso, lo ideal es seleccionar como molécula
blanco a una proteina que sea indispensable para la supervivencia del organismo
patdégeno y que esté ausente en el hospedero; asi, un farmaco que se una a esa
proteina e impida su correcto funcionamiento tiene posibilidades de ser un buen
farmaco. La identificacion de moléculas blanco con estas caracteristicas es
complicada ya que en muchas ocasiones, la proteina en cuestion existe
simultaneamente en el hospedero y en la especie patdgena y es entonces
necesario que el ligando, o farmaco por desarrollar, se fije exclusivamente a la
proteina del patdogeno. En los casos donde la enfermedad que desea tratarse se
debe al funcionamiento inapropiado de la maquinaria molecular del propio
paciente, es preciso indagar el tipo y modo de accion particular de las enzimas
involucradas en la disfuncién y elegir como blanco de estudio la molécula que
esté mejor caracterizada. La eleccion del sujeto de estudio puede validarse a
través de experimentos que permitan conocer el efecto de la modificacion
funcional del blanco (o incluso de la ausencia total del mismo) sobre un
microorganismo (Cea et al. 2002).

Cuando se trabaja con proteinas, y particularmente con enzimas como
sustancias blanco, deben considerarse tres factores importantes: la especificidad
o selectividad molecular de la enzima, la afinidad o fuerza con que se fija el
sustrato a ella, y la geometria del sitio de unidén. Muchos farmacos son inhibidores
de la funcion de una enzima a través de un bloqueo efectivo del sitio activo o de
las zonas coadyuvantes de la catalisis. En estos casos es deseable desarrollar
compuestos que se unan con gran firmeza y alta especificidad a los sitios
funcionales, y para desarrollar un farmaco con ambas caracteristicas es
imprescindible conocer con detalle la geometria del sitio de union. La siguiente
etapa del proceso en el diseno de medicamentos es la identificacion de
moléculas lider, que son aquellos compuestos que muestran tener una actividad
significativamente alta sobre el blanco seleccionado. En esta fase del trabajo es

preciso realizar una serie de experimentos en microescala con varios cientos de
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miles de compuestos distintos (Cea et al. 2002). Estos ensayos masivos de
laboratorio son realizados rutinariamente por las grandes companhias
farmacéuticas; y son costosos dado que requieren de la instrumentacion de
pruebas bioldgicas que puedan ser realizadas y analizadas agilmente, y porque
ademas se requiere de un banco enorme de compuestos quimicos que debe
ofrecer acceso y consulta expeditos. Las moléculas lider que demuestran ser
quimicamente viables y poseer alta actividad biolégica son caracterizadas
estructuralmente y sometidas después a un proceso de optimizacion de su
potencia farmacoldgica. En este paso se generan derivados de las moléculas
lider, y se determina su estructura tridimensional, asi como la relacion que existe
entre la actividad bioldgica que manifiestan y algunas de sus propiedades
moleculares; tarea que se lleva a cabo con el empleo de la técnica conocida
como QSAR (siglas en inglés para Quantitative Structure-Activity Relationship). Los
resultados obtenidos con esta técnica dirigen el diseno de nuevos compuestos
con actividad farmacoldgica que se presume sera mayor a la de los lideres
previos. Estos nuevos compuestos deben ser sintetizados en el laboratorio vy, si
confirman poseer mayor potencia farmacoldgica, se reincorporan al proceso de
optimizacion en una serie de etapas interactivas. Si alguna de estas sustancias
logra unirse con suficiente firmeza al blanco, entonces se realiza un estudio
detallado de su viabilidad bioldgica, su estabilidad quimica y metabdlica, sus
propiedades fisicoquimicas (solubilidad, lipofilicidad, etc.), su selectividad y su
posible mecanismo de accién (Cea et al. 2002).

Los ensayos masivos que se llevan a cabo en las primeras etapas del
desarrollo de farmacos, requieren de un gran despliegue de recursos puesto que,
ademas de utilizar grandes bancos de datos, es necesario obtener, procesar y
almacenar cantidades colosales de resultados experimentales. Por esta razdn, en
anos recientes se ha optado por los estudios in silico, donde una simulaciéon
molecular por computadora realiza los ensayos masivos con el fin de hallar
moléculas lider de una forma eficiente y relativamente econdémica. Este método

de reconocimiento molecular o docking, es ampliamente utilizado alrededor del
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mundo por companias privadas y por instituciones de investigacion publica para
el hallazgo de nuevos compuestos con efectos terapéuticos. Si bien la técnica del
docking representa una alternativa a los procedimientos de ensayo masivo de
laboratorio, también, y de manera mas importante, ella ha sido utilizada en el
diseno de farmacos, tanto para llevar a cabo las etapas de identificacion del sitio
de unién sobre el blanco, como las de construccion y evaluacion de los
complejos moleculares resultantes (Cea et al. 2002).

Para describir la metodologia del docking es Uutil dividirla en una serie de
etapas: la primera de ellas consiste en disponer de la estructura tridimensional de
la molécula blanco, la cual debe ser acondicionada para los calculos
subsecuentes y sobre la que debe identificarse el sitio de unién de una molécula
de prueba (generalmente pequena en relacion con el blanco). La siguiente etapa
requiere poseer un archivo numeroso de ligandos potenciales, esto es, moléculas
organicas con estructuras tridimensionales conocidas y que se encuentran en
condiciones adecuadas para simular su asociacion al blanco. La tercera etapa,
que es la parte medular del método, consiste en un algoritmo de computadora
que toma cada uno de los ligandos de la base datos y lo coloca dentro del sitio
de union en una gran cantidad de orientaciones. Durante esta etapa es
indispensable emplear un criterio numérico para distinguir cual de todas las
opciones probadas resulta ser la mas adecuada, es decir, la que adoptaria el
ligando si tuviera acceso al sitio de union; a este criterio se le llama puntaje. Una
vez establecidas las condiciones descritas anteriormente, el proceso para probar
orientaciones se repite para cada ligando de la base de datos, ésta es la etapa
que consume la mayor cantidad de tiempo de calculo. Finalmente, el programa
de computo ordena los diferentes compuestos probados de acuerdo al puntaje
de su orientacion éptima y entonces, el usuario puede analizar estos resultados y
planear experimentos para validar los resultados generados en la simulacién por

computadora (Cea et al. 2002).
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Antes de que un producto salga al mercado, es preciso realizar muchas
pruebas sobre organismos especificos para determinar los efectos secundarios y

la dosis correspondiente para su administracion (Cea et al. 2002).

2.5 Quimioterapia antihelmintica utilizada en este proyecto

En un panorama general, se puede reconocer que existen muy pocos
farmacos que sean anticestodicos efectivos como la niclosamida o pracicuantel,
el albendazol y con ciertas limitaciones el mebendazol. Al descubrirse el
pracicuantel, los laboratorios Bayer y Merck, en conjunto, efectuaron diversas
pruebas para identificar el espectro antihelmintico de éste Ultimo, teniendo un
gran éxito como anticestddico; se le hizo una comparacion frente a la
niclosamida, ya probada con antelacién, y se determiné que era “igualmente
efectivo” dandole una gran aceptacion en el mercado farmacoldgico y haciéndolo
una opcion segura contra las cestodosis (Minero, 1997). En cuanto a los
bencimidazoles como el albendazol y el mebendazol han sido efectivos como
anticestodicos en quimioterapias de larga duracién, como en procesos de
neurocisticercosis e hidatidosis. Es importante remarcar que el albendazol posee
un amplio espectro antihelmintico reconocido, y que el mebendazol en algunos
paises esta restringido debido a los molestos efectos secundarios que produce
(mareos, vémitos, etc.), no asi en México. Este ultimo farmaco sigue siendo parte
de investigaciones para determinar su eficacia clinica en otros padecimientos

parasitarios (Metwally et al., 1995).

= 2.5.1 Pracicuantel

Como se describid anteriormente, el pracicuantel ya ha sido probado y es un
farmaco de eleccion contra las cestodosis, entre sus ventajas esta que se usa en
dosis Unica de 25 mg/kg en humanos (Minero, 1997); como desventaja esta el

precio del farmaco, lo que reduce su accesibilidad.
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El pracicuantel posee un sistema de anillo pirazino-isoquinolina (Fig. 10), esto
representa una estructura completamente nueva en la terapia antihelmintica, que

no se relaciona con otras estructuras de productos antiparasitarios (Kéhler, 2001).

)
By

Fig. 10. Estructura quimica del pracicuantel (Sumano et al. 1999).

El pracicuantel es usado frecuentemente para la esquistosomiasis y cestodosis
humana, se tiene estudiado ampliamente su modo de accidn (Martin, 1997; Metwally,
1995). Estudios han demostrado que el pracicuantel genera una contraccion
rapida de los musculos de los parasitos y vacuoliza sus tegumentos. Estas
alteraciones, sugieren que los sitios de accién son canales de iones permeables
al Ca** en la membrana del tegumento y en las células musculares, bana a los
parasitos con Ca** libre del medio que los rodea para inducirles una contraccion
(Martin, 1997), y dado que el tegumento esta unido por cargas eléctricas a células
musculares, hay un incremento de Ca®** dentro del reticulo sarcoplasmico de
dichas células y ocasiona una fuerte contraccion muscular en el parasito (Kéhler,
2001). El efecto del farmaco sobre el parasito es lento, toma aproximadamente 10
hr, y hasta entonces se comienzan a expulsar los gusanos. Las contracciones
pueden ser revertidas y pueden ser bloqueadas por Mg®* o La** pero no por Ni**,

Co®** u otros bloqueadores de canales de Ca®* (Martin, 1997).

= 2.5.2 Los carbamatos, propiedades y caracteristicas generales
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Estas sustancias son usadas principalmente en la agricultura como
insecticidas, herbicidas, nematodicidas e inhibidores de retonos. Son conocidas
tres clases de carbamatos pesticidas, los derivados de esteres, usados como
insecticidas y nematodicidas que generalmente son estables y poseen una baja
solubilidad en agua. Los carbamatos herbicidas que contienen radicales
aromaticos o alifaticos y los carbamatos fungicidas que contienen un grupo
bencimidazol (Minero, 1997). La sintesis y comercializacién de los carbamatos
pesticidas se ha dado desde 1950. Los fungicidas bencimidazoles fueron
introducidos en el mercado alrededor de 1970. EI medio acuoso es una ruta
importante de transporte para los carbamatos altamente solubles, la caracteristica
de ligera absorcidn de los carbamatos contribuye a su rapida descomposicion
(por fotodegradacion o fotodescomposicion) bajo condiciones acuosas. Los
carbamatos insecticidas son aplicados principalmente a las plantas y pueden
llegar al suelo, mientras que los carbamatos nematodicidas y herbicidas son
aplicados directamente en el suelo y existen varios factores que influyen en su
biodegradacion tales como volatilidad, tipo de suelo, humedad, absorcion, pH,
temperatura y fotodescomposicién (Minero, 1997).

Los carbamatos son toxicos para los gusanos y otros organismos que viven en
el suelo, hay una gran reduccioén en la poblacion de gusanos de tierra cuando se
aplican carbamatos en el suelo. La ruta metabdlica de los carbamatos es
basicamente la misma en plantas, insectos y mamiferos, son facilmente
absorbidos a través de las membranas mucosas, tracto respiratorio y
gastrointestinal, los metabolitos generalmente son menos toxicos que los
compuestos similares, sin embargo, en casos especificos los metabolitos son tan
toxicos 0 mas que los compuestos parientes de los carbamatos, en muchos
mamiferos los metabolitos son rapidamente excretados en la orina. El primer paso
en el metabolismo de carbamatos es la hidrdlisis a acido carbamico, el cual se
descompone en biéxido de carbono (CO,) y su correspondiente amina. Existe
muy poca informacién disponible sobre la distribucion de los carbamatos en

varios organos y tejidos de mamiferos, posterior a la exposicion a la inhalacion o
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por ruta oral. Los 6rganos en los cuales han sido detectados residuos son:
higado, rinones, cerebro, grasa y musculo. La vida media en la rata es de 3-8 hr.
Los datos disponibles muestran que la excrecion de carbamatos por via urinaria

también es rapida en el hombre y la ruta metabdlica es la misma en ratas (Minero,
1997).
Los carbamatos son efectivos insecticidas en virtud de su habilidad para inhibir

la Acetilcolinesterasa (AChE) en el sistema nervioso. La AChE cataliza la hidrdlisis
de la neurotransmisidn de la Acetilcolina (Ach) a colina y acetato. La Ach es un
mediador sinaptico de los impulsos eléctricos del sistema nervioso de los
mamiferos e insectos y actla como: neurotransmisor del cerebro de mamiferos y
sistema nervioso central de insectos, neurotransmisor preganglionar del sistema
nervioso autébnomo y como regulador de la contraccion neuromuscular del
musculo esquelético.

Para entender el mecanismo de toxicidad es necesario revisar el evento que
da lugar a la contraccién muscular (Fig. 11). La inervacién muscular produce un
impulso nervioso alcanzando la terminacion nerviosa donde la ACh se encuentra
almacenada en vesiculas en dicha terminacion, la ACh es liberada en la
contraccion. Dentro de los 2-3 milisegundos siguientes, la AChE interfiere del lado
del receptor. La ACh es convertida hidroliticamente en colina y acetato, causando
que la contraccion decrezca y cese. Cuando la AChE es inhibida por un
carbamato éster, no puede hidrolizar la ACh, asi la concentracion permanece alta
en la contraccion, incrementando la estimulacion continua del musculo el cual
lleva a la tetania. De esta manera, la inhibicion de AChE por carbamatos esteres
causa efectos letales en animales y humanos, siendo el resultado una gran
variedad de signos y sintomas de envenenamiento, pudiendo eventualmente

culminar en fallas respiratorias y muerte (Pereyra, 2004).
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Fig. 11. Mecanismo de liberacién de Acetilcolina (A.G.B.P., 2007).

= 2.5.3 Los bencimidazoles: aspectos generales

Muy frecuentemente se ha descubierto el uso de farmacos de forma alterna a
otros. El uso potencial de estos compuestos, como quimioterapicos en
enfermedades parasitarias, se estableci6 en el ano de 1950 a partir del
descubrimiento de la molécula a-D-ribofuranacil (Fig. 12), que es parte integral de

la vitamina B,, y que da origen al anillo basico de los bencimidazoles (Bennet-
Jenkins et al. 1996; Sumano et al. 1999).
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Fig. 12. Molécula [J-D-ribofuranacil (Sumano et al. 1999).

Los compuestos bencimidazoélicos aparecen como los productos mas
disponibles y mas ampliamente utilizados. La historia de estos potentes y
efectivos farmacos comienza con la introduccién del Tiabendazol en 1961, el
primer antihelmintico de amplio espectro producido. Este compuesto dio paso al
desarrollo de una variedad de nuevos productos estructuralmente relacionados,
estos Ultimos sustituyeron al primero debido a que tenian mejores caracteristicas,
como generar una baja toxicidad a los mamiferos y un amplio margen de efecto
antihelmintico (Kénler, 2001). Desde que se introdujo el tiabendazol como
antihelmintico de amplio espectro, éste y otros farmacos comenzaron con los
conceptos modernos de la quimioterapia antiparasitaria, estableciendo muchos

criterios de toxicologia para los desarrollos subsecuentes. Investigaciones
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intensivas desde los anos 60's y 70°s, han dejado una serie de antihelminticos
bencimidazodlicos y probencimidazdlicos (llamados asi porque son convertidos en
bencimidazoles activos por procesos metabdlicos en el hospedero, y los
metabolitos activos son los responsables de la accién antihelmintica), que
presentan una mejoria en el espectro de actividad que ha quedando firmemente
establecido para la mayoria de los bencimidazoles dentro del arsenal

quimioterapico (Lacey, 1988).
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Fig. 13. Estructura general de la molécula de los bencimidazoles (Sumano et al. 1999).

Benzimidazol carbamato

Los bencimidazoles (Fig. 13), denominados asi en forma general, y en
particular los llamados bencimidazol — carbamatos, son los que poseen la mayor
actividad antihelmintica, son materiales cristalinos con un punto de fusién alto y
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relativamente insolubles en agua (Minero, 1997). Su actividad esta intimamente
relacionada con la presencia del grupo nitro en el anillo bencimidazol. Los
bencimidazoles son compuestos sintetizados a partir de los siguientes pasos:
primero, la construccion de un anillo benceno con el sustitutivo deseado y, de 1,2
grupos diaminos, en el anillo de cierre y el derivado del 1,2 diaminobenceno. De
acuerdo al radical incluido en posicion 2, se generara el bencimidazol normal o el
bencimidazol carbamato, siendo éste Ultimo del cual se obtienen los
bencimidazoles mas modernos. Los bencimidazoles con efecto antiparasitario
son: tiabendazol (TBZ); cambendazol (CBZ); bencimidazoles carbamatos:
mebendazol (MBZ), flubendazol (FLBZ), ciclobendazol (CBZ), fenbendazol (FBZ),
oxfendazol (OFZ), albendazol (ABZ), oxibendazol(OBZ), parbendazol (PBZ),
luxabendazol (LBZ), ricobendazol (RBZ), y albendazol sulféxido (ABZSO).
Ademas los bencimidazoles halogenados: triclabendazol (TCBZ) y los
probencimidazoles como: tiofanato (TFN), febantel (FEB), netobimina (NTB),

clorsulén (CLN) (Sumano et al. 1999) (Fig. 14).
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Fig. 14. Estructura de las moléculas que conforman los bencimidazol carbamatos (Sumano et al.

1999).

Los antihelminticos albendazol, fenbendazol y mebendazol, con una estructura

bencimidazodlica, son los farmacos mas representativos del grupo, y se usan

ampliamente en la medicina veterinaria (Baliharova et al. 2003).

Cuando se comenz6 con el uso los productos bencimidazdlicos, se pudo

demostrar que estos nuevos farmacos causaban alteraciones ultraestructurales
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en las células intestinales de los nematodos vy en las células tegumentarias de
los cestodos, en particular en la redistribucion de las vesiculas citoplasmaticas y
otros organelos (kKéhler, 2001). Es asi como dichos cambios coincidieron con la
desaparicion de los microtubulos, por lo tanto se sugirié que los bencimidazoles
actuan inhibiendo el transporte de vesiculas secretoras mediadas por ellos en los
tejidos de absorcion de los parasitos, estas vesiculas liberan sus enzimas
causando danos tisulares en las células parasitarias. Actualmente se sabe
claramente que la accion de los bencimidazoles es la de su pseudoirreversible
acoplamiento y la capacidad de unién con alta afinidad en la subunidad proteica
de los microtubulos, la tubulina, interfiriendo asi en la funcionalidad y estructura
de los mismos (Kéhler, 2001). Analisis espectroscopicos sugieren que los
bencimidazoles efectldan la inhibicidn de la polimerizacion de la tubulina debido a
que el farmaco induce un desdoblamiento local en una pequefa region dentro
del mondémero de la porcidn B de la tubulina (Kéhler, 2001). Los microtubulos son
altamente dinamicos, presentes siempre para servir a otros organelos, para que
éstos lleven a cabo sus funciones vitales incluyendo la mitosis, movilidad y
transporte, esta funcion es similar en todas las células eucariotas (Kéhler, 2001). El
que estos productos se fijen en estas subunidades proteicas deja una cascada
de efectos bioquimicos y fisioldgicos adversos, los cuales causan el
desplazamiento del parasito de su sitio de establecimiento y su subsecuente
expulsion del hospedero (Gill et al. 1992). También se han informado efectos
inhibitorios de algunos bencimidazoles sobre las enzimas, principalmente la
fumarato reductasa (el bloqueo del paso de ésta enzima inhibe la generacion de
energia mitocondrial en la forma de ATP, en ausencia de energia disponible, el
parasito muere), entonces, se genera un efecto aditivo a la accién en la tubulina,
lo que aumenta el poder antiparasitario del farmaco. A este efecto se le puede
sumar el bloqueo del paso de glucosa desde el intestino del parasito a su
sistema, acentuando el déficit energético del parasito (Sumano et al. 1999). La baja
disociacion de los bencimidazdlicos en la tubulina de los helmintos hace que

permanezcan mas tiempo en las células parasitarias, en particular de los
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nematodos, la cual contrasta con la rapida disociacién de éstos en la tubulina de
los mamiferos. Esta diferencia de permanencia entre las células parasitarias y la
de mamiferos, genera el efecto toxico y letal de los bencimidazdlicos en los

parasitos (Gill et al. 1992).

o 2.5.3.1 Importancia de la tubulina y microtibulos

La existencia de los microtubulos en las células eucariotas se conoce desde el
ultimo siglo, sin embargo su estudio intensivo en la biologia celular es
relativamente reciente (Lacey, 7988). Los microtubulos, son fibras citoplasmaticas
con una forma tubular compuesta por heterodimeros de a y B tubulina como
mayores componentes, y las proteinas asociadas a los microtibulos en minoria.
Estan involucrados en muchas funciones celulares incluyendo la mitosis, la
morfogénesis celular y el transporte intracelular (Koizumi et al. 2004). Los
microtubulos son unos organelos intracelulares que tienen una gran variedad de
funciones incluidas el movimiento de los cromosomas durante la divisién celular,
proveen la estructura al esqueleto celular, movimiento de particulas intracelulares
incluyendo metabolitos energéticos. Son elementos casi aislados esparcidos al
azar en toda la célula y estan dispuestos en grupos en forma paralela para formar
dupletes o tripletes, se encuentran en animales y plantas, hongos y algunas
células bacterianas (Leeson et al. 1988). Los microtUbulos estan compuestos por dos
proteinas con 450 aminoacidos conocidas como o y B tubulina (Martin, 1997) (Fig.
15y 15a).

Los microtibulos del citoesqueleto juegan un papel importante en la
regulacion de la arquitectura celular. Los sistemas de microtubulos de las células
eucarioticas comprenden una matriz dinamica en los cuales los heterodimeros de
tubulina se polimerizan para formar los microtubulos, tanto en células normales
como en anormales (neoplasicas). Como consecuencia, las sustancias tanto
sintéticas como naturales capaces de alterar la polimerizacion y
despolimerizacidén de los microtlbulos, hacen que sean efectivos los agentes

quimioterapeuticos (Romagnoli et al. 2005).
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Fig. 15. Esquema representativo del acomodo de las subunidades de a y B tubulina (A.G.B.P.,
2007).

SUBUNIDAD SUBUNIDAD
a- Tubulina B - Tubulina

B P s e .
*APr R

Fig. 15a. Imagen tomada por microscopia electrénica de los microtibulos celulares (Leeson et al.
1988).

En 1972, Weisenberg fue el primero en notar que el Ca®* era necesario para la
polimerizacién de los microtibulos. El sugiri® que el Ca’* juega un papel
importante en la regulacion de la formacién de los microtdbulos y numerosas
investigaciones han ido confirmando esta observacién. EI Ca®** al mismo tiempo
impide la polimerizacién de los dimeros de tubulina y causa una rapida
despolimerizacion de los tubos preformados los cuales pueden ser
repolimerizados por quelacion (Berkowitz et al. 1981; Lacey, 1988). La tubulina
contiene sitios Unicos de alta afinidad para Ca®** y Mg®*. In vitro, dichos iones
muestran acciones opuestas; el Mg®* es requerido para el ensamble y el Ca**

unido a proteinas como la calmodulina, inhibe el ensamble e inducen el

40



desensamble, aqui mismo actlan proteinas asociadas a los microtibulos
(MAP's) (Lacey, 1988).

La formacién de los microtibulos es un proceso dinamico. La formacion
incluye la polimerizacion de la tubulina hasta un final y la despolimerizacion en el
otro final (el polo positivo es mas inestable, por lo que la despolimerizacion casi
siempre se da aqui). Los microtubulos que se forman estan hechos de 13 anillos
moleculares de tubulina (6 de a tubulina + 7 de B tubulina alternando con anillos
7 de a tubulina + 6 de B tubulina). Del 75 al 85% de la masa esta compuesta por
tubulina y proteinas en adicién, las proteinas asociadas a los microtibulos
(MAP “s) estan presentes estabilizando la estructura. Existen varios factores que
favorecen la polimerizacién incluyendo GTP, Mg?* y el incremento de temperatura
hasta 37°C. Un decremento en la temperatura hasta 4°C, la presencia de Ca®*,
calmodulina van a favorecer la despolimerizacion. La formacién de los
microtubulos puede ser inhibida por sustancias que se unan al borde de
cabecera (el polo positivo) de polimerizacion (Martin, 1997).

Para apreciar completamente el bloqueo de los mecanismos de los
microtUbulos, es necesario considerar que la naturaleza del equilibrio tubulina -
microtUbulos no es sbélo bioquimicamente, porque no sélo es parte de una célula
eucariota sino de un organismo entero. Se le han atribuido funciones a los
microtubulos en diferentes niveles celulares, por ejemplo: formacion del huso
mitdtico en la divisidon celular (Fig. 16), mantenimiento de la forma celular,
motilidad celular, secrecion celular, absorcibn de nutrientes y transporte
intracelular. La asociacion intracelular de ambos, tubulina o microttibulos incluye
muchos organelos: mitocondria, aparato de Golgi, ribosomas, lisosomas,
membranas celulares y por supuesto el nucleo. Es probable la asociacion directa
de la tubulina y los microtubulos, con mecanismos fisioldgicos de: hormonas,
neurotransmisores, nutrientes, enzimas y receptores, pero ain no se conocen en
si los efectos concretos. La alteracién del equilibrio tubulina-microtibulos deja
una cascada de cambios bioquimicos y fisiolégicos directos o indirectos,

resultando en una pérdida de la homeostasis celular. Las condiciones del
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desequilibrio celular, si se mantienen, son letales, estos efectos son mas
evidentes en una division celular activa o en crecimiento celular. Cada célula
requiere de gran utilizacion de tubulina y éstas se tornan mas sensibles a los
inhibidores de la tubulina, ya que generan una modificacion de la regulacion de
eventos fisioldgicos criticos (como lo es la divisidén celular) lo cual lleva a un dano

irreversible si dichos eventos se alteran (Lacey, 1988).

ANAFASE

MICROTUBULOS

CROMOSOMAS

MOVIMIENTO DEL
CROMOSOMA

CINETOCORO

(AMPLIACION)

Fig. 16. Representacion esquematica de la participacion de los microttbulos en la divisién celular
(A.G.B.P., 2007).

Los bencimidazoles mas usados en la medicina veterinaria, inducen la pérdida
citoplasmatica de los microtubulos de las células tegumentarias e intestinales de
los cestodos y nematodos, seguido por la pérdida de transporte de las vesiculas
secretoras, un decremento de la entrada de glucosa y se incrementa la utilizacion
del glicogeno almacenado del parasito (Martin, 1997).

En cuanto a la absorcibn presentan un ciclo enterohepatico. Los
bencimidazoles tienen una baja solubilidad en agua, lo que limita su absorcion
por via gastrica y, por ende, su distribucion. Se deben de considerar las
pequenas diferencias en cuanto a solubilidad debido a que aumentando ésta, se
manifiesta un incremento en la distribucion que conlleva a un incremento de la
actividad sistémica del producto (Sumano et al. 1999). La solubilidad es un factor
esencial para la eficacia de muchos farmacos, independientemente de la ruta de

administracion. Esto genera un mayor reto para las companias farmacéuticas
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para el desarrollo de nuevos farmacos. Un factor limitante para el funcionamiento
in vivo de productos pobremente solubles en agua, siguiente a una
administracion oral, es su resistencia a ser humedecida y a ser disuelta en los
fluidos del tracto gastrointestinal. Si se incrementa la proporcion de disolucién de
farmacos pobremente solubles en agua, se optimiza su biodisponibilidad (Kocbek
et al. 2006). La absorciéon de muchos de los productos administrados oralmente,
puede estar relacionada a sus propiedades de solubilidad y permeabilidad. Esas
dos caracteristicas, especialmente la solubilidad, pueden ser modificadas por la
combinacion de farmacos con diferentes excipientes y a través de este proceso,
la biodisponibilidad oral de productos con una baja solubilidad acuosa puede ser
mejorada (Mwambete et al. 2004). La baja solubilidad de los bencimidazoles es una
limitante que influye directamente en la formulacidn de los farmacos; esto
determina la eleccién del tipo de preparacion comercial como: suspensiones,
granulos, polvos, jarabes y pastas para administracion oral, intrarruminal e
intrarreticular principalmente (Sumano et al. 1999).

En cuanto al metabolismo (Fig.17), todos los bencimidazoles sufren un
proceso de inactivacion o de activacién. En el caso de los probencimidazoles,
este efecto se puede llevar a cabo en el estbmago, intestino, rumen o higado,
siendo la principal via metabdlica la aril-hidroxilacion y en segunda instancia, la
hidrdlisis de la funcién carbamato por la n- metil- acetilacion o reduccion. Los
bencimidazoles del grupo de los carbamatos pueden sufrir metabolismo
oxidativo o dealquilativo, originando un alcohol que por lo general es activo
contra parasitos migrantes (Sumano et al. 1999; Walchshofer et al. 1991). La presencia de
estos medicamentos en un organismo pueden inducir la activacion del sistema
microsémico enzimatico, aumentando la concentracion de enzima citocromo
P450, monoaminooxidasa y monooxigenasa, que son las que intervienen primero

en el metabolismo de estos farmacos (Sumano et al. 1999).
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ORINA

Hidrdlisis ~
Tiabendazol Citocromo < >—‘<:
P450 Conjuga- A Heces

cion

| - Hidrdlisis —— Amina

\ Orina
Mebendazol ———<| HECES

™ Reduccion T: Alcohol
Conjuga-

cion

HECES

Febendazol Citocromo T: Hidrélisis
RSl Conjuga- \ Orina
cion
. Sulfona- .
Oxfendazol Citocromo ] Orina
P450 ~ midas
Sulfonas Heces
Sulfona-
Albendazol MAMO id ORINA
(P450) < : midas

Citocro-
mo P450

Fig.17. Rutas generales de metabolizacién y eliminacién de los bencimidazol carbamatos (Sumano
etal. 1999).

Existen diferentes vias para eliminar los bencimidazoles (Fig.17). Esto
dependera del tipo de radicales que contenga el nucleo en particular, no
obstante, todos muestran el ciclo enterohepatico, por lo cual siempre se eliminan
de manera primaria por heces y secundaria por otras rutas como orina y leche
(Sumano et al. 1999). Los efectos toxicos son escasos y se limitan a anorexia, vomito,
mareo, anemia normocrémica, diarrea y prurito, aunque se ha descrito que en
hembras gestantes, estos farmacos son altamente dafninos para el producto, ya
que son teratogénicos y embriotoxicos (Capece et al, 2003). Los bencimidazoles
tienen aplicaciones antinematodicas basicamente, tanto ovicidas y larvicidas, pero
algunos miembros del mismo grupo pueden tener efectos cestodicidas y
trematodicidas (Sumano et al. 1999). Los bencimidazoles y sus derivados han sido
usados ampliamente por su amplio espectro antihelmintico para el control de
estos parasitos en el ganado y en otras especies (Gill et al. 1992). El desarrollo de
resistencia a esta clase de productos, dentro de las poblaciones de parasitos, ha

ido limitando su utilidad en los programas de control parasitario (Gill et al. 1992).
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= 2.5.4 Resistencia a los antiparasitarios

Como se mencionaba al inicio de la parte introductoria, no se han reportado
casos de resistencia por parte del parasito Hymenolepis nana var. fraterna, pero si
se ha hallado lo que podria considerarse un indicio de resistencia a productos
comerciales, con principios activos anticestodicos, en otros cestodos que afectan
a pequenas especies, ya que dichos parasitos comienzan a tolerar las dosis
normales de farmacos conocidos (como el pracicuantel) en las desparasitaciones
convencionales (Balbuena et. Al, 2004) esto crea la necesidad de mejorar los
farmacos antiparasitarios existentes y de encontrar nuevos productos efectivos
que ayuden a ampliar las opciones de tratamiento.

En general, la resistencia a los antihelminticos continda incrementandose en
diversas areas geograficas, asi como en el nimero de especies afectadas y la

cantidad de farmacos antiparasitarios involucrados en este proceso (Sangster,
1999).
Cuando decidimos hacer el control parasitario con algun farmaco, es probable

que la resistencia ya esté en desarrollo. Esto se debe a que el tratamiento con
farmacos, sea el producto que sea, deja parasitos sobrevivientes, los cuales al
final se reproducen, contribuyendo asi a transmitir los genes de resistencia a la
descendencia, quedando poco a poco fuera los genes que podrian darles
susceptibilidad y adquiriendo los de resistencia (Sangster, 1999).

El fendmeno de resistencia a los farmacos es, esencialmente, un cambio en la
frecuencia de genes de una poblacion de vermes, producida por la seleccién de
un farmaco; debido al cual lo dosis minima recomendada para destruir un
porcentaje determinado de la poblacion, deja de ser eficaz; en otras palabras, se
define como la capacidad de los vermes para sobrevivir al efecto letal de un
compuesto con propiedades antihelminticas (Kassai, 1998).

La resistencia colateral y la resistencia cruzada son estados en los que una
poblacién parasitaria seleccionada tiene un gene que codifica un mecanismo
para evitar la toxicidad de farmacos con el mismo mecanismo de accién o de

farmacos con mecanismos de accién diferentes respectivamente (Kassai, 1998).
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La resistencia multiple es un estado en el que una poblacion parasitaria ha
sido seleccionada para resistir la accion de farmacos pertenecientes a familias
con distintos mecanismos de accion, dando lugar a mecanismos de evasion
diferentes pero concurrentes (en ocasiones también se utiliza como sinénimo de
resistencia cruzada) (Kassai, 1998; FAO, 2003).

Puesto que los antihelminticos constituyen por el momento el principal medio
de prevencién y control de la helmintosis, es absolutamente vital conservar la de
los farmacos actualmente mediante su uso racional (Kassai, 1998).

El costo del descubrimiento, investigaciéon y desarrollo de un producto
farmacéutico (p. ej. para uso en animales de abasto) requiere millones de pesos y
puede involucrar hasta unos 12 anos de investigacion; por ello, las posibilidades
de que en un futuro cercano podamos disponer de antihelminticos de amplio
espectro con nuevos mecanismos de accion, son escasas; por lo tanto, la
siguiente advertencia resulta oportuna e imperativa: mantener la eficacia de
nuestros antihelminticos; ademas, deberiamos estar preparados para el momento

en que los farmacos de amplio espectro ya no sean eficaces (Kassai, 1998; FAO,
2003).

o 2.5.4.1 Caracteristicas esenciales de la resistencia a los
farmacos (Kassai, 1998, FAO, 2003).

» El desarrollo de cepas de vermes resistentes, es evolutivo.

» Es una propiedad fisiol6gica hereditaria.

= Se basa en la seleccion de individuos de una pequefna poblacion
parasitaria que poseen los alelos de resistencia a determinados farmacos
(variabilidad genética). La resistencia aparece heredada directamente por
los procesos de la genética Mendeliana (Sangster, 1999).

= Las posibilidades de seleccion inversa para que las cepas de vermes
resistentes vuelvan a ser sensibles a los antihelminticos son débiles y

transitorias (Kassai, 1998).
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o 2.5.4.2 Factores que influyen en la seleccion de parasitos
resistentes a los farmacos

El desarrollo de resistencia a los productos antihelminticos se considera la

mayor amenaza para el control parasitario en todo el mundo (Dobson et al. 1996).
Muchos factores influyen en la forma del desarrollo de resistencia a los
pesticidas y su propagacion en una poblacién (Dobson et al. 1996). Estos factores
se han clasificado , por su importancia, en: genéticos, incluyendo la
proporcidon de la mutacién y la dominancia relativa de la caracteristica
afectada; reproductivos, incluyendo generaciones por ano y el tamano de las
fluctuaciones en la poblacidn; medio ambientales, incluyendo migraciéon de los
insectos 0 especies afectadas y su capacidad de evitar a los pesticidas;
operacionales, incluye la proporcidon de la poblacidn expuesta y la persistencia
del agente quimico para el control de dichas poblaciones (Dobson et al. 1996).

= Factores operativos (Dobson et al. 1996; Kassai, 1998; FAO, 2003).

* La naturaleza quimica del farmaco utilizado y la rotacion del mismo: si
no se realiza rotacion o si ésta es muy frecuente, favorece el desarrollo
de resistencias.

* Frecuencia y momento de los tratamientos: el desarrollo de
resistencias puede ser consecuencia tanto del uso frecuente vy
continuado de antihelminticos con el mismo mecanismo de accion
como de uno o dos tratamientos; el porcentaje de helmintos de la
suprapoblacién que estan protegidos, es decir, el nUmero de estadios
larvarios existentes en el medio no expuestos a la presion de seleccion
por el farmaco, determinan en qué medida contribuyen los genes de los
supervivientes al tratamiento farmacoldgico al conjunto global de genes
de las futuras generaciones (infrapoblaciones de vermes).

+ Dosis: recientemente se ha demostrado que la dosis mas peligrosa

para favorecer la diseminacion de resistencias a los antihelminticos
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depende de la frecuencia del alelo de la resistencia y de factores que
controlan la fecundidad y supervivencia de los vermes cuando se
instaura el tratamiento; por lo tanto, la idea actualmente existente de
“una dosificacion insuficiente” siempre promueve la seleccion de cepas
resistentes, debe ser evaluada y corregida; las dosis mas altas imponen
una mayor presion de seleccion (Kassai, 1998; FAO, 2003).

* Pautas de manejo de pastoreo y climatologia en animales sometidos a
éste régimen: por ejemplo, el traslado de animales después del
tratamiento a un pasto poco contaminado (“seguro”) (cuando se utiliza
la estrategia de “medicar y trasladar”) o el tratamiento de animales que
pastan en zonas poco contaminadas (durante las sequias) acelera la
diseminacién de los alelos de resistencia.

* Movimiento de ganado entre granjas: los vermes resistentes son
habitualmente introducidos en una explotacion o rebano al adquirir
animales portadores de vermes resistentes a farmacos.

» Factores genéticos: frecuencia, dominancia y numero de alelos de
resistencia en la poblacion de vermes.
= Factores bioldgicos o ecologicos: longevidad y fecundidad de los vermes

adultos, prolificidad y cantidad de larvas ingeridas (Kassai, 1998).

o 2.5.4.3 Medidas de prevencion y control para evitar el desarrollo
de resistencia a los farmacos (Kassai, 1998; FAO, 2003).
Se debe tener en cuenta que el momento mas adecuado para luchar frente
a las resistencias a los farmacos, es antes de que éstas se hagan evidentes y

se extiendan.
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Los siguientes métodos y principios sugeridos podrian reducir el “riesgo de

aparicion de resistencias” o prevenir la difusion de las ya existentes:

O

Usar antihelminticos eficaces. Cuando se detectan resistencias a un
determinado farmaco, se deberia interrumpir su empleo (recordar
también la resistencia colateral) (Kassai, 1998). Al entender el modo de
accion de los antihelminticos, se pueden establecer medidas que
ayuden a mejorar la eficacia antihelmintica, reducir su toxicidad en el
hospedero buscando siempre que dé como resultado una baja
resistencia al mismo (Prichard, 1997).

Administrar la dosis correcta.

Utilizar de forma alternativa antihelminticos de diferentes grupos
siguiendo una pauta anual (no mas frecuentemente).

Evitar la introduccibn de vermes resistentes, mediante la
desparasitacion de todos los animales adquiridos antes de juntarlos
con el resto del rebano.

Utilizar el numero minimo de tratamientos; recordar que la
frecuencia de tratamientos es una de las principales causas de
seleccién rapida de resistencia.

Utilizar los principios epidemioldgicos del control de helmintosis,
integrando el tratamiento de los animales con pautas de manejo.
Fomentar entre los ganaderos el control anual del estado de
resistencia de las parasitosis en sus explotaciones.

Educar a los veterinarios de campo y ganaderos sobre la resistencia
frente a los antihelminticos y su control (Kassai, 1998).

Aunado a esto, es indispensable el uso de alternativas de control no
quimioterapeuticas como: estrategias de manejo del rebafno, del
pasto, evitar la introduccion de animales nuevos con parasitos
poseedores de genes de resistencia, utilizar nuevas alternativas
como la vacunacioén antihelmintica y el control biolégico en el medio

ambiente de la explotacion, etc. (Kassai, 1998, FAO, 2003).
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2. INTRODUCCION

Desde que se han ido presentando las enfermedades parasitarias, se
les han dado diferentes tratamientos para su control y erradicacion. Los
parasitos que afectan a los humanos, fueron el primer foco de interes para
generar productos antiparasitarios efectivos (Bennet-Jenkins et al. 1996
Actualmente, en la medicina veterinaria, las afecciones parasitarias son
una causa importante de peérdidas debido a morbilidad y mortalidad de
animales, reduccion de niveles de produccion y productividad, alteraciones
reproductivas y los altos costos de control que esto implica, entre otros;
dichas afecciones también estan presentes en las especies que conviven
continuamente con el humano, como mascotas o0 especies ornamentales
(FAO, 20053). Las parasitosis diversas de las que hablamos, estan originadas
por la presencia de protozoos y metazoos parasitos, estos Ultimos
organismos pluricelulares que incluyen grupos con diferente nivel evolutivo,
entre los que se situan los helmintos (nematodos, cestodos,
acantocefalos) y los artropodos, encontrando que algunos de ellos generan
zoonosis y ocasionan serios problemas salud publica (FAO, 2003).

Los ultimos 30 anos se han caracterizado por la generacion de muchas
estrategias de control de endo y ectoparasitos que afectan a muchas
especies, eéstas tienen como principal objetivo eliminar o reducir
ampliamente las poblaciones de parasitos con el uso de farmacos y/o
productos quimicos (FAO, 2003; Minero, 1997). Resulta facil instaurar una
estrategia de control cuando la economia de un pais o region se encuentra
en apogeo, los farmacos son eficaces y el productor se encuentra
dispuesto a colaborar (FAO, 2003). lLa situacion cambia radicalmente,
cuando hay problemas de financiamiento y el productor debe afrontar otras
prioridades dando origen a abusos en el uso de productos que se adquieren

a un precio mas economico o0 que se tienen al alcance de la mano,
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entonces; el uso indiscriminado, dosis inadecuadas y/o condiciones
ambientales adversas, propician que las poblaciones parasitarias generen
resistencia de diversas maneras. Esta se define, ampliamente, como la
habilidad de una poblacion de parasitos para tolerar dosis de productos
toxicos que serian letales para la mayoria de individuos en una poblacion
normal (susceptible) de la misma especie (FAO, 2003). El desarrollo
constante de nuevos principios para control antiparasitario, tiene como fin
encontrar estrategias que permitan el uso prudente de un principio activo
con acciones conjuntas que faciliten el uso racional del mismo, para que
eéste tenga un funcionamiento eficaz con el minimo de efectos indeseables
tanto para el paciente como para el medio ambiente (Pereyra, 2004

Como se citd anteriormente, las enfermedades parasitarias son un
problema de salud publica de gran magnitud, y el problema es similar
cuando de animales domesticos se trata (Kshler, 2007) En resumen, los
helmintos en general, son la causa mas marcada de serias peérdidas
econémicas, particularmente en areas donde se practica el pastoreo
extensivo. Las companias farmaceuticas han mejorado la seguridad y
ampliado el espectro de los antihelminticos, con esto han ayudado a
reducir la incidencia de gran numero de enfermedades parasitarias (Kéhler,
20017). Actualmente ha habido un sustancial progreso en la terapia
antihelmintica, se han desarrollado nuevos productos antiparasitarios y se
han encontrado las dosis, el grado de eficacia y la seguridad en ellas, como
en sus predecesores. Los antihelminticos modernos son altamente
eficaces, tanto en fases parasitarias maduras como inmaduras, asi como
en especies de helmintos gastrointestinales y en aquellos que son
extraintestinales. Muchos de esos farmacos son bastante bien tolerados
por el hospedero y en algunos casos los tratamientos solo requieren de
dosis Unicas, asi como de pequenhas cantidades (Kénler, 2007). La mayoria

de los nuevos productos desarrollados afectan bioguimica vy



fisiologicamente a sitios blanco de los parasitos como las proteinas
estructurales, canales de iones, enzimas y transporte de moleculas Kshler,
20017) Los blancos encontrados como “adecuados” en los helmintos,
incluyen procesos como: actividad muscular y coordinacion neuromuscular,
procesos sensoriales, alimentacion vy la regulacion de la presion celomica,
por ejemplo. Hay algunos otros blancos quimioterapeulticos potenciales
gue incluyen metabolismo energetico, obtencién de nutrientes,
metabolismo de acidos nucleicos y algunas rutas anabdlicas (Geary et al.
18599).

Se ha mencionado el gran avance en el desarrollo de nuevos productos
antiparasitarios, sin embargo, hay que tener en cuenta que la generacion y
propagacion de resistencia ha desgastado la utilidad de los antihelminticos
disponibles (aun siendo de nueva generacion), favoreciendo la reduccion de
opciones de tratamiento. Los productos nuevos que formaran parte del
arsenal quimioterapico, que estan todavia en investigacion y desarrollo,
deberan de ser disefiados o producidos de tal forma que disminuyan estos
aspectos adversos para el combate eficaz de las parasitosis.

El cestodo Hymenolepis nana var. fraterna, es dificil de erradicar del
hospedero tAndrews et al., 1979), pero no han habido reportes de resistencia
como tal a los farmacos antiparasitarios utilizados para su control vy
eliminacion. Se ha encontrado recientemente que otros cestodos,
principalmente de perros y gatos, persisten en sus hospederos aun
despues de la desparasitacion con farmacos utilizados para tratar las
cestodosis (p.ej. pracicuantel)l a las dosis recomendadas (Balbuena et. Al
2004), por lo cual, es importante generar nuevos principios activos que
amplien las opciones para el tratamiento de este tipo de parasitosis, y no
solo se limite al uso de unos cuantos productos, ya que se estaria

propiciando la resistencia de los parasitos a dichos farmacos.



2. 71 Tipos de parasitos

Bajo la condicion de parasitos existen una gran variedad de organismos
en la naturaleza. La parasitologia cubre grupos definidos entre los que se
incluyen: los protozoarios, helmintos y artréopodos.

La distincion mas general en la morfologia, esta dada por el numero de
ceélulas que los componen. Existen protozoos y metazoos parasitos. Los
primeros constituidos por una celula, y los ultimos pluricelulares que
incluyen grupos con diferente nivel evolutivo entre los que se situan los
helmintos (nematodos, cestodos, acantocefalos) y los artropodos. En
estos Ultimos organismos se considera una estructuracion celula-tejido-
aparato-sistema que integra al individuo, de diferente nivel evolutivo, con

mas 0 menos propiedades o componentes Minero, 1997).

A continuacion, se describe el grupo de los helmintos, por su
importancia en este trabajo:

Los helmintos son animales invertebrados, de vida libre o parasitaria,
conocidos como gusanos. El término helminto deriva de las palabras
griegas helmins o helmintos y significa vermes, dicho término no tiene un
significado zooldgico claramente definido. Se utiliza para denominar
popularmente a muchas variedades de pequefnos animales invertebrados,
carentes de extremidades, con cuerpo blando y alargado. ElI término
helminto se restringe a los vermes parasitos, por lo tanto, éstos se
definen como organismos que viven sobre o dentro de otros, a partir de los
cuales obtienen parte o todos sus nutrientes organicos, estos presentan
habitualmente cierto grado de modificaciéon estructural adaptativa y
producen un dano real a su hospedador (Kassai, 1998).

Principalmente se distinguen los Platyhelmintes o gusanos aplanados, y
los Nematelminthes o gusanos cilindricos. La forma etimologica y correcta

del nombre del phylum es Platyhelminthes, que deriva de dos voces griegas:



Platys. plano y helminthes: gusano (Lamothe, 1983). Los Platyhelmintes
incluyen a los trematodos y los cestodos, los platelmintos en general, se
caracterizan por su aspecto aplanado o acintado, con simetria bilateral y
sin cavidad celémica. Con excepcién de algunas planarias, todos son
parasitos. Los trematodos son platelmintos cuyas fases adultas son
aplanadas dorsoventralmente y tienen un aspecto ovalado o foliaceo.
Presentan una ventosa muscular peribucal y una ventosa ventral o
acetabulo, casi todos son hermafroditas. Los cestodos son aplanados
dorsoventralmente, semejan cintas y por ello se les denomina tenias; son
de tamano variable, pero de constitucion anatémica semejante, en la cual
se puede diferenciar el escolex, el cuello y el estrobilo. Los nematodos son
cilindricos, alargados y aguzados en los extremos, de seccion redonda con
simetria bilateral, no segmentados y de tamanho variable Winero, 1997).

Por ser el cestodo Hymenolepis nana var. fraterna, el organismo
empleado como modelo en este trabajo, profundizaremos en la descripcion

del grupo a que pertenece.

Z. 2 Generalidades de los cestodos

Estos platelmintos son exclusivamente parasitos del intestino de
vertebrados en estado adulto. No cuentan con una epidermis ciliada, pero
si con una cuticula especializada, organos adhesivos en el extremo
anterior, cuerpo segmentado, cada segmento o proglétido cuenta con un
juego de organos reproductores masculinos y femeninos, carecen de
aparato digestivo, circulatorio y respiratorio, el excretor y nervioso apenas
representados, el reproductor bien desarrollado, ciclos de vida complejos
en los que intervienen dos o mas hospederos. El huevo contiene un embrion

hexacanto (6 ganchos). Se conocen aproximadamente 3,500 especies

(Lamothe, 19835).



= 2. 2 7 Clasificacion de los cestodos (Lamothe, 1983)

e Fhylum:.

Platyhelminthes. Organismos con

dorsoventralmente.

cuerpo

e (J/ase: Cestoda. Con cuerpo generalmente segmentado.

aplanado

e Subclase: Eucestoda. Cuerpo con escolex, cuello y estrobilo, sin

aparato digestivo.

Incluye estos ordenes:

1.

7.

S e

Protocephallidea

Tetraphyllidea

Lecanicephaloidea

Pseudophyllidea

Trypanorhyncha

Cyclophyllidea

o Familias:

Aporidea

Mesocestoididae
Anoplocephalidae
Devaineidae
Dilepididae
Hymenolepididae
e Hymenolepis nana
e Hymenolepis diminuta
e Hymenolepis microstoma
Taeniidae
Pseudophyllidae
Diphyllobotriidae

8. Nippotaeniidea

9. Caryophyllidea
10. Spathebothridea



= 2 2.2 Clase: Cestoda (Lamothe, 1983]
» (aracteristicas generales
Los cestodos presentan un cuerpo acintado, aplanado en sentido
dorsoventral, en el que se observan tres regiones bien definidas: el
escolex, el cuello y el estrobilo o cuerpo. En la mayoria el estrobilo es
segmentado (proglétidos) (Lamothe, 1983; Kassai, 1998). Las estructuras
internas de los cestodos incluyen: pared del cuerpo, paréenguima,
musculatura, sistema osmorregulador, sistema nervioso, aparato
reproductor masculino y femenino (Quiroz, 2005).
= Localizacion: Los adultos de la mayoria de las especies de cestodos
se localizan en el intestino delgado, fijados a la mucosa por medio de
su escolex (Kassai, 1998).
= Tamarnio: Por lo general son peguenos, pero pueden medir desde
1mm hasta varios metros (Lamothe, 1983
= (olor: Por regla general son blancos o blanco amarillentos (amothe,
1983).
= FEscolex: El escolex o region cefalica es un o6rgano de fijacion
caracteristico de Ilos cestodos esta provisto de diferentes
estructuras adhesivas como botrias, botridios, ventosas o ganchos
(Lamothe, 1983). Las ventosas o0 acetabulos son caracteristicos de los
Cyclophyllidea, y se presentan como 4 depresiones musculosas. Con
frecuencia presentan ganchos arreglados en una o dos hileras,
llamadas rostelo (que puede estar armado por una 0 mas coronas
concentricas de ganchos) cuyo numero, forma y disposicion son de
importancia taxonémica (Lamothe, 1983 Kassai, 1998).
» (Luello. Esta porcion situada inmediatamente abajo del escolex, no es
segmentada, su funcion es generar el proceso de estrobilacion para

formar nuevos proglotidos (Lamothe, 1985) (Fig. 1).



ROSTELO
ENTOSA ESCOLEX
4{ 0., }

CUELLO { g
PROGLOTIDOS t_,
INMADUROS —,

*
f i

PROGLOTIDOS
MADUROS

PROGLOTIDOS
GRAVIDOS

Fig. 1. Esquema general de un cestodo (A.G.B.F., 2007).

Estrobilo. El estrobilo o cuerpo propiamente dicho, esta constituido,
generalmente, por una especie de segmentos o proglotidos que
varian segun la edad y la especie, se pueden distinguir tres zonas. La
primera, cercana al cuello, que presenta segmentos inmaduros; la
media, en donde los segmentos son maduros, es decir, se observan
los 6rganos reproductores; y la posterior, en donde se observan
proglotidos gravidos, estos de mayor tamano, en donde el Utero se
encuentra hipertrofiado por estar lleno de huevos. (Lamothe, 719835
Los proglétidos maduran a medida que avanzan por el estrobilo
(Kassai, 19958). Cada segmento maduro es una unidad hermafrodita
compleja que contiene una o dos dotaciones de érganos femeninos y

varios masculinos (Kassai, 1998, Quiroz, 2005). Los proglotidos gravidos
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0 seniles, ocupan la porcion posterior del parasito, la mayoria de los
organos genitales se atrofian por la presion que ejerce el Utero lleno
de huevos o las capsulas ovigeras que llegan a ocupar gran parte del
proglotido gravido (Quircz, 2005). Los proglotidos pueden contener
huevos aislados, fragmentos del Utero (fragmentos parauterinos) con
los huevos o paquetes de huevos o capsulas ovigeras (Kassai, 1998).
Estos proglotidos se desintegran o se desprenden para ser
eliminados en las heces (Quiroz, 2005). En algunos cestodos el
estrobilo esta formado por un proglotido de cada tipo; entonces se le
llama monozoico, otras veces tienen docenas o0 cientos de

proglotidos de cada tipo y entonces se les denomina polizoicos
(Quircz, 2005].

Tegumento (Fig. 2). Los cestodos dependen Unicamente de su
tegumento para la adquisicion de alimento (Halton, 1997), éste es su
principal 6rgano digestivo y de absorcion (Jones, 7998). Como
enteroparasitos, estos viven en ambientes que son generalmente
ricos en nutrientes de bajo peso molecular, siempre abundantes por
la forma de nutricion del hospedero. Esto ha sido una ventaja para
dichos parasitos, ya que explotan la superficie de su cuerpo como
un “sistema” para obtener alimento, porque al carecer de intestino
desarrollaron un mecanismo interno para la obtencién de nutrientes
(Halton, 7997). La pared del cuerpo esta formada por varias capas;
una externa llamada cuticula, de la que es parte el tegumento, y que
tiene uno o mas estratos, de aspecto transparente sin poros (Quiroz,
2005). Haciendo una comparacion, el tegumento de un parasito plano
tiene funciones de absorcion similares a las de la mucosa intestinal
de los mamiferos, pero tienen funciones mas complejas (Jones, 71998
Este tegumento posee un borde de micropelos el cual es analogo a

las microvellosidades intestinales, estos micropelos son Unicos en
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los cestodos (Jones, 7998) La membrana plasmatica que delimita
estas estructuras mueve moleculas que son faciles de transportar
como azucares, aminoacidos, acidos grasos y nucleotidos (Halton,
7997).  El parénquima de los cestodos es un tejido soélido que
contiene celulas, principalmente miocitos, alrededor de una extensa
matriz extracelular (Jones, 7998). El amplia area de superficie de los
parasitos aplanados y la corta distancia de difusion, favorecen la
absorcion de nutrientes a través de la superficie (Kearn, 7998). La
superficie de absorcion puede incrementarse hasta diez veces debido
a que los micropelos, y otras modificaciones morfolégicas y
bioquimicas, han evolucionado para facilitar el transporte eficiente

dentro del parasito y cubrir sus necesidades nutricionales (Halton,
1897).

MICROPELOS

VESICULA

MITOCONDRIAS
— RIBOSOMAS

VACUOLAS
MEMBRANA BASAL

MUSCULOS
CIRCULARES

MUSCULOS

LONGITUDINALES

CELULAS DEL
MESENQUIMA

Fig. 2. Capas que conforman el tegumento de los cestodos (A.G.B.P., 2007).
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La capa citoplasmatica, de la cual los micropelos derivan, es un
sincitio con dos niveles: uno externo con numerosos organelos como
mitocondrias, ribosomas, vacuolas y granulos etc., y uno interno
comunicado por puentes al exterior, consistiendo principalmente de
citones con citoplasma perinuclear, ambos divididos por una lamina
basal, debajo de la cual se encuentra la musculatura, constituida por
una capa externa de musculos circulares y una interna de musculos
longitudinales (amothe, 17983) Una delgada capa de células
neuromusculares esta debajo de la anterior, que continua por una
capa subcuticular compuesta de ceélulas bipolares, alargadas o
epidermicas situadas a varias profundidades (Quiroz, 2005).

El parenquima es el espacio que encierra el cuerpo
independientemente de las estructuras osmorreguladoras, fibras
musculares, sistema nervioso y reproductor. Las celulas
parenquimatosas sirven de reserva de glicogeno y entre ellas hay
abundante fluido Lamothe, 1983, Quiroz, 2005
Nutricion: La absorcion se realiza a traves de los tegumentos donde
intervienen de una manera directa los micropelos. Las reservas de
glicogeno representan un 60% de su cuerpo (Lamothe, 1983). Existen
evidencias de estudios realizados /7 witro que sugieren una compleja
relacion nutricional entre hospedero y cestodo. Hay que considerar
dos aspectos: primero, los cestodos como las plantas y algunos
protozoarios, son capaces de fijar el CO,, dando como consecuencia
una eficiente utilizacion de material de la mucosa intestinal del
hospedero; es conocida la alta actividad metabdlica que tienen las
celulas de la mucosa, asociadas sin duda al alto nivel de CO.
intestinal. El segundo aspecto observado es que los cestodos son
capaces de tomar el material nutritivo por contacto directo con la

mucosa intestinal. Tanto el escolex como el estrébilo tienen
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capacidad para absorber nutrientes de la mucosa intestinal. Este
proceso se conoce parcialmente, aunque se considera que el
tegumento del parasito solamente ingiere particulas de moco o
detritus celulares por pinocitosis (@uiroz, 2005). Otra alternativa que
se considera es que el escolex secreta enzimas proteoliticas u otras
enzimas, que atacan la mucosa intestinal y las células degeneradas o
las secreciones de moco, incluyendo en algunos casos la digestion de
la membrana. Los cestodos utilizan su estrobilo para obtener
nutrientes del medio en donde viven, o sea material semiliquido vy
semidigerido, el cual es absorbido por difusién, transporte activo y
posiblemente pinocitosis por medio del tegumento. Posteriormente
los materiales nutritivos disponibles en el intestino son
suplementados con carbono y oxigeno obtenidos del CO. y materiales
relacionados con la interfase hospedero - parasito (Quiroz, 2005).
Metabolismo respiratorio:  Carecen de un aparato respiratorio
diferenciado; la respiracion es anaerobia, y utilizan el glicégeno como
fuente de energia (Lamothe, 1983)

Carecen de aparato circulatorio (Lamothe, 1983).

Aparato excretor (Fig. 3 y 3a): Es de tipo protonefridial o en ceélulas
flama (llamadas asi por su movimiento). Esta constituido por 4 vasos
colectores longitudinales principales, 2 ventrolaterales y 2
dorsolaterales, los primeros se unen entre si, por medio de un canal
transversal, en la parte inferior de cada proglotido (Lamothe, 19585). El
liguido colectado por las celulas flama, entre ellos agua vy
excreciones, es lanzado a los tubos de mayor calibre para llegar al

exterior del ultimo proglétido y ser eliminado al exterior del parasito
(Quircz, 2005J.
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Fig. 3. Estructura del aparato excretor en los proglétidos de un cestodo (A.G.B.F.,
2007].

PROGLOTIDOS

VASOS
4 DORSALES

VASOS
VENTRALES
CANALES 1
OSMORREGULADORES
VASO
TRANSVERSAL

CELULA FLAMA

Fig. 3a. Detalle de la localizacién de la célula flama (transversal) en el aparato excretor

(AGBPF, 2007

Sistema nervioso (Fig. 4 vy 4a): Considerando que carecen de
coordinacion, el sistema nervioso de los cestodos consiste,
basicamente, en un ganglio cerebroide (denominado asi por que regula
las funciones vitales del organismo con células semejantes a neuronas)
y esta situado en el escolex, de forma mas o menos rectangular, del
gue parten 4 troncos nerviosos longitudinales, 2 ventrolaterales y 2
dorsolaterales mas delgados, unidos entre si por comisuras
transversales a nivel de cada proglétido. Los nervios que salen del

ganglio cerebroide inervan los musculos, tegumentos y o6rganos
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reproductores. Recientemente se ha demostrado que existen
terminaciones nerviosas sensoriales, morfolégicamente semejantes a
las de otros invertebrados, aunque su exacto mecanismo funcional es

aun desconocido Lamothe, 1983).

Fig. 4. Esquema general del escolex que detalla la ubicacion del sistema nervioso en
los cestodos (A.G.B.P., 2007).

ESCOLEX

GANGLIO
CEREBROIDE
TRONCOS
TRONCOS VENTROLATERALES
DORSOLATERALES

PROGLOTIDO

Fig. 4a. Esquema gue muestra la ubicacidn de los troncos nerviosos en los proglétidos
de un cestodo (A G.B.P., 2007].
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= Aparatos reproductores (Fig. B): Los cestodos son reproductores
altamente prolificos, y este enorme potencial reproductivo en
muchas especies origina, asimismo, la capacidad de replicar su
sistema reproductivo. Muchos cestodos copian uno o mas veces su
sistema reproductivo en muchos de sus segmentos somaticos. Este
proceso puede ser repetido con gran velocidad, generando muchos
cientos o miles de segmentos, frecuentemente con una pequena
variacion entre éstos, excepto por desviaciones en la localizacion de
los poros (senos) genitales, asi como el numero y lugar de algunas

gonadas (Jones, 19986,

Fig. 5. Disposicion anatdmica general de la ubicacidn de los aparatos reproductores en
un proglétido maduro de cestodo (A.G. B.P., 2007).

= Aparato reproductor masculino (Fig. B): Este consiste de uno, dos o
numerosos testiculos. En la mayoria de los cestodos, estan situados
en el parénguima medular, de cada testiculo sale un conducto
eferente, este se ensancha para constituir una vesicula seminal que
entra, por regla general, a un cirro junto con las glandulas

prostaticas. En algunas especies puede existir una vesicula seminal
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externa, ademas de una interna, la bolsa del cirro desemboca a un
atrio genital y este al poro genital que se encuentra localizado, casi

siempre lateralmente en el proglotido (amothe, 1983

o A s Ay TN Tl e

\r

VESICULA

SEMINAL VASO

EFERENTE
SACO DEL /

CIRRO ——— %
(

CIRRO >

VASO

DEFERENTE \‘

7
/

Yol L e T = =

‘7—‘._~ el )l i i it ek i it

Fig. 6. Estructura general del aparato reproductor masculino y sus componentes

(AGBPF, 2007

Aparato reproductor femenino (Fig. 7). Consiste por lo general, de un
solo ovario, lobulado o no, del cual parte un oviducto que llega al
ootipo, que se encuentra rodeado por unas glandulas unicelulares
llamadas de Mehlis, dichas glandulas secretan una membrana muy
delgada alrededor del cigoto y estan asociadas a las glandulas
vitelinas o vitelégenas. La formacion de la cuticula o cascaron del
huevo es completada en el interior de las glandulas vitelinas (Schmid,
2000). El ootipo recibe la desembocadura del viteloducto, que resulta
de la unién de varios conductos que vienen en las glandulas
viteldégenas, cuya situacion varia segun las especies. La vagina llega
al ootipo, esta se ensancha y constituye un receptaculo seminal. Del
ootipo sale el uUtero, que, por regla general es ciego; la vagina se

inicia en el poro genital comun. Durante la coépula, el cirro de un

-18 -



proglotido se introduce en la vagina de otro proglotido del mismo

gusano, o de otro, cuando existen varios individuos en un hospedero

(Lamothe, 1985).

UTERO

.

SENO =
GENITAL
VAGINA
GLADULAS DE

MEHLIS

OVARIO

OQTIPO

RECEPTACULO
SEMINAL

GLANDULAS
VITELOGENAS

i ;

Fig. 7. Estructura general del aparato reproductor femenino y sus componentes

(AGBPF, 2007

Ciclo de vida: Generalmente requieren de uno o dos hospederos
intermediarios (Lamothe, 7983). El ciclo biolégico es indirecto. En el
orden Cyclophyllidea, el embrion hexacanto u oncésfera no tiene cilios
y permanece dentro de la cubierta del huevo hasta que es ingerido
por el hospedero intermediario vertebrado o invertebrado (GQuiroz,
2005). Posteriormente el embrion evoluciona a una de las fases
larvarias o metacestodos que se desarrolla en un hospedador
intermediario y al final se convierte en adulto en el hospedero
definitivo (Kassai, 1998).

Tipos de estadios larvarios infectantes (metacestodos) de los
cestodos Cyclophillidea (Kassai, 1998).

o UCisticerco: vesicula llena de liqguido con un escolex invaginado
(Kassai, 1998).
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Estrobilocerco. pequena vesicula unida a un escolex evaginado
mediante un tejido solido, segmentado y largo similar a un
estrobilo juvenil (Kassai, 1998).

Cisticercoide: un escolex evaginado embebido en una pequena
vesicula solida (Kassai, 1998).

Tetraridio. un escolex invaginado con una larva solida,
vermiforme (Kassai, 1998.

Cenuro. vesicula llena de liquido y tapizada internamente por
una membrana germinal a partir de la cual se forman por
gemacion numerosos protoescolex, que permanecen unidos a
la pared (Kassai, 1998).

Guiste hidatidico (metacestodo de Echinococcus spp.): vesicula
llena de liguido con una pared cuticular laminar tapizada
internamente por una membrana a partir de la cual se forman

por gemacion numerosos protoescolex libres o en grupos
(Kassai, 1998).

2 3 Caracteristicas generales: Familia Hymenolepididae (Dunn, 1978).

= 2 5. 7 Descripcion general de Hymenolepis spp.

Hospederos definitivos: Las aves, los mamiferos y el hombre.

Hospederos intermediarios: Una gran variedad de artropodos, entre
los que tenemos a las tijeretas (Anisolobis), los escarabajos

estercoleros, los miriapodos (Fontaria y Janus), las pulgas

(Ctenocephalides), |las polillas (Pyralis) y los copépodos (Cyclops).
Localizacion dentro del hospederao:. Intestino delgado.

Distribucion geografica. Mundial
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= 2 8.2 Descripcion del cestodo modelo Hymenolepis nana var.

fraterna (Fig. 8, 8a, 8h).

Fig. 8. Cestodo adulto Fig. Ba. Cisticercoide Fig. 8b. Huevo
Fig. 8. Fotografia del escolex de H. nana obtenida por microscopia electrénica
(thttp./www. stanford.edu). Fig. 8a. Esquema representativo del cisticercoide de H. nana
(Kearn, 1998). Fig. 8b. Fotografia del huevo de H. nana, obtenida por microscopio 6ptico

(http./www. helsenr. nol.

Hymenolepis nana parasita a los ratones y al hombre (Ounn, 7978). Este
parasito se describe como un cestodo pequefno, raramente excede los
40mm de largo por 1mm de ancho, es llamado la “tenia enana” del humano
y 8s comunmente vista en nifos que se contaminan con heces e ingieren
accidentalmente los huevos del pardasito (Kearn, 1998). Hymenolepis nana
var. fraterna es un cestodo similar al del humano, pero solo parasita a los
ratones e infecta a otros animales, no se ha demostrado completamente
gue ésta variedad parasite al humano, por lo tanto es considerada como
una especie morfologicamente igual (Henderson et al. 1987),

Es conocido que las ratas y ratones ingieren heces, este habito facilita
el desarrollo del ciclo de vida al cestodo Hymenolepis nana, parasito del
raton. En las heces van los huevos de dicho parasito, y son ingeridos por

algunos escarabajos, en su cavidad hemocélica se origina el cisticercoide.
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El huevo de este parasito es de forma ovoide, mide 50um de largo y en su
interior se encuentra el embrion gque posee un boton en cada extremo.
Estos botones tienen un filamento largo y delgado, le dan al huevo un
aspecto de limén. Las oncoésferas tardan dos semanas en alcanzar su
estado de cisticercoide dentro del artrépodo @unn, 7978. Un aspecto
interesante de este cestodo, es que sus oncosferas pueden seguir su ciclo
de vida como cualquier otro cestodo o0 alcanzar la misma fase de
cisticercoide en las vellosidades del hospedero final (Kearn, 79598) El
hospedero final adquiere la infeccion por ingestion del hospedero
intermediario. Las oncosferas se diferencian en metacestodos
(cisticercoides) en el tejido intestinal de ratdén o rata en 4 dias o en
escarabajos en aproximadamente 2 semanas (@ una temperatura
promedio de 20°C). Los metacestodos desarrollados en el raton o
escarabajos desarrollan a formas adultas en el lumen intestinal del mismo
raton u otro hospedero definitivo en 10 dias. Hymenolepis nana (adaptada
al raton) no desarrolla a formas adultas en ratas (to, 7997, Ito et al. 1988).
Sin embargo, en un ciclo directo, los huevos ingeridos por el ratdn quedan
atrapados en el intestino y el embrion hexacanto penetra en las
vellosidades intestinales para despues transformarse en un cisticercoide.
En 5 o 6 dias el cisticercoide maduro vuelve a la luz intestinal y el escolex
gue se evagina de el se adhiere a la mucosa intestinal (Kearn, 7998). Este
tipo de comportamiento representa el punto mas alto en la evolucion de los
cestodos, pues han suprimido al hospedero intermediario. El periodo de

prepatencia es de dos a tres semanas (Dunn, 1978).
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= 2.3 3 Ciclo biolégico Hymenolepis nana var. fraterna (Fig. 9)

HOSPEDEROS
INTERMEDIARIOS

CISTICERCOIDE

HUEVO (ONCOSFERA) CAVIDAD CELOMICA

CON EMBRION

HEXACANTO DENTRO INGERIDOS

MUCOSA DEL INT. DELG.

MEDIO AMBIENTE

(AGUA , ALIMENTOS, ETC.) HOSPEDERO
SE CONTAMINAN INTERMEDIARIO
CISTICERCOIDE INGERIDO POR

ES LIBERADO EN HOSPEDERO

EL INTESTINO DEFINITIVO
DELGADO
SE LIBERAN EN HECES
PROGLOTIDOS GRAVIDOS
LLENOS DE HUEVOS ?

EVAGINACION
ESTROBILACION HOSPEDEROS

DEFINITIVOS

CESTODO

ADULTO
EN INTESTINO
! "

Fig. 9. Ciclo biclégico de Hymenolepis nana (A.G.B.F., 2007).

La presencia del cestodo en el intestino de los roedores genera una
respuesta inmune a dicho parasito. WMinero, 7997; recomienda utilizar
animales de experimentacion jovenes para la realizacion de pruebas de
farmacos anticestodicos, ya que cestodos del tipo de Hymenolepis nana,
en los que la fase larvaria es de cisticercoide, y en particular cuando tienen
un ciclo de vida con la variabilidad de ser directo o indirecto, se toma en
cuenta que, en general, los embriones recién eclosionados del huevo son
potencialmente antigénicos, ya que producen sustancias estimuladoras

gue son capaces de desencadenar respuestas contra ellos, convirtiéendose
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de este modo en factores que impiden la implantacion de los gusanos, por
lo que la exposicion de los organismos a la infestacion sensibiliza al animal
impidiendo la implantacién posterior de nuevos parasitos. Se ha visto una
marcada susceptibilidad al parasito en animales jovenes, ya gue tardan
mas tiempo en montar una respuesta inmunolégica que un hospedero
adulto  Minero, 1997). Hymenolepis nana es un cestodo altamente
inmunogenico en el raton. Los ratones que reciben una sola inoculacion via
oral de huevos de Hymenolepis nana, adquieren la infeccion y suelen
generar una inmunidad protectiva, dichos huevos pueden ser rechazados
completamente si se les inhibe el crecimiento larvario en la vellosidad
intestinal. Esta inmunidad adquirida es dependiente del timo y en ratones
atimicos desnudos se ha visto que es transferida porque las células T
cooperadoras (Linfocitos T), especificamente las identificadas como L3T4"
(Asano et al. 1986J), juegan un papel importante. Estas células median la
respuesta inmune a través de la produccion de diferentes tipos de
factores humorales, llamados citocinas, en respuesta a la estimulacién
antigenica (sano et al. 1995). Este aumento de produccion de citocinas ha
sido observada /n vivo, donde se ha obtenido extracto acuoso de nodulos
mesentericos del intestino delgado de ratones infectados con Hymenolepis
nana, y se ha demostrado que contienen grandes cantidades de células T,
citocinas como IFN vy (interferon gamma)l, e IL 2 (interleucina 2),
comparados con ratones control no infectados. El IFN y es el factor
activador de macrofagos mas importante, ya que ha sido demostrado que
induce la expresion de antigenos en la superficie de los macrofagos, esto
tiene una particular importancia en la presentacion de dichos antigenos a
las celulas T, ya que influye en la expulsion de los cisticercoides del
intestino delgado. Otras citocinas estan asociadas con la infeccion de
Hymenolepis nana como el Factor de Necrosis Tumoral (TNF-o) e IL 1.

Estas dos citocinas son producidas endogenamente en el intestino
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delgado, y el pico de actividad coincide con la eliminacién del cestodo
durante la infeccion, ya que dichas citocinas crean, directa o

indirectamente, un ambiente desfavorable para los estadios larvarios (4sano
et al. 1997).

El utilizar animales de experimentacion jovenes, y preferencialmente
machos, se debe a que hay varios factores relacionados al hospedero que
pueden afectar el crecimiento de los helmintos. El sexo del hospedero es
una variable que puede afectar el crecimiento o la cantidad de parasitos, ya
gue existen diferencias intrinsecas entre hospederos machos o hembras
en cuanto a fisiologia, inmunologia, conducta y ecologia, que pueden hacer
gue un sexo u otro hagan un buen ambiente para los helmintos. Las
diferencias entre ambos sexos se han visto en niveles de infeccién en
poblaciones naturales: hospederos machos, especialmente aves vy
mamiferos, casi siempre hospedan mas helmintos que las hembras. Esto
se debe, por ejemplo, a la accion de la testosterona que induce cierto nivel
de inmunosupresion, por lo tanto no se monta una respuesta inmune
adecuada; a que los machos son mas grandes y consumen mas cantidad de
alimento, entonces aportan una cantidad mayor de nutrientes que los
parasitos aprovechan, entre otros. Los hospederos machos crean mejores

condiciones para el desarrollo de los helmintos que las hembras (Poulin,
18396,

2. 4 El disefio_de farmacos y el modelado molecular

El Laboratorio de Quimica Medicinal de la FES Cuautitlan utiliza, como
herramienta para la creacion de farmacos en general, programas de
computadora especializados para realizar busquedas sistematicas a gran
escala, con el propésito de encontrar sustancias cada vez con mayor
efecto terapeéutico y menor toxicidad. Los programas que realizan esta
busqueda, la efectuan en etapas. La primera, en el complejo proceso del
desarrollo de farmacos, es la eleccion del blanco molecular sobre el que
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actuara el medicamento para lograr el efecto terapeutico deseado.
Diversas investigaciones sobre los farmacos empleados en las Ultimas
décadas han revelado que la accién terapéutica de eéstos incide
principalmente en proteinas, ya sea como receptores moleculares o como
enzimas. Por esta razon, en el diseno racional de medicamentos, las
proteinas pueden considerarse como la primera opcion para fungir como
moleculas blanco. La seleccion de la proteina especifica de trabajo
dependera de la informaciéon disponible sobre el mecanismo molecular
responsable del desarrollo de la enfermedad particular que se estudie (Cea
et al. 2002). El efecto deseable en un nuevo farmaco es el control de los
procesos bioquimicos alterados en un paciente, o bien el evitar que un
organismo patogeno realice sus procesos invasivos naturales. En este
ultimo caso, lo ideal es seleccionar como molécula blanco a una proteina
gue sea indispensable para la supervivencia del organismo patogeno y que
esté ausente en el hospedero; asi, un farmaco que se una a esa proteina e
impida su correcto funcionamiento tiene posibilidades de ser un buen
farmaco. La identificacion de moleculas blanco con estas caracteristicas
es complicada ya que en muchas ocasiones, la proteina en cuestion existe
simultaneamente en el hospedero y en la especie patogena y es entonces
necesario que el ligando, o farmaco por desarrollar, se fije exclusivamente a
la proteina del patégeno. En los casos donde la enfermedad que desea
tratarse se debe al funcionamiento inapropiado de la maquinaria molecular
del propio paciente, es preciso indagar el tipo y modo de accion particular
de las enzimas involucradas en la disfuncion y elegir como blanco de estudio
la molécula que esté mejor caracterizada. La eleccién del sujeto de estudio
puede validarse a traves de experimentos que permitan conocer el efecto
de la modificacion funcional del blanco (o incluso de la ausencia total del

mismo) sobre un microorganismo (Cea et al. 2002).
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Cuando se trabaja con proteinas, y particularmente con enzimas como
sustancias blanco, deben considerarse tres factores importantes: la
especificidad o selectividad molecular de la enzima, la afinidad o fuerza con
gue se fija el sustrato a ella, y la geometria del sitio de unién. Muchos
farmacos son inhibidores de la funcion de una enzima a traves de un
bloqueo efectivo del sitio activo o de las zonas coadyuvantes de la catalisis.
En estos casos es deseable desarrollar compuestos que se unan con gran
firmeza y alta especificidad a los sitios funcionales, y para desarrollar un
farmaco con ambas caracteristicas es imprescindible conocer con detalle
la geometria del sitio de unién. La siguiente etapa del proceso en el diseno
de medicamentos es la identificacion de moleculas lider, que son aquellos
compuestos que muestran tener una actividad significativamente alta
sobre el blanco seleccionado. En esta fase del trabajo es preciso realizar
una serie de experimentos en microescala con varios cientos de miles de
compuestos distintos (Cea et al 2002). Estos ensayos masivos de
laboratorio son realizados rutinariamente por las grandes companias
farmaceuticas; y son costosos dado que requieren de la instrumentacion
de pruebas biolégicas que puedan ser realizadas y analizadas agilmente, vy
porgue ademas se requiere de un banco enorme de compuestos quimicos
gue debe ofrecer acceso y consulta expeditos. Las moléculas lider que
demuestran ser quimicamente viables y poseer alta actividad bioclogica son
caracterizadas estructuralmente y sometidas después a un proceso de
optimizaciéon de su potencia farmacolégica. En este paso se generan
derivados de las moleculas lider, y se determina su estructura
tridimensional, asi como la relacién que existe entre la actividad biolégica
gue manifiestan y algunas de sus propiedades moleculares; tarea que se
lleva a cabo con el empleo de la técnica conocida como QSAR (siglas en
inglés para Ouantitative Structure-Activity Relationship). Los resultados

obtenidos con esta tecnica dirigen el diseno de nuevos compuestos con
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actividad farmacologica que se presume sera mayor a la de los lideres
previos. Estos nuevos compuestos deben ser sintetizados en el laboratorio
y, si confirman poseer mayor potencia farmacolégica, se reincorporan al
proceso de optimizacion en una serie de etapas interactivas. Si alguna de
estas sustancias logra unirse con suficiente firmeza al blanco, entonces se
realiza un estudio detallado de su viabilidad biolégica, su estabilidad
guimica y metabdlica, sus propiedades fisicoguimicas (solubilidad,

lipofilicidad, etc.), su selectividad y su posible mecanismo de accion (Cea et
al. 2002).

Los ensayos masivos que se llevan a cabo en las primeras etapas del
desarrollo de farmacos, requieren de un gran despliegue de recursos
puesto que, ademas de utilizar grandes bancos de datos, es necesario
obtener, procesar y almacenar cantidades colosales de resultados
experimentales. Por esta razon, en anos recientes se ha optado por los
estudios /n silico, donde una simulacion molecular por computadora realiza
los ensayos masivos con el fin de hallar moleculas lider de una forma
eficiente y relativamente econdmica. Este meétodo de reconocimiento
molecular o docking, es ampliamente utilizado alrededor del mundo por
companias privadas y por instituciones de investigacion publica para el
hallazgo de nuevos compuestos con efectos terapéuticos. Si bien la
técnica del docking representa una alternativa a los procedimientos de
ensayo masivo de laboratorio, también, y de manera mas importante, ella
ha sido utilizada en el diseno de farmacos, tanto para llevar a cabo las
etapas de identificacion del sitio de unién sobre el blanco, como las de

construccion y evaluacion de los complejos moleculares resultantes (Cea et
al. 2002).

Para describir la metodologia del docking es Util dividirla en una serie de
etapas: la primera de ellas consiste en disponer de la estructura
tridimensional de la molécula blanco, la cual debe ser acondicionada para
los calculos subsecuentes y sobre la que debe identificarse el sitio de union
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de una molecula de prueba (generalmente pequena en relacion con el
blanco). La siguiente etapa requiere poseer un archivo numeroso de
ligandos potenciales, esto es, moléculas organicas con estructuras
tridimensionales conocidas y que se encuentran en condiciones adecuadas
para simular su asociacion al blanco. La tercera etapa, que es la parte
medular del método, consiste en un algoritmo de computadora que toma
cada uno de los ligandos de la base datos y lo coloca dentro del sitio de
union en una gran cantidad de orientaciones. Durante esta etapa es
indispensable emplear un criterio numerico para distinguir cual de todas las
opciones probadas resulta ser la mas adecuada, es decir, la que adoptaria
el ligando si tuviera acceso al sitio de union; a este criterio se le llama
puntaje. Una vez establecidas las condiciones descritas anteriormente, el
proceso para probar orientaciones se repite para cada ligando de la base
de datos, ésta es la etapa que consume la mayor cantidad de tiempo de
calculo. Finalmente, el programa de computo ordena los diferentes
compuestos probados de acuerdo al puntaje de su orientacion optima vy
entonces, el usuario puede analizar estos resultados vy planear
experimentos para validar los resultados generados en la simulacion por
computadora (Cea et al. 2002).

Antes de que un producto salga al mercado, es preciso realizar muchas
pruebas sobre organismos especificos para determinar los efectos

secundarios y la dosis correspondiente para su administracion (Cea et al.
200Z2).

2. 5 Quimioterapia antihelmintica utilizada en este proyecto

En un panorama general, se puede reconocer que existen muy pocos
farmacos que sean anticestodicos efectivos como la niclosamida o

pracicuantel, el albendazol y con ciertas limitaciones el mebendazol. Al
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descubrirse el pracicuantel, los laboratorios Bayer y Merck, en conjunto,
efectuaron diversas pruebas para identificar el espectro antihelmintico de
éste Ultimo, teniendo un gran éxito como anticestodico; se le hizo una
comparacion frente a la niclosamida, ya probada con antelacion, y se
determino que era “igualmente efectivo” dandole una gran aceptacion en el
mercado farmacolégico y haciéndolo una opcién segura contra las
cestodosis Minero, 7997). En cuanto a los bencimidazoles como el
albendazol y el mebendazol han sido efectivos como anticestédicos en
guimioterapias de larga duracion, como en procesos de neurocisticercosis
e hidatidosis. Es importante remarcar gue el albendazol posee un amplio
espectro antihelmintico reconocido, y que el mebendazol en algunos paises
esta restringido debido a los molestos efectos secundarios que produce
(mareos, vomitos, etc.), no asi en Meéxico. Este Ultimo farmaco sigue
siendo parte de investigaciones para determinar su eficacia clinica en otros

padecimientos parasitarios Metwally et al., 1995].

= Z2.5. 7 Pracicuantel

Como se describié anteriormente, el pracicuantel ya ha sido probado y
es un farmaco de eleccion contra las cestodosis, entre sus ventajas esta
gue se usa en dosis Unica de 25 mg/kg en humanos Minero, 7997); como

desventaja esta el precio del farmaco, lo que reduce su accesibilidad.

El pracicuantel posee un sistema de anillo pirazino-isoquinolina (Fig. 10),
esto representa una estructura completamente nueva en la terapia
antihelmintica, que no se relaciona con otras estructuras de productos

antiparasitarios (Kéhler, 2001).
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Fig. 10. Estructura quimica del pracicuantel (Sumano et al. 1999).

El pracicuantel es usado frecuentemente para la esquistosomiasis y
cestodosis humana, se tiene estudiado ampliamente su modo de accion
(Martin, 1997, Metwally, 1995). Estudios han demostrado que el pracicuantel
genera una contraccion rapida de los musculos de los parasitos y vacuoliza
sus tegumentos. Estas alteraciones, sugieren gue los sitios de accion son
canales de iones permeables al Ca®* en la membrana del tegumento y en
las células musculares, bana a los parasitos con Ca®* libre del medio que
los rodea para inducirles una contraccién (Martin, 7997), y dado que el
tegumento esta unido por cargas eléctricas a células musculares, hay un
incremento de Ca®" dentro del reticulo sarcoplasmico de dichas células y
ocasiona una fuerte contraccion muscular en el parasito (Kshler, 20017). El
efecto del farmaco sobre el parasito es lento, toma aproximadamente 10
hr, y hasta entonces se comienzan a expulsar los gusanos. Las
contracciones pueden ser revertidas y pueden ser bloqueadas por Mg®* o

La®* pero no por Ni#*, Co®" u otros bloqueadores de canales de Ca®*
(Martin, 18997).

= 2.5 2 Los carbamatos, propiedades y caracteristicas generales
Estas sustancias son usadas principalmente en la agricultura como

insecticidas, herbicidas, nematodicidas e inhibidores de retonos. Son
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conocidas tres clases de carbamatos pesticidas, los derivados de esteres,
usados como insecticidas y nematodicidas que generalmente son estables
y poseen una baja solubilidad en agua. Los carbamatos herbicidas que
contienen radicales aromaticos o alifaticos y los carbamatos fungicidas que
contienen un grupo bencimidazol (Minero, 7997) La sintesis vy
comercializacion de los carbamatos pesticidas se ha dado desde 1950. Los
fungicidas bencimidazoles fueron introducidos en el mercado alrededor de
1970. EI medio acuoso es una ruta importante de transporte para los
carbamatos altamente solubles, la caracteristica de ligera absorcion de
los carbamatos contribuye a su rapida descomposicion (por
fotodegradacion o fotodescomposicion) bajo condiciones acuosas. Los
carbamatos insecticidas son aplicados principalmente a las plantas y
pueden llegar al suelo, mientras gque los carbamatos nematodicidas vy
herbicidas son aplicados directamente en el suelo y existen varios factores
gue influyen en su biodegradacion tales como volatilidad, tipo de suelo,
humedad, absorcion, pH, temperatura y fotodescomposicion Minero, 1997).
Los carbamatos son toxicos para los gusanos y otros organismos que
viven en el suelo, hay una gran reduccion en la poblacion de gusanos de
tierra cuando se aplican carbamatos en el suelo. La ruta metabdlica de los
carbamatos es basicamente la misma en plantas, insectos y mamiferos,
son facilmente absorbidos a traves de las membranas mucosas, tracto
respiratorio y gastrointestinal, los metabolitos generalmente son menos
toxicos que los compuestos similares, sin embargo, en casos especificos
los metabolitos son tan toxicos o mas que los compuestos parientes de
los carbamatos, en muchos mamiferos los metabolitos son rapidamente
excretados en la orina. El primer paso en el metabolismo de carbamatos es
la hidrolisis a acido carbamico, el cual se descompone en bidxido de
carbono (CO.) y su correspondiente amina. Existe muy poca informacion

disponible sobre la distribucion de los carbamatos en varios organos y
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tejidos de mamiferos, posterior a la exposicion a la inhalacion o por ruta
oral. Los organos en los cuales han sido detectados residuos son: higado,
rinones, cerebro, grasa y musculo. La vida media en la rata es de 3-8 hr.
Los datos disponibles muestran gue la excrecion de carbamatos por via
urinaria tambien es rapida en el hombre y la ruta metabdlica es la misma
en ratas Minero, 1997].

Los carbamatos son efectivos insecticidas en virtud de su habilidad
para inhibir la Acetilcolinesterasa (AChE) en el sistema nervioso. La AChE
cataliza la hidrdlisis de la neurotransmision de la Acetilcolina (Ach) a colina
y acetato. La Ach es un mediador sinaptico de los impulsos eléctricos del
sistema nervioso de los mamiferos e insectos y actua como:
neurotransmisor del cerebro de mamiferos y sistema nervioso central de
insectos, neurotransmisor preganglionar del sistema nervioso auténomo y
como regulador de la contraccion neuromuscular del mudsculo esquelético.

Para entender el mecanismo de toxicidad es necesario revisar el
evento que da lugar a la contraccion muscular (Fig. 11). La inervacion
muscular produce un impulso nervioso alcanzando la terminacion nerviosa
donde la ACh se encuentra almacenada en vesiculas en dicha terminacion,
la ACh es liberada en la contraccion. Dentro de los 2-3 milisegundos
siguientes, la AChE interfiere del lado del receptor. La ACh es convertida
hidroliticamente en colina y acetato, causando que la contraccion decrezca
y cese. Cuando la AChE es inhibida por un carbamato éster, no puede
hidrolizar la ACh, asi la concentracion permanece alta en la contraccion,
incrementando la estimulacion continua del musculo el cual lleva a la
tetania. De esta manera, la inhibicion de AChE por carbamatos esteres
causa efectos letales en animales y humanos, siendo el resultado una gran
variedad de signos y sintomas de envenenamiento, pudiendo eventualmente

culminar en fallas respiratorias y muerte (Pereyra, 2004).
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Fig. 11. Mecanismo de liberacian de Acetilcolina (A.G.B.P., 2007J.

= 2.5.5 Los bencimidazoles: aspectos generales

Muy frecuentemente se ha descubierto el uso de farmacos de forma
alterna a otros. El uso potencial de estos compuestos, como
guimioterapicos en enfermedades parasitarias, se establecid en el ano de
1950 a partir del descubrimiento de la molécula a-D-ribofuranacil (Fig. 12),
que es parte integral de la vitamina B,, y que da origen al anillo basico de

los bencimidazoles (Bennet-Jenkins et al. 1996; Sumano et al. 1999).
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Fig. 12. Molécula [J-D-ribofuranacil (Sumano et al. 1999).

Los compuestos bencimidazolicos aparecen como los productos mas
disponibles y mas ampliamente utilizados. La historia de estos potentes vy
efectivos farmacos comienza con la introduccién del Tiabendazol en 1961,
el primer antihelmintico de amplio espectro producido. Este compuesto dio
paso al desarrollo de una variedad de nuevos productos estructuralmente
relacionados, estos ultimos sustituyeron al primero debido a que tenian
mejores caracteristicas, como generar una baja toxicidad a los mamiferos
y un amplio margen de efecto antihelmintico (kénler, 2007). Desde que se
introdujo el tiabendazol como antihelmintico de amplio espectro, este y
otros farmacos comenzaron con los conceptos modernos de |la
guimioterapia antiparasitaria, estableciendo muchos criterios de
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toxicologia para los desarrollos subsecuentes. Investigaciones intensivas
desde los anos 60°s y 70°s, han dejado una serie de antihelminticos
bencimidazodlicos y probencimidazolicos (llamados asi porgue son
convertidos en bencimidazoles activos por procesos metabodlicos en el
hospedero, y los metabolitos activos son los responsables de la accion
antihelmintical, que presentan una mejoria en el espectro de actividad que
ha quedando firmemente establecido para la mayoria de los bencimidazoles

dentro del arsenal quimioterapico (Lacey, 1958).

3
g N\ Basico
2
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7 H Acido

Anillo basico

Benzimidazoles

N
\>—NHC2CH3

N

H

Fig. 13. Estructura general de la molécula de los bencimidazoles (Sumano et al. 1999).

Benzimidazol carbamato
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Los bencimidazoles (Fig. 13), denominados asi en forma general, y en
particular los llamados bencimidazol — carbamatos, son los que poseen la
mayor actividad antihelmintica, son materiales cristalinos con un punto de
fusion alto y relativamente insolubles en agua Minero, 7997 Su actividad
esta intimamente relacionada con la presencia del grupo nitro en el anillo
bencimidazol. Los bencimidazoles son compuestos sintetizados a partir de
los siguientes pasos: primero, la construccion de un anillo benceno con el
sustitutivo deseado y, de 1,2 grupos diaminos, en el anillo de cierre y el
derivado del 1,2 diaminobenceno. De acuerdo al radical incluido en posicion
2, se generara el bencimidazol normal o el bencimidazol carbamato, siendo
este ultimo del cual se obtienen los bencimidazoles mas modernos. Los
bencimidazoles con efecto antiparasitario son: tiabendazol (TBZ);
cambendazol (CBZ); bencimidazoles carbamatos: mebendazol (MBZ),
flubendazol (FLBZ), ciclobendazol (CBZ), fenbendazol (FBZ), oxfendazol
(OFZ), albendazol (ABZ), oxibendazol(0OBZ), parbendazol (PBZ), luxabendazol
(LBZ), ricobendazol (RBZ), y albendazol sulfoxido (ABZS0). Ademas los
bencimidazoles halogenados: triclabendazol (TCBZ) y los probencimidazoles
como: tiofanato (TFN), febantel (FEB), netobimina (NTB), clorsulon (CLN)

(Sumano et al. 1999) (Fig. 14).
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R = Hadical a sustituir en el aniflo basico de los bencimidazoles carbamatos.

Fig. 14. Estructura de las moléculas que conforman los bencimidazol carbamatos (Sumano

et al. 189599).

Los antihelminticos albendazol, fenbendazol y mebendazol, con una
estructura bencimidazolica, son los farmacos mas representativos del

grupo, y se usan ampliamente en la medicina veterinaria (Baliharové et al.

2005).
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Cuando se comenzo con el uso los productos bencimidazolicos, se pudo
demostrar que estos nuevos farmacos causaban alteraciones
ultraestructurales en las células intestinales de los nematodos y en las
celulas tegumentarias de los cestodos, en particular en la redistribucion
de las vesiculas citoplasmaticas y otros organelos (Kéhler, 20071). Es asi
como dichos cambios coincidieron con la desaparicion de los microtubulos,
por lo tanto se sugiri6 que los bencimidazoles actuan inhibiendo el
transporte de vesiculas secretoras mediadas por ellos en los tejidos de
absorcion de los parasitos, estas vesiculas liberan sus enzimas causando
dafos tisulares en las ceélulas parasitarias. Actualmente se sabe
claramente que la accion de los bencimidazoles es la de su
pseudoirreversible acoplamiento y la capacidad de unidon con alta afinidad
en la subunidad proteica de los microtubulos, la tubulina, interfiriendo asi
en la funcionalidad y estructura de los mismos (Kéhler, 2007). Analisis
espectroscopicos sugieren que los bencimidazoles efectuan la inhibicién de
la polimerizaciéon de la tubulina debido a que el farmaco induce un
desdoblamiento local en una pequena region dentro del monémero de la
porcion B de la tubulina kénler, 2007) Los microtubulos son altamente
dinamicos, presentes siempre para servir a otros organelos, para gue
éstos lleven a cabo sus funciones vitales incluyendo la mitosis, movilidad vy
transporte, esta funcion es similar en todas las celulas eucariotas (Kshler,
2001). El que estos productos se fijen en estas subunidades proteicas deja
una cascada de efectos bioquimicos y fisiolégicos adversos, los cuales
causan el desplazamiento del parasito de su sitio de establecimiento y su
subsecuente expulsion del hospedero Gil et a. 7992). También se han
informado efectos inhibitorios de algunos bencimidazoles sobre las
enzimas, principalmente la fumarato reductasa (el bloqueo del paso de ésta
enzima inhibe la generacion de energia mitocondrial en la forma de ATP, en

ausencia de energia disponible, el parasito muere), entonces, se genera un
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efecto aditivo a la accion en la tubulina, lo que aumenta el poder
antiparasitario del farmaco. A este efecto se le puede sumar el bloqueo
del paso de glucosa desde el intestino del parasito a su sistema,
acentuando el déficit energeético del parasito (Sumano et al. 7999). La baja
disociacion de los bencimidazolicos en la tubulina de los helmintos hace que
permanezcan mas tiempo en las ceélulas parasitarias, en particular de los
nematodos, la cual contrasta con la rapida disociacion de éstos en la
tubulina de los mamiferos. Esta diferencia de permanencia entre las células
parasitarias y la de mamiferos, genera el efecto toxico y letal de los

bencimidazodlicos en los parasitos (Gl et al. 1992,

o 2.56.5 7 Importancia de la tubulina y microtubulos

La existencia de los microtubulos en las células eucariotas se conoce
desde el ultimo siglo, sin embargo su estudio intensivo en la biologia celular
es relativamente reciente (Lacey, 7988). Los microtubulos, son fibras
citoplasmaticas con una forma tubular compuesta por heterodimeros de «
y B tubulina como mayores componentes, y las proteinas asociadas a los
microtubulos en minoria. Estan involucrados en muchas funciones celulares
incluyendo la mitosis, la morfogenesis celular y el transporte intracelular
(Koizumi et al. 2004). |L.os microtUbulos son unos organelos intracelulares que
tienen una gran variedad de funciones incluidas el movimiento de los
cromosomas durante la division celular, proveen la estructura al esqueleto
celular, movimiento de particulas intracelulares incluyendo metabolitos
energeticos. Son elementos casi aislados esparcidos al azar en toda la
célula y estan dispuestos en grupos en forma paralela para formar
dupletes o tripletes, se encuentran en animales y plantas, hongos vy
algunas celulas bacterianas (Leeson et al. 19588). Los microtUbulos estan
compuestos por dos proteinas con 450 aminoacidos conocidas como o y B

tubulina WMartin, 79977 (Fig. 15 y 15a).
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Los microtubulos del citoesqueleto juegan un papel importante en la
regulacion de la arquitectura celular. Los sistemas de microtubulos de las
ceélulas eucarioticas comprenden una matriz dinamica en los cuales los
heterodimeros de tubulina se polimerizan para formar los microtubulos,
tanto en ceélulas normales como en anormales (neoplasicas). Como
consecuencia, las sustancias tanto sintéticas como naturales capaces de
alterar la polimerizacion y despolimerizacion de los microtubulos, hacen

gue sean efectivos los agentes quimioterapeulticos (Romagnoli et al. 2005).

Fig. 15. Esquema representativo del acomodo de las subunidades de a y  tubulina

(AGBF, 2007]

SUBUNIDAD SUBUNIDAD
a- Tubulina B - Tubulina

|
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Fig. 15a. Imagen tomada por microscopia electrénica de los microtUbulos celulares

(Leeson et al. 1968).

En 1872, Weisenberg fue el primero en notar que el Ca®* era necesario
para la polimerizacion de los microtubulos. El sugirié que el Ca®* juega un

papel importante en la regulacion de la formacién de los microtubulos vy
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numerosas investigaciones han ido confirmando esta observacion. El Ca®*
al mismo tiempo impide la polimerizacion de los dimeros de tubulina y causa
una rapida despolimerizacion de los tubos preformados los cuales pueden
ser repolimerizados por quelacion (Berkowitz et al. 1981, Lacey, 19588). La
tubulina contiene sitios Unicos de alta afinidad para Ca®* y Mg®". /n vitro,
dichos iones muestran acciones opuestas; el Mg®* es requerido para el
ensamble y el Ca®' unido a proteinas como la calmodulina, inhibe el
ensamble e inducen el desensamble, aqui mismo actUan proteinas
asociadas a los microtubulos (MAPs) (Lacey, 1988).

La formacion de los microtuUbulos es un proceso dinamico. La formacion
incluye la polimerizacion de la tubulina hasta un final y la despolimerizacion
en el otro final (el polo positivo es mas inestable, por lo que la
despolimerizacién casi siempre se da aqui). Los microtubulos que se
forman estan hechos de 13 anillos moleculares de tubulina (6 de o tubulina
+ 7 de B tubulina alternando con anillos 7 de o tubulina + 6 de B tubulinal.
Del 75 al 85% de la masa esta compuesta por tubulina y proteinas en
adicion, las proteinas asociadas a los microtubulos (MAP s) estan
presentes estabilizando la estructura. Existen varios factores que
favorecen la polimerizacién incluyendo GTP, Mg?* y el incremento de
temperatura hasta 37°C. Un decremento en la temperatura hasta 4°C, la
presencia de Ca®’, calmodulina van a favorecer la despolimerizacion. La
formacion de los microtubulos puede ser inhibida por sustancias que se

unan al borde de cabecera (el polo positival de polimerizacion (Martin,
189971

Para apreciar completamente el bloqueo de los mecanismos de los
microtubulos, es necesario considerar que la naturaleza del equilibrio
tubulina - microtubulos no es solo bioquimicamente, porque no solo es
parte de una celula eucariota sino de un organismo entero. Se le han

atribuido funciones a los microtubulos en diferentes niveles celulares, por
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ejemplo: formacion del huso mitético en la division celular (Fig. 16),
mantenimiento de la forma celular, motilidad celular, secrecion celular,
absorcién de nutrientes y transporte intracelular. La asociacion
intracelular de ambos, tubulina o microtubulos incluye muchos organelos:
mitocondria, aparato de Golgi, ribosomas, lisosomas, membranas celulares
y por supuesto el ndcleo. Es probable la asociacion directa de la tubulina y
los  microtubulos, con mecanismos fisiologicos de: hormonas,
neurotransmisores, nutrientes, enzimas y receptores, pero aun no se
conocen en si los efectos concretos. La alteracion del equilibrio tubulina-
microtUbulos deja una cascada de cambios bioquimicos y fisiolégicos
directos o indirectos, resultando en una perdida de la homeostasis celular.
Las condiciones del desequilibrio celular, si se mantienen, son letales,
estos efectos son mas evidentes en una division celular activa o en
crecimiento celular. Cada célula requiere de gran utilizacion de tubulina y
gstas se tornan mas sensibles a los inhibidores de la tubulina, ya que
generan una modificacion de la regulacion de eventos fisioldgicos criticos
(como lo es la division celular) lo cual lleva a un dano irreversible si dichos

eventos se alteran (Lacey, 1988

ANAFASE

MICROTUBULOS

CROMOSOMAS

MOVIMIENTO DEL
CROMOSOMA

CINETOCORO

(AMPLIACION)

Fig. 16. Representacién esquematica de la participacién de los microtudbulos en la division

celular (A G.B.F., 2007].
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Los bencimidazoles mas usados en la medicina veterinaria, inducen la
perdida citoplasmatica de los microtubulos de las células tegumentarias e
intestinales de los cestodos y nematodos, seguido por la pérdida de
transporte de las vesiculas secretoras, un decremento de la entrada de
glucosa y se incrementa la utilizacion del glicogeno almacenado del parasito
(Martin, 1997).

En cuanto a la absorcién presentan un ciclo enterohepatico. Los
bencimidazoles tienen una baja solubilidad en agua, lo que limita su
absorcion por via gastrica y, por ende, su distribucion. Se deben de
considerar las pequenas diferencias en cuanto a solubilidad debido a que
aumentando ésta, se manifiesta un incremento en la distribucion que
conlleva a un incremento de la actividad sistémica del producto (Sumano et
al 1999). La solubilidad es un factor esencial para la eficacia de muchos
farmacos, independientemente de la ruta de administracion. Esto genera
un mayor reto para las compahias farmacéuticas para el desarrollo de
nuevos farmacos. Un factor limitante para el funcionamiento /7 vivo de
productos pobremente solubles en agua, siguiente a una administracion
oral, es su resistencia a ser humedecida y a ser disuelta en los fluidos del
tracto gastrointestinal. Si se incrementa la proporcion de disolucion de
farmacos pobremente solubles en agua, se optimiza su biodisponibilidad
(Kocbek et al. 2006). La absorcion de muchos de los productos administrados
oralmente, puede estar relacionada a sus propiedades de solubilidad y
permeabilidad. Esas dos caracteristicas, especialmente la solubilidad,
pueden ser modificadas por la combinacion de farmacos con diferentes
excipientes y a través de este proceso, la biodisponibilidad oral de
productos con una baja solubilidad acuosa puede ser mejorada (Mwambete et
al. 2004). La baja solubilidad de los bencimidazoles es una limitante que
influye directamente en la formulacion de los farmacos; esto determina la

eleccion del tipo de preparacion comercial como: suspensiones, granulos,
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polvos, jarabes y pastas para administracion oral, intrarruminal e
intrarreticular principalmente (Sumano et al. 1999).

En cuanto al metabolismo (Fig.17), todos los bencimidazoles sufren un
proceso de inactivacion o de activacion. En el caso de los
probencimidazoles, este efecto se puede llevar a cabo en el estomago,
intestino, rumen o higado, siendo la principal via metabdlica la aril-
hidroxilacion y en segunda instancia, la hidrolisis de la funcion carbamato
por la n- metil- acetilacion o reduccion. Los bencimidazoles del grupo de
los carbamatos pueden sufrir  metabolismo oxidativo o dealquilativo,
originando un alcohol que por lo general es activo contra parasitos
migrantes (Sumano et al. 1999, Walchshofer et al. 1997). La presencia de estos
medicamentos en un organismo pueden inducir la activacion del sistema
microsémico enzimatico, aumentando la concentracion de enzima
citocromo P450, monoaminooxidasa y monooxigenasa, que son las que

intervienen primero en el metabolismo de estos farmacos (Sumano et al.
1899).

BENZIMIDAZOLES METABOLIZADO POR ELIMINACION POR

Hidrolisis ORINA
Tiabendazol Citocromo < ——<
P450 Conjuga- Heces

cion

Hidrolisis ———~ Amina Orina
/
Mebendazol ————| AN HECES
™ Reduccion vy Alcohol
Conjuga-
cion
Febendazol Citocromo i:Hidrélisis HECES
Paso Conjuga- \ Orina
cion
Oxfendazol Citocromo ?: S:j]fg;\: Orina
P450
Sulfonas Heces
Sulfona-
Albendazol MAMO g i ORINA
(P450) Citocro-

mo P450

Fig.17. Rutas generales de metabolizacién y eliminacién de los bencimidazol carbamatos

(Sumano et al. 719599).
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Existen diferentes vias para eliminar los bencimidazoles (Fig.17). Esto
dependera del tipo de radicales que contenga el nucleo en particular, no
obstante, todos muestran el ciclo enterohepatico, por lo cual siempre se
eliminan de manera primaria por heces y secundaria por otras rutas como
orina y leche (Sumano et al. 7999). Los efectos toxicos son escasos y se
limitan a anorexia, vémito, mareo, anemia normocromica, diarrea y prurito,
aunque se ha descrito que en hembras gestantes, estos farmacos son
altamente dafinos para el producto, ya que son teratogénicos vy
embriotoxicos (Capece et al, 2005). Los bencimidazoles tienen aplicaciones
antinematodicas basicamente, tanto ovicidas y larvicidas, pero algunos
miembros del mismo grupo pueden tener efectos cestodicidas vy
trematodicidas (Sumano et al. 7999). Los bencimidazoles y sus derivados han
sido usados ampliamente por su amplio espectro antihelmintico para el
control de estos parasitos en el ganado y en otras especies (Gil et al.
7992). El desarrollo de resistencia a esta clase de productos, dentro de las
poblaciones de parasitos, ha ido limitando su utilidad en los programas de

control parasitario Gil et al. 1992).

= 2. 5.4 Resistencia a los antiparasitarios

Como se mencionaba al inicio de la parte introductoria, no se han
reportado casos de resistencia por parte del parasito Hymenolepis nana
var. fraterna, pero si se ha hallado lo que podria considerarse un indicio de
resistencia a productos comerciales, con principios activos anticestodicos,
en otros cestodos que afectan a pequenas especies, ya que dichos
parasitos comienzan a tolerar las dosis normales de farmacos conocidos
(como el pracicuantel) en las desparasitaciones convencionales (Balbuena et.
Al, 2004) esto crea la necesidad de mejorar los farmacos antiparasitarios
existentes y de encontrar nuevos productos efectivos que ayuden a

ampliar las opciones de tratamiento.
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En general, la resistencia a los antihelminticos continda
incrementandose en diversas areas geograficas, asi como en el niumero de
especies afectadas y la cantidad de farmacos antiparasitarios involucrados
en este proceso (Sangster, 195959).

Cuando decidimos hacer el control parasitario con algun farmaco, es
probable que la resistencia ya esté en desarrollo. Esto se debe a que el
tratamiento con farmacos, sea el producto que sea, deja parasitos
sobrevivientes, los cuales al final se reproducen, contribuyendo asi a
transmitir los genes de resistencia a la descendencia, quedando poco a
poco fuera los genes que podrian darles susceptibilidad y adquiriendo los de
resistencia (Sangster, 1999).

El fenomeno de resistencia a los farmacos es, esencialmente, un
cambio en la frecuencia de genes de una poblacion de vermes, producida
por la seleccion de un farmaco; debido al cual lo dosis minima recomendada
para destruir un porcentaje determinado de la poblacién, deja de ser eficaz;
en otras palabras, se define como la capacidad de los vermes para

sobrevivir al efecto letal de un compuesto con propiedades antihelminticas
(Kassai, 19986).

La resistencia colateral y la resistencia cruzada son estados en los que
una poblacién parasitaria seleccionada tiene un gene que codifica un
mecanismo para evitar la toxicidad de farmacos con el mismo mecanismo
de accion o de farmacos con mecanismos de accion diferentes
respectivamente (Kassai, 1998

La resistencia multiple es un estado en el que una poblacion parasitaria
ha sido seleccionada para resistir la accion de farmacos pertenecientes a
familias con distintos mecanismos de accion, dando lugar a mecanismos de
evasion diferentes pero concurrentes (en ocasiones también se utiliza

como sindnimo de resistencia cruzada) (Kassai, 1998; FAO, 20035).
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Puesto que los antihelminticos constituyen por el momento el principal
medio de prevencion y control de la helmintosis, es absolutamente vital

conservar la de los fdrmacos actualmente mediante su uso racional (Kassai,
1898).

El costo del descubrimiento, investigacion y desarrollo de un producto
farmaceutico (p. e/ para uso en animales de abasto) requiere millones de
pesos y puede involucrar hasta unos 12 afos de investigacién; por ello, las
posibilidades de que en un futuro cercano podamos disponer de
antihelminticos de amplio espectro con nuevos mecanismos de accion, son
escasas; por lo tanto, la siguiente advertencia resulta oportuna e
imperativa: mantener la eficacia de nuestros antihelminticos, ademas,
deberiamos estar preparados para el momento en que los farmacos de

amplio espectro ya no sean eficaces (Kassai, 1998; FAO, 2005).

o £2.56.4.7 Caracteristicas esenciales de la resistencia a los
farmacos (Kassai, 1998, FAO, 2003).
» El desarrollo de cepas de vermes resistentes, es evolutivo.
» Es una propiedad fisiologica hereditaria.
= Se basa en la seleccion de individuos de una pequena poblacion
parasitaria que poseen los alelos de resistencia a determinados
farmacos (variabilidad genetical. La resistencia aparece heredada

directamente por los procesos de la genética Mendeliana (Sangster,
1899).

= Las posibilidades de seleccién inversa para que las cepas de vermes
resistentes vuelvan a ser sensibles a los antihelminticos son deébiles

y transitorias (Kassai, 1998
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o 2.5.4.2 Factores que influyen en la seleccion de parasitos
resistentes a los farmacos

El desarrollo de resistencia a los productos antihelminticos se
considera la mayor amenaza para el control parasitario en todo el
mundo (Dobson et al. 1996). Muchos factores influyen en la forma del
desarrollo de resistencia a los pesticidas y su propagacion en una
poblacién (Dobson et al. 1996). Estos factores se han clasificado , por su
importancia, en: genéticos, incluyendo la proporcion de la mutacion y la
dominancia relativa de la caracteristica afectada; reproductivos,
incluyendo generaciones por ano y el tamano de las fluctuaciones en la
poblacién; medio ambientales, incluyendo migracion de los insectos o
especies afectadas y su capacidad de evitar a los pesticidas;
operacionales, incluye la proporcion de la poblacion expuesta y la

persistencia del agente quimico para el control de dichas poblaciones
(Dobson et al. 1996).
» factores operativos (Dobson et al. 1996; Kassai, 1998, FAO, 2003).

* |La naturaleza quimica del farmaco utilizado y la rotacion del
mismo: si no se realiza rotacion o si ésta es muy frecuente,
favorece el desarrollo de resistencias.

* Frecuencia y momento de los tratamientos: el desarrollo de
resistencias puede ser consecuencia tanto del uso frecuente y
continuado de antihelminticos con el mismo mecanismo de accion
como de uno o dos tratamientos; el porcentaje de helmintos de la
suprapoblacion que estan protegidos, es decir, el nimero de
estadios larvarios existentes en el medio no expuestos a la
presion de seleccion por el farmaco, determinan en gué medida
contribuyen los genes de los supervivientes al tratamiento
farmacolégico al conjunto global de genes de las futuras

generaciones (infrapoblaciones de vermes).
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*

Dosis: recientemente se ha demostrado que la dosis mas
peligrosa para favorecer la diseminacion de resistencias a los
antihelminticos depende de la frecuencia del alelo de la resistencia
y de factores que controlan la fecundidad y supervivencia de los
vermes cuando se instaura el tratamiento; por lo tanto, la idea
actualmente existente de “una dosificacion insuficiente” siempre
promueve la seleccion de cepas resistentes, debe ser evaluada y
corregida; las dosis mas altas imponen una mayor presion de
seleccion (Kassai, 1998, FAO, 2005).

Pautas de manejo de pastoreo y climatologia en animales
sometidos a éste réegimen: por ejemplo, el traslado de animales
después del tratamiento a un pasto poco contaminado (“seguro”)
(cuando se utiliza la estrategia de “medicar y trasladar”) o el
tratamiento de animales que pastan en zonas poco contaminadas
(durante las sequias) acelera la diseminacion de los alelos de
resistencia.

Movimiento de ganado entre granjas: los vermes resistentes son
habitualmente introducidos en una explotacion o rebafno al

adquirir animales portadores de vermes resistentes a farmacos.

Factores genéticos: frecuencia, dominancia y numero de alelos de

resistencia en la poblacion de vermes.

Factores biologicos o ecologicos: longevidad y fecundidad de los

vermes adultos, prolificidad y cantidad de larvas ingeridas (Kassai,

199861
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o

2.5.4.3 Medidas de prevencion y control para evitar el

desarrollo de resistencia a los farmacos (Kassai, 7998, FAO,
20035).

Se debe tener en cuenta que el momento mas adecuado para luchar

frente a las resistencias a los farmacos, es antes de gue éstas se

hagan evidentes y se extiendan.

Los siguientes meétodos y principios sugeridos podrian reducir el

“riesgo de aparicion de resistencias” o prevenir la difusién de las ya

existentes:

o

Usar antihelminticos eficaces. Cuando se detectan
resistencias a un determinado farmaco, se deberia
interrumpir su empleo (recordar también la resistencia
colateral) (kassai, 7998). Al entender el modo de accion de los
antihelminticos, se pueden establecer medidas que ayuden a
mejorar la eficacia antihelmintica, reducir su toxicidad en el
hospedero buscando siempre que de como resultado una baja
resistencia al mismo (Prichard, 1997).

Administrar la dosis correcta.

Utilizar de forma alternativa antihelminticos de diferentes
grupos siguiendo una pauta anual (no mas frecuentemente).
Evitar la introduccion de vermes resistentes, mediante la
desparasitacion de todos los animales adquiridos antes de
juntarlos con el resto del rebano.

Utilizar el nimero minimo de tratamientos; recordar que la
frecuencia de tratamientos es una de las principales causas
de seleccion rapida de resistencia.

Utilizar los principios epidemiolégicos del control de
helmintosis, integrando el tratamiento de los animales con

pautas de manejo.
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@)

)

Fomentar entre los ganaderos el control anual del estado de
resistencia de las parasitosis en sus explotaciones.
Educar a los veterinarios de campo y ganaderos sobre la

resistencia frente a los antihelminticos y su contro/ (Kassai,
18998).

Aunado a esto, es indispensable el uso de alternativas de
control no guimioterapeuticas como: estrategias de manejo del
rebafno, del pasto, evitar la introduccion de animales nuevos
con parasitos poseedores de genes de resistencia, utilizar
nuevas alternativas como la vacunacién antihelmintica y el

control bioclégico en el medio ambiente de la explotacion, etc.

(Kassal, 1958, FAO, 2005).
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3. OBJETIVOS

3. 7 Objetivo general

e (Contribuir al estudio del desarrollo de nuevas opciones en productos

antihelminticos.

3. 2 Objetivo especifico

e Determinar la presencia de actividad anticestodica entre varios
principios activos a prueba, de nueva sintesis, derivados del acido
carbamico; asi como la dosis mas eficaz que produzca el 100% de

eliminacion del cestodo Hymenolepis nana var. fraterna.
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4. MATERIAL Y METODOS

4. 7 Material bioldgico

e (Obtencion de ejemplares adultos del cestodo Hymenolepis nana var.

fraterna.

Esta se realizd adquiriendo, primeramente, 18 ratones de distintos
lugares (mercados, tiendas de mascotas y bioterios), con el proposito de
obtener las formas adultas y extraer los huevos de los parasitos en
cuestion para utilizarlos como indculo. Los roedores obtenidos fueron
sacrificados por desnucamiento, sus intestinos fueron revisados para
detectar los cestodos, 11 de ellos los tuvieron, una vez encontrados en el
intestino, se extrajeron; se les separaron las porciones del estrobilo que
contenian los proglotidos gravidos, estos se desintegraron con una aguja
hipodérmica en una caja de Petri y se formd una suspension de huevos
(mezclando los proglotidos desintegrados con 50ml de una solucion buffer),
la cual fue utilizada como primer inéculo.

A 30 ratones mas se les suministro el inéculo (fue una suspension
homogeneizada por agitacion, no se cuantificé la cantidad de huevos
suministrada por ml), se administro via oral 1 ml por roedor (por sondeo
gastrico), fueron mantenidos por 4 semanas mas en una misma jaula, con
alimento balanceado y agua a libre demanda, después de este tiempo, las
heces de estos animales fueron sometidas individualmente a la prueba de
flotacion (para comprobar la infestacion). Los roedores negativos a la
presencia de huevos del parasito en las heces, se sometieron hasta por
tres dias consecutivos a dicha prueba, y los que resultaron nuevamente
negativos, les fue suministrado una vez mas el mismo volumen del inéculo
(esto se realizo para obtener la mayor cantidad posible de ratones
infestados). Se obtuvieron 22 ratones infestados después de ésta

inoculacion. Los roedores se sacrificaron, se les extrajeron los organismos
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y estos parasitos adultos proporcionaron suficientes proglotidos gravidos,
gue fueron desintegrados para reunir una gran cantidad de huevos vy
generar el ultimo indculo que se utilizd en los ratones experimentales. Se
preparo el indculo final haciendo una suspension con una concentracion de
50 unidades (huevos) aproximadamente, en un volumen de 50ul, que les
fueron suministrados a los ratones experimentales por sondeo gastrico.
Esta cantidad y volumen se utilizaron respaldados en el trabajo de Minero,
7997 quien describe que el inéculo utilizado en su trabajo, con estas
caracteristicas, generd una implantacion de parasitos, en sus ratones

experimentales, de alrededor del 70%.

4.2 Animales experimentales

Con el propoésito de trabajar con animales genéticamente similares y
reducir el margen de error de experimentacion, se adquirieron 1100
roedores con una compahia especializada en la crianza de animales de
laboratorio, fueron ratones singeénicos de la cepa CD1, todos machos de
tres semanas edad. Se adquirieron con estas caracteristicas por ser los
mas susceptibles a la implantacion de los parasitos que se usaron en este
trabajo, de acuerdo con lo concluido por Minero, 1997.

Se realizaron pruebas coproparasitoscopicas (Faust) a las heces de los
ratones experimentales adquiridos, para determinar que estuvieran libres
de cualquier tipo de parasitos vy valorarlos clinicamente sanos, los
animales positivos a parasitos se descartaron y con los restantes se
procedio a la inoculacion final.

Transcurridas cuatro semanas posteriores a la inoculacién (usando
como base el tiempo promedio en el que se desarrolla el adulto en el
intestino del raton), se comprobo la infestacion por el cestodo
Hymenolepis nana var. fraterna, realizando la prueba de flotacién a las

heces de cada uno de los ratones experimentales, los animales positivos a
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la presencia del parasito fueron integrando los grupos de tratamiento, los
negativos fueron reinoculados y cuando se les comprobo la infestacion

pasaron, también, a formar parte de los grupos experimentales.

4.3 FArmacos antiparasitarios

4. 5. 7 Principios activos de nueva sintesis

Los principios que se usaron en este trabajo, fueron derivados del 4-
hidroxifenil carbamato de etilo, productos de sintesis organica obtenidos
en el Laboratorio de Quimica Medicinal de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitldn Campo 1, a cargo del Dr. Enrique Angeles Anguiano,
identificados de la siguiente manera en razon de que sus formulas son
confidenciales: IRE1A, IRE2A, IRE2B, IRE4A, IRESA, IREGA, IREEGB, IRE7B,
IREBB. Estos principios activos fueron suspendidos en agua destilada (no
son solubles en éstal, y se dosifico segun el peso del roedor, agitandose
vigorosamente cada vez que se iba a utilizar para poder mantenerla de

forma homogénea con el agua y gque no se hicieran grumos en la superficie.

4. 5.2 Pracicuantel

Se utilizé un farmaco comercial en presentacion de tabletas,
conteniendo pracicuantel con una concentracion de 50mg (rotulada en la
caja) denominado Droncit (Laboratorios Bayer), cada tableta se macero en
un mortero y fue disuelta en 10 ml de agua destilada (para obtener Smg/ml
del principiol, una parte de esta suspension se utilizé para hacer diluciones
nuevamente en agua destilada, hasta ajustarla para que se pudiera
administrar de una forma practica a los roedores segun su peso, a la dosis
recomendada por Thomas, 1977; Baldock et al., 1977, Gemmel et a&l., 1977;

Andrews et al., 1979; Zbigniew, 1997 de Smg/kg.
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4. 4 Integracion de los grupos experimentales

Se utilizaron 810 animales, los cuales se dividieron en 9 grupos de S0
animales y cada grupo estuvo integrado por:
e 10 animales control positivos
e 10 animales tratados con pracicuantel a dosis de Smg/kg
e 70 animales dosificados con el principio a prueba repartidos asi:
o 10 animales con 5 mg/kg
o 10 animales con 10 mg/kg
o 10 animales con 20 mg/kg
o 10 animales con 50 mg/kg (dosis Unica)
o 10 animales con 50 mg/kg (dosis duplicadallcada dosis
administrada con 24 hr de diferencia)
o 10 animales con 100 mg/kg (dosis Unica)
o 10 animales con 100 mg/kg (dosis duplicadallcada dosis

administrada con 24 hr de diferencia)l

Los farmacos (tanto el pracicuantel como los principios activos de
nueva sintesis a prueba) fueron dosificados y suministrados con una
jeringa insulinica, conectada a una sonda para alimentacion de
prematuros. Los roedores se mantuvieron bajo las mismas condiciones:
temperatura ambiental de 22°C, se alojaron en cajas acrilicas con tapas
de alambre galvanizado (jaulas) con comederos y bebederos, se
alimentaron a libre demanda con alimento balanceado (Rodent
Laboratory Chow 5001, fabricado por la empresa Agribrands Purina
Mexico S.A. de C.V.), agua potable y una cama de aserrin gue se
cambidé dos veces por semana. Dichas jaulas se mantuvieron en el
laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Estudios Superiores

Cuautitlan Campo 4 de la Universidad Nacional Auténoma de Mexico.
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4.5 Revisioén intestinal

Pasados ocho dias, posteriores a la administracion de los principios, se
sacrificaron a los roedores por desnucamiento, fueron sometidos a
diseccion para extraerles los intestinos (cortandolos longitudinalmente con
tijeras), y se realizo una revision cuidadosa para determinar la presencia o

ausencia de los cestodos.

4.6 Anélisis de resultados

Los resultados obtenidos se emplearon para identificar el efecto
antiparasitario primario (tamizaje)l de forma cualitativa de los principios
activos de nueva sintesis, asi como del pracicuantel. Dichos resultados se

concentraron en tablas y graficas de barras para su analisis.
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9. RESULTADQOS

Para el andlisis y/o interpretacion de resultados.

a. &/ no hubo mortalidad en un lote, no se menciona en la
descripcion de resultados
b. El porcentaje de eficacia de los principios activos a prueba y
del pracicuantel, se determind asi:
% Eficacia = NO. DE ANIMALES NEGATIVOS* X 100
TOTAL DE ANIMALES VIVOS FINALES**

* Posterior a la desparasitacion.

** Animales vivos restantes que se sacrificaron para llevar a cabo la
revision intestinal.

c. En las tablas de resultados, los valores en negritas y con
mayor tamarno de letra indican los porcentajes de eficacia
antiparasitaria del pracicuantel y el mejor porcentaje de
eficacia antiparasitaria, en ese lote, del principio activo a
prueba.

d. "MUERTES ANTES DEL SACRIFICIO” se refiere a roedores que
no fueron sacrificados para revision intestinal, fueron animales
que murieron por diversas causas en un lote.

e. La mortalidad se determino asi:

9% Mortalidad = NO. DE ANIMALES MUERTOS” X 100

10+

* Incluye los animales que murieron por diversas causas en un lote (p.
el canibalismo o toxicidad del principio actival, no llegaron al
sacrificio para revision intestinal.
" Se inicio el experimento por cada principio activo y dosis con 10
animales.
f. Testigos positivos, animales control con la presencia del

cestodo (determinada por tecnica de flotacion en heces).
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La tabla y grafica 1 muestran que el principio IRETA en la dosis Unica
de S5mg/kg presento una eficacia antiparasitaria del 22% (con mortalidad
del 10%). Para las dosis Unicas de 10 mg/kg y 20 mg/kg hubo una eficacia
antiparasitaria en la poblacion muestreada del 11% (mortalidad del 100%b).
La dosis unica de 50mg/kg tuvo una eficacia antiparasitaria del 14%
(mortalidad del 309%). La dosis duplicada de 50mg/kg tuvo una eficacia
antiparasitaria del 25% (mortalidad del 209%). La dosis unica de 100mg/kg
tuvo una eficacia antiparasitaria del 109% (sin mortalidad). La dosis
duplicada de 100mg/kg tuvo una eficacia antiparasitaria del 30% (sin
mortalidad). El pracicuantel a dosis Unica de 5mg/kg tuvo una eficacia
antiparasitaria del 11% (una mortalidad del 10%) en el lote de animales
dosificados con este principio. Es decir, las dosis de 10 mg/kg y 20 mg/kg
tuvieron un efecto similar al pracicuantel, pero la dosis duplicada de

100mg/kg de IRE1A fue mejor que ambas.

RATAMIENTO Y Dogis | P ESENCIA CESTODO | MUERTES ANTES [ TOTAL| % EFICACIA
POS. NEG. | DEL SACRIFICIO |VIVOS| PRINC. A PBA.
TESTIGOS 10 0 0 10 |SIN TRATAMIENTO

PRACICUANTEL 5 mg/ kg 8 1 1 9 11 %
5 mg/ kg 7 2 1 g 22 %
10 mg/kg 8 1 1 g 11 %
20 mglkg 8 1 1 g 11 %
IRE1A| 50 mglkg - 1 dosis 6 1 3 7 14 %
50 mg/kg - 2 dosis 6 2 2 8 25 %
100 mg/kg - 1 dosis g 1 0 10 10 %
100 mg/kg - 2 dosis 7 3 0 10 30 %

Tabla 1. Resultados después de suministrar el principio IRE1A a ratones infestados con la

forma adulta del cestodo Hymenolepis nana var. fraterna.
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Gréfica 1. Representacion gréfica de la eficacia antiparasitaria después de suministrar el
principio IRE1A a ratones infestados con la forma adulta del cestodo Hymenolepis nana

var. fraterna.
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La tabla y grafica 2 muestran que el principio IRE2A en la dosis Unica
de 5mg/kg presento una eficacia antiparasitaria del 38% (con mortalidad
del 20%). En la dosis unica de 10mg/kg muestra una eficacia del 0%
(mortalidad del 10%). Para la dosis Unica de 20mg/kg hubo una eficacia
antiparasitaria del 33% (con mortalidad del 409%). La dosis Unica de
50mg/kg tuvo una eficacia antiparasitaria del 0%. La dosis duplicada de
50mg/kg tuvo una eficacia del 0% (mortalidad del 100%). La dosis unica de
100mg/kg tuvo una eficacia antiparasitaria del 10%. La dosis duplicada de
100mg/kg tuvo una eficacia del 0% (con mortalidad del 100%). El
pracicuantel a dosis Unica de Smg/kg tuvo una eficacia antiparasitaria del
10% (una mortalidad del 10%) en el lote de animales dosificados con este
principio. La dosis uUnica de 100 mg/kg del principio a prueba tuvo el mismo
efecto comparado al pracicuantel, pero la dosis Unica de IRE2A a Smg/kg

fue mejor que ambas.

TRATAMIENTO Y DOSIS PRESENCIA CESTODO | MUERTES ANTES | TOTAL % EFICACIA
POS. NEG. DEL SACRIFICIO |VIVOS | PRINC. A PBA.

TESTIGOS 10 0 0 10 | SIN TRATAMIENTO
PRACICUANTEL 5 mg/ kg 9 1 0 10 10 %
5 mg/ kg 5 3 2 8 38 %
10 mg/kg g 0 1 g 0 %
20 mg/kg 4 2 4 B 33 %
IRE2A | 50 mg/kg - 1 dosis 10 0 0 10 0 %
50 mg/kg - 2 dosis 0 0 10 0 0 %
100 mg/kg - 1 dosis 9 1 0 10 10 %
100 mg/kg - 2 dosis 0 0 10 0 0 %

Tabla 2. Resultados después de suministrar el principio IRE2A a ratones infestados con

la forma adulta del cestodo Hymenolepis nana var. fraterna.
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Gréfica 2. Representacién gréfica de la eficacia antiparasitaria después de suministrar el
principio IRE2A a ratones infestados con la forma adulta del cestodo Hymenolepis nana

var. fraterna.
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La tabla y grafica 3 muestran que el principio IREZ2B en las dosis Unicas
de 5mg/kg y 50mg/kg, presentd una eficacia antiparasitaria del 30%. La
dosis Unica de 10mg/kg presentd una eficacia antiparasitaria del 20%.
Para la dosis Unica de 20 mg/kg hubo una eficacia antiparasitaria en la
poblacion muestreada del 50%. La dosis unica de 50mg/kg tuvo una
eficacia antiparasitaria del 30%. La dosis duplicada de 50mg/kg tuvo una
eficacia antiparasitaria del 38% (mortalidad del 20%). La dosis Unica de
100mg/kg tuvo una eficacia antiparasitaria del 10%. La dosis duplicada de
100mg/kg tuvo una eficacia antiparasitaria del 20%. El pracicuantel a dosis
unica de 5mg/kg tuvo una eficacia antiparasitaria del 40% en el lote de
animales dosificados con este principio. Entonces, la dosis unica de 20
mg/kg del principio a prueba tuvo un efecto superior comparado al

pracicuantel.

TRATAMIENTO Y DOSIS PRESENCIA CESTODO | MUERTES ANTES | TOTAL % EFICACIA
POS. NEG. DEL SACRIFICIO |VIVOS| PRINC. A PBA.

TESTIGOS 10 0 0 10 |SIN TRATAMIENTO
PRACICUANTEL 5 mg/ kg B 4 0 10 40 %
5 mg/ kg 7 3 0 10 30 %
10 mg/kg 8 2 0 10 20 %
20 mg/kg 5 5 0 10 50 %
IRE2B | 50 mg/kg - 1 dosis 7 3 0 10 30 %
50 mg/kg - 2 dosis 5 3 2 8 38 %
100 mg/kg - 1 dosis 9 1 0 10 10 %
100 mg/kg - 2 dosis 8 2 0 10 20 %

Tabla 3. Resultados después de suministrar el principio IRE2B a ratones infestados con

la forma adulta del cestodo Hymenolepis nana var. fraterna.
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Gréfica 3. Representacion gréfica de la eficacia antiparasitaria después de suministrar el
principio IRE2B a ratones infestados con la forma adulta del cestodo Hymenolepis nana

var. fraterna.
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de 10mg/kg y en

La tabla y grafica 4 muestran que el principio IRE4A en la dosis Unica

la dosis unica 100mg/kg

obtuvo una eficacia

antiparasitaria del 22% (ambos con una mortalidad del 10%). Para la dosis

unica de 20 mg/kg hubo una eficacia antiparasitaria del 44% (mortalidad

del 10%). La dosis unica de 50mg/kg tuvo una eficacia antiparasitaria del

50% (mortalidad del 40%). Las dosis duplicadas de 50mg/kg y 100 mg/kg

tuvieron una eficacia antiparasitaria del 20%.

La dosis unica de 5mg/kg de

IRE4A presento una eficacia antiparasitaria del 40% similar a la dosis de

5mg/kg de pracicuantel.

TRATAMIENTO Y DOSIS PRESENCIA CESTODO | MUERTES ANTES | TOTAL % EFICACIA
POS. NEG. DEL SACRIFICIO |VIVOS| PRINC. A PBA.

TESTIGOS 10 0 0 10 |SIN TRATAMIENTO
PRACICUANTEL 5 mg/ kg B 4 0 10 40 %
S mg/ kg B 4 0 10 40 %
10 mg/kg 7 2 1 9 22 %
20 mg/kg 5 4 1 9 44 %
IRE4A | 50 mg/kg - 1 dosis 3 3 4 5] 50 %
50 mg/kg - 2 dosis 8 2 0 10 20 %
100 mg/kg - 1 dosis 7 2 1 9 22 %
100 mg/kg - 2 dosis 8 2 0 10 20 %

Tabla 4. Resultados después de suministrar el principio IRE4A a ratones infestados con

la forma adulta del cestodo Hymenolepis nana var. fraterna.
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Gréfica 4. Representacion gréfica de la eficacia antiparasitaria después de suministrar el
principio IRE4A a ratones infestados con la forma adulta del cestodo Hymenolepis nana

var. fraterna.
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La tabla y grafica 5 muestran que el principio IRESA en la dosis Unica
para este principio a prueba de 10mg/kg obtuvo una eficacia antiparasitaria
del 30%. Para la dosis Unica de 20 mg/kg hubo una eficacia antiparasitaria
del 0% (mortalidad del 10%). La dosis Unica de 50mg/kg tuvo una eficacia
antiparasitaria del 10%. La dosis duplicada de 50mg/kg tuvo una eficacia
antiparasitaria del 0%. La dosis uUnica de 100mg/kg tuvo una eficacia
antiparasitaria del 33% (mortalidad del 109%), la dosis duplicada de
100mg/kg tuvo una eficacia antiparasitaria del 40%. Las dosis
administradas del principio denominado IRESA en dosis Unica de Smg/kg, la
dosis duplicada de 100mg/kg y el pracicuantel a dosis de 5mg/kg obtuvieron

una eficacia antiparasitaria similar del 40%.

TRATAMIENTO Y DOSIS PRESENCIA CESTODO | MUERTES ANTES | TOTAL % EFICACIA
POS. NEG. DEL SACRIFICIO |VIVOS| PRINC. A PBA.

TESTIGOS 10 0 0 10 |SIN TRATAMIENTO
PRACICUANTEL 5 mg/ kg B 4 0 10 40 %
5 mg/ kg 6 4 0 10 40 %
10 mg/kg 7 3 0 10 30 %
20 mg/kg 9 0 1 9 0 %
IRESA | 50 mg/kg - 1 dosis 9 1 0 10 10 %
50 mg/kg - 2 dosis 10 0 0 10 0 %
100 mg/kg - 1 dosis B 3 1 9 33 %
100 mg/kg - 2 dosis 6 4 0 10 40 %

Tabla 5. Resultados después de suministrar el principio IRESA a ratones infestados con

la forma adulta del cestodo Hymenolepis nana var. fraterna.
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Gréfica 5. Representacion gréfica de la eficacia antiparasitaria después de suministrar el
principio IRESA a ratones infestados con la forma adulta del cestodo Hymenolepis nana

var. fraterna.
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La tabla y grafica 6 muestran que el principio IREBGA en la dosis Unica

de 5mg/kg se obtuvo una eficacia antiparasitaria del 40%. En la dosis Unica

de 10mg/kg, 20mg/kg y 100mg/kg se obtuvo una eficacia antiparasitaria

del 10%. La dosis Unica de 50mg/kg y la dosis duplicada de 100mg/kg

tuvieron una eficacia antiparasitaria del 300%%.

La dosis duplicada de

50mg/kg tuvo una eficacia antiparasitaria del 20%. El pracicuantel a dosis

unica de 5mg/kg tuvo una eficacia antiparasitaria del 80% demostrando un

efecto superior a las dosis administradas del principio a prueba.

TRATAMIENTO Y DOSIS PRESENCIA CESTODO | MUERTES ANTES | TOTAL % EFICACIA
POS. NEG. DEL SACRIFICIO [VIVOS| PRINC. A PBA.

TESTIGOS 10 0 0 10 | SIN TRATAMIENTO
PRACICUANTEL 5 mg/ kg 1 9 0 10 90 %
5 mg/ kg 6 4 0 10 40 %
10 mg/kg 9 1 0 10 10 %
20 mg/kg 9 1 0 10 10 %
IREBA | 50 mg/kg - 1 dosis 7 3 0 10 30 %
50 mg/kg - 2 dosis 8 2 0 10 20 %
100 mg/kg - 1 dosis 9 1 0 10 10 %
100 mg/kg - 2 dosis 7 3 0 10 30 %

Tabla 6. Resultados después de suministrar el principio IREGA a ratones infestados con

la forma adulta del cestodo Hymenolepis nana var. fraterna.
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Gréfica 6. Representacién gréfica de la eficacia antiparasitaria después de suministrar el
principio IREBA a ratones infestados con la forma adulta del cestodo Hymenolepis nana

var. fraterna.
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La tabla y grafica 7 muestran que el principio IREGB en la dosis unica
de 5mg/kg presentd una eficacia antiparasitaria del 13% (mortalidad del
20%). En la dosis unica de 10mg/kg se obtuvo una eficacia antiparasitaria
del 0%. La dosis uUnica de 20 mg/kg y la dosis duplicada de 50mg/kg
tuvieron una eficacia antiparasitaria del 109%. La dosis duplicada de
100mg/kg tuvo una eficacia antiparasitaria del 22% (mortalidad del 1009).
El pracicuantel a dosis uUnica de 5mg/kg y la dosis Unica de 100mg/kg del
principio a prueba tuvieron una eficacia antiparasitaria del 400%
demostrando un efecto antiparasitario similar y superior a las demas dosis

administradas.

TRATAMIENTO Y DOSIS PRESENCIA CESTODO | MUERTES ANTES | TOTAL % EFICACIA
POS. NEG. DEL SACRIFICIO |VIVOS| PRINC. A PBA.

TESTIGOS 10 0 0 10 | SIN TRATAMIENTO
PRACICUANTEL 5 mg/ kg B 4 0 10 40 %
5 mg/ kg 7 1 2 8 13 %
10 mg/kg 10 0 0 10 0 %
20 mg/kg 9 1 0 10 10 %
IREBB| 50 mg/kg - 1 dosis 7 3 0 10 30 %
50 mg/kg - 2 dosis 9 1 0 10 10 %
100 mg/kg - 1 dosis 6 4 0 10 40 %
100 mg/kg - 2 dosis 7 2 1 9 22 %

Tabla 7. Resultados después de suministrar el principio IREGB a ratones infestados con la

forma adulta del cestodo Hymenolepis nana var. fraterna.
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Gréfica 7. Representacién gréfica de la eficacia antiparasitaria después de suministrar el
principio IREGB a ratones infestados con la forma adulta del cestodo Hymenolepis nana

var. fraterna.
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La tabla y grafica 8 muestran que el principio IRE7B en la dosis Unica
de 5mg/kg, 20mg/kg y 100mg/kg presentd una eficacia antiparasitaria del
20%. En la dosis unica de 10mg/kg se obtuvo una eficacia antiparasitaria
del 30%. La dosis unica de 50mg/kg tuvo una eficacia antiparasitaria del
400%. La dosis duplicada de 100mg/kg tuvo una eficacia antiparasitaria del
33% (mortalidad del 1009). La dosis duplicada de 50mg/kg de IRE7B y la de
pracicuantel de 5mg/kg tuvieron una eficacia antiparasitaria similar del
449% (y mortalidad del 10%) demostrando un efecto superior a las demas

dosis administradas.

TRATAMIENTO Y DOSIS PRESENCIA CESTODO | MUERTES ANTES | TOTAL % EFICACIA
POS. NEG. DEL SACRIFICIO |VIVOS| PRINC. A PBA.

TESTIGOS 10 0 0 10 |SIN TRATAMIENTO
PRACICUANTEL 5 mg/ kg 5 4 1 9 44 %
S mg/ kg 8 2 0 10 20 %
10 mg/kg 7 3 0 10 30 %
20 mg/kg 8 2 0 10 20 %
IRE7B| 50 mg/kg - 1 dosis 5] 4 0 10 40 %
50 mg/kg - 2 dosis 5 4 1 9 44 %
100 mg/kg - 1 dosis 8 2 0 10 20 %
100 mg/kg - 2 dosis 5] 3 1 9 33 %

Tabla 8. Resultados después de suministrar el principio IRE7B a ratones infestados con la

forma adulta del cestodo Hymenolepis nana var. fraterna.
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Gréfica 8. Representacion gréfica de la eficacia antiparasitaria después de suministrar el
principio IRE7B a ratones infestados con la forma adulta del cestodo Hymenolepis nana

var. fraterna.
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La tabla y grafica 9 muestran que el principio IREBB en la dosis unica

de 5mg/kg presentd una eficacia antiparasitaria del 33% (mortalidad del

109%). En la dosis unica de 10mg/kg y 20mg/kg

se obtuvo una eficacia

antiparasitaria del 40%. La dosis uUnica de 50mg/kg tuvo una eficacia

antiparasitaria del 20%. La dosis duplicada de 50mg/kg tuvo una eficacia

antiparasitaria del 30%. Las dosis Unica y duplicada de 100mg/kg tuvieron

una eficacia antiparasitaria del 10%. El pracicuantel a dosis Unica de

omg/kg tuvo una eficacia antiparasitaria del 50% manifestando un efecto

superior a las demas dosis administradas del principio IRE4A.

TRATAMIENTO Y DOSIS PRESENCIA CESTODO | MUERTES ANTES | TOTAL % EFICACIA
POS. NEG. DEL SACRIFICIO |VIVOS | PRINC. A PBA.

TESTIGOS 10 0 0 10 |SIN TRATAMIENTO
PRACICUANTEL 5 mg/ kg 5 5 0 10 50 %
5 mg/ kg B 3 1 g 33 %
10 mg/kg B 4 0 10 40 %
20 mg/kg B 4 0 10 40 %
IREBB | 50 mg/kg - 1 dosis 8 2 0 10 20 %
50 mg/kg - 2 dosis 7 3 0 10 30 %
100 mg/kg - 1 dosis 9 1 0 10 10 %
100 mg/kg - 2 dosis 9 1 0 10 10 %

Tabla 9. Resultados después de suministrar el principio IREBB a ratones infestados con

la forma adulta del cestodo Hymenolepis nana var. fraterna.
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Gréfica 9. Representacién gréfica de la eficacia antiparasitaria después de suministrar el
principio IREBB a ratones infestados con la forma adulta del cestodo Hymenolepis nana

var. fraterna.
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En la tabla 10, se recopilan los mejores resultados de los principios a
prueba, en orden descendiente, se expresan el principio activo, la dosis, la
eficacia antiparasitaria y la mortalidad en porcentaje, ademas de los
resultados obtenidos con el pracicuantel a dosis de Smg/kg por cada lote
de experimentacion con su respectivo porcentaje de eficacia
antiparasitaria y mortalidad.

Se puede observar que el principio activo de nueva sintesis IRE 2B a
dosis de 20mg/kg tuvo un 50% de eficacia antiparasitaria, asi como el
denominado IRE 4A a 50mg/kg en dosis Unica, pero con una mortalidad del
40% para esa dosis, en ambos lotes, el pracicuantel a dosis de 5mg/kg
tuvo una eficacia antiparasitaria del 40%, siendo inferior a dichos
principios. El principio IRE 7B tuvo un 44% de eficacia al igual que el
pracicuantel a 5mg/kg de ese mismo lote, ambos con una mortalidad del
10%. EI IRE BA tuvo un 40% de eficacia, contra el pracicuantel a 5mg/kg
gue tuvo el 900%, siendo mejor que éste. El IRE 8B a dosis de 10 y 20mg/kg
tuvo una eficacia del 40%, pero fue superado por el pracicuantel a 5mg/kg
que tuvo el 50% de eficacia antiparasitaria. |IRE 5A e IRE 6B tuvieron una
eficacia antiparasitaria del 40%, al igual que el pracicuantel a 5mg/kg de
sus mismos lotes. El IRE 2A a dosis de 5mg/kg, tuvo una eficacia del 38%
y una mortalidad del 209%, en ese mismo lote el pracicuantel tuvo una
eficacia del 10% sin mortalidad, siendo inferior al principio activo. El IRE 1A
tuvo una eficacia antiparasitaria del 30% vy el pracicuantel a 5mg/kg de ese
mismo lote fue inferior, ya que tuvo una eficacia del 11% con una

mortalidad del 10%.
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MEJORES RESULTADQOS DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS A PRUEBA

No. prog. PRINCIPIO Y DOSIS Yo EFIGACIA % MORTALIDAD
ANTIPARASITARIA por dosis

1 IRE 2B 20 mg/kg 50 0
PRACICUANTEL 5 mg/kg 40 0

5 IRE 4A 50 mg/kg - 1 dosis 50 40
PRACICUANTEL 5 mg/kg 40 0

3 IRE 7B 50 mg/kg - 2 dosis 44 10
PRACICUANTEL 5 mg/kg 44 10

4 IRE BA 5 mg/kg 40 0
PRACICUANTEL 5 mg/kg 90 0

10 mg/kg 40 0

5 ‘RE 88 20 mg/kg 40 0
PRACICUANTEL 5 mg/kg 50 0

5 mg/kg 40 0

6 IRE SA 100 mg/kg - 2 dosis 40 0
PRACICUANTEL 5 mg/kg 40 0

. IRE 6B 100 mg/kg - 1 dosis 40 0
PRACICUANTEL 5 mg/kg 40 0

g IRE2A 5 mg/kg 38 20
PRACICUANTEL 5 mg/kg 10 0

g IRE 1A 100mg/kg - 2 dosis 30 0
PRACICUANTEL 5 mg/kg 11 10

Tabla 10. Mejores resultados obtenidos en orden descendiente (por cada lote de desafio) entre
los principios activos derivados del acido carbamico a prueba y el pracicuantel.
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Haciendo un ajuste a la dosificacion, a 10 y 20 veces mas de la dosis

recomendada de 5mg/kg del producto comercial Droncit, que contiene

pracicuantel, en el primer ensayo se obtuvo en la dosis Unica de 50mg/kg

una eficacia antiparasitaria del 67% (una mortalidad del 109%), la dosis

duplicada de este mismo principio a 50mg/kg y la dosis unica de 100mg/kg

tuvieron una eficacia antiparasitaria del 90% vy la dosis duplicada de

100mg/kg tuvo una eficacia cestodicida del 100%.

PRIMER ENSAYO

PRESENCIA CESTODO | MUERTES ANTES | TOTAL | % EFICACIA
TRATAMIENTO Y DOSIS
POS. NEG. DEL SACRIFICIO |VIVOS | PRINC. A PBA.
50 mg/kg - 1 dosis 3 6 1 9 67 %
50 mg/kg - 2 dosis 1 9 0 10 a0 %
PRACICUANTEL
100 mg/kg - 1 dosis 1 0 10 a0 %
100 mg/kg - 2 dosis 0 10 0 10 100 %

Tabla 11. Resultados del primer ensayo después del suministro del pracicuantel ajustado

a 10y 20 veces mas de la dosis recomendada a ratones infestados con la forma adulta

del cestodo Hymenolepis nana var. fraterna.
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PRACICUANTEL 1er. ENSAYO

100
90

%
EFICACIA ANTIPARASITARIA

Grafica 10. Representacion grafica de la eficacia antiparasitaria del primer ensayo
después del suministro del pracicuantel ajustado a 10 y 20 veces mas de la dosis
recomendada a ratones infestados con la forma adulta del cestodo Hymenolepis nana var.

fraterna.
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En el segundo ensayo, posterior al ajuste de dosis, el pracicuantel a

dosis unica de 50mg/kg obtuvo una eficacia antiparasitaria del 409% (sin

mortalidad), a dosis doble de 50mg/kg, Unica y doble de 100mg/kg tuvieron

una eficacia antiparasitaria del

totalmente cestodicida.

100%,

mostrando un comportamiento

SEGUNDO ENSAYO

PRESENCIA CESTODO | MUERTES ANTES | TOTAL | Y% EFICACIA
TRATAMIENTO Y DOSIS
POS. NEG. DEL SACRIFICIO |VIVOS | PRINC. A PBA.
50 mg/kg - 1 dosis 5] 4 0 10 40 %
50 mg/kg - 2 dosis 0 10 0 10 100 %
PRACICUANTEL
100 mg/kg - 1 dosis 0 10 0 10 100 %
100 mg/kg - 2 dosis 0 10 0 10 100 %

Tabla 12. Resultados del segundo ensayo después del suministro del pracicuantel ajustado

a 10y 20 veces mas de la dosis recomendada a ratones infestados con la forma adulta

del cestodo Hymenolepis nana var. fraterna.
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PRACICUANTEL 2do. ENSAYO

100 100 100

%
EFICACIA ANTIPARASITARIA
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Gréafica 11. Representacion gréfica de la eficacia antiparasitaria del segundo ensayo
después del suministro del pracicuantel ajustado a 10 y 20 veces mas de la dosis
recomendada a ratones infestados con la forma adulta del cestodo Hymenolepis nana var.

fraterna.
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6. DISCUSION

Este estudio se desarrolld para detectar la presencia de actividad
antiparasitaria de varios compuestos de sintesis organica derivados del
acido carbamico (bencimidazol-carbamatos). Este ultimo, pertenece a un
grupo guimico en el que previamente se han identificado propiedades como
insecticidas y antihelminticos por lo que existe la factibilidad de que
compuestos emparentados estructuralmente presenten propiedades
similares.

Se utilizéd un modelo en ratones con el cestodo Hymenolepis nana var.
fraterna que previamente habia sido validado con otros compuestos de la
misma familia denominados 4 - Aidroxi y 4 — nitro fenil carbamato de etilo
gue manifestaron sus propiedades anticestodicas a dosis de 5,10 y 50
mg/kg, semejantes a la del pracicuantel Winero, 1997), éstos maostraron ser
adecuados para identificar primeramente que los compuestos de esta
familia presentan actividad anticestodica, y con el empleo de diferentes
concentraciones de los principios activos de nueva sintesis, determinar el
nivel de eficacia con la que actua el principio. El modelo incluye al
pracicuantel como un principio de referencia que ya esta plenamente
identificado como anticestodico, y se emplea cotidianamente en los
humanos para el tratamiento contra sus cestodos. Se usa en medicina
veterinaria particularmente en el combate de la cestodosis canina y felina,
también estd recomendado su uso en el tratamiento de este tipo de
parasitosis en los animales de laboratorio. Se trata de un modelo facil de
reproducir y controlar cualitativamente, y brinda una buena opcion para
tamizar productos anticestodicos.

En los modelos experimentales /7 vivo es comun encontrar factores
intrinsecos gue pueden modificar los resultados obtenidos; intervienen la

alimentacion del hospedero, el sexo, edad, estado inmunoldgico,
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idiosincrasia; dichos factores modifican en gran magnitud el
comportamiento de los resultados en poblaciones heterogéneas, y para
reducir dichos elementos adversos se utilizaron ratones machos
singénicos (genéticamente similares, solo difieren en un gene) de la misma
edad, asi el manejo se facilita y solo se controlan variables como el
microclima (temperatura, humedad, etc.). Se sabe que existen diferencias
en cuanto a respuestas ante desafios entre individuos aunque sean
genéticamente iguales, entre estas estan que el metabolismo de un
individuo puede procesar de diferente manera un producto farmacologico
gue otro individuo, dependiendo, también, de la naturaleza del farmaco;
ademas de las condiciones fisicas, alimentacion, estres, estatus entre la
poblacién que lo rodea, entre otros Bertram, 2001).

La solubilidad es un factor esencial para la eficacia de los farmacos,
independientemente de la ruta de administracion (Kocbek et al. 2006). Los
principios activos de nueva sintesis usados en este trabajo, se
caracterizaron por ser muy insolubles en agua, lo cual afectdé mucho sus
concentraciones finales, requiriendo de un sistema de agitacion continua al
hacerse la suspensiéon y mantenerse homogénea. Se requirid incluso
mezclar los productos en mortero en el medio liquido gradualmente hasta
alcanzar el volumen adecuado a las concentraciones usadas. La baja
solubilidad genero variaciones en perjuicio del experimento, ya que en
algunos casos se debian recuperar los productos de la superficie de la
suspension hecha, para resuspenderlos y suministrarla a los roedores,
pudiendo producir esto amplias variaciones en la concentracion final
suministrada. La solubilidad nos crea un importante factor de variacion
debido a que no se contaba con opciones respecto al posible uso de otros
solventes, como diluyentes, por la posible toxicidad. Experimentos
realizados en modelos /n vitro, desarrollados con larvas de nematodos, se

empled acetona como solvente temporal para usar dosis exactas en los
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ensayos, el solvente se evaporaba antes de poner los principios en
contacto con los organismos. Tambien se logro solubilizar los principios con
dimetilsulféxido pero no resultod viable esta estrategia debido a la toxicidad
del solvente (Pereyra, 2004). A esto le podemos agregar el hecho de que en
algunos casos los principios pueden resultar toxicos por si solos o irritar la
mucosa gastrica de los animales y estos, en respuesta, regurgitan el
producto, alterandolo y eliminando cualquier posibilidad de funcionamiento
del farmaco.

Los compuestos bencimidazolicos son farmacos que tienen muy pocos
efectos adversos, es poco probable la intoxicacién, pero en hembras
gestantes son teratogenicos y embriotoxicos (Capece et al, 2003). Su
toxicidad es relativamente baja, existen reportes que describen que la LDy,
oral (Dosis letal 50, que significa que es la dosis maxima en la cual mueren
el 50% de los animales a los que se les suministro a esta dosis de un
farmaco a prueba (Kukiinski, 2000), en raton la LDy, oral es de > 3000 mg/kg
para el albendazol, y > 1280mg/kg para el mebendazol (ratones y conejos),
mostrando como signos mas notorios diarrea y vomito (Dayan, 2003). Lo
anterior explica porqué se decidio emplear dosis crecientes en este
trabajo, se usaron desde dosis bajas y comunes estandarizadas para
bencimidazdlicos como el albendazol y mebendazol, que van desde los 5-

10mg/kg y probar hasta 10 veces mas.

El presente trabajo tuvo como finalidad aportar datos primarios de
comportamiento de farmacos bencimidazélicos a la investigacion de dicho
grupo de antiparasitarios. Se observd similitud de resultados entre los
principios usados en este experimento. Este efecto se da, porgue existe
una estrecha relacién entre los componentes de los farmacos (sus
elementos estructurales son similares, so6lo varian la posicion

tridimensional y/o alguno de sus componentes moleculares), dando como tal
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una respuesta antiparasitaria casi identica (McCraken et al. 1997). En
resumen, los resultados obtenidos fueron que los principios IRE1TA, IRE2A,
IRESA, IRE B6A, IREBB, IRE7B, IREBB mostraron una respuesta variable que
va desde el 0%, 10%,20%,30% y 40% de eficacia antiparasitaria, el IRE4A
tuvo un 5009% de eficacia antiparasitaria en la dosis de Unica de 50mg/kg,
pero una mortalidad posterior a la administraciéon de esta dosis del 40%. El
producto que mejor efecto tuvo (segun sus caracteristicas) fue el IRE2B
con un 50% de eficacia a la dosis de 20mg/kg, sin mortalidad, y también
fue el mas eficaz en su lote, comparandolo con el pracicuantel a dosis Unica
de 5mg/kg, ya que este ultimo principio solo tuvo un 40% de actividad
antiparasitaria. La mortalidad fue mas importante en el lote del producto
denominado IRE2A, donde se presentd un 100% de ésta, en las dosis
duplicadas de 50 y 100mg/kg de este principio activo a prueba, presento
toxicidad aguda en los roedores (que murieron inmediatamente después de
la administracion del principio activo), este principio a prueba, en 4 de las 7
dosis diferentes administradas no tuvo efecto antiparasitario, estos

resultados lo ubican como el farmaco con mas caracteristicas adversas.

Una de Ilas posibles causas directas de mortalidad se dio,
principalmente, porque habia 10 individuos por caja generando competencia
entre ellos (sobre todo por el alimento), hubo canibalismo (que en la
etologia de los roedores es comun), por lo que al existir un microambiente
saturado de elementos y como una forma de controlar la sobrepaoblacion,
se atacan y solo sobreviven los mas fuertes. La otra causa de mortalidad
pudo asociarse a la toxicidad del producto a prueba, ya que se dio
posterior a la administracion del principio activo de nueva sintesis (en el
caso del IRE2A). Se concluyé gue en los lotes donde hubo individuos
muertos, estos fallecieron por causas ajenas al farmaco, la mayoria por

canibalismo como ya se habia mencionado. Cabe aclarar que en los casos
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en los que sucedio este evento, solo se encontro (la mayoria de veces) la
piel de los cadaveres, en realidad no se pudo determinar si el animal murio
solo por el ataque de sus compaferos, cabe la posibilidad de que el roedor
muriera por efecto del farmaco y posteriormente fuera consumido por sus
congeneres pero no se les realiz6 ninguna prueba toxicolégica, ya que
Pereyra, 2004 y Minero, 7997, mencionan en sus respectivos trabajos que los
organos donde se concentran residuos de carbamatos bencimidazoélicos
son: higado, rinones, grasa o musculo; por lo tanto la piel no fue un érgano

apropiado para realizar dichas pruebas.

Habiéndose mostrado en el trabajo previo de Minero, 7997; que los
principios derivados del 4 - Aidroxi y el 4 — nitro fenil carbamatos de etilo,
si cuentan con un efecto antiparasitario, y la eficacia depende de la
administracion de varias dosis repetidas de dichos principios activos, nos
hace suponer que el principio IRE 2B utilizado en este trabajo puede llegar
a un 100% de eficacia si se repiten las dosis, particularmente cuando se

trata de uno de los cestodos mas dificiles de eliminar (4ndrews et al., 1979).

En cuanto al pracicuantel a dosis recomendada de 5 mg/kg, tuvo un
bajo efecto cestodicida, en promedio 41% (se esperaba el 100%]), al
realizar los ajustes de las dosis a 10 y 20 veces mas de la dosis
recomendada, estas mostraron un 90% y 100% de eficacia en los dos
ensayos posteriormente realizados, sin observar signos de toxicidad en los
roedores, lo que nos puede sugerir la hipotesis de que la calidad de la sal
de pracicuantel utilizada por el farmaceéutico entre lotes puede ser
diferente, debido a deficiente control de calidad en la produccion del
producto comercial, o en otro caso, que en la linea de produccion de la
presentacion comercial (tabletas) la mezcla utilizada para producir cada

una de ellas, no sea homogeénea. El pracicuantel fue superior en eficacia
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cestodicida a los principios de nueva sintesis en un 18% ya que estos
ultimos tuvieron una eficacia general del 23%.

De referencia, el pracicuantel utilizado en este trabajo es producido por
los Laboratorios Bayer, en tabletas de 50mg. Este farmaco es conocido
como un cestodicida eficaz, y en estudios experimentales se ha
demostrado una exitosa respuesta en contra de varias cestodiasis
intestinales, Andrews et al., 1979; han descrito una excelente respuesta en
una sola dosis de Smg/kg contra la infestacion por 7aenia pisiformis en
perros, J7agenia taeniformis en gatos, Mesocestoides corti en perros,
Hymenolepis microstoma en ratones, en dosis Unica de 2.5 mg/kg contra
Dipylidium caninum en perros, Moniezia sp. en borregos e Hymenolepis
diminuta en ratas; en dosis unica de 1.0 mg/kg ha funcionado en
primoinfecciones por Echinococcus multilocularis en perros (Thomas, 1977).
Bajas dosis de pracicuantel han tenido una reduccion sustancial de
parasitos adultos que oscila entre el 66% a 99% (7homas, 7977). La eficacia
de bajas dosis de pracicuantel (5mg/kg) en 7aenia ovis y en Taenia
hydatigena ha sido confirmada también por otros autores (Baldock et al.,
1977; Gemmel et al., 1977). Estudios /n vitro probando el pracicuantel, han
encontrado un efectivo funcionamiento contra cestodos como Hymenolepis
diminuta, H. microstoma, H. nanay E. multilocularis a esta concentracion
(Zbigniew, 1997 Aunque estos estudios muestran una buena respuesta
antiparasitaria a bajas dosis (en promedio 5mg/kg), no describen si el
pracicuantel utilizado fue de forma pura o como producto comercial, porgue
como hemos mencionado anteriormente, una variable que no podemos
controlar en los principios comerciales es la calidad y concentracion del
mismo, ya que varian de laboratorio a laboratorio y de lote a lote por
diversas causas, en las que se puede mencionar el control de calidad del
sistema de produccion. Se pudo observar en los datos proporcionados por

los primeros resultados de los grupos experimentales de este trabajo, que
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el comportamiento antiparasitario no era el descrito por la literatura, ya
gue en la poblacion de ratones usados para este trabajo, el Droncit estaba
teniendo un comportamiento que variaba desde el 10%, 409% al 90% de
eficacia en dichos grupos, sin llegar al 100% como también lo ha reportado
en su momento Minero, 7997; que obtuvo una completa eficacia
antiparasitaria en la eliminacion de Hymenolepis nana a 25 mg/kg en su
trabajo, pero utilizando pracicuantel puro, sintetizado en la FES Cuautitlan.
Esto dejaba una interrogante en cuanto a la dosis a utilizar de
pracicuantel, ya que datos recopilados por Dsyan, 2005, describen que la
dosis frecuente utilizada para tratar la cestodosis, es de entre 10 y 25
mg/kg en dosis unica. Este farmaco es una sustancia muy noble, con
efectos secundarios practicamente nulos, es considerado como el mejor
cestodicida, se han realizado pruebas para determinar la toxicidad y se ha
encontrado que la LDg, en los ratones es de 2560 mg/kg @Dayan, 2003). Es
notorio el amplio rango de seguridad sin efectos adversos, por tanto, vy
debido a que no se estaba obteniendo la respuesta antiparasitaria
adecuada con el principio a desafiar, se hicieron otros dos ensayos
incrementando la dosis de pracicuantel a 50 mg/kg y 100mg/kg a dosis
Unica y dosis duplicada de ambos, y los resultados se acercaron a los
obtenidos por Andrews, 1976, en los que usando 250mg/kg contra cestodos
en los ratones, elimina al 100% de los parasitos, y éstos fueron
desechados en heces 2 hr después del tratamiento.

La determinacién de usar dosis mas altas de pracicuantel se da,
tambien, debido a que se han realizado trabajos de investigacion (Balbuena
et. Al, 2004), en los cuales se utilizaron productos comerciales que
contienen pracicuantel en su formulacion (en diferentes formas de
presentacion comerciall, que han arrojado datos que manifiestan que aun
después de administrado el tratamiento antiparasitario con dichos

productos, se ha encontrado la presencia del cestodo Djpylidium caninum,
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comun en perros y gatos. Esto nos lleva a tomar en cuenta la posibilidad
de que se este generando resistencia en este tipo de parasitos, para lo
cual seria indicado realizar ajustes en la dosificacion del pracicuantel,
porque ya son varios los productos comerciales que han tenido deficiencias
en su desempefno (Balbuena et. Al, 2004) Una causa de estas deficiencias
seria la posible subdosificacion del producto antiparasitario, interviniendo
tambien la calidad de la sal utilizada. En los dos ultimos ensayos realizados
en este proyecto, posterior a las maodificaciones de las dosis de
pracicuantel (Droncit), se obtuvo una eficacia antiparasitaria del 90% y

100%.

-91 -



7. CONCLUSIONES

En general, todos los principios de nueva sintesis mostraron un efecto
antiparasitario, hubo variacion de resultados que partian desde el
funcionamiento nulo del principio activo hasta el 40% de eficacia en las
dosis utilizadas, situandose la mayoria de los productos en un 23% de
eficacia antiparasitaria, el producto que mejor respuesta antiparasitaria
presento fue el denominado IRE2B con un 50% de eficacia a dosis Unica de
20mg/kg, sin mortalidad. El producto que mostrd la mas baja eficacia
antiparasitaria fue el IRE2A con un 38%, ademas de que en cuatro de las
siete dosis utilizadas no se observo respuesta antiparasitaria, y mostro
mortalidad por toxicidad aguda (1000%) para las dosis duplicadas de 50 y
100mag/kg.

Respecto a la comparacion entre los nueve principios activos a prueba y
el pracicuantel, podemos mencionar que éste tuvo un funcionamiento del
41% de eficacia, siendo superior a los principios a prueba. El pracicuantel
es un cestodicida eficaz a dosis de 5mg/kg, pero en este caso no fue
efectivo, se realizaron ajustes a las dosis utilizadas aumentandolas hasta
10 y 20 veces, respecto a la dosis minima recomendada, y se obtuvo una
eficacia antiparasitaria del 90 y 100%. Este resultado podria deberse a la
calidad de la sal utilizada para la produccion de las tabletas. Se observa,
también, que el pracicuantel es un producto seguro con minimos efectos
toxicos a posibles dosis altas.

La insolubilidad de los productos de nueva sintesis dio como resultado
la incorrecta dosificacion de éstos, es dificil mantenerlos homogeneizados
con agua, requirieron de agitacion constante, formaron grumos irregulares
en la superficie que modificaron la concentracion final administrada para
cada roedor, es factible que en muchos de los casos se haya administrado

mas farmaco y en otros mas agua, por lo cual se concluye que es
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importante contar con solventes apropiados para la combinacion con los
carbamatos bencimidazélicos, con poca o nula toxicidad a la combinacion y
gue mantengan estable la concentraciéon de estos farmacos. Por otra
parte es conveniente trabajar en dosis repetidas del farmaco IRE2B para
determinar el nimero de tratamientos para lograr el 100% de eficacia
antiparasitaria.

Con esto se considera que el objetivo general del presente trabajo se
ha cumplido, ya que se contribuyd al aporte de los primeros datos
experimentales, para nuevos farmacos bencimidazdlicos, que
probablemente se utilizardan en investigaciones futuras para |la
estandarizacion de nuevos productos antiparasitarios efectivos y sus

respectivas dosis.
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