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CAPITULO 1|



INTRODUCCION

L1 Pl iento del prob)

{.1.1 La cnfermedad de Chagas

La infeccién de seres h s por Tryy wa cruzi provoca I enfermedad de Chagas o
tripanosomiasis americana (25). T, cruzi es- transmitido en cqndiéioni:S naturales por
artrépodos estrictamente hematdfagos per cientes a ln subft
reduviidae) (10).

itia trintomi (insecta:

La importancia de la enfermedad de Chagas radica:

a) Su amplia distribucion geogréfica: desde el sur de Estados Unidos de Norteamérica hasta
aproximadamente el paralelo 41 de {atitud sur en Chile y Argentina (25).

b} Su alta morbilidad: se calcula que existen al rededor de 24 millones de personas:
infectadas. Es, después de la malaria, la enfermedad transmitida por artrépodos mds
frecuente en América latina, y

c) Hasta el momento no hay medidas de control para este padecimiento yn que no existen
vacunas; el control de los transmisores a través de insecticidas es tan costoso que o hace
inoperante para gobiernos siempre en crisis, y la quimioterapia es atn inadecuada, ya que
los firmacos de eleccién presentan una alta incidencia de efectos colaterales y ademds de
que no esta claro si estos firmacos producen la cura parasitoldgica (10,37).

En México el padecimiento es endémico y existen localidades en que se propone que se
considere a la enfermedad de Chagas un problema de sulud piblica (34).

La enfermedad de Chagus presenta tres fases o tormas clinicas: 1) enfermedad aguda, que
se presenta en el 5% de los sujetos infectados; 2) fase latente, y 3) enfermedad crénica, que
se hace aparente en el 30-40% de los casos (10).

1) Enfermedad aguda:

Comprende la primoinfeccidn parasitaria, se caracteriza por un periodo de parasitemia
patente, su duracidn varia de 1 a 2 meses y se caracteriza clinicamente por signos en la
puerta de entrada del pardsito (chagoma de inoculacidn, signo de Romaiia), por ficbre,
edema, aumento del tamafio de los ganglios linfiticos y una miocarditis severa, al menos en
sus fases iniciales, acompafiada de la | ia de pardsitos dentro de las fibras cardiacas
(25).




En la mayoria de los casos “los signos 'y sintomas desaparecen espontineamente’y son
seguidos por una aparente recuperacion de la miocurditis. En pncxcmcs que no han estado
bajo qulmmtcrapm la momllldnd es del 2al 8%, prmclpalmcme cn'nifios,

2) Fase latente:

También Nlamada indeterminada ya que su duracién es por pu(odos largos ¢ inctuso toda ta
vida. Se presenta'en la mayoria de los casos (50-60%), apareritémente no existen sinlonms y
la serologia es positiva por fo que el dmgnésuco en esta elapa de la cn(nrmu!ad es casual
(25).

3) Fase crénica;

Alrededor del 20-30% de los casos desarrolian dentro de los 10 a 20 afios de la infeccidn
una miocardiopatia de severidad variable (cardiomegaliay, finatmente, 8 a 10% pr

una forma digestiva de fa enfermedad, caracterizada por dilataciones patologicas de algunas
regiones del intestino como resultado de ta desnervacion de edlulas ganglionares del plexo
mientdrico parasimpdtico, lo que conduce a la r ion del peristaltismo y laci
det cc ido. Cierto por tje de paci presentan una asociacién de manifestaciones
cardiacas y digestivas. Se desconace ¢! porqué los pacientes chagdsicos pueden desarrollar
diferentes formas clinicas (25).

i n

1.1.2  Quimioterapia de la enfermedad de Chagas

Después del descubrimiento de la enfermedad de Chagas en 1909, y hasta 1937, no habia
sido probado en humanos ningtin compuesto quimico contra esta enfermedad, A pantir de
este afio se inicié la bisqueda de fdirmacos con actividad contra 7. cruzi por diversas
industrias fannacéuticas.

La mayorin de los firmacos evaluados clinicamente mostraron poca actividad en la
eliminacién de pardsitos a cxcepeion de los derivados §-Nitrofuranos (Nifurtimox o
Lampit) y 2-Nitroimidazoles (Benznidavof o Radanil)

Sin embargo, la quimioterapia de esta enfermedad es alin inadecuada, ya que las drogas de
eleccién (Nifurtimox y Benznidazol) son parcialmente efectivas en el tratamiento de la
enfermedad aguda y son incficaces en el tratamicnto de la fase cronica de la enfermedad
(37) y se han descrito cepas del pardsito resistentes a ambos fiirmacos (9).

Ademds pacientes tratados con estos firmacos presentan severos efectos colaterales tales
coma anorexia, urticaria, neuritis periférica y psicosis. Se duda que éstos medicamentos
sean capaces de realizar una cura parasitaria (26).



Por lo tanto, cs importante incrementar el nimero de investigaciones tendi al
desarrollo de nuevos compuestos o bien mejorar fos existentes con el fin de loprar
resultados mds satisfiactorios.

Debido a que no ha sido posible descubrir nuevos p s gufas a través de sintesis al
azar o por programas de ensayo de In actividad de numerosos farmacos, los investigadores
se han concretado a programas mas racionales de desarrollo de nuevos firmacos.

Basandose en estudios sobre fa bioquimica y biologla molecul
han buscado diferencias marcadas entre el pardsito y el hospedero que pudieran ser
explotadas como blancos para ¢l desarrolio de nuevas drogas (37).

de los ui; y SC

1.2 Objetivos
Objetivo General:

Observar In suscepfibilidad /o tésistencia de dos clorias de Trypanosama cruzi al Radanil y
Lamipit; =7 nT e :

Objetivos Particutares: -

2. [ Arhaity
'y MIGUZ:1 de’

ctivid ‘ir'ipn:h:bmiiéldn in'vivo del Radanil y Lampit para las clonas CID-

3. Ccmpégrmjfla-'c'or’i'elagién' entre las" pruebas in-vitro-‘e in" vivo de evaliacién de
fsmacos. : R



1.3 Hipétesis de trabajo:

d es de T cruzi se manifiesta por diferencias

La exi ia de h geneidad en Jas pobl
en la sensibilidad a firmacos. Si las clonas CID-1 y MIGUZ-1 son diferentes entre si,

entonces presentardn sensibilidad diferente a los firmacos de prucba.
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ANTECEDENTES

24 Trypanasoma cruzi

T. eruzi es un pardsito protozoario que pertenece al phylum Sarcomastigophora, es miembro
de Ia familia Tripanosomatidae en donde sc enc bién ubicados pardsitos como
fos tripanosomas africanos que causan la llamada "Enfermedad del sueiio” en el hombre,
ademis de otras especies de gran importancia veterinarin, y las diferentes especies del
género Leishmania que afectan gran parte’ del mundo. Segin fa WH.O. (36,37) los
tripanosomdtidos ocupan, dentro de los diez enfermedades parasitarias mds importantes del

mundo, el quinto puesto,

7. eruzi se presenta en fa naturaleza en tres formas worfologi distintas, definidas
por a) La forma peneral de la célufa, b) La posicidn del cinctoplasto (organclo
i yndrial con alto cc ido d¢ DNA) y c) La regién en donde emerge el flagelo a

partir de Ia bolsa flagelar (22). Las fases son:

1. Amastigote: Son de forma esfirica u ovalada de aproximad 2 pm de didmetro, .
presentan cinetoplasto, grdnulo basal, flagelo reducido a una corta porei6n del axonema que
tiene un recorrido intraprotopldsmico, sin atravesar fas membrana.

Representa una forma de multiplicacién que se tu intracelularmente en los
mamiferos huéspedes (25).

2. Epimastigote: Tienen ¢l cinetoplasto situado ¢n posicion anterior, cercana al micleo; un
flagelo y una membrana ondulante corta; son organismos fusiformes de aproximadamente
20 pm de longitud y representan una farma de multiplicacion que se encuentran en el tubo
digestivo del transmisor, en medios de cultivo v durante la diferenciacién de amastigote a
tripomastigote dentro de la célula (25).

3. Tripomastigotes: Existen dos tipos, dependicndo del huésped en donde se localicen:

i) Tripc igote fclicos: Tienen el cinetoplasto sttuado detrds del nicleo y
un flagelo, asi como una membrana ondulante a lo larga del organismo, su langitud
aproximada es de 16 a 20 pm, representan la forma infectiva. Se encuentran en ct intestina

posterior de los triatominos (25).




i) Tripc ig guincos: Morfoldgi muy al anterior, sélo
que se encuentran en el hudsped mamifero donde transmiten la infeceidn de una cétulu a
otra o afectan al tristomine cuanda estos ingieren In sangre de individuos o animales

infectudos (19).

A i’ de PR

Quizds el problema mis controvertido es la identificacion de Jos mecanismos por los cuales
se originan las lesiones que se presentan en Jos 6rganos durante la fase crénica, después de
un perfodo latente muy large y cuando los pardsitos son muy escasos. Los dabos iniciales
" observados en o enfermedad aguds son dir proporcionales a la destruceion de fa
céluls hudsped inducids por el protozoario. El edema intersticial podsfa reducir la capacidad
de difusidn del oxigeno, de tal manera que se crearfan condiciones andxicas que serian ¢l

origen de la muerte de las células vecinas. Sin embargo, estudios en ratones infectados han
mostrado que la velocidad e intensidad del dafio miocdrdico es mayar gque e que podria ser
atribuido a este mecanismo. El dafio a los tejidos parece cstar relacionado con una
infiltracion crénica inflamatoria y como hay ausencia de pardsitos se han propuesto los
siguientes mecanismos para explicar el desarrollo de las lesiones de 1a fase cronica (25):

a) La liberacion de metabolitos por el parasito, que normalmente excretan o secretan al
medio, los cuales podrian actuar como toxinas provocando dafio neuronal que puede ser el
causante de la cardiopatia y del dafio en el tracto digestivo (25).

b) Hipersensibilidad a productos del pardsito, lo que desencadenarfa un proceso
inflamatorio con el dafio subsecuente al tejido,

c) Evolucién de resp autoi como lado de la i ién huespéd-
pardsito. Este mecanismo ha sido apoyado con un gran ntimera de hechos cxperimentales
en los que se destaca I deteccidn de anticuerpos especificos contra células neuronales y

nervios periféricos en la mayoria de los pacientes chagdsicos (25).



Los anticuerpos anticélulas neuronales podrian ser particularmente importantes para
explicar 1a desnervacidn que ocurre en ganglios del corazon y el sistema auténomo del
tracto digestivo, Sin ¢mbargo la correlacién entre esos anticuerpos contra tejidos del
huésped y la morbilidad ha sido cc erada como  circur cial y no- existe una
demostracion definitiva para esta interrelacion, :
Cualquiera que sea el niecanismo patdgeno, en todos los casos se producen cardiopatias
agudas o cronicas que acortan la vida de los pacientes (5, 10).

Metabolismo de 7. cruzi.

Transporte de carbohidratos, aminodcidos y proteinas.
Al parecer 7. cruzi no es capaz de sintetizar y almacenar polisacaridos, por lo que los
carbohidratos deben ser continuamente incorporados para su utilizacion. Micntras esté
presente la glucosa, los aminodcidos y las proteinas son comunmente la reserva energética
(12), los cuales son utitizados como fuente de energin solo durante la diferenciacion de
¥ igotes a u'r igotes (27).
Tanto los aminodcidos y la glucosa son transportados activamente por los epimastigotes, las
proteinas son incorporadas por pinocitosis, la cual se eva a nivel de la bolsa flagelar (14,
19).
El pardsito es capaz de un rapido y completo rompimiento de aminodcidos como leucina y
prolina para formar CO3. La alta actividad de hidrolasas y proteasas se localiza en
organelos del pardsito que estin involucrades ¢n el rompimicnto de compuestos
atmacenados.
T. cruzi tiene la capacidad de tomar y almacenar proteinas exdgenas en organelos especiales
llamados reservosomas, los cuales son movilizados bajo condiciones de estrés nutricional.
Los amino4cidos derivados del rompimiento de protefnas exdgenas (previamente
almacenados) actian como carbono y fuente de energfa bajo una gran variedad de
circunstancias (33).

Catabolismo de carbohidratos,

Von Brand (35) fue ¢l primero en est pi igotes de T. eruzi son capaces
de incorporar y consumir aminodcidos y carbohidratos, excretundo al medio algunos
catabolitos parcialmente reducidos de In glucosa, principalmente succinato y del
metabolisme de aminodicidos al NH3. Aunque se ticnen controversias sobre cuales son los
nutrientes mds importantes para el pardsito (31), se tienen aceptados los siguientes hechos:

(N

er que los




3] L.os epimastigotes son capaces de¢ consumir Jos dos nutrientes, siendo Ja glucosa
consumida primero, cuando ambos estan pr {15). Esto de a pesar de que ¢l
ambiente natural del epimastigote (intestino del insecto) es rico en aminodcidos y pobre en
glucasa (25).

El imiento de cpimastigotes en medios complejos, después de la degradacién de
carbohidratos es soportada por el catabolismo de aminodcidos indicado por la excrecidn de
grandes cantidades de amonio al medio de crecimiento (33).

2) Las tres fases del pardsito prefieren un tipo de nutriente sobre otros, de esta manera
a) Amastigotes obtenidos en medios de cultivo, son exclusivamente glicoliticos, b)
Epimastigotes utilizan glucosa en la fase logaritmica de crecimiento en medios de cultivo y
los aminodcidos mas activamente son consumidos cn fa fase estacionaria y c¢) Los
oxidativos, utilizan proteinas y

.

Tripomastigotes )S  son
aminodcidos en su metabolismo energético (32).

La glicélisis en T. cruzi presenta dos caracter(sticas diferentes a lo que sucede en el
mamifero:

1) Las primeras seis de las enzimas glicoliticas (liexocinasa, fosfohexosa isomerasa,
fosfofructocinasa, aldolasa, triosafusfato isomerasa y la gliccraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa) estdn localizadas en el glicosoma, vesicula de una sola membrana que va
de 0.2-0.8 pm de tamafio y en Jas preparaciones al microscopio electrdnico su aspecto es
globoso (25).

2) La hexocinasa y la fosfofructocinasa, enzimas claves cn la regulacion de la mayoria
de los sistemas glicoliticos desde bacterias a mamiferos, en T. cruzi no son afectadas por los
efectores mas comunes (30). La tnica regulacién importante encontrada es a nivel de la
piruvato cinasa, la cual es fuertemente activada por muy bajas concentraciones de
fructosa-1,6-difosfato la cual es capaz, atn en concentraciones micromolares, de
contrarestar el efecto inhibitorio de ATP y Pi (25).

Como resultado de la carencia de controles inhibitorios de la glicdlisis, la operacion de esta
via no es influfda directa o indirectamente por el oxigeno, lo que resulta que el efecto
Pasteur no se observe (16). El efecto Pasteur se observa en células que utilizan con mayor
rapidez la glucosa en ausencia de oxigeno que en su presencia. Esta inhibicion en el
consumo de glucosa por el oxigeno hace que se produzea mds energia en forma de ATP
cuando la glucosa se oxida acrébicamente a CO2 y Hy0 que cuando se convierte
anaerdbicamente a lactato y CO5.
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Productos finates del metabolismo de la glucosa,

La glicolisis juega un papel muy importante en el aporte energético para ol parisito, ya que

it pesir de que se ha informado la presencia de todas enzimas del ciclo de Krebs, éste
ciclo sdlo es wtilizado parcialmente ¥ ademds, en sentido inverso. Lo glucosa es
catabolizadu solo parcialmente a CO) aun bajo condiciones aerdbicas, con la produccién
principalmente de succinato, el cual es producido por I sigiiente secutencia de reacciones.
La fijacion de CO3 por la fosfoenolpiruvato carboxicinasa produce dcido oxalacdtico ¢f
ctal s reducido a dcido milico, esto sucede dentro de los glicosomas, Bl malato sale ol
citosol y penetra a la mitocondria en donde es convertido a fumarato y finalmente succinato
(25).

El suecinato es ¢l producto final principal del metabolismo energética en 1. cruzi (21)
seguide por la alaning, y el acetato, este Gltimo en poca cantidad, al jgual que lactato,
malato y piruvato (17) figura 1.

Sistema de reoxidacion del NADH glicolitico.

Con ¢l fin de permanceer funcional, todos los sistemas glicoliticos deben contar con un
eficiente sistema de reoxidacion del NADH, generado en la reaccidn de fa pliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa. 7. cruzi tiene diferentes posiblidades para reoxidar al NADII, las
cuales hajo condiciones aerdbicas tadas sun funcionales, estas son: a) cadena respiratoria,
b) produceion de succinato y probablemente de alunina y ¢} produccion de lactato (17). La
produccion de lactato es a traves de la actividad de deshidrogenasa taciien mediada por una
enzimi propia de T. cruzi denominada alfa-hidroxiacido deshidrogenasa (28).

Enzima PEPCK

Una camcteristica de la arganizacion metabolica de 7ernzi es la presencia de un punto
comin (ramal) en ¢l nivel de fosfoenolpiruvato (PEP) que ¢s una enzima glicosomal
llamada PEPCK.

Esta enzima es probablemente responsable del paso inicial de la via que gufa desde
curbohidratos hasta succinato.

Estd presente en todas Jas etapas del ciclo de vida del pardsito y sus niveles cefulares no son
afectados por los niveles de glucosa ef medio.

lsta vin conduce imeversiblemente a Ciclo de Krebs a través de la piruvato cinasa y
produce reversiblemente oxalacetato por la fijacion de CO, en PEP catalizada por PEPCK
(33) figura 1.



2.2 Ciclo de vida de Tieruzi

Trypanosoma cruzi presenta un complejo ciclo de vida que involuera tinto a un mamifero
como a un insecto transmisor (varias especies de trintomines). Bajo condiciones naturales,
ta inteceidn de 70 cruzi es iniciada por los tripomastigotes metaciclicos, que se encuentran
en el tubo intestinal del triatomino. ¥} insecto al alimentarse pica y sueciona singre def
hombre o de otros mamiferos, cuando defecs origing heees u orina gue conticnen la fase

infectante, tripomastigotes metaciclicos, los cu
heridas o abrasiones en la piel (11).
epidemiologica defecan en tapsos nuis cortos, por fo que pueden originar la transmisidn con
mayor probabilidad (24).

1 pardsito sobrevive a a fugocitosis de fos macrofigos ya que escapa de la vacuola

es penetran a travds e mucosis, o bien por

pecies de transmisores de mayor importancia

fagocitica, antes de Ja Tusion de {os lisosomas (2), i ver en el citoplasma, se translorma
en ta fase intracelulur, el amastigote, o cual inicia su reproduccion, dividiéndose
repetidamente por fision binaria y destruyendo finahnenie a la céiula huésped, liberandose
tripomastigotes, este ciclo reproductive se repite varias veees y puede Hevarse a cabo cn
cuakjtrier tejido, ya que ¢l tipomastigote puede entrar o eélulas no fagociticas, ademds se

han encontrado sitios mas frecuenteniente ateetados como son: miocardio, sistemi nervioso

central, sistema reticulo endotelial y museato liso del tracto intestinal, en estas
localizaciones tos amastigotes suelen agruparse formado  "nidos” despuds de haber
destruido varias célutas hudsped (25).

Despuds de algin tiempo, los amastigoies se transfornan dentro de los nidos ¢en
tripomastigotes sanguineos, os cuiles son liberados abrededor del wjido, Estas fases pueden
invadir células en el drea inmediate, o ser acarreados o otros tejidos por medio de fa
circulacion sunguinea (3, 8).

Al estar circulando por 1a sangre, ptieden ser ingeridos por e} transmisor, al alimentarse y ya
en su intestino se transforman en cpinustigotes, estos se multiplican por fision binaria
transformdndose despuds en tripomastigotes metaciclicos, completandose asi el ciclo de
vida. Otros actrépodos pueden mantener temporidmente ke infeecion con 77 cruzi y aetitan
como acasreadores del pardsito por un corto tiempo (18) pero se considera solo u Jos
riatomines como el tnico grupo con importancia epidentiologica (13} figura 2.
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Figura 2. Ciclo de vida de 7rypanosoma crizi

15




2.3 Mado de accidn de los firmacos probados in vive,
Nifurtimox

Nifurtimox (Bayer 2502, Lampit); los compuestos nitrofurdnicos feron ensayados desde
19525 dentro de estos nitrofuranos ¢l Nifurtimox mostro ser ¢l més indicado para el
tratamiento de la infeceidon chagisica (4).

Quimicamente, Nifurtimox es un J4-([S-nitrolurturilideno]-smino)-3-metiltiomorfolina-1,1-
didxido, sintetizado en 1962 en Alemaniu por Hedinger, Mayer y Petersen, para la ¢asa
Bayer, Su presentacion es en forma de comprimidos contentendo 120 mig de sustancia
activa (4) figura 3.

Benznidazol

Benznidazol (Ro 7-1051, Rochagan, Radanil); esta sustancia fue sintetizada por el
departamento de Pesquisas de los Taboratorios Roche y los primeros resutaldos en
terupdutica experimental fueron comunicados en 1973, en el XII Congreso Internacional de
Terapdutica, en Gincbra (4).

Quimicamente, ¢l Benznidazol es N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida,  Preparado y
presentado en comprimidos conteniendo 100 mg de sustancia activa (4) figura 4.

Desde los estudivs de Toppe-Sevler en 1983 se sahe que en los organismos vivos las
sustancias organicas nitradas son reducidas a su grupo nitro. Sos productos resubtantes de
esa reduccion son ficilmente oxidados, con lormacion de radiciles tibres, algunos de clios
frecuentemente toxicos. Los trabajos de Stoppani (29) con 7. cruzi, demostraran que
concentraciones  farmacoldgicas de Nifurtimox son capaces de generar productos de
reduceion parcial del oxigeno, a saber, anion superonido (027) ¥ agun oxigenada (H202).
El primer paso en esa serie de reacciones es la transterencia de un electron del reductor
NADPH al grupo nitro catalizada por una enzima nitroreductasa.

1



El segundo paso consiste en la transferencia del electrén libre al oxigeno, regenerando al
nitrocompuesto y formando ¢l anion superoxido; éste n su vez dismuta o peroxido de
hidrégeno de manera expontdnea o por la accidn de la superéxido dismutasa, Por uiltimo en
una reaccién catalizada por fierro el HaO3 reacciona con el anién superdxido para dar
origen al radical hidroxilo (20). Este radical ha sido postulado como uno de bajo peso
molecular mis daiiino (20) figura 5.

NR -
I AINO, + NADPH + H* ~——— ArNO," + NAD(P)*

. » NE = : PN
2, AtNO, + 0, ——E——> AINQ,; + 0,

3.05 40, ¥ 1 4 0,+H;0,

- HO +OH'+0;

L 0{+

Figura 5. Mecanismo de generacion de Vradi:czilejsihbijés' pqi ﬁiu@gqmpucstos, .

ArNO3 = nitrocompucsto NR = nitroreductasa
NE = reaceidn no enzimitica SOD = siiperéxido dismutasa
2 = radical libre

En T. cruzi existen enzimas oxidativas que intervienen en la produccion de peréxido de
hidrégeno y del anién superdxido como la citocromo P-450 y la citocromo c reductasa. En
mamiferos existen mecanismos que permiten eliminar la presencia de estos compuestos,
pero en el parasito la eficiencia de eliminacién de los peréxidos y superdxidos estd
disminuida por la ausencia de catalasa, a-tocoferol, acido ascérbico y de glutation
peroxidasa. La actividad de superéxido dismutasa estd presente en el parasito que ademas
de lo anterior, lo hace susceptible a los radicales libres (25).
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Los productos de la reduccién parcial del oxigeno son tdxicos tanto para 7. cruzi
como- para’ el ‘huésped mamifero. El HyO7 es capaz de actuar como oxidante y como
reductor de hemoproteinas y de moléculas que conticnen grupos tioles y el 03" es reductor



y oxidante, participando ¢n reacciones que Hevan a ta peroxidacion de lipidos. Por su parte

el radical hidroxito reaceionn indiscri i alquier tipo de moléenl

con
atacando grupos metilo, por ejemplo =Cl- de Jos dvidos grasos insaturados y en esu forma
inicia una cadena de reacciones de peraxidacion que generan aldehidos de menor peso
molecular, entre otros ¢l disldehido maldnico (29).

2.4 Trabajos previos sobre ln susceptibitidad a firmacas

3rener (7) fue ¢f primero en investigar ta susceptibilidad de fas formas circulantes de 70
ernzi en Lt sangre o Jos compuestos activas, el autor se basd en ¢f hecho de que fas formas

cireulantes de T, eruzi inoculadas intraven en fos ratones persisticron por algumas
horas en lu corriente sanguinea sin penetrar en los wjidos del hospedero ().

Los ratones experimentales fueron  inoculados  intravenosamente con la cepa y
posteriormente tratados, Las drogas activas indujeron una rapida deelinacion en ¢l nimero
de pardsitos sanguineos demostrando fa factibilidad Jde una prucba la cual puede detectar fa
actividad de la droga contra las (ormas circulantes en la sangre.

Brener (9) desarrolld un métoda gue permite L evaluacion in vive y en corto tiempo la
sensibitidad de cepas de 70 cruci v diferentes agentes quimioterapéutions,

Inoeuld ratones machos intraperitonealmente con tripomastigotes sanguineos, ¥ en ¢l pico
de la parasitemia se les administed una dosis de lus drogas a prueha por via oral.

El ntimero de formas eirculantes fue deierminada antes y después de 2, 4, 6 y 8 haras de fa
administracion de la droga. Algunos ratones igualimente inoculades se utilizaron como

control, Bl porcentgje de reduccion de la parasitemia se caleuld comparando ¢l ndumero de
pardsitos obtenidos en eada periodo después de In administracian de fa droga con. los
encontrados antes del tratamienta.



Asi también para una evaluacion a Jarge plazo se emplearon ratones bajo las mismas
condiciones que en ta evatuacion a corto plazo, sin embirgo el tratamiento se tevo a cibo
administrando 20 dosis consecutivas del farmaco por via oral, comenzando 24 horas
despuds de Ta inocutacion,

‘También esta evaluacion estuvo acompadiada por controfes.

Se realizaron revisiones de sangre fresca al menos 2 veces después ded tratamiento (9).

tstas evahwaciones penmiten determinar in vive L suseeptibilidad de copas de 1. eruzi a los
mudicamentos. Se observa una correlacion entre fos resultados obtenidos utilizando copas
sensibles y resistentes de 70 eruzi con un método rdpido y de fos obtenidos en un perfodo
protongado que incluye la administracion de la droga por 20 diits consecutivos (9).

Los datos st
sobre formas intracelulares, un fendmeno que explica la persistencia de fa infeccion despuds

eren que ¢l Benznidazol es mds activo contra las formas sanguineas que

de un tratamiento profengado.

£ método de Blineo (1982) permite evaluar b setividind de farmacos i virro a corto plazo.
Coonsiste en colocar fa fase Jiguida del medio de ealtive en ¢l que lia erecido ¢f pardsito, en
tuhos eppendorf y afiadir ¢l firmaco en diferentes concentraciones. A continuacidn se
realizard un conteo en Cimarg de Neubauer de los pardsitos sobrevivientes a diferentes

petfodos.



CAPITULO 11



PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Diagrama de flujo general
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3.2 Matevial, reactivos y equipo
3.2,1 Material hioldgico

~Clomas CID-1 y MIGUZ-1:

Las clonas de Jas cepas CiD y MIGUZ aistadas por xenodiagnostico de casos hwmanos en
¢l Bstado de Qaxaca, tueron donadas por ¢l Laboraturiv de Protozoslogia del Departamento
de Parasitalogia, ENCB.

12} senodiagnostico consiste en poner a alimentar insectos transmisores (trintominos) de la
enfermedad sobre un paciente sospechoso de estar infectado con T erezi. Despuds de un
periado de incubacion se revisan al microscopio fas deyecciones de los insectos en
hisqueda del pardsito.  Esta téenica es empleady para aisfar cepas de 70 crvzi a partie de
casos humanos o reservorios asi como para ayudar i realizar ¢l seguimiento de la
parasitvinia durante ¢l tratamiento (1),

-Sangre destibrinada de conejo
-Sungre deslibrinada de carnero (vial)

~Animales de experi jon:
Ratones (Mus musculus)
Cuepa NI
Hembras de 20 g de peso

3.2.2 Materiat de laboratorio

-Matraces Erlepmeyer con tapin de rosea Byrex (de 30,100,250 y 500 ml)
~Vasos de precipitado Pyrex (de 50,100,250 y 500 ml)

-Tubos de ensaye Pyrex de 13x100

-Probetas Pysex (de 50,100 y 500 mb

-Pipetas gradundas Pyrex (de 1,23y 10mh)

-Pipetas autonviticas Wheaton (de 200-1000 pi y de 30-200 pl)
-Pipetas automaticas Gilson (de 20y 200 ply

-Pipeta de Thoma para la cuenta Je globutos blancos

-Cimara de Neubauer

~Tuberfa de hule con boguilla

-Pipetas Pasteur

-Bulbos de hule



~Tubos eppendorf (de 1 ml)
-Agitador de vidrio

-Mortero y pistilo de porcelana
-Mechero de Bunsen

-Asa bacteiologica

-Sonda plistica

-Cinta testigo

-Lspitulas de ucero inoxiduble
-Tijeras

-Algodon

-Guantes de latex

-Cubreboea

-Cinta testigo

3.2.3 Renctivos

-Base de agar sangre (BIOXON)
-Intusion de cerebro y coruzon (BIOXON)
-Cloruro de sodio (PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY, S.A.)
-Peniciling G Procaina Cristalina

-Sulfato de estreptomicina

-Fenol (JT BAKER S.A. DE C.V.)
-Etanol absoluto (MERCK)

-Benznidazo!: Ro 7-1051: Radanil
-Nifurtimox: Bayer 2502: Lampit

-Agua destilada

3.2.4 Equipo

-Autaclave Industrias Steele Presto Modelo 21L

-Balanza granataria OHAUS

-Balanza unalitica Sartorius

-Microscopio binoculur Carl Zeiss, West Germany

-Incubadora Precisio Gravity Convention Incubator G.C A, Corporation
-Refrigerador Cabhers :

EX)



33 Metodologin
331 Métados

Mdétado de Brener (1984),

Prucha in vive:

Las cepas CID y MIGUZ se conservan en el Laboratorio de Lntomologia en trinlominos
alimentados con sangre de ratén o de concjo.

Las cepas se mantienen en ratones por pases repetidos de sangre de ratdn a raton,

Las clonas de las cepas se obtuvieron por medio de siembr de diluciones seriadas en
medios solidos.

A partir de las clonas obtenidas, se inoculd con 10,000 tripomastigotes sanguineos a cuatro
lotes de ratones via intraperitoneal ( 2 lotes por clonu) para lograr una méxima parasitemia.
Cada lote estuvo formado por {2 ratones. En cada Jote cinco ratones se utilizaron para la
prueha con la dosis de 500 mykg de Radanil, cinco para la pruebit con la dosis de 500
mp/kg de Lampit y dos tueron wtilizados como testigos.

Se realizo una suspension de cada fiarmaco, segin se explica adelante en cdleulo de fas
dosis administradas.

El dia de mixima parasitemia 0 20 ava, dia establecido en el Laboratorio de Entomologia),

se administraron los

irmacos por via oral wtilizando una sonda plastica y a los ratones
testigo (igualmente inoculados) se les administrd agua por la misma via como placebo,
Antes de la administracién del fairmaco. se contd el nimero de pardsitos con [a Cdmara de
Neubauer, Asi prosiguio el conteo a las 24,0 v 8 horus posteriores a la administracién de
cada fannaco,

Al termino de el experimento se sacrificaron los ratones.
Cilleulo de las dosis administradas:

Radanil: i
Comprimidos de 260 mg al 38.406% de pureza se maceraron en mortero para facilitar su
suspension en agua y ademds para pesar la cantidad necesariu en cada dosis.

Se contd con ratones de 20 g (aproximadamente). Para administrarles una dosis de- 500
mg/kg de peso, se pesaron 520 mg del comprimido y se suspendié ‘en 20" ml de agua
destilada administrandole 1 ml a cada raton. -
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Lampit:

Comprimidos de 400 mg al 30% de pureza se maceraron en mortero para facilitar su
suspensidn en agua y ademds para pesar la cantidad necesaria en cada dosis.

Se contd con ratones de 20 g (aproxi ). Para fes una dosis de 500
mg/kg de peso, se pesaron 800 mg del comprimido y se suspendié en 20 ml de agua
destilada administrdndole 1 ml 4 cada ratén.

Conteo con la Cimura de Neubauer:

1) Practicar un pequeiio corte en la vena caudal del ratén.

2) Tomar sangre dircctamente con la pipeta de Thoma para la cuenta de globulos blancos
hasta la marca de 0.2.

3) Aforar con clorura de sodio al 0.85% hasta la marca de 1.0.

4) Depositar la muestra homogeneizada en la Camara de Neubauer,

5) Con ¢l objeto de determinar la cantidud de tripomastigotes sanguincos por milimetro
cibico contar cuatro cuadros grandes de la cimara y multiplicar el ntmero de pnr:isilos
contados por 20 (factor de dilucitn)

Prepuracion de cloruro de sodio al 0.85%:
Pesar en la balanza analitica 0.85 g de cloturo de sodio’y disolverlo ¢n 100 ml d«. agua
destilada, )

Preparacidn de medios de cultive

El medio de cultivo consta de dos fases: sdlida y liquida.

Preparacién de la fase sélida: ‘

Esta fase se prepara con el medio de cultivo deshidratado Base de agar sangre suspendiendo
3 g en cada 100 ml de agua destilada, -

Se deja reposar durante 5 minutos.

Se hierve y esteriliza | minuto a 121°C durante 15 minutos.

Después de esterilizar, sc aftade 6.5% de sangre estéril desfibrinada dc conejo o de carnero
(vial).

Se vacia en los matraces con tapdn de rosca, colocindose en posicndn inclinada para que asf
solidifiquen.
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Preparacidn de la fase liquida: .

Esta.fase se prepara con solucion salina al 0.85% anndiéndose lnlusnén de cerc.bro y
corazén al 0.1%. :

S esteriliza en autoclaven 121°C dummc 15 mmutos .

A continuacion en la fase liquida se aﬂndc PtnlClllnﬂ O l’rocufnn Cnslalmn y Sulfato dc
estreptomicina, Ty -

El vltimo paso ¢s In mcorpomcl(m dc la fase “qlﬂdﬂ en los mntraccs que yu posucn la fase
sélida.

Preparacitn de firmacos:

El Radanil y Lampit se preparan de scuerdo a las diluciones mostradas en las tablas 1y 2.
Las diluciones son realizadas en etanol absoluto para ambos fiarmacos, el cual: también
funciona como testigo.

Se parte de suluciones 1M, que se prepacan disolviendo:

676 myg de Radanil (pureza 38.46 %) en | ml de etanol

957 mg de Lampit (pureza 30%) en 1 ml de etanol

Método de Blanco (1982).
Prueba in vitro:

Se prepararon medios de cultivo difiisicos y se inoculd una serie de cinco conla clona CID-"

I y otra serie con la clona MIGUZ-1,

Estos medios se mantuvieron en la incubadora a 28°C para lograr un éptime crecimiento,

A los 12 dias, se revis el crecimiento de la poblucion de-las. clonus en sus rt.spt.ctlvos ;
medios de cuitivo.

Al existir abundantes pardsitos y no haber contaminacién por. hongos o. hactcrms. se
tomaron muestras de 500 pl en tubos eppendorf,

A continuacidn s¢ prepararon las diluciones de cada fdrmaco, segtin s¢ explnca adelante en
la preparacién de farmacos yen las tablas 1 y 2.

Se afiadieron 3 pl de cada dilucion del firmaco en cada tubo eppendorf que ya con(eniu el
medio de cultivo.

Asi también en otro tubo eppendorf con medio de cultivo, se¢ afiadicron 3 pl de etanol |
absoluto (disolvente de los finmacos) como testigo.

Se 1o una muestra con el asa bacteriolégica, colocdndola en un portaobjetos y encima un
cubreobjetos.

Se reviso al microscopio (40X) a los 0, 30, 60, 90 Y 120 minutos después de haber afiadido
el fiirmaco.



Al tinal se desecharon los porta y cubreobjetos en fenol of 5%.
Se reportsron los porcentajes de reduccion de la poblacién de cadu clona (pardsitos no
sobrevivientes), despucs de haber revisado 10 parasitos en cadu uno de 10 camipos.

Preparacién de fenol al 5%:

1 fenol se prepar pesando en fa bhalanza granataria ¢f 5% de tenol de un volumen
dererminado de agua destilada en el cual se distelve
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Tabla L. Preparacién del frmaco Radanil a diferentes dituciones
Se parte de soluciones 1 M, que se preparan disolviendo: 676 mg de Radanil (pureza 38,46%) en | ml de etanol.

RADANIL: | Zaie| b bf0 et | | et [N B I S Rt IR
Peso 1M | 0.1 M:} 0,00 M| 0.001 M | 0.0001 M | 0.00005 M [ 000001 M | 0.000005 M | 0.000001 M
mulecular = S s : : I
: CImM 0.0 mM 1005 mM 70,00 mM-]7.0.005 mM. [ 0.000 mM
260 p/mol - 100 pM L SO pM 1 10 uM “SuM 1uM
DILUCION 1:10 0.5 0.2:1
: | — —
my/mi™ 00026 | 00m3 | 000026
26x10:3. 13x103 | 2.6x50
gl 0000013 ] 0.0000026 | 0.0000013- | 0.00000026

13x10°5:| 2.6x10°6

“13x106

S 2.6x10°7

Disolvente: Elino!'Abwluglo :
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Tabla 2. Preparacidn del firmaco Lampit a dil

ferentes diluciones

Se parte de soluci | M, que se prep § 957 mg Je Lampit (pure2a 30%) en 1 mf de etanol,
LAMPIT | n g e d e f 8 h i
Peso.. UM 1 00 M 100! M| 0,000 M {00005 3 | 0.00005 M {0.00008 M | 0.000005 M { 0.000001 M
molecular = ) S tmM U0t mM [ 00SmM | 0.0 mM | 0.005mM | 0.00) mM
287 g/mot : : 100 uM 50 M 10 uM 5 uM f M
DILUCION | 1:10° ] <110 | “1sto | wst0 0501 0.2:1 a.5:4 0.2:1
. A D i Bamens 2 Rt 3 e —_— — —
mgl | 2871 287 | 287 | o287 | ooxr | oois | 000287 | o014 | oonozsy
287510+ 1| 2.87x10-2{ 1.43x10°2 ] 2871073 | td3xi0-d | 287c10+4
gml . | 0.287 | 0.0287 |0.00287{ 0.000287 {0.0000287} ©.000U143 [0.00000287] 0.00600143 |0.000000287
287x10°4] 2.87x10-5 | 1431075 | 2875006 ) 1435106 | 2875107

Disolvente: Eranot Absoluto
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RESULTADOS ¥V BISCUSION
4.1 Resultados

Las tablas [’y fI muestran los porcentajes de sobrevivencia de la poblacion de la elona
CID-1 cuando 'se probd in vitro la actividad wipanomicida de el Radaml y Fampit
respectivamente.

En la tablu V, para una mejor apreciacion de los resultados, se pr los jes de
reduccion  (pardsitos no sobreviventes)  de la poblacion de fa clona CID,—I debido a ln
actividad de ¢l Radanil y Lampit al termino de la prueba (120 minwtos) lo cual estd
representado en fa grifica I,

Las tablas {1} y IV muestran los porcentajes de sobrevivencia de Ia poblacion de la clona
MIGUZ-1 cuando se probé in vitro-la actividad tripanomicida - de ef Radanil ¥y Lampit
respectivamente.. )

En lu tubla V1, para una mejor apreciacion de fos resultados, se pr los por Y]
de reduccidn (pardsitos no sobrevivientes) du ta poblacion de la clona MIGUZ-1 debido a
la actividad de ¢} Rudxmil y Lampit “al termino de la prueba (120 minutos) lo cual esta
representado en Ja grifica i,

Los resuliados que. se presentan en la tabla VI corrresponden a - los: porcentajes de
sobrevivencia de la clona C1D-1 en las prucbas in vive frente a ¢l Radanil y Lampit. estos
resultados corresponden « la grdfica Hl.

Los resultados: que se presentan en la tabla VII corresponden a Ios~porccnléjcs de
sobrevivencia de la clona MIGUZ-1 en las prucbas in vive fremte a el Radanil y Lampil;
estos resultados corresponden a la grifica 1V,

Para apreciar mejor el comportamiento de fos firmacos, en Ja grifics V se muestra la -
actividad it vivo del Radanil sobre las clonas CID-1 y MIGUZ-1 y en la graﬁca vi se
muestra la actividad in vivo del Lampit sobre las mismas clonas.



Tabia ) Potcantajes da sobrevivantis da la clona CIO-1 an Ia svaluscidn in vitro da
concentraciones.

ctividad del Aadand & difatentes.

TIEMPO [ B
imin} 0.1 M 0.01 M 0.001 M 100 1M 50wt 10uM, 5w 1M TESTIGO
[ 100 100) 100} 100) 100 10 109) 100! 100,
30 75 89 80 .5 85 sl o w 95 100
0] 78 78/ o5 8s o5} 25 85 90 100
90} o 75 80 a0 i80] o8 8 as] 100)
120 60 0 10 0] 20 20 as a5 100

Tedla Parcentajes de sabrevivanca de s cione CID-1 an fa svaluscién i virro de fs activided del Lampt a difarantes

concantisciones.

TiEMPO
imin)  loym

i




Tabis il

*TIEMPO
o) 0 t M TESTIGO.
[ 100
0]
]
%0
120
Table IV Parcenitajos do sobrevivencis de la clana MIGUZ-1 en (e evaluscidn it vitro dw la activided del Lemput 8 diferentes
concentraciones.
TiEMPO
ifmwin) 9.4 M 0.01 M 0001 M __|100.M 50.4M 104 S ui 16M TESTIGO
o 100 100 100 100) 100 100 1001 100 100]
39 90| %0 100 100 100) 100 100| 100 100
80| 20 ot 20 90 90 0 90 100 100
90) 18| 78] [ 85 as| % 80 9 100
120} 80 65 25 28] 75 LuJ 80j 90 100)

" . . -



Tabla V Evaluacion in vitrode 1a actividad del Radani) a ditarentes concentracionas waties $as cionas CID-1 y
. MIOUZ-) da T, cruzi,

de de i 4 los 120 minytos da prusta,

F’oncenlrmon (]

Clans £iD-Y

Table VI Evaluachin in vitrde 14 actividad del Lemeit & ditereniss cancentraionss sobra lag clanas CID-1 v
MIQUZ-Y da T. cruzl.

Poi de de 1a pabiacién » los 120 minutos de pruebs.

M)
.01

Clana CO- 35

Clane MIGUZ.1 40)

P LU AL
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Graiﬁcu 1
Evaluacién in vitro de la ncnwdad del Rndmul sobre las pohlucmnus de las clonas CID-1.y
MIGUZ-} de 7% cruzi,
45
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Realizada siguiendo ta metodologia establecida por Blunco (1982).

Grifica. 11
anluaclén invitro dc la actividad del Lampit sobre las pohlncmms de las clunns CiD-1y
MIGUZ:} da T cruzi-:
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Realizada siguiendo la metodologia establecida por Blanco (1982).
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Tabia Vil Evaluacién /n vive de ia actividad del Radanit y Lampit a una dosis de
500 mg/Kq sobre la parasitamia originada por fa clona CID-1,

Tiempo {Hrs}
. 6. s 8
Rndénl‘ 40 S . 38)
Testigo 109 ‘mo
Lampit T R 48
Tenlq‘n 'flOOv‘f ~190
Sa empled agua deti da en fos lotes da rat
F e de sobrevivencia da los p
Tabla VI~ Evaluacion in viva' de la actividad del Aadanil y Lampit a una dosis de
600 mg/Kg sobre la parasitemia originada por la clona MIGU2-1,
Tiempo (Hrs} : N e e A
- of 2 .4 1ol B R 8,
Radanil: - “100}- - .80
Testigo {100 100
Lomplt - . {100 a8
Testigo - = 100} 100} .

Se empled agua destilada en los lotes dé ratones testigo.
Porcentaje de sobrevivencia de los pardsitos.
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Grifica Il
Evaluacién in vivo de la actividad del Radanil y Lampit sobre la parasitemia originada por la
clona CID-1 de T cruzi.
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La administraci6n de los firmacos fue par via oral a una dosis de 500 mg/Kg siguiendo la
metodologfa propuesta por Brener (1984).

Grifica 1V
Evaluacidn in vivo de la actividad del Radanil y Lampit sobre la parasitemia originada por la
clona MIGUZ-1 de T. cruzi.
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La administracién de los fArmacos fue por via oral a una dosis de 500 mg/Kg siguiendo la
metodologia propuesta por Brener (1984).
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Grifica V
Evaluaci6n in vive de la actividad del Radanif sobre la parasitemia originadu por las clonas CID-
1y MIGUZ-1 de 7' cruzi,

TIEMPO [hrs}

I —-m— CID e MIGU2 —~a— TESTIGO

La administracitn de los fdrmacas fue por via aral a una dosis de 500 my/Kg siguiendo la
metodologfa propuesta por Brener (1984).

Grifica VI
Evaluacion in vivo de la actividad del Lampit sobee ta parasitemia originada paor las clonas CID-!
y MIGUZ-1 de 7. cruzi.
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La administracién de los firmacos fue por via oral a una dosis de 500 mg/Kg siguiendo la
metodologia propuesta por Brener (1984).
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4.2 Discusion

Se emplearon clonas de las cepas CID y MIGUZ aisladas en Oaxaca, México para conocer
la nctividad de los firmacos de eleccidn sobre estus poblaciones de 7% ¢ruzi en las pruchas
in vitro mediante el método de Blanco y en las pruebas in vivo mediante ¢l método de
Brener.

Bl empleo de clonas de 7. crwzies necesario, ya que es posible que los aislados (cepas)
estin constituidos por una heterogeneidad de pobluciones del pardsito, lo cual originarfa
constantes cambios en los resultados obtenidos al emplearlos. aunque se pierde lo
representativo de lo que ocurre en la naturaleza,

El método de Brener permite determinar in vive y en corto tiempo (8 horas) la sensibilidad
yio resistencia de las formas sanguineas de cepas ( y de sus respectivas clonas) de 7. cruzi
a los firmacos,

Brener inicialmente basé su método en ¢l hecho de que las formas sanguinens inoculadas
intravenosamente persistian por algunas horas en el torrente sanguineo sin penetrar a los
tejidos del hudsped. Posteriormente modificd el método empleando la via intraperitoneal
tal como- se empled en el presente trabajo, para evitar o disminuir el riesgo de que
rdpidamente el pardsito invadiera los tejidos del hudsped después de [a inoculacion.

Lo anterior se planted por el hecho de que existe heterogeneidad en las cepas de 70 cruzi lo
que implica que tengan diferentes caracteristicas y siendo asi algunas cepas pudieran tener
mayor velocidad de invasion a las célulus de organos.

En base a el andlisis de las grificas obtenidas del comportamicnto de las clonas ensayadas
(en el Laboratorio de Entomologfa), se elegio el dia 20 avo. como ¢l de mixima parasitemia
para realizar Ia prueba in vivo, :

Se utilizé el método de conteo con ln Camara de Neubauer ya que cs confiable.
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f.a administracién del” firmaco por via oral en las prucbas in vivo ofrece ventajas
importantes sobre las pruebas in vitro, como son:

a) Da una idea mas real acerea de la eficiencin de los farmucos contra el pardsito
b} Las condiciones del tr iento son i1 en ¢l hombre

La nplicacion de los farmacos s tuna ctapa delicada en el experimento. Se debe evitar en lo
posible el estrés de los animales por exceso de manipulacién y el dafio mecinico por
introduccidn de la aguja, ya que los ratones en los que no se tienen estas precauciones
presentun una conducta diferente de la normal como es poca actividad y mala alimentacion.

El Radanil y ¢l Lampit son compuestos con baja solubilidad en agua, por lo tanto las
pruebus in vivo se llevan a cabo con ung suspension de ambos férmacos y las prucbas in
vitro se dificultan debido a la necesidad de utilizar compuestos que fuciliten su solubilidad
ademits de emplearse bajas concentraciones. :

La parasitemia originada por CID-1 disminuy6 un 62% al termino de 8 horas de evaluar la
actividad tripanomicida in vive de el Radanil y un 54% at evaluar la actividad de-cl Lampit.

La clona MIGUZ-1 presentd una reduceién del 30% de su poblacion frente al Radanil y un
5% debido a el Lampit bajo las mismas condiciones.

En las pruebas in vitro, la.clona CID-1 fue sensible @t Radanil y parcialmente sensible al
Lampit mientras que la clona MIGUZ-1 fue sensible al Lampit y parcialmente sensible a el
Radanil.
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Al cabo de los 120 minutos de probar ¢l Radanil in vitro con las clonas CID-1 y
MIGUZ-1, los porcentajes de  reduccidn de la poblacion de la clona CI-1 debido a el
farmaco fucron desde el 40% con la concentracién mayor (0.1 M) hasta 15% con la menor
concentracién (0.000001 M) y los porcentajes de reduccion de la poblacion de la clona
MIGUZ-1 frente a el mismo fitrmaco variaron desde ¢l 45% con la mayor concentracion
hasta el 10% con la menor concentracion.

Con respecto a los porcentujes de reduccion de la poblacion de las clonas debido a el
Lampit en el termino de las prucbas in vitra (120 min.), los porcentajes de la clona CID-1
variaron desde 35% con la mayor concentracion del firmaco hasta el 5% cmpleando la
menor concentracion del mismo y los porcentajes de ba clona MIGUZ- registrados por la
actividad del firmaco varian desde el 40% para la mayor concentracion y 10% empleando
la menor concentracion.

Como fue incrementandose la concentracion de los firmacos, aumentd el porcentaje de
reduccion de la poblacién de ambas clonas durante los 120 minutos de prueba,
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CAPITULO V



CONCLUSION
1. En las prucbas in vivo, laclona CID-1 fue sensnblc ul Radanil y Lumpn siendo
MIGUZ-1 rcslstcnte a los mismos.

2, En las pruebns in vitro, las clonas no presentaron dlfcrt.nczus cn cunnlo ala
semlhllldad y/o resmencm frente a ambos fainnm,os :

3. - El Raduml fue mzis activo sobre la clonn ClD i wvn, cn lus pruubns invitro -
también fuc scnsnble ClD-l y MIGUZ-I parclulmcnlc sz.ns:blc e : E

4. El Lumplt mostré mnyor acthdnd sobrc ClD t

vivo, en lns prucbas in vitro
MIGUZ:1 fuc scnstblc y CID 1 pnrcmlmcntc sensnbl" [y

5. . En las prucbas in vim si huy i

i “du%ll de qqdﬁ finmaco sobre
ambas clonas. R

6.

7.

8.
de T cruzi ( [
cumclenznclén de lns mi

9. Los resultados moslmmn lai lmponancm de aislar el pardsito de los paclcmcs conel:
fin de evaluar los ﬁlrmucos que sc le pretende administrar. :



BIBLIOGRAFIA

1) Alejondre, A. R., B. Nogueds T. y M. Cortés-Jimdénez. Susceptibilidad de cinco
especics de Triatominos a fa infeceion con Trypanosoma cruzi. Revista Latinoawericana de
Microbiologia 35(4). 1993

2) Avila, J.L, Chagas' discase. Sixth programe repor, 'I'DR/PR~6/UNADPIWORLD
BANK/WHO, 1983,

J) Avila, LL. Intracellular Digestion of I‘ndoylosnd Proteins. as;a Source of Amino

" Acids for Protein Synthesis in Trypanosama  cruzi, - Avxln“:und Hams, Subcclluhr
Biochemistry: | Nular Parasites, Plenum Press, Vol 18, pes. 189-234, New Yark.
USA, 1992,

4) Boainain, E. Tratamicnto Etiolégico de Doenga de Chagas na fase cronoca, Rev,
Goina Med, 25:1-60. 1979.

5) Braun, M. Resy i al Tryy cruzi, Un enfoque de patogenia en 1a

enfermedad de Chagas. Acta Physio Phacmacol. Latinoam. 35: 1-47. 1985

6) Brener, Z. The behavior of slender and stout forms of Trypanosoma crusi in the

blood stream of normat and inmune mice. Anaals of Tropical Medicine and Parasitology
63(2).1969

7 Brener, Z. Study of the action of some active drugs against Trypanosonta cruzi

blead forms Rev, Inst, Med, Trop, Suo Paulo 13: 302-306, 1971,
8) Brener, Z. Biology of Trypanosama cruzi. Ann Rey. Microbiol, 27: 347-382. 1973

9) Brener, Z., and Filardi. A rapid method for testing in vivo the susceptibility of
different strains of Trypanosoma cruzi 1o active chemotherapeutic agents. Mem. lost

Qswaldo Cruz 79(2): 221-225. 1984,

45



10y Brener, - Z. Pathogenesis and . inmunopathology of chronic,. Chagas . discase. - In
meeting -on' i pathology. and pathogenesis of Chagas: disease, lcnshmamasns and

leprosy. Mem, Inst, Oswaldo Cruz 82: 205-213. 1987,

1)~ Calvo, MM.L,, B, Nogueda T., y R. Alc;andrc A La vfu oral una pucrm dc acceso
para 7 cruzi, Rev. Lat. Microbiol, 34(1): 39-41. 1992

12)  Cannata, J.J.B., and Cazzulo, J.J, The acrobic’ f ‘by'7“.i cruzt
Comp, Biochem, Psyol, 79B: 297-308. 1984. I
13)  Carcavallo, R. CHAGAS DISEASE' VECTOR CRC: Pr

ol Il pg: 120,
USA, 1985. e

14)  Cazzulo, J. J. Protein and amino acld membollsm T i Qomn._nmchm
Physiol, 79B: 309-320. 1984,

15)  Cazzulo, J.J. et al. End products and enzyme levels of aerobic glucose fennentuuon
in Trypanosomatids. Mol Biochem. Parasitol. 16: 329-343, 1985,

16)°  Cazzulo, J.J., Arauzo, S., Franke de Cazzulo, BM., and Cannata, J.J.B, On- the
production of glicerol and L-alanine during the acrobic fermentation of glucose by
Trypanosomatids FEMS Microbiol, Lett. 51: 187-192.1988.

17)  Cazzulo, JJ. Energy Metabolism in Trypanosoma cruzi Avila and Harris, Sub
cellular Biochemistry: Intracellular Parasites, Plenum Press, Vol. 18, pgs. 235-252, New
York, USA, 1992,

18)  Cortés-Jimé M., B. Nogueda T., y R. Alejandre A. Tr isién experimental
de Trypanosoma cruzi por Ornithonyssus bacoti. Yeterinaria_de México. 25(1): 39-41.
1994,

19)  De Souza, W. Cell biology of T. cruzi, [nLRu_._Cy_mL 86: 197-283. 1984.

20)  Docampo, Ri, and Mo ‘ree radical metabolites in the mode of action of
cehmptempgugic agents pt agocytic cells 'on Trypanosoma cruzi Rev, Infect. Dls. 6:
223.238. 1984; S

46



21)  Guueridge, W. E. Trypanosoma cruci: recent biochemical advances Jmansitctions of
the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene 75(4). 1981,

22)  Hoere, C.A, and Wallace, F.G.. Developmental stages of Trypanosomatid
tiagellates and new terminology. Nuture 212: 1385-1386., 1986.

23)  Montamat, E.E,, C. Burgos, N.M. Gerez de Burgos, L. i, Rovai,”A. Blanco, and
E.L. Segura. Inhibitory Action of Gussypol on Enzymes and Growth of Trypanosoma cruzi.
Science, 218: 288-289, 1982.

24)  Nogueda T.B., Alcjandre A, R. y Cortés-Jimenez, M. Evnluucién'du la capucidad de
transmisién de T. crizi de cinco. especies de triatominos. 1. Pairones. de- dcﬁ.cncuin

Zoologia Informa. 1993.

25)  Nogueda T:B., I. Bacza R. y C. Wong. Orientacion uctu.l[ dc lu Qulmlotempm de la
enfemedad de Chagas. Acta Médica, 27(105-106); 37-56. 1991

26)  Reppetto, Y. Letelier, M. E., Aldunate, J., and Mon.llo,A The
y-glutamyltranspeptidase of Trypmm.mmu cruzi Qumnmmmuml. 878 73 78. 1987,

27) . Rodriguez, F., Ramirez, J. L., and Rangel-Aldno, R. Gene' expression- of tubulin
during the differentiation of 7. cruzi Abstracts, VI.PAABS Congress, Sao Paulo, Brazil p.
70. 1990.

28) Rowai, L. E., A, Aoki, \1 M. Gerez de Burgos, and-A. Blanco. Effect of Gossypol
on Trypomastigotes and Anmstu,oles of Trypanosoma cruzi L. Protozoology 37(4): 280-
286. 1990.

29)  Stoppani, A. Bioquimica de Trypanosoma cruzi Intercienciy 8(6): 1983.

30)  Taylor, M. B., and Guuteridge, W. E. The regulation of phosphofructikinase in
epimastigote 7. cruzi FEBS Lett, 201: 262-266.1986.

47



tel}

31)  Urbina, J. A., and Azavache, V. Regulation of energy
(Schizotrypanum) cruzi epimastigotes {1 NAD-dependent glutamate dehydrogenase Mol,
Biochem, Parasitol, 11: 241-253. 1984,

ism in Try

3J2)  Urbina, J. A, Osomo, C. E,, and Rajus, A. The central role of phosphoenol pyrubate
carboxikinase in the energy metabolism of T\ cruzi Studics using 3- nnrcaplopncohmc acid.

Menn Inst. Oswaldo Cruz 84: Suppl 11: sg. 1989,

33)  Urbina, J. A: Intermediary Metabolism of Trypmwwma cru:f anmgjggx_l'_udu.
16(3): 107-110. 1994.

34) Velasco, O, Importancia de la cnfc.mcdud dc Chugus ¢.n dtxico. o)
Mm.o.hml.zs 275-283. 1986. B

35)  Von Brand, Th. mnchcxmw_and_ﬁbumlmur_ﬂndnnmms Elsevier/North
Holland, Amstcrdnm Holland. 1979,

36)  W.H.O. World Health Organization UNDP/ WORLD BANK/ WHO Special
Programe for Research and Training in Tropical Disease: Actividades de pesquisa do
Scientific Working Group (SWG) on Chagas disease 1982/1985 - Relatorio dos "Screening
Committee” (SC) ao "Scientific and Technical Review Committee” (STRC), Compilado
por Moncayo, A. Mem, Inst, Oswaldo Cruz 81(8): 179-183. 1986.

37)  W.H.O. World Healt Organization Division of Control of Tropical Disease (CTD)
UNDP/ WORLD BANK/ WHO. Special programe for Research and Training in Tropical
Disease (TDR). American Tripanosomiasis CTD-TDR/HHIN. 1: 12-13, 1990,

48



	Portada
	Índice
	Capítulo I. Introducción
	Capítulo II. Antecedentes
	Capítulo III. Parte Experimental
	Capítulo IV. Resultados y Dicusión
	Capítulo V. Conclusión
	Bibliografía



