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CAPITULO 1 



INTRODUCCIÓN 

1.1 Planteamiento del problema 

1.1.1 La enrermedad deChagu 

La infección de seres humanos por Trypanoso.rma <0rt1:i proveen In enfermedad de Chagas o 

tripanosomiasis americana (25). T. <'rt1zl es transmitido en condiciones naturnies por 

artrópodos estrictamente hematófagos pertenecientes a la subfamilia triatominae (111.recta: 
redm•iidae) ( 1 O). 

Ln importancia de la enfermedad de Chngas radica: 

a) Su amplia distribución geográfica: desde el sur de Estados Unidos de Norteamérica hasta 

aproximadamente el puralelo 41 de latitud sur en Chile y Argentina (25). 

b) Su alta morbilidad: se calcula que existen ni rededor de 24 millones de personas 

infectadas. Es, después de la malaria, la enfermedad transmitida por artrópodos más 

frecuente en América latina, y 

e) Hasta el momento no hay medidas de control para este padecimiento ya que no existen 

vacunas; el control de los transmisores a través de insecticidas es tan costoso que lo hace 

inoperante para gobiernos siempre en crisis, y la quimioterapia es aún inadecuada, ya que 

los fármacos de elecci1\n presentan una nlla incidencia de efectos colaterales y además de 

que no está claro si estos fármacos producen la cura parasitológica (10,37). 

En México el padecimiento es endémico y existen localidades en que se propone que se 

considere a la enfem1edad de Chagas un problema de salud pública (34). 

La enfcnnedad de Chagas presenta tres fases o fomrns ellnicas: IJ enfem1edad aguda, que 

se presenta en el 5% de los sujetos infectados; 2) fose latente, y 3) enfem1edad crónica, que 

se hace aparente en el 30-40% de los casos ( 1 O). 

1) Enfermedad aguda: 

Comprende la primoinfección parasitaria, se caracteriza por un período de para•itemia 

patente, su duración varía de 1 a 2 meses y se caracteri'a cllnicamente por signos en la 

puerta de entrada del parásito (chagomu de inoculación, signo de Romaila), por fiebre, 

edema, aumento del trunaHo de los ganglios linfáticos y una miocarditis severa, al menos en 

sus fases iniciales, acompaHada de la presencia de parásitos dentro de las fibras cardiacas 

(25). 



En la mayoría de los casos los signos y sfnlomas desaparecen espontáneruncnte y son 

seguidos por una aparente recuperación de la miocarditis. En pacientes que no han estado 

bajo quimioterapia In mortalidad es del 2 al 8%, principalmente en niños. 

2} Fase latente: 

Tnmbic!n llrunada indeterminada ya que su duración es por periodos largos e i~cluso toda la 

vida. Se presenta en la mayorra de los casos (50-60%), aparentemente no existen síntomas y 

fa serologfa es positiva por Jo que el diagnóstico en cstn etapa de In enfermedad es casual 

(25). 

3) Fase crónica: 

Alrededor del 20·30% de los casos desarrollan dentro de los 1 O a 20 años de la infecchln 

una miocardiopatia de severidnJ variable (cardiomegalia); finalmente, 8 n 10% presentan 

una forma digestiva de la enfermedad, caracterizada por dilatnciones patológicas de nlgum1s 

regiones del intestino como resultado de la dcsncrvación de células ganglionares del plexo 

mientérico parasimpático, lo que conduce a la rcdncciún del pcristaltismo y acumulación 

del contenido. Cierto porccntnjc de pacientes presentan una asociación de manifestaciones 

cardiacas y digestivas. Se desconoce el porqué los pacientes clmgásicos pueden desarrollar 

diferentes formas clínicas (25}. 

t.1.2 Quimioterapia de la enfermedad de Chagns 

Después del descubrimiento de la enfermedad de Chagas en 1909, y hastn 1937, no había 

sido probado en humanos ningún compuesto qufmico contra esta enfcm1edad. A partir de 

este año se inició la búsqueda Je fánnucos con actividad contra T. auzi por diversas 

industrias fnnnacéuticas. 

Ln muyorfa de los fánnacos evaluados clfnicamente mostraron poca actividad en la 

eliminación de parásitos a excepción de 111.< derivados 5-Nitrofuranos (Nifurtimox o 

Lampit} y 2-Nitroimidazoles (Benzniduml o Radanil) 

Sin embargo, la quimioterapia de esta enfermedad es aún inadecuada, ya que las drogas de 

elección (Nifurtimox y Benznidazol) son parcialmente efectivas en el tratamiento de la 

enfermedad nguda y son ineficaces en el tratamiento de la fase crónica de la enfermedad 

(37) y se han descrito cepas del parásito resistentes a mnhos fünnacos (9). 

Además pncientes tratados con estos fármacos prcscn1an severos efectos colaterales tales 

como anorexia, urticaria, neuritis periférica y psicosis. Se duda que éstos medicamentos 

sean capaces de realizar una cura parasitaria (26). 



Por lo tanto, es importame incremcntnr el número de investigaciones tendientes ni 
desarrollo de nuevos compuestos o bien mcjorur los existentes con el fin de lograr 
resultados más satisfactorios. 
Debido a que no ha sido posible descubrir nuevos compuestos guras a trnvés de sfntesis ni 

azar o por programas de ensayo de fu actividad de numerosos fiimtacos, los investigadores 
se han concretado a programn.• mas racionales de desarrollo de nuevos fármacos. 
Basándose en estudios sobre la bioquimicu y biologfa molecular de los tripanosomas, se 
han buscado diferencias marcadas entre el parásito y el hospedero que pudieran ser 
explotadas como blancos para el desarrollo de nuevas drogas (37). 

t.2 ObjeHvos 

Objetivo General: 

Observar la susceptibilidad y/o _resistencia de dos dorias de Trypanosoma cruz/ al Radanil y 

Larnpit. 

ObJeliViil Patticúlares: 

l. Evatuiir la actividad tripánomi~ida in vi/ro del Radnnil y Lampit para las clonas 
cm.1 Y Míoui~rder. ciuz1. ·· 

2. Evaluar lª-acUv,idad ÍripaÍlomiclda in vivo del Radanll y Larnpit para las clonas CID· 

l y M!GUZ·l der. cruz/.· 

3. Comparar In· éorrelación. entre las pruebas in vitro e in vivo de evaluación de 

fármacos. 



t.3 Hlpóle•is de trabajo: 

Ln existencia de heterogeneidad en las poblaciones de T. mi:i se manifiesta por difcrcncins 

en la sensibilidad a fármacos. Si las clonas CID· I y MIGUZ· I son diferentes entre sf, 

entonces presentarán sensibilidad diferente a los fármacos de prueba. 
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ANTECEDENTES 

2.1 Trypanosoma cruu 

T. cruzi es un parásito protozoario que pertenece ni phylum Snrcoma.<tigophom, es miembro 
de In familia Tripnnosomatidae en donde se encuentran trunllién ubicados punlsitos como 
los tripanosomas africanos que causan la llrunada "Enfermedad del sueílo" en el hombre, 
ndemás de otras especies de gran importancia veterinaria, y lns diferentes especies del 
género Leishmania que afec!rul gran parte del mundo. Según la W.ll.O. (36,37) los 
tripanosomátidos ocupan, dentro de las diez enfermedades pnrnsilllrias más importantes del 
mundo, el quinto puesto. 

T. cruzi se presenta en la naturaleza en tres formas morfológicamcntc distintas, definidas 
por a) La forma general de la célula, b) Ln posición del cinetoplusto (organelo 
intramitocondrinl con alto contenido de DNA) y e) La región en donde emerge el ílngclo n 
partir de In bolsa flagelar (22). Las fases son: 

l. Ámnstigote; Son de forma esférica u ovalada de aproximadamente 2 µm de diámetro, 
presei1tnn ciltetoplasto, gránulo basal, ílagelo reducido a una corta porción del a.~onema que 
tiene un recorrido intrnprotoplásmico, sin atravesar las membrana. 
Representa una forma de multiplicación que se encuentra intracelularmente en los 
mamfferos huéspedes (25). 

2. Epimastigote: Tienen el cinetoplnsto situado en posición anterior, cercana ni núcleo; un 
ílagelo y una membrana ondulante corta; son organismos fusiformes de aproicimadamente 
20 µm de longitud y representan una forma de multiplicación que se encuentran en el tubo 
digestivo del transmisor, en medios de cultirn y durante la diterenciación de amastigote a 
tripomast!gote dentro de la célula (25). 

J. Tripomastigotes; Existen dos tipos, dependiendo del huésped en donde se localicen: 
i) Tripomnstigotes metacklicos: Tienen el cinetoplastu situado detrás del núcleo y 

un flagelo, as! como una membrana ondulante a lo largo del organismo, su longitud 
aproximada es de 16 a 20 µm, representan la forma infectíva. Se encuentran en el intestino 
posterior de los triatominos (25). 



ii) Tripomnstigotcs sungulncos: Morfológicumenrc muy scmejnnlc ni anterior, sólo 

que se encuentran en el huésped mamifero donde transmiten In infección de una célula a 

otrn o afecrnn ni lriutomino cuando estos ingieren In sangre de individuos o animales 

infectados ( 19). 

Mecanismos de patogenicidad. 

Quizás el problema más controvertido es la identitieacilln de Jos mecanismos por los cuales 

se originan las lesiones que se presentan en los órganos durante la fase crónica, después de 

un período latente muy largo y cuando Jos parásitos son muy escasos. Los dafios iniciales 

observados en la enfermedad aguda son directamente proporcionales a Ja destrucción de Ju 

célula huésped inducida por el protozoario. El edema intcrslicial podría reducir In capacidad 

de difusión del oxigeno, de tal manera que se crearlan condiciones an<ixicas que serian d 

origen de la muerte de li\s células vecinas. Sin embargo, estudios en rn1oncs infcctu<los han 

mostrado que la velocidad e intensidad del dailo miocárdico es mayor que el que podría ser 

atribuido a este mecanismo. El úailo a los tejidos parece estar relacionado con una 

intiltracilin crónica inflamatoria y como hay ausencia de parásitos se han propuesto los 

siguientes mecanismos para explicar el desarrollo de las lesiones de Ja fose crónica (25): 

a) La liberación de metabolitos por el parásito, que normalmente excretan o secretan al 

medio, Jos cuales podrían actuar como toxinas provocando dailo neuronal que puede ser el 

causante de la cardiopatla y dd daño en el tracto digestivo (25). 

b) Hipersensibilidad a productos del parásito, lo que desencadenaría un proceso 

inflamatorio con el dailo subsecuente ni tejido. 

e) Evolución de respuesta autoinmune como resultado de la interacción huespéd· 

par.isito. Este mecanismo ha sido apoyado con un gran número de hechos experimentales 

en los que se destaca ta detección de anticuerpos específicos contra células neuronales y 

nervios periféricos en la mayoría de los pacientes chagásicos (25). 



Los anticuerpos anricélulns neuronales podrlnn ser particularmente importantes para 

explicar la desnervnción que ocurre en ganglios del corazón y el sistema autónomo del 

tracto digestivo. Sin embargo la correlación entre esns anticuerpos contra tejidos del 

huésped y la morbilidad ha sido consideruda corno circunstancial y no existe una 

demostración definitiva para esta interrelación. 

Cualquiera que sea el mecanismo patógeno, en todos los c11Sos se producen cardiopatlas 

agudas o crónicas qu<' acortan In vida de los pacientes (5, 1 O). 

Metabolismo de T. cruzl 

Transporte de carbohldratos, aminoácidos y prolelnus. 

Al parecer T. cruzi no es capaz de sinterizar y nlmneennr pnlisncáridos, por lo que los 

carbohidratos deben ser continuamcnlc incorporados para su utilización. Mientras esté 

presente la glucosa, los nminoácidos y las proteínas son comunmenlc la reserva energética 

(12), los cuales son utilizados como fuente de energla sólo durante la diferenciación de 

epimasrigotes a tripomastigores (27). 

Tanto los aminoácidos y la glucosa son transportados activamente por los epim11Stigotcs, las 

prolelnns son incorporadas por pinocirosis, la cual se lleva a nivel de la bolsa flagelar (14, 

19). 

El parásito es capaz de un rápido y completo rompimiento de aminoácidos como lcucina y 

prolina para formar C02. La nha acth'idad de hidrolasas y proteasas se locali~a en 

organelos del parásito que están involucrados en el rompimiento de compuestos 

almacenados. 

T. cruzi tiene la capacidad de tomar y almacenar proteínas exógenas en organelos especiales 

llamados reservosomns, los cuales son movili7.ados bajo condiciones de estrés nutricional. 

Los aminoácidos derivados del rompimiento de prole!nas exógenas (previamente 

almacenados) actúan como carbono y fuente de cnerg!u bajo una gran variedad de 

circunstancias ( 33 ). 

Catabolismo de carbohldratos. 

Von Brand (35) fue el primero en establecer que los cpimastigures de T. cruzi son capaces 

de incorporar y consumir aminoácidos y carbohidruros, excretando al medio algunos 

catabolitos parcialmente reducidos de la glucosa, principalmente succinato y del 

metabolismo de aminoácidos al NH3. Aunque se tienen controversias sobre cuales son los 

nutrientes más importantes para el parásito (31 ), se tienen aceptados los siguientes hechos: 



1) l.os epimastigo1es son capaces de consumir Jos dos nu1rienlcs, siendo In glucosa 

consumida primero, cuando ambos están prcscnles ( 15). Es10 sucede a pesar de que el 

ambicnle nalurnl del epimas1igo1e (illlcslino del inseclo) es rico en aminoácidos y pobre en 

glucosa (25). 

El crecimienlo de cpimasligoles en medios complejos, después de In degradación de 

carbohidralos es soponada por el cnlabolismo de aminoácidos indicado por la excreción de 

grandes cnnlidades de amonio al medio de crecimienlo (33). 

2) Lns lres fases del pnr.lsilo prefieren un lipo de nulricnle sobre olros, de esla manera 

a) Amnstigo1es oblenidos en medios de cullivo, son exelusivruncntc glicol!licos, b) 

Epimasligoles ulili1.nn glucosa en Ja fose logarílmica de crccimienlo en medios de cullivo y 

los aminoácidos más activamenle son consumidos en Ja fase eslacionnria y c) Los 

Tripomasligoles melncíclicos son exclusivamenle oxidalivos, ulilizan proleínas y 
aminoácidos en su melabollsmo energélico (32). 

La glicólisis en T. cru:i prcscnla dos carnclcríslicas diferenles a lo que sucede en el 

mamífero: 

1) Las primeras seis de las enzimns glicolíticas (hexocinasn, fosfohexosa isomerasa, 

fosfofruclocinasa, aldolasn, triosafosfnlo isomcrasa y la gliceraldchído-3-fosfalo 

deshidrogenasa) eslán localizadas en el glicosoma, vesícula de una sola membrana que va 

de 0.2-0.8 µm de lamaflo y en las preparaciones al microscopio eleclrónico su aspecto es 

globoso (25). 

2) La hexocinasa y la fosfofruc1ocinasa, enzimas claves en la regulación de la mayoría 

de los sislemas glicolilicos desde baclcrias a mamíferos, en T. cruzi no son afectadas por Jos 

efectores más comunes (30). La única regulación imp11rtanle encontrada es a nivel de la 

piruvato cinasa, la cual es fuenemenlc activada por rnuy bajas concentraciones de 

fruclosa-1,6-difosfalo la cual es capaz, aún en concenlracioncs micromolares, de 

conlrnrestar el efecto inhibitorio de A TI' y Pi (25 ). 

Como resultado de la carencia de con1rolcs inhibilurios de Ja glicúlisis, la operación de esla 

vía no es influida directa o indirec1amcn1e por el oxigeno, lo que resulla que el efeclo 

Pasteur no se observe (16). El efrclo Pasleur se observa en células que ulilizan con mayor 

rapidez la glucosa en ausencia de oxigeno que en su presencia. Esta inhibición en el 

consumo de glucosa por el oxigeno hace que se produzca rnás energía en fonna de ATP 

cuando la glucosa se oxida aeróbicamcnle a C02 y H20 que cuando se convierte 

anaeróbicamente a lactato y C02. 
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Figura l. 
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Leyenda Figura l. Metabolismo de Trypcmosoma cr11zi. 

Hexocinasa 
2 Fosfohexosa isomerasa 
3 l'osfofructocinasu 
4 Aldolasa 

Triosafosfato isomerasa 
6 Gliceraldehido-3-fosfato dcshidrogcnasa 
7 l'osfogliccratocinasa 

l'osfogliccmtomutasa 
9 Enolasa 
10 l'iruvato cinasa 

11 a-hidroxiácido deshidrogcnasa 
12 l'osfoenolpiruvnto carboxicinasa 
13 Enzima málica 
14 Piruvato dcshidrogenasa 
IS Citrato-sin tasa 

16 Aconitasa 

17 lsocitrato deshidrogenasa 

18 a-cetoglutarato deshidrogenasa 

19 Succinato tiocinasa 
20 Succinato dcshidrogenasa 

21 l'umarato reductasa 
22 l'umarnsa 
23 Malato deshidrogcnasa 
24 Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 
25 Acetil CoA hidrolasn 

26 Alanina aminotransfcrasa 
27 NAD-Glutamato deshidrogenasa 
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Productos finulcs dc.•I mcfuhnlismo dt! In ~lucosu. 

La glicblisis jucgu un pnpel muy importunlc en el uportc.~ energético para el pitrltsito, ya que 

a pesilr de que se ha infornrndo 1:1 prc:;rnciu de todas has cniinms del ciclo de Krcbs. éste 

cicln súlt> es utiliz.mlo parcialmcnh! y aJcmás, en sentido in'-'ersu. J.u glucosa es 

catabolizndu sólo pnrcinhncntl! a Cü2 aún hajo con<licioncs Ul!róbicas. con la producción 

principalmente de succinato, el cual es producido por la siguiente secuencia Jt• rcuccione!>. 

Lu lijncitln de C02 por la fosfoenolpiru\·ato cnrhnxicinnsn produce üdtJn oxalacéticll el 

cual es reducido a tkiJn málico. esto sucede d~ntro de los glicosomus. El maluto snlc ul 

citmml y penetran In mitocondriu en donde es convenido a fumaralo y tinalmcntc succinnto 

(25). 

El succina10 es el produc10 final prindpal del nwiabolisnio energético en '( cru:i (21) 

scguiJn por la ulnninu, y el acelulo, este último en poca cuntidaú, al igual que lactato, 

malu1u y piruva10 ( 17) ligurn 1. 

Si.•lemn de rco•hloción del NADll glicolllicu. 

Con el lin de permanecer funcional, tuJos los sistemas glicolitkns tkbcn contar con un 

diciente sistema de rcoxidación <lcl NADI l, gcncruJL1 en la reacción de la glict•ruld\!hído·J

fosfato deshidrogcnasu. 1: cru:i tiene difi•rcntcs pnsihlidadcs p;m.i rcox.idnr al NADll, las 

cuales hajo condiciones ucróhica:i toda" son funcionales, c~hts .son: a) Ci1<.lcr1:.J rcspirntorin, 

b) proJucción de succinalo y prubahlcmenle de ulunina y e) prmluc.·i1'>n de laclulo (17). La 

produccilln <le J~ctato 1..·s n través 1.fo la acli\'idad de JcshiJrng~nasa hk1k'a mediada por una 

cnzinm pwpia de T. cru:i dcno111inaJa alfü-hidroxifu:ido lkshiJrogcnasu (28). 

En:i:lmu PF.PCK 

Una curnctcrística de la urgani7aciún ml'lahúlica de 'J:cruzi es la presencia de un punto 

cnml111 (rmual) en el ni\'d Je fosfocnolpiruvatu (PEP) que es una enzima glicosornol 

llamaJa PEPC'K. 

Esla enzima es prnbablcmenlc rcspnnsahlc del paso inicial de la l'Ía <Jlle guía desde 

carl1ol1idrntos hasta SUCL'inato. 

Estü presente en todas la~• l'lapas del e ido Je \"ida dd pnrásito y sus ni\'cles celulares no son 

afectados por In~ nivl'fcs de glucnsa el medio. 

Esta \'ia conduce irrcn:r~ihll-'mcntc a Cid1, Je Krcbs a lniv~s de la piruv:llo cinasa y 

prndt11:c rcversihlcmcntc uxalal'l'IUltl rnr la lijacilui Je C02 en PEP calalií'..ada por PEPCK 

(JJ) ligura l. 
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2.2 Ciclo de l'ida de T.cru71 

'/l:111t1110.wmt1 cru:i prcscnlil un complejo ciclo de vida que involucra lilntn u un nmmUCro 

como ;1 1111 insecto lrnnsmisor (varius cspL·cics de triutominos). H:ijo conJicioncs naluraks. 

la inf1.·ccilin Je 7: '-·ru:i c., inicimla por los tri¡1onms1igo1c:.; mcrnciclicl•s, que.: se cncuc111rm1 

en el 1ubo intestina) <lc1 lriawmino. 1-'.I insecto aJ alinll'nlarsc pica y succiona san~rc llcl 

homhrc tl lle otros mamíferos, cuundo dcti:ca orig.in;i hcct•s u orina que c:onlicw.·n la fo:;c 

infi:ct;mh.•, rripomastigoh:s mctnciclicos. los ctmks pcnclrnn :1 rravé~• de 11111cnsns, n biL•n por 

hi:riúas \I abrasiones en la pil'I ( 11 ). Esp1..•cics de transmisort•s de muynr importanciu 

cpidcmiolúgicu defecan en lnpsm; rrnís cortos, por lo que plll.•<lc1111riginar In transmisit\n con 

nrnyor probabilidad (24). 

rn p:mísitn sobrcvi\•c il la fügocitosis Je los nmrrúfogus ya que escapa de la vncuolu 

fügoc(lku, unks de la fusidn de los lisosomas (2), una \'CZ i:11 el ~lloplnsrnn. SL' rranslhrma 

en la fase intracelular, el unrnsligolc, el cual ini('ia su reproducción. Jivi<liéndnsl.! 

repetidamente por fisión binaria y <lcstruyL·11do linal11w111e a la célula huéspL•d, lihcrnndosc 

trip11111ns1igoh:s, cslc cido rcproducfi\'u se repill• \·:iriu\ wc..:s y puede llc\'nrsc n caho en 

cu:1lq11icr tejido, yu que l'I ti ipomastigolc pucdc..• L'lllrar a L'c..'lulas no fogm;ilicas, adcrmis .se 

trnn encontrado sitios nHis lh:c111.!11tcmL'llfc ufrc1uJos co11111 son: miocardio. sistema nervioso 

ccnlral, sistcm:1 rc1iculu endotc:lial y músculo lis,1 Ucl tracto intestinal, l'l1 cstus 

Jocaliiacinncs los mnustigotcs suL·kn agruparse li 1rmmlo "nidos" después <le Jmhcr 

J..:struklo \'arias cClulas huéspl•t1 (25). 

Dcspt1l.~S de algl111 lic111pl1, ltJS Ulllll!-tigoh..'" se lr:msíorman dentro de los nidrn; en 

tripnnrnsligolc'i s~rnguiw.:1Js. los cuales st1J1 libL·:·atlllS aln .. ·dcJor del tejido. Estas fuscs pucJc:n 

in\'atlir céluh1s CJI el área inmcdhilíl, o ser :11:a1n•adns u otros tejidos por medio <le la 

circulación sangufnc:i (3, 8). 

:\1 csl:lr circulmufo por In sangre, puctlL•n ser i11g~ri<l1h por d transmisor, <11 alimentarse y ya 

en su intestino se transforman en l'pimastig.lllcs. L'Slns ~l' multiplic;.m por fisión binaria 

transtbrmóndusc después en tripomastigol~s l11L'laddi1..·l1 . ..;, complctfüalnsc así el ciclo Je 

\'ida. Otros artrópodo:; pueden manll'Ucr 1c111por.1l111L'flll_' l.1 infi:ccit·111 con 7: ,.,.u:i y ucllhm 

como acarrcadon:s del p:misitu por un corto tiempo ( 1 X} p..:ro se 1..·onsidcru sólo u los 

1rialt1111inus como el lÍ11icu grupo con i111portanl'i;1 l'pidcn1i11lúgka ( ! J) ligura 2. 
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CELULA DEL MAMIFERO 

AMASTIGOTES---•- EPIMASTIGOTES 

r 
Después de H horn~ init:mn 
lisilin hinaria, 9 divisiones 
asin..:ninic.n nri!lman alrededor 
de SOO nuc\a!"> célu/n!i 

AMASTIGOTE 

r 1111-

TRIPOMASTIGOTE TRI POMASTIGOTES 

t 
lnli-l:ción con 

heces del 
triatomi/11l 

1 

lnli:cc10n tlcl ins~·clo l 
a panir de sangrL' de 
111amfforn del que se 

alimcnr.t 

-----TRIPOMASTIGOTE 
SANGUINEO 

TRIPOMASTIGOTE 
METACICLICO 

t J)i\hit11lfhlf 

lhii•n hinar1J 
1 

l11i.i .. J<l.1 
Jifl'n:n~·i.h:iún en 
IOIC~fin.i 1111..'diu 

a la~ H hr~. 

EPIMASTIGOTES•-- EPIMASTJGOTE 

INTESTINO DEL TRANSMISOR 
Figuni 2 Ciclo Je \'ida d.: Tr.1pcmo.rnmc1 cru:i 
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2.3 Modo de ucchin tic los fármncns prohudns i11 1•fr11. 

Nifurlimox 

Nifünimox (iluycr 2502, Lmnpit); los compucstns nitroliminicos fueron ensayndos desde 

1 Q52; dcnlrn de estos nitroli1mnos el Ni!Urlimox mostró ser el mils indicudo parn el 
tralumiento de la infección chag1iska (4). 

Químicamente, Nifunimox es un ·HI 5-nitrofurfurilidcnoJ-uminoJ·3-111elil1io111orfolina·l, I • 
Jitlxido, sintetizado en 1962 en Alemania por llcrlingcr, Mnycr y Pclcrscn, pura In casu 
Baycr. Su prcst•ntación es en Ítlrm:i de comprimidos conteniendo 120 111g de sustuncin 
activa (4) ligum 3. 

lll'nmiduznl 

ilenzniJazol (Ro 7-1051, Rochagan, Rndanil); estn sus1m1cia fue sinleti7.ada por el 
departamento de Pesquisas de los lahomtorios Roche y Jos primeros rc:mtaldos en 
tcrap¡Juticn cxpcrirncnlal fueron conrnnic;,ulos en 197J, en el XII Congreso lntcnrncional lk 

Terapéutica, en Ginebra (4 ). 
Químicamente, d Jlc111J1iduzol es N-hcnzil-2-nitro-1-i111ida7.nlncctamida. l'rcparudo y 

presentado en comprimidos l'onlcnicndo 100 mg de sustnnl'ia al'tiva (4) ligur::t 4. 

D~'tdc los csludius dl' lloppc-Sl'ylcr en 1983 se !-.'1hc lJUC en los nrganisnms vivo-; las 

sustandas orgánicas nitradas son reducidas •l su grupo 11i1rn. Sos productos rcsult:mtcs d~ 

esa n:ducciún sun fácilmcmc ilXidado:-.. nm lix111i1dt'l11 di.: r~dk·ah.:s lihrcs, al~unos de dios 

frccucnlcmcnle tóxicos. Los trab1.1jo'i lh.' Stopp.mi 1.:.HI) cn11 I. cru:i, <l..:mostraron que 

conc1..•11tracioncs farmaculúgicas de Nifurtillll':\ :-1ll1 l·ap;,11..·l'S de generar produi.:tus c.k 

reÚUl'l'ión parcial dd nxígcno. a !'i.lh1..•r. •mii'in supl'rt\:\iJ11 11 )::!~ J y agua oxigenada (11202). 

El primer paso en esa serie d1..• r1..'al'cioncs c.; la lrílll~li..·rl'IH.."Íil 1..lc un dl•ctrún del reductor 

NAl>PI 1 al grup1l nitro catali1ada por um1 l'111i111.111itrt111.:du1.:ta~a. 
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El segundo paso consiste en In transferencia del electrón libre ni oxigeno, regenerando al 

nitrocompucsto y fommndo el anión supcróxido; éste n su vez dismuta u peróxido de 

hidrógeno de manera expontánen o por la uceión de la supcróxido dismutasa. Por ultimo en 

una reacción entnlizada por fierro el H202 reacciona con el anión superóxido para dar 

origen al radical hidroxilo (20). Este radical ha sido postulado como uno de bajo peso 

molecular más daftino (20) figura 5. 

NR • 
J. ArN02 + NADPH + W ____., ArN02- + NAD(P}' 

Figura 5. Mecanismo de generación de radicalés libres por nitiocompuestos. 

ArN02 = nitrocompuesto 

NE= reacción no enzimática 

! = radical libre 

NR = nitroreductnsa 

SOD = superóxido dismutasa 

En T. cruzi existen enzimas oxidativas que intervienen en la producción de peróxido de 

hidrógeno y del anión superóxido como la citocromo P-450 y la citocromo e reductasa. En 

mamíferos existen mecanismos que permiten eliminar la presencia de estos compuestos, 

pero en el parásito la eficiencia de eliminación de los peróxidos y superóxidos está 

disminuida por la ausencia de catalasa, n-tocoferol, acido ascórbico y de glutatión 

pcroxidasa. La actividad de superóxido dismutasa está presente en el parásito que además 

de lo anterior, lo hace susceptible a los radicales libres (25}. 
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l'igura 3. 

Figura 4. 

NIFURTIMOX 
LAMPIT 

LAMPIT (Nifurtimox) 

BENZN.ÍDAZOL 
RADAl'!IL 

RADANIL (llcitznlduzol) 

Los productos de la reducción parcial del oxígeno son tóxicos tanto para T. cruzi 
como para el huésped mam!fero. El Hz02 es capaz de actuar como oxidante y como 

reductor de hemoproteinas y de moléculas que contienen grupos tioles y el 02· es reductor 
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r oxidante, pnrticipmtdo en rcnccioni:s que llevan u la pcroxiJución de lípi<los. l'or su pmtc 

el radical hidroxilo n.:acciorm indiscrimimuhmwntc con cunlquicr tipo de moléculus, 

ntacnndo grupos mc:lilo. por ejemplo ==CJI .. de los fü:iJos grasos insaturndos y en csu lbrma 

inicia una cadcnn de n .. ·ncdonl.'S dt: pcmsidm.:it'm que g,cncrun uldchidos J\! menor p..:so 

molcculur, entre otros el diuldchídn mulónico (29). 

2.4 Trabajos prc,·in.• sohrc 111 suscoptihifühul u filrmacos 

llroncr (7) fue el primero en investigar la susc<ptihilidad de las fonnas circulantes de 7'. 

i:ru;J en la sangre u Jos compuestos uctin1s . .:1 autor se husó en el hecho <le que lns formas 

circulantes <lt! T. 1:r11:i inuculmtas intmvcnosumcntc en h,s ratones p~rsislicron por ulguuas 

horus en la corriente sanguinca sin penl.!'trar en los tcjhhls del hoo,;pcdcro (úJ. 

Los ratones experimentales li.1t.•mn inocuhldos intravcnosnmcntc con lu c~pa y 

postcrionncntc tmlndos. Lus llrogas uctiVilS indujeron una rápi<l~l d"'•clinación ~n el número 

de parásitos sanguinl!o:; dcmostranJo IJ fac1ihilida~1 Je una prueba lit cual pucJc dctcctnr la 

actividad J..: la droga \:ontra las f\)rmas circulantes en In sungrc. 

Brcn~r lf)) 1.ksurrolló un n1Cll\do que pcnnilc l.l i.!Valuilcibn iu \'Í\'O y i:n corto til.!mpo la 

sensibilidad Je cepas di: 1'. cru:i :i Ji fcrt:ntcs agentes \IUÍmintcrup¿uticns. 

Inoculó ratones machos intrn¡1..:ritonculrncnlt: con triponmstigotcs s<1nguíncos~ y en el pico 

de la pnrasitcmia se les administrú una dosis di: tus drogas a prucha por \'ÍU oral. 

El número úc formas drculanlcs fue <lc1crminw.la anh..:s y después de 2, 4. 6 y 8 horas <l~ la 

udminis1rnció11 de la úroga. Algunos raton~s igualmente inoculados se utili7 .. aron como 

control. El porcentaje úc rcJucción de la parasitcmia se calculó companmdo el número ilc 

par:ísitos obtenidos en cada periodo después <le la administración de la droga con los 

encontrados antes del trat:1micnto. 
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1\si r.imhién para una C\'aluacitln u largo ph11.o sc L'111plc.'nron rntnncs ln.~jo lus mismus 
condiciones que en la c.'\'aluaci1Jn a corto plazo. sin crnharg,n d tralamicntu se 11cvú a caho 

n<lminis1rund11 20 Josis cn11scc11ti\'US dd ffirrrwco por \'ÍU oml, C(lfl1Cll7.mnlu 2-.1 horas 

<lc~pm!s de 1~1 inoculacilm. 
También csla c.'\'aluacilin cstu\'o Uc.'On1(ntfü1da por controles. 

Se realin1rUn revisiones de sangre fresca íll menos.:? \'L'CCS dc:srués del 1ra1:tmicntu (9J. 

Eslas c\'ílhwcioncs pcnnitcn determinar in 1"1°1•0 lu susccptihilid:ul de cepas Uc '/: cru:i u los 
mL•dicamcntus. Se obscrvu una corrclacic"in entre ll•s resuhatfos uhtcnidos ulilil'undu cepas 

sensibles y resistentes de 1: cru:i con un mélodo rüpitlo y <le los obtenidos en un pcrímJo 
prolongm.lo que incluye la :.1dmi11is1raciñn de fo droga por 20 dius const:cutivos (9). 
Los datos sugieren que el Ac11111i1lazot i..•s unís aclh·o coruru lus fonnas sanguinl!as que 

sobre ti.u;mas intmcclu1arcs, un frnclmcno que explica In pcrsislcncia de In infecci,~n dcsrim~s 
de un tralamil'nto prolongado. 
E1 ntétudo de Bfuncn ( l1JK2} pc:rmitc cvoluar lil uctividud de ffmnncos in \•itro a corto p1azo. 
Coonsiste en colocar In fose liquidn del mcdin de c111tin1 en l'I que ha crecido el pnrúsilo. en 

tuhos cppcndorf y añadir el fárrm1l'O en difcrcnll.'s t·onccnrmcioncs. A continuación se 
rcali1.0:1ró un i.:onlco en C:inmn.t de Ncuhm1cr de los p•in\si111s suhrcvi\'icnrc\j a diferentes 

periodos. 
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CAPITULO 111 



PARTE EXP•:RIMENTAL 

3.1 Diagrama de Oujo general 

CONSERVACION DE CEPAS 

INOCULACION A RATONES 

OBTENCION DE CLONAS 

SIEMBRA DE MEDIOS 
DE CULTIVO 

EV ALUACION IN VITRO 
DE LA SUSCEPTIBILIDAD 
DE CEPAS A FARMACOS 

INOCULACION 
A RATONES 

EV ALUACION IN VIVO 
DE LA SUSCEPTIBILIDAD 
DE CEPAS A FARMACOS 

ANALISIS DE RESULTADOS 



3.2 Material, r<acth·os )' c<¡uipo 

3.2, 1 M•lcrh1I hioló~ko 

·Clonas CID·! y l\!IGUZ·I: 

Lus clonas Je fas cepas ClU y MIOUZ nislaJns por xcnodingnl1s1ko de "'''L'ios humanos en 
c:I F.studo lle OaXilL'll, füc:ron lkmnJ;,is por el Lubon\loriu <le Protozoolngín tlcl lkpartmncnto 

tic Parnsitoloitía. ENCB. 
El xcnodiagm1stico consiste en poner n nlimc11tur inscclos lrnnsmisorcs (triutnmínus) de 1n 
cnl'Crmcdri<l sobre un pucicntc sosp1..•..:huso de estar infccttt<ln cnn T. ''ru::i. Dl!spuCs di.:- un 

periodo de incuhnciiln ~\! n.:vísan al mkroscopio las <lcyccciuncs de los insectos en 

húsLtucd~l di!! parásito. Esta técnica es empleada p¡1ru ;.ii~h1r cepas de 7: rru;i ti partir <le 

cnsns humanos l' rcscrvorios así como prira uyudar a rcali1.ur el seguimiento d~ la 

parasiMnia durante el tratamicuto ( l ). 

-Sangre: <li!st'ihrinudn de conejo 

-Sangre dcslibrínnda de camero (vial) 

.. ,\nimuliJ"s de cxpcrimcnwcinn: 
Ratones (.1/11.r 11111s"11!11.-) 

Ccp" Nlll 
1 kmbras Je 20 ¡¡ de peso 

3.2.2 M"tcrlal de 111hor11torio 

-Matraces Erlenmeycr con tupon de rosc¡i I') rcx (de 50,100,250 y Sllll mil 

-Va"" de prccipilado l'yrcx (de 50,1Cl0,250y 500 mi) 

-Tubos de ensaye l'yrex de l Jx 100 

-l'rohcms l'yrcx (de 50,tOO y 500 mi) 

-l'ipctas graduadas l'yrex (de l.2.5 y 10 mlJ 

-Pipetas aulomdlicas Whcatnn (de 200· I 000 111 y de 511-200 ¡il) 

-Pipct"s autom¡ítkas <iilson (d<' 20 )' 200 flil 
-Pipeta de Thonm parn la cuenta ,te glóbulos blancos 

.. cámara de Nc\1bnucr 

-Tubería de hule con boquilla 

.. Jlipctas Past~ur 

-Bulbos de hule 
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-Tubos eppendorf(de 1 mi) 

·Agitador de vidrio 

-Mortero y pistilo de porcelana 

-Mechero de Bunscn 

·Asa hach:iológicu 
-Sonda phística 

-Cinln testigo 

-Esp¡\tulas de uc~ro inoxidublc 
-Tijeras 

-Algodón 

-Guantes de látex 

-Cubrcbocu 

-Cinta testigo 

3.2.3 Reacll\'Os 

-Base de agnr sangre (lllOXON) 

-lufüsión de cerobro y con17.\n (lllOXON) 

-Cloruro de sodio (l'RODl lt'TOS QUlr.JJCOS MONTERREY, S.A.) 

-Penicilina G Procalna L'ristalina 

-Sulfato de estreptomicina 

-Fenol (JT llAKER S.A. DE C.V.) 

-Etanol absoluto (MERCKl 

-llen1.11iduzol: Ro 7-1051: Radanil 

-Nifurtimox: Jlnyer 2502: Lumpit 

-Agua destilada 

3.2.4 •:quipo 

-Autoclave Industrias Stecle Presto Modelo 21 L 

-Balanza granataria 01 IAUS 

-Balanza unalftica Sartorius 

-Microscopio binocular Carl Zciss. West Gennany 

-Incubadora Prccisio Gravity Convcntion lncubator G.C.A. Corporation 

-Refrigerador Cubhcrs 



3.3 MclOdoloRla 

3 •• 1.1 Métodos 

Mctodn de llrcner (l'IH4). 

Pruehn i11 t•ii.•o: 
Lns cepas CIO y ~llCiUZ so conservan en el l.nhonllorio úc E1110111olugí11 en trin10111inos 

ulimcutmJus con sangre de rntón o de conejo. 

Las ccpns se munticncn en ratones por pases rc..·pctidos tic sangre de rntón a ratón. 

Lus clonas de las ccpll!i se obtuvieron por medio de sic111h111 de diluciones seriadas en 

medios sólidns. 

A partir Je las clon;:1s obtenidas, se inoculó con 1 o.uno tripmnu.l\tigoh.·s sanguíneos u cuntro 
lotes de ratimcs \'Í3 inlrupcriton..:al ( 2 lnh.'s por clona) para logrnr una m:b:inta parasitcmin. 

Cada lote estuvo fnrmm.lo por 12 ratones. En cnda Jote cinco ratones se utilizaron para In 

prueba con la dosis de 500 111g1kg de Rndanil, cinco para la prueba cun la dosis de 500 

mg/kg de Lampit y dos fueron utiliz:idos como testigos. 

Se realizó una suspcnsiún de cada türmacn. según sc cxplica a<ldantc en c¡ílculn de las 

dosis mlministradas. 

El Jiu de máxima p:mt~itcmia o 20 avo. úía (Cslnhlecido en el l.almratnrio <li: Entumologín). 

se administrnrun los fürmm:os por vía ornl uti1i;1a11Jo una :-;unJa phistic:i y a los rntoncs 

tes1ig.u (igualmente inrn:ula<lns) se les m.lministH'1 ugua por la misma vía como placebo. 

Antes Je la aJministraciún del fárnmcn. se contú d número de parásitos con la Cámara de 

Ncubaucr. 1\sf prosig.uio el contCLI a las 2.4.<, y 8 honts postcriorc-s a la administración de 

c-mla fánnaco. 

Al ten11ino de el experimento se sm.·rilicaron los ratuncs. 

C11leulo de los dosis o~mlnlstrndos: 

Rudunil: 

Comprimidos de 260 mg al 3R.4(11!'Í1 de pun:za se muccraron en mortero para fücilitur su 

suspensión en agua y además parn pesar Ja cantidad necesaria en cada dosis. 

Se contó con ratones de 20 g (uproxinmJamcnte). Para administrnrles una <lol"is de 500 

mg/kg de peso. se pesaron 520 mg del co111pri111ido y se suspendió en 20 mi de agua 

destilada administrándole 1 mi a cada ru11\11. 
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Lnmpit: 

Comprimidos de 400 mg ni 30% de purc1.a se maceraron en mortero para facililllr su 

suspensión en ugun y ad~mós para pesar Ja cantidad necesario en cada dosis. 
Se contó con ratones de 20 g (nproximadamcnlc). Para ndministrarlcs um1 dosis de 500 

mglkg de peso, se pesaron 800 mg del comprimido y se suspendió en 20 mi de ngun 

destilada adminis1r1indolc 1 mi a cada ratón. 

Conteo eon la Ctlmara de Neuhauer: 

1) Practicar un pequeño corte en In vena caudal del ratón. 

2) Tomar sru1grc directamente con Ja pipeta de Thoma para Ja cuenta de glóbulos blancos 

hasta In marca de 0.2. 

3) Aforar con cloruro de sodio al 0.85% hasta Ju marca de 1.0. 

4) Depositar la muestra homogeneizada en la Cámara de Ncuhaucr. 

5) Con el objeto de dctcm1innr In cantidad de tripomastigotcs sanguincos por milímetro 

cúbico contar cuatro cuadros grandes de la cámara y mulliplicnr el número de parásitos 

contados por 20 (factor de dilución) 

Preparación de cloruro de sodio al 0.85%: 

Pesar en Ja baJa117.a analítica 0.85 g de cloruro de sodio y disolverlo én· 100 mi de agua 

destilada. 

Preparación de medios de cullirn 

El medio de cultivo consta de dos foses: sólidn y lfquidu. 

Preparación de la fase sólida: 

Esta fase se prepara con el medio de cultivo deshidratado Base de ngar sangre suspendiendo 

3 g en cada 100 mi de agua destilada. 

Se deja reposar durante 5 minutos. 

Se hierve y estcrilit.a 1 minuto a J 21ºC durru1te 15 minúlos. 

Después de esterilizar, se añade 6.5% de sangre estéril dcsfibrinnda de conejo o de camero 

(\'ial). 

Se vacia en los matraces con tapón de rosca, colocándose en posición inclinada para que así 

solidiliquen. 
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Prep•ración de la fase lfquida: . 
Esta fase se prcpnm con solución salina al 0,85% m1ndiéndosc lnlilsión de cerebro y 
corazón al 0.1 %. 

Se estcrili1.a en autocla\'C a 121 ºC durante 15 minutos. 

A continuación en la fase lfquida se a~adc Penicilina O l'rocufna Cristalina y Sulfato de 

estreptomicina. 
El liltimo paso es In incorporación de la fase líquida en los matraces que yu poseen la fose 

sólida. 

Preparación de fármacos: 
El Radanil y Lampit se preparan de acuerdo a las diluciones mostrndas en las tablas 1 y 2. 

Las diluciones son realizadas en etanol absoltno pura ambos fármacos, el cual t01nthién 

funciona como testigo. 

Se parte de soluciones 1 M, que se preparan disolviendo: 

676 mg de Rndanil (pureza 38.46 %) en 1 mi de ctunol 

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

l\lélodo de llhmco (1982). 

Prueba ;,, vitro: 

Se preparnron medios de cultivo difúsicos y se inoculó un11 serie de cinco con la clona CID· 

1 y otra serie con la clona MIGUZ-1. 

Estos medios se mantuvieron en la incubadora a 28ºC para lograr un óplimn crcciinicnto. 

A los 12 días, se revisó el crecimiento de la pobl11ción de la.• clona.• en sus respectivos 

medios de cultivo. 

Al existir abundantes parásitos y no haber contnminación por hongos o bacterias, se 

tomaron muestras de 500 ¡ll en tubos cppcndorf. 

A continuación se prepa.raron las diluciones de cada lilrmnco, según se explica udclante en 

In preparación Je fánnacos y en la.• tablas l y 2. 

Se añadieron 3 µI de cada dilución del fármaco en cada tubo eppendorf que ya contenía el 

medio de cultivo. 

Asi tamhién en otro tubo cppendorf con medio de cultivo, se añadieron 3 µI de etanol 

absoluto (disolvente Je los fármacos) como testigo. 

Se tomó una muestra con el asa hactcriológica, colocándola en un portaobjetos y encima un 

cuhn:objctos. 
Se revisó al microscopio ( 40X) a los O, 30, 60, 90 Y 120 minutos después de haber añadido 

el fiím1aco. 
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Al linal se dcscchnron los pona y cubrcobjelos en limo! al 5%. 

Se rcporlsron los porcentajes de reducción lle In población de cuda clona (parásitos no 
sohrcl'ivienlcs), después de hahcr rcl'isado 10 p11rási1os en cudu unu de 10 cnmpos. 

l'repura<ión de fenol al 5%: 
El fc11lll se prepara pesando en la balanza grnnularin el 5% de lcnol de un volumen 

de1cr111inndo de agun dcsliladu en el cual se disuelve 



Tabl.11. Preparnción del fAnnaco RaJanll a díferenles diluciones 
Se pnne de soluciones 1 M, que se preparan JisoMcmdo: 676 mg de Radanil (pun:1a 38.46%) en 1 mi de etanol. 

RADANIL • b e d . f g h i 
Peso IM 0.1 M O.DI M 0.001 M 0.0001 M 0.00005 M 0,00001 M o.ooooos M 0.000001 M 
mulcc:ular• 

lmM O.lmM O,OSmM 0.01 mM O.OOSmM 0.001 mM 
260 g/mol I00¡1M S0¡1M IOpM SpM lµM 

DILUCION ÚIO 1:10· 1:10 1:10 O.S:I 0.2:1 O.S:I 0.2:1 
---> _, --· --· 

mg/ml 0.0013 0.00026 

l.3xl0·3 2.6xlO-I 

g/ml 0.0000013 0.00000026 

1Jxl0'6 2.6xl0·7 

Dltolvente: t1Anol Abloluro 
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T«hla :!.. Preparación del fármaco lttmpit a diferentes diluciones 
Se pllir1\! de soluciones 1 t.~, que .se preparan disolviendo: 9S7 mg Je Lampit (pure1.a JO%} en 1 mi Je ct.i.11ul. 

LAMPIT • - b • d • f g h i 
Peso IM D.IM O.DI M 0.001 M 0.0001 M 0.00005 M 0.00001 M 0.000005 M 0.11-00001 M 
molc:Cular• lmM 0.1 mM O.OSmM O.DI mM O.OOSmM 0.001 mM 
287 glmol IOOµM S011M tO~lM s1,M l11M 

DILUCION 1:10 1:10 1:10 1:10 0.5:1 0.2:1 O.S:I 0.2:1 --· _, --· -> ___, --· -> --· 

mglml 287 28.7 2.87 0.287 0.0287 0.0143 0.00287 0.00143 0.000:?.87 

2.87'10· I 2.87xl0·2 1Ah:IO~~ 2.87xlO·l l.4hlOºJ 2.87xl0-I 

glml 0.287 0.0287 0.00287 0.000287 0.0000287 o 0000143 0.00000287 0.000-00143 0.000000287 

2.RM0-4 2.87xlO·l 1.4hlOºl 2.K7:tJ0·6 l.43xio·6 2.8M0·7 

Uisolvente: Etanol Absoluto 
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CAPITULO IV 



RESULTADOS\' IJISCUSION 

4.1 Resultados 

Lns tablas ! y 11 muestran los porcentajes de sobrcvivcncia de la poblacion de la clona 

CID· 1 cuando se probó in >'ltro la actividad 1ripanomiciJa Je el Radanil y l.ampit 

rcspccti\'umcnte. 
En la lablu V, para una mejor apreciación de los resultados, se prcscnlan los porcentajes de 

reducción (parásitos no sobrcvívcntcs) de ta población de lu clona C!D~I debido a la 

actividad de el Radanil y Lampit al tcm1inu de la prueba ( 120 111inu1os) lo cual está 

represenlado en la gnllica t. 

Las tablas U! y 1 V muestran tos porcentajes de sobrcvi\'enciu de la poblaeión Je la clona 

MtGUZ· 1 cuando se probó i11 1•/tro la actividad tripanomicida de el Radanil y Lnmpit 

respectivamente. 

En la tabla Vl , para una mejor apreciación d<! los resultados, se presentan los porcentajes 

de reducción (parásitos no sobrovivicntes) de tu pohlttción de ta clona M!GUZ· I debido a 

la nctividad de el RudanU y Lampit ni lcnnino de In prueba (120 minutos) lo cual está 

representado en la grdlica 11. 

Los rcsultnd~s que se presentan m la tahla V{I corrresponden a los porcentajes de 

sobrevivencia de la clona ClD-1 en las pruebas in 1'/l'r> frente a el Radanil y l.ampít. estos 

resultados corresponden a la gráfica 111. 

Los resultados que se presentan en la tahla VIII corresponden a los porcentajes de 

sobrcvivencia de la clona MIGUZ-1 en las pruebas in l'i1•t1 frente a el Radanil y Lnmpit, 

estos rcsullados corresponden a la gráfica IV. 

Para apreciar mejor el comportamiento de los fármacos, en la gráfica V se muestra la 

actividad i11 vi»o del Radanil sobre las clonas CID-1 y MIGUZ-l y en la gráfica VI se 

muestra la actividad 111 vim del Lampit sobre las rnismas clonas. 



T1b11 I Po1c1n1 .. u d" 1ob11vlvlnci1ch!11 do!MI CIO·f en I• tvalu1t;ón 1" 111tro d11l11ctivld1d del R1d1111111 d1l111nln 
conc1nlr1cion.1. 

IT1EMPO 
lminl o.tu 0.01 M 0.001 M 100 ,.M 110 uM '"" 1" 

100 100 100 100 too -. 100 100 100 

'º " 80 'º .. .. .. .. 
80 " " .. " .. .. .. 80 .. " 80 .. .. .. 

120 'º 80 'º 'º 'º 'º .. .. 

T1bl1 ll Port1nlfje1d•1obt1'tlvtncl1 d1 l1 don• C/0·1 •n 111v.tkltddn #! vitro de l11ct1vld1ddll L•mpot a dll111n111 
conc1n111clone1. 

ftieMPó 
(mini 0.1 M 0.01 M ·-··- O.OOIM" ,-oo~ ·-. 110"i,M; 10,M ..... 1•" 

100 100 100 100 100 100 100 100 

JO 90 .. .. .. .. .. " 100 100 

80 " 90 ;ºto :'. ~90 80 •• .. 100 

80 " 80 80 
;· __ . 90 ao 80 .. .. . 

170 .. " 80 'º 80 90 90 .. 

JJ 

TESTIOO 

100 

100 

100 

100 

100 

TEST/00 

100 

100 

100 

100 

100 



bbl•lll Porcen11f1t de 1obl'1vivenc11de11 clon1 MIOUZ·1 en 11 ew4lu.c1dn Ítl w1rra d11l11cli'11<11J d11I R1d.t111l 1 d1!1111nles 
conc1n1r1cionH. 

-· •TIEMPO 
l""'I o t ... 001 M 0001 M 100pM 'º"" 10úM ..... ,,,.., TESTIGO 

100 100 100 too 100 100 100 100 100 

30 .. .. " " •oo 100 100 •DO 

00 80 80 .. 90 " 95 100 100 100 

80 " 80 'º .. 80 'º 'º 100 

120 " •• " 80 .. ºº .. !IO 100 

T1bl1IY Potc•nt1J,.. de aobre'ilvencí1de11 clon1 MlGUZ·I en 11 •~1lu1cldn ;,., v1rro d1 la 1clrvldld del L1mpi1 1 drfe1en111 
concen1t1cione1. 

TIEMPO 
;1mlnl 0.1 M 0.01 M 0001 M 100"' 'º"' 10 .... '"' ,, ... TESTIGO 

100 100 "'º 100 100 100 100 100 IDO 

30 80 80 100 100 100 100 100 100 100 

80 80 .. 90 90 'º 90 90 100 100 

90 " " " " .. 'º " 100 

"º 'º .. " " " 'º 'º 90 100 



Tabla V Evalutcidn In viuode 1,. 1ctJvlded del A1d1nil • d1feren1n conc1tn1t•clon11 wbt'e 111 clonH CID· 1 v 
MIOUZ· 1 d• T. cruzi. . 

Parcent1je• de reduccldn de 11 pobrecldrt a la& 120 rninu10• de prueba, 

Cancentr1c10n tMI 
o. 1 0.01 0.001 o.ooot o.cooo& 0.000001 o.000005 0.0000001 T111t1 a 

Clone CID·l "º 40 30 'º 'º 20 •• 15 

Clon1 MIGUZ· 1 45 :15 25 'º •• 10 to 'º 

Taf>Ja VI Evalu1cl6n In lflrrode la 1crlvid1d del lampli a diJerent., caneentuclan" sobre 111 clonH CID·1 V 
M!GUZ•' de T. cruz/. 

Po.rcenrtltt de reducción de 11 pabladón t loa 12!) minuta& de prueba. 

Cancenuacidn lMI 
o, t o.ot 0.001 0.0001 0.00005 0.000001 o.000005 o.oooooot T111t1aa 

ClanaCID•l 35 25 20 20 'º 'º 'º 
Clan• MIGUZ•1 ~o 35 25 ,. 

'º 'º 

" 



Gráfica 1 
Evaluación in vitro de In actividad del R11diu1il sobre lns pohlaciones de las clona.' CID·! y 

MIGUZ·I de T. <0r11:i • 

•• 
, • .,1_..,,.._,c 

1 :j 
s 20 t 
~ 
~ t5 l 
~ 10 1 

! : j _____ .,____f----·-----+----·---.~----+------
0.1 001 0.001 00001 000005 000001 0000005 0.000001 

CONCENTRACION I M l 

[Eliailañií.cld-:;::R¡¡j~M.gil_ij 

Rcalizndu siguiendo In meiodologln eslablccida por Blanco (19&2). 

Gríficu 11 
Evaluación in 1•itn1 de In actividad del Lampit sobre In.' poblaciones de las clonas CID-1 y 

MlGÍJZ·l de T. criizi 
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G I ºº' º"'' o 0001 o 00005 

CONCENTRACION I M I 

Realizada siguiendo la mctodologia establecida por Blanco {1982). 
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Tabla VII Evaluación i'n vivo de la actividnd del Aadanil v Lamplt a una dosis de 
600 mg/Kg sobre la parasltemfa orlgl_nada por la clona CID· t, 

Tiempo (HtsJ 

Radanfl 

Testigo 

Lompit 

Testigo 

Se empleó agu~ deatJ/,ad1·-eh f~~· I~~¡;~· d.e ·,a~~nes testigo. 
PorcentaJe de sobr.~vl".'eiicl~ dft los pa_ridslto~.· 

Tabla VIII Evalu~cldn in vivo ~e la actividad del Radanll y Lamplt a una dosis de 
600 rne/Kg sobr~ la p~risltenila originada por la clona MIGUZ-1. 

Tiempo IHral 
o 2 

Radanilº --- 100 60 

Testigo 100 100 

Lamplt 100 96 

Testigo 100 100 

Se empleó agua destilada en los lotes d8 ratones testigo. 
Porcentaje de sobrevlvencla de los pardsitos. 

4 

- 75 

100 ·. 

95 
---

100 

J7 

39 

100 

46 

100 

6 6 
·: 

70 70 

100 -- 100 
,. - -
94 . 95 

-

100 - 100 



Gráfica 111 

Evaluación l111•ivo de In actividad del Radanil y l..runpit sobre la parnsitemia originada por la 
clona CID· I de T. cruzi. 

100 ~-----~--·------·-----·-------· 
90 l """,--_ 
80 ------=- ------
70 ''-- ..... :-----.... ...__ 
60 l --- ----
50 

1 ---~·----
40 ·----==:::::::-::.:..·====---=-~: 
30 
20 
10 
o ----·-------~--------------· 

o 2 4 6 8 

TIEMPO lhral 

[ -•- RADANIL --•- LAMPIT =~~~Tl~~-1 

La administración de los fármacos fue por vla oral a una dosis de 500 mgfKg siguiendo la 
metodologla propuesta por Brcner (1984). 

Gráfica IV 
Evaluación in vivo de la actividad del Radanil y Lampit sobre la parnsitcmia originada por la 
clona MIGUZ. I de T. cruz/. f ¡¡ ··l.~~"'------~_---==~:_"'---===-~~=-=:-==--==----_-_-_-:-_---~~=~~--~~----~-: 

"' 20 

- 10 o ---------~--------------
o 4 

TIEMPO lhrol 

6 

-~--~~~~~~-==- LA~~~---=: __ -~-~~ T l~-o] 
La administración de los fármacos fue por vla oral a una dosis de 500 mgfKg siguiendo la 

melodologla propuesta por Brener ( 1984). 
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Gráfic11 V 
Evaluación in vivo de la actividad del Radanil sobre la paro.~itemia originada por las clonas CID· 
l y MIGUZ-1 de T. cru:i. 

1 ~g ¡~~ -:_------------·-------·-·-----· 

I~ 4g0 :, "'- ::=--~ ------·-------·-------· 
------·--------·-·-------· 

ªº L ... 20 

- 10 o 
o 2 4 6 B 

TIEMPO (hrtl 

--•-CID -•--- MIGUZ -•-TESTIGO 

La administración de los fármacos fue por vla oral n unn dosis de 500 mg/Kg siguiendo la 
metodologla propuesta por Brener (1984). 

Gráfica VI 
Evaluación In vivo de la actividad del Lampit sobre la parasitemia originada por las clonas CID-! 
y MIGUZ-1 de T. cruz/. 

o 2 4 

TIEMPO lhut 

6 

r ~-.----C-1_0_ ----~=---_-_-_-_M_1_a_u_z ____ --_~-_•_-- -- TE;:;. IG o_] 

La administración de los fármacos fue por vfa oral a una dosis de 500 mg/Kg siguiendo la 
metodología propuesta por Drener (1984). 
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4.2 Di<euslón 

Se empicaron clonas de lns ccpns CID y MIGIJZ uislndus en Oaxacn, México para conocer 

la uctividad de los fónm1cos de clcccitln sobre cstus Jl<>hlncioncs de 7'. cruzi en la• pruchas 

in 1·itro mediante el método de Olnnco y en la• pruebas in l'il'O mcdiru11e el método de 

Brcncr. 
El empico de clonas de 7'. cruzies necesario, ya que es posible que Jos uisludos (cepos) 

están constiluidos por una hcterogeneiclud de poblaciones del parásito, In cuul originarlo 

constantes cambios en Jos resultados obtenidos al cmplcurlns. uunquc se pierde lo 

representativo de lo que ocurre en Ja nnturale1.a. 

El método de Brencr pennitc dctenninar i11 vi1·0 y en corto tiempo (8 hora•) la sensibilidad 

y/o resistencia de las formas sanguincns de cepas (y de sus respectivas clonas) de T. cruz/ 
a los fármacos, 

Orener inicialmente basó su método en el hecho de que las forma• sangulncus inoculadas 

inlravcnosamcntc persistían por algunas horas en el torrente sanguíneo sin penetrar a los 
tejidos del huésped. Posteriormente modilicó cJ método empicando la vla intrapcritoneal 

tal como se empicó en el presente trJbajo, para evitar o disminuir el riesgo de que 

rápidamente el parásito invadiera los tejidos del huésped después de la inoculación. 

Lo anterior se planteó por el hecho de que csis1e hct,,ogcneidad en la• cepas de r. cruzi lo 

que implica que tengan difcn.·nrcs caraclerístic:1s y sk11dl1 asi algunus cepas pudieran tener 
mayor velocidad <le invasión u las cClulus di: brgm1t1s. 

En base a el análisis de las gráficas obtenidas del comportamiento de las clonas ensayadas 

(en el Laboratorio de Entomologla), se degi1\ el día 20 avo. como el de máxima parasitcmia 

para realizar In pmcba in vivo. 

Se utilizó el método de conteo con la Cámara de Ncubaucr ya que es conliablc. 

40 



La administración del f<irmaco por vla oral en Jus pruebas i11 1'il'o ofrece wntajas 

importantes sobre las pruebas i111oftro, como son: 

a) Da una idea mas real acerca de la eficiencia de los farmucos contra d parásito 

b) Las condiciones del tratamiento son semejantes en el hombre 

La aplicación de los fármacos es nna etupu delicada en el experimento. Se debe eviliir en lo 
posible el estrés de los animales por exceso de mnnipulación y el daño mecánico por 

introducción de Ju aguja, ya que los ratones en los que no se tienen estas precauciones 
presentan una conducta diferente de In normal como es poca actividad y mala nlimcntución. 

El Rndanil y el Lnmpit son compuestos con baja solubilidad en agua, por lo tanto las 
pruebas /11 vivo se llevan n cabo con u1111 suspensión de ambos fármacos y las pniebns in 

v//m se dificultan debido n la necesidad de ulili1.ar compuestos que IUciliten su solubilidad 

adcm1\s de emplearse bajas conccntruciones. 

La pnrasitemin originada por CID-1 disminuyií un 62'!., al tcnuino de 8 horas de evaluar la 

actividad tripanomicida /11 vil'O de el Rndanil y un 54% al evaluar In actividad de el Lnmpit: 

Ln clona MIGUZ-1 presentó una reducción del 30% de su población frente ni Rndanil y un 
5% debido n el Lampit bajo las misnws condiciones. 

En las pniebns /11 vi/ro, la clona CID-1 lile sensible"' Rndnnil y parcialmente sensible ni 
Lnmpit mientras que In clona MIGUZ-1 fue sensible <111.runpit y parcialmente sensible n el 
Rndnnil. 
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Al cabo de los 120 minutos de probar el Radanil in vi/ro con las clonas CID-1 y 

MIOUZ-1, los porcentajes de reducción de In población de la clona CID-1 debido a el 

fármaco fueron desde el 40% con la concentración mayor (0.1 M) hasta 15% con la menor 

concentración (0.000001 M) y los porcentajes de reducción de la población de la clona 

MIGUZ-1 frente a el mismo fúmmco \'ariaron desde el 45% con In mayor concentración 

hasta el 10% con la menor concentración. 

Con respecto a los porcentajes de reducción de la población de las clonas debido u el 

Lampit en el tennino de las pruebas in 1•//m (120 min.), los porcentajes de lu clona CID-1 

l"ariaron desde 35% con la mayor concentración del fármaco hasta el 5% empleando In 

menor concentración del mismo y los porcentajes de la clona MIGUZ-1 registrados por la 

uctividnd del fürmuco varían desde el 40% para la mayor concentruciém y 10% empicando 

la menor concentración. 

Como fue incrementándose lu concentración de los fürmacos, aumentt\ el porcentaje de 

reducción de In población de ambas clonas dunmtc los 120 minutos de prueba. 
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CAPITULO V 



CONCLUSION 

l. En las pruebas i11 vivo, In clona CID-1 fue sensible al Rndanil y Lampit siendo 
MIGUZ-1 resistente a los mismos. 

2. En las pruebas i11 vitro, las clonas no presentaron diferencias ·en cum1to a In 
sensibilidad y/o resistencia frente a ambos fánnacos. 

' -- ·-

3. El Radanil fui: más activo sobre Ja clona cm: 1·in'1•ivo, en las pruebas i11 vitro 
también fue sensibl_e CID·I y MIGUZ-1 parcialmente sensible. 

4. El Lampit mostró mayor actividad sobre CID, 1 i11 ,;;vo, en las pruebás in v/tro 
MIGUZ-1 fue sensibl~ y CID-1 parcialmente sé~siblc. - --

S. En las pruebas /11 í1fv{¡ si hay diferencias entre Ja actividad d~ cada fdnnaco sobre 
ambas clonas. 

6. En las pruebas _in 1•itro n? existieron diferencias entre Jos porcentajes de reducción 
de la población d~ 1d ¿Jomi GID-1 f IÓs porc~ntaies d;; la clona MJGUIZ-1 frc~tc a ambos 
fánnacos. 

7. Las difere~ciiis en ef ~omport~1itinio frente a Jos fármacos empleados es una prueba 
de Ja hcteiogeriéidad <l{1ai~oblacÍones de T. cmzi que se encuentran en Ja naturalc1.a. 

8. Las pruebas paro-déíenninar la resistencia y/o susceptibilidad de las diferentes cepas 
de T. cruz/ ( fi:Je sus resllectivns clonas) a diferentes fánnacos son importáÍltes púra la 
caracterización u'e: las mlsiriris. - - -

9. Los resultados mostraron la importancia de aislar el parásito de Jos pacientes con el· 
fin de evaluar Jos fármacos qúe se Je pretende administrar. 
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