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MONTER, INTRODUCCION

Introduccion

Las infecciones gastrointestinales son el mayor problema de salud publica en paises en
vias de desarrollo situados en las regiones tropicales. Los helmintos parasitos infectan a
la cuarta parte de la poblacion mundial y es una importante causa de mortalidad. En
México de acuerdo al Boletin del Sistema Unico de Informacion para la Vigilancia
Epidemiologica, los casos acumulados de enfermedades intestinales hasta la semana 39
del 2002 fue 5146043 especialmente de amebiasis, Giardiasis y Teniasis (helmintos) y
Ascariasis (Valdéz y cols., 2002).

Los helmintos son organismos muy diferentes que varian en su ciclo biologico en la
estructura de su organismo, su fisiologia, su evolucion, el habitat del huésped y en su
susceptibilidad a los quimioterapéuticos. La gravedad de la infeccion tanto en el hombre

como en otros hospederos esta dada por la intensidad de la exposicion (Morales, 1996).

Los farmacos antihelminticos que se emplean actualmente en el control de las diversas
parasitosis, actiian principalmente a nivel gastrointestinal y de manera muy pobre a nivel
sistémico. Para el tratamiento de parasitos a nivel sistémicos se requiere de productos

que alcancen concentraciones plasmaticas adecuadas para erradicar la infeccion.

El tiabendazol fue uno de los primeros farmacos bencimidazolicos (BZ) que se
emplearon contra infecciones por helmintos en animales y posteriormente en humanos.
Sin embargo, el tiabendazol se metaboliza rapidamente, siendo inactivado, por lo cual,
otros bencimidazoles han sido sintetizados y evaluados. Entre estos se encuentra el
mebendazol y albendazol, que contienen un grupo carbomato en la posiciéon 2 de la
molécula.Actualmente los benzimidazol-carbomatos (BZ-C), son los farmacos mas
usados en medicina y medicina veterinaria, sus efectos varian en la forma de romper el

equilibrio
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celular de la tubulina, los microtubulos y la sintesis de ATP. La tubulina es una proteina
formada de subunidades a y B tubulina esta proteina forma parte de la estructura celular
llamada microtubulos el cual esta presente en innumerables procesos bioldgicos de
importancia vital de células eucarioticas tales como transportacidon, secrecion,
movimiento, y division celular. También la tubulina es el blanco de los bencimidazoles-
carbomatos. Impidiendo su polimerizacion y consecuentemente la formacion de

microtubulos. (Martinez y cols. 1997)

No obstante el uso en general de BZ-C contra la fase sistémica del parasito es limitado
frecuentemente por la pobre absorcion intestinal debido principalmente a su baja
solubilidad en un medio acuoso, en consecuencia hay una baja biodisponibilidad hacia
los tejidos por parte de estos compuestos. Intentar incrementar la solubilidad, significa
que se tendra que conducir al mejoramiento de estos compuestos y en consecuencia la

eficacia contra estos parasitos (Lopez-Garcia y cols.1994).

Mecanismo de accion de los Bencimidazoles

[ Bencimidazoles ]
| |
| | 1
[ Tubulina ]<—> [ Microtubulos ]
I . |
Reduccién de la secrecion Inhibicion de la recaptacion de la glucosa,
de la acetilcolenesterasa La actividad de la fumarato reductasa

y otros procesos quimicos
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Fig 1
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El albendazol es pobremente absorbido en el intestino (tan solo el 5%) debido a una baja
solubilidad y junto con el mebendazol se emplean como antihelminticos altamente
efectivos a nivel intestinal. Estos farmacos son efectivos contra nematodos, cestodos y

trematodos (Campbell, 1990; McKellar and Scott, 1990).

La actividad antihelmintica de los BZ es dependiente de dos diferentes factores: su
afinidad a la B-tubulina y a la absorcion adecuada del compuesto que permita que éste
alcance las moléculas blanco, para que tenga un efecto terapéutico. Los BZ pueden
alcanzar la moléculas blanco y ejercer un efecto antihelmintico de dos formas: mediante
su ingestion a través de su aparato digestivo 0 el farmaco puede atravesar la cuticula (en
el caso de nematodos) 6 el tegumento (en caso de céstodos y trematodos) de los

parasitos ( Mottier y cols., 1996).

Algunos farmacos tienen limitantes en su uso terapéutico debido a su alta toxicidad,
insolubilidad, persistiendo la imperiosa necesidad de disponer de firmacos adecuados
para combatir distintos tipos de infecciones sistémicas como la equinococosis, la
filiariasis y la triquinellosis. En general el tratamiento de infecciones sistémicas requiere
de grandes dosis y tratamientos largos. Por lo que se requiere encontrar nuevas
estructuras (nuevos compuestos BZ) para minimizar o eliminar estas problematicas.

(Lopez-Garcia, y cols. 1994).

Por otro lado, la evaluacion de la actividad biolégica de nuevos compuestos antiparasitarios
se ha limitado por la carencia de modelos experimentales. A este respecto, Trichinella spiralis
es un parasito nematodo cuyo ciclo de vida puede mantenerse en animales de
experimentacion, permitiendo la evaluacién biolégica de diversos compuestos, tanto a nivel

enteral como parenteral, por lo cual representa un buen modelo experimental.
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Triquinellosis

La triquinelosis es una enfermedad ampliamente distribuida en el mundo y en algunos
paises en vias de desarrollo la prevalencia es mayor en estos paises debido a las

condiciones socioecondmicas y de insalubridad que favorecen su transmision.

T. spiralis parasita preferentemente a mamiferos, causando la enfermedad conocida
como trichinosis, trichiniasis, o trichinellosis. Es comin en mamiferos carnivoros,
incluso en roedores y humanos. La incidencia de infeccion siempre es superior a lo que
se sospecha debido a la vaguedad de sintomas que normalmente hacen pensar en otro

tipo de infecciones gastrointestinales (Contreras-Ramos, A. 1999).

La sintomatologia de la triquinelosis depende de la carga parasitaria, del genotipo del
hospedero y de su estado inmunolédgico, Los sintomas gastrointestinales suelen ser leves
o nulos en personas infectadas. En casos sintomaticos puede haber dolor abdominal,
nauseas, vomito, fiebre, colicos, diarrea o estrefiimiento que tipicamente dura entre dos a
siete dias, pero puede persistir durante semanas. Durante la fase parenteral del parasito
los musculos son los mas afectados, incluso el miocardio, los pulmones, rifiones y la
piel. El sindrome se caracteriza por edema facial, mialgia, fiebre, cefalea, hemorragias,

anorexia y dolor de cabeza ( Flisser, Pérez 2006 )

La invasion de las células musculares, por las larvas, afecta a los musculos de la
respiracion, el habla, la masticacion y la deglucion, la fiebre aumenta hasta 39° C o mas
manteniéndose asi durante varios dias y después cede gradualmente. La eosinofilia
comienza cuando las larvas recién nacidas invaden los tejidos, alcanza su punto méaximo
dos a cuatro semanas después de la infeccion y disminuye gradualmente conforme se
enquistan las larvas. Los signos y sintomas se reducen poco a poco la mayor parte

desaparece hacia el tercer mes cuando las larvas se han enquistado por completo en
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células musculares y se eliminan de otros 6rganos y tejidos, aunque el dolor muscular

persiste durante meses.

Trichinella spiralis

Mediante estudios comparativos de caracteristicas bioldgicas y moleculares, en distintas
regiones geograficas, se demostrd la existencia de diferentes espacies de Trichinella. El
Centro de Referencia Internacional para la Triquinelosis, ubicado en Roma Italia,
considera dentro del género Trichinella a siete especies (y diez genotipos), entre los
cuales se incluye a especies encapsuladas como 7. spiralis, T. nativa, T. britovi, T.
murrelli T. Nelson y T. papuae, y no encapsuladas, por ejemplo, 7. pseudspiralis. Estas
especies, encontradas en diferentes regiones geograficas, han sido detectadas en seres
humanos y en gran nimero de animales, tanto carnivoros como herbivoros. (Flisser,

Pérez 2006)

La clasificacion taxonomica de 7. spiralis se muestra a continuacion (Chester y cols.,

1986)

Reino Animal

Phylum | Nematoda

Clase Adenoforea

Orden | Enoplida

Familia | Trichinellidae

Genero | Trichinella

Especie | T. spiralis
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Morfologia

T. spiralis es el agente etioldgico de la triquinelosis en el hombre y otros vertebrados
este nematodo fue descubierto por necropsia como larva enquistada en musculo de
cadaveres en humanos en Londres en 1828 por Peacock y posteriormente fue descrito

por Richard Owen en 1835 (Campbell, 1979).

Los adultos de 7. spiralis son organismos muy pequefios, los machos miden 1.5 mm de
longitud por 60 11 de didmetro. Las hembras miden de 3 a 4 mm de longitud por 60 a 90

11 de diametro.

Las larvas recién nacidas miden aproximadamente 100 11 de didmetro mientras que las
larvas enquistadas miden 1 mm y los quistes que son de forma oval miden 250 a 500 1t

de diametro. (Figura 2 A, B)

Ciclo biolodgico.

La carne de cerdo infectada es la fuente comiUn de transmision de la infeccidon al

humano. Los cerdos se infectan por desperdicios de carne o comiendo ratas que son los

huéspedes en las granjas de cerdos.

Las ratas mantienen la infeccion del parésito probablemente por el canibalismo, de esta

manera el parasito es capaz de infectar a otras ratas, cerdos o humanos.

La infeccion se realiza mediante ingestion de carne infectada con la larva muscular

enquistada. Las larvas se liberan de los “quistes” por accion de los jugos géstricos
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digestivos, luego penetran en la mucosa del intestino delgado, se alimentan, crecen,
mudan y llegan a la madurez sexual en un plazo de 48 horas, copulan y los machos son
eliminados al exterior con la materia fecal, mientas que las hembras gravidas se alojan

en la mucosa del duodeno y del yeyuno.

Los adultos hembras son viviparas, por lo que al tercero o quinto dia comienzan a parir

larvas recién nacidas, por alrededor de cuatro semanas.

Durante ese tiempo cada hembra produce entre 500 a 1500 larvas, que atraviesan la
mucosa intestinal, y por sistema linfatico y sanguineo llegan y se distribuyen por todo el
organismo. La mayoria de las larvas se alojan especialmente en musculo estriado y en

particular en el diafragma, la lengua, la laringe, el ojo y los mtisculos intercostales.

Sin embargo, pueden localizarse también en los musculos deltoides y gemelos y cuando

son muy numerosas en otros musculos esqueléticos. (Fig. 2)

10
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A, Adulto hembra. B, Adulto macho. C, Vista ventral posterior del macho. D, Larva sin
enquistar y totalmente desarrollada. E, Larva joven sin enquistar en musculo
esquelético. F, Larva enquistada en musculo esquelético. G, Cerdo hospedero. H,
Ciclo silvestre con carnivoros y carrofieros como fuentes de infeccion del cerdo y otros
animales que son consumidos. I, Ciclo marino. J, Ciclo en Ratas. K, Ciclo urbano con
basura conteniendo pedazos de carne infectada o cuerpos de animales infectados para

alimentar a cerdos.

1, Boca.; 2, ano; 3, apéndices copulatorios; 4, papilas genitales; S, porcion muscular del.
Esofago; 6, porcion glandular del esofago o esticosoma; 7, intestino; 8, ovarios; 9, utero;
10, vulva; 11, .testiculos; 12, espermiductos; 13, Ductos eyaculatorios; 14, Cloaca; 15,
Aro nervioso; 16, Musculo esquelético; 17, Larva joven sin enquistar en musculo
esquelético; 18, Larva con quiste formado desde el material huésped; 19, Quiste

formado por reaccion del tejido huésped.

a, carne conteniendo larva enquistada en primera etapa e infectiva;. b, quiste liberado
del tejido muscular en el estomago;. ¢, desenquistamiento de la larva en estomago y
duodeno;.d, primera muda en la parte anterior del intestino delgado; e, larva en segunda
etapa; f, segunda muda;. g, tercera etapa de la larva crecida y formada sexualmente
madura;. h, apareamiento de machos y hembras; i, hembras fecundadas entran al torrente
donde nacen nuevas larvas; j, las larvas recién nacidas migran atravesando los vasos
linfaticos y nodos linfaticos;. k, la larva recién nacida atraviesa los vasos linfaticos;. 1,
LRN entran en los ductos linfaticos toraxicos encaminando a la vena cava;. m, LRN
atraviesa el lado derecho del corazon; n, LRN. atraviesa las arterias pulmonares; o,
LRN atraviesa los pulmones;. p, LRN. en venas pulmonares; q, LRN atraviesa lado
izquierdo del corazon; r, LRN en la aorta dorsal se distribuye a todas las partes del
cuerpo; s, LRN entra en el musculo esquelético; t, LRN se extiende en las fibras
musculares; u, larva en primera etapa enquistada en musculo esquelético; v, LRN migra

atravesando cavidad peritoneal hacia los musculos; w, larva desenquistada pasa por el

12
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intestino en las heces; X, primera etapa de larva enquistada en trozos de tejido no

digeridos esta depositadas en las heces; aa, quiste

Viable que pasa en las heces y es infeccioso para cerdos y otros animales dando inicio
de nuevo al ciclo.

a’ (seccion H), Los roedores se alimentan de carrofia o de las heces de animales
grandes infectados; b’, los predadores comen roedores parasitados e infectados ¢’, los
restos de predadores y roedores estan disponibles para mas roedores; d’, el cerdo se
alimenta de roedores y restos de predadores, siendo infectado, las visceras en los

sacrificios de cerdos es dafiino para carnivoros y carrofieros, incluso para otros cerdos.

a”’ (seccion I) oso polar; b’’ ballenas; ¢’’focas; d’> morsas infectadas con triquinas.

a (seccion J) las ratas transmiten la infeccion por el canibalismo entre ellas mismas; b
las heces de ratas contienen quistes viables infecciosos para ratas, cerdos y algunos
mamiferos que son ingeridos; ¢, (seccion K) trozos de carne o restos de pequefios
mamiferos, conteniendo quistes viables son una fuente de infeccion para cerdos que se
alimentan del desperdicio y para mamiferos (ratas, gatos, perros) que se alimentan los

mismos. (Olsen 1974)

Necesidad de nuevos farmacos con actividad antihelmintica
Como se menciond anteriormente, los BZC son fidrmacos de amplio uso contra
infecciones por parasitos helmintos, sin embargo su baja solubilidad ocasionan una baja
biodisponibilidad, reduciendo su eficacia a nivel sistémico, por lo que se requieren

tratamientos a dosis altas y por tiempo prolongado.

Otro aspecto importante en el uso de los BZ-C contra infecciones helminticas, es la

resistencia contra estos farmacos. En estudios de estos farmacos, se evidencia que los

13
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parésitos son resistentes, debido a un cambio en la estructura de la tubulina confiriéndole

a los parasitos una mayor resistencia a los BZ-C.

En el presente trabajo se evalud la actividad “in vivo” de distintos derivados
bencimidazolicos que fueron sintetizados en la Facultad de Quimica de la UNAM. Los
compuestos sintetizados se muestran en la Tabla 1 . Estos compuestos se disefiaron con
base al triclabendazol. EI grupo trifluorometilo en posiciéon 2 confiere a la molécula una
mayor solubilidad ademas de ser un grupo farmacologico que presenta buena actividad

antiparasitaria. (Navarrete-Vazquez y cols. 2001)

La actividad “in vitro” de los compuestos 7, 14, 21 ha sido evaluada contra la L. M. de
T. spiralis en un ensayo colorimétrico. La actividad de estos compuestos fue similar y/o

mejor que la mostrada por el albendazol.

Tabla 1

cl
! Cl
cl o " ;
= 11
[ ! 1l o . N
U \/QN}_ S-CH, \©/ \@r S—cr,
Cl i: 2 N
1 H 7
Cl
1 o = N i CH
: . | :
‘ Qﬁ_“’ CUG !
& J—Chs
14 ¢ 2

Formulas de los compuestos 1) (Triclabendazol) C14HoCIl3N,O 7) C14H;CLF5N,O 14)
C15sHyCl,F3N,0 21) Ci5HoCLF3N,O

14
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De la evaluacion “in vitro” surgi6 el interés por evaluar “in vivo” la actividad de estos
compuestos empleando como modelo a Trichinella spiralis como modelo experimental.
La actividad “in vitro” mostradas por estos compuestos puede verse afectada “in vivo”
por diversos aspectos como: la permeabilidad de los compuestos a nivel intestinal, su
metabolismo, unioén a proteinas, entre otros. Estos factores serdn importantes para que

los compuestos 7, 14, 21 sean activos contra 7. spiralis.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluacion “in vivo” de los derivados bencimidazolicos 7, 14 y 21 empleando un

modelo de triquinelosis experimental.

Objetivo especifico:

Evaluacion del efecto biologico de los compuestos 7,14 y 21 sobre la fase de adulto de

T. spiralis en ratones de la cepa BALB/c infectados con el parasito, en comparacion con

el efecto producido por el albedazol y triclabendazol.

15
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Mantenimiento del ciclo de vida de Trichinella spiralis

Con el objeto de mantener el ciclo de vida del parasito se infectaron ratas de la cepa
Sprague- Dawley de dos a tres meses de edad con 5000 LM resuspendidas en bactoagar

al 0.2%. La infeccidn se realizé por via intragéstrica con canula y jeringa.

Obtencion de larvas musculares de Trichinella spiralis

Para la obtencion de la LM se siguio el procedimiento descrito por Dennis y cols (1970)

Para esto a ratas de la cepa Sprague Dawley, previamente infectadas con 7. spiralis, se
sacrificaron a los 28 dias postinfeccion. A los animales se les quito la piel y las
extremidades, incluyendo la cabeza y cola, asi como las visceras. Posteriormente, el
musculo esquelético se macero y se realizo una digestion artificial a 37° C durante 3
horas en una solucion de pepsina- HCl al 1 % con agitacion constante a 150 rpm, en un
agitador Gerhardt ROS5. Al término de este tiempo la solucidon se pasé por un tamiz,
para separar los restos de carne y se dejo sedimentar por un espacio de 15 min. El
sedimento obtenido se paséd a tubos Falcon de 15 ml y se centrifugé durante 5 min. a
2500 rpm. La pastilla de parasitos se lavo 2 veces con una solucién amortiguadora de
fosfato salino pH 7.3 (PBS 1X). Para cuantificar el numero de larvas obtenidas se

tomaron varias alicuotas y se afadi6 bacto-agar al 2%.
Las LM obtenidas fueron utilizadas para mantener el ciclo de vida del parasito en ratas

de la cepa Sprague Dawley y para realizar la infeccion en ratones de la cepa BALC/c a

los cuales se les administrd los compuestos.

16
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Obtencion de adulto de Trichinella spiralis.

La obtencion de organismos adulto se realizo de acuerdo a lo descrito por Deniss y cols.
(1970). Ratones de la cepa BALB/c fueron infectados con 500 LM de T. spiralis. Para la
obtencion de adulto, se sacrificaron a los 6 dias postinfeccion, se realizé una incision a
nivel abdominal para retirar el intestino y éste se abrié longitudinalmente, cortando
trozos pequenios de uno o dos centimetros, los cuales se colocaron sobre una gasa con
200 ml. de PBS en un aparato de Berman modificado en cuyo extremo se coloc6 un
tubo de ensayo. El aparato de Berman se incub6 a 37° C por tres horas. Pasado el tiempo
de incubacidn se recuperaron los adultos que se sedimentaron en el tubo de ensayo, se
transfirieron a tubos falcon de 15 ml. Los adultos se lavaron con PBS, se centrifugaron a

2500 rpm. durante un minuto.

Evaluacion de la actividad biolégica “in vivo” de los compuestos 7, 14, 21 contra el

adulto de 7. spiralis.

Para la evaluacion de la actividad de los compuestos, se formaron grupos de 8 ratones
para cada uno de los compuestos incluyendo un grupos para el control positivo (tratados
con ABZ) vy el negativo (sin tratamiento), previamente infectados con 7. spiralis. A los
3 dias postinfeccion se les aplicé el tratamiento a cada grupo, ajustando las
concentraciones de los compuestos a 75 mg /Kg equimolar al albendazol. A los 6 dias
postinfeccion se sacrificaron los ratones para obtener a los adultos, con la técnica que se
menciond anteriormente. Para evaluar la eficacia de los compuestos se contaron a los
adultos obtenidos de cada grupo y el porcentaje de reduccion de la carga parasitaria se

calcul6 de acuerdo al control negativo.

17
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RESULTADOS
Dosis 75 mg/kg Nun. de adultos/raton % de reduccion

Control 104 0

ABZ 45 46

TCBZ 86.2 16.8

7 79.2 24.1
14 104 0

21 98.3 5.8

Efecto de los compuesto 7, 14, 21. TCBZ y ABZ sobre el organismo adulto de T.

Spiralis

Porcentaje de reduccion de la carga parasitaria en ratones infectados con 7. spiralis y

tratados con los compuestos 7, 14, 21 y ABZ.
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DISCUSION Y CONCLUSION

En este trabajo se evaluo la actividad “in vivo” de tres nuevos compuestos derivados del
bencimidazol contra la fase enteral de 7. spiralis. Debido a que el ABZ es el farmaco de
eleccion en el tratamiento de la triquinelosis, en este trabajo se le incluyd como control
positivo, observandose 46 % de reduccion de la carga parasitaria a la dosis empleada.
Los resultados obtenidos muestran que los nuevos derivados bencimidazoélicos no fueron
mas activos que el ABZ contra el parasito adulto. Por otro lado, el TCBZ es un
bencimidazolico con actividad especifica contra Fasciola hepdtica, en su estructura tiene
un sustituyente diclofenoxi en posicion 5 y/6 6 al igual que los compuestos 7, 14 y 21
por lo que fue incluido en este trabajo para comparar su actividad. Sin embargo, una
diferencia entre los nuevos compuestos y el TCBZ es la presencia de un grupo
trifluorometilo en posicion 2 y un grupo metilo en posicion 1 (compuestos 14 y 21), por
lo que fue de interés evaluar si estas sustituciones le conferian a la molécula una mayor
actividad y especificidad contra 7. spiralis. Como era de esperarse el TCBZ no fue
activo contra 7. spiralis, 1o mismo sucedid con los compuestos 7, 14 y 21. La presencia
del trifluorometilo a pesar de conferirle a los nuevos compuestos mayor liposolubilidad,
no les confirio mayor actividad y especificidad contra 7. spiralis. Estudios previos
realizados “in vitro” demostraron que los nuevos compuestos tienen una importante
actividad contra el parasito, por lo que es posible que la poca actividad mostrada “in
vivo” pueda relacionarse con problemas de solubilidad y/6 metabolismo de los nuevos

compuestos.
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