15]

Joi

N

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Evaluacién in vivo de la susceptibilidad de cuatro
cepas mexicanas de Trypanosoma cruzi a dos
firmacos: Radanil y Lampit.

T E S | S

Que para obtener el Titulo de:

Licenciado en Biologia

Presenta:

‘ Ma, Teresa Padilla Alcéantara

México, D. F. | | 1988.



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



CONTENIDO

RESUMEN ZENETAL «vueetuensennreronvonnsosannsnsnnssnnnanss

INErOAUCCION tevennrsovscoroeienaanasasnnossonsssssneane

PRIMERA PARTE

1
2

Revisién de la literatura sobre varios aspectos de T. cruzi

A. Biologfa del pardsito .....c.ocoeevseessninnsnsnsns
B.'Patologfa f et e sereteeenen et sttt sabeeerranas
C. Metabolismo de T. CrUZi ..vivereiansonneecannenans
D. Mecanismo de accién de Lampit y Radanil ..........

E. Antecedentes de estudios similares ...cecenveecens
SEGUNDA PARTE

Seccién Experimental
A. Objetivos T AN
B, Material y MEtodo cvvvrvevrvnrrnrosroorssensrossans
C. Desarrollo eXPerimental .....eeeeseessaseoseesonns
‘D; Resultados ..eeiveecenerisnnsssnssooesarcecroannes
E. DiSCUSION ttvurvrnnonornnrersenssnsnnunscsrsesansns

Fo CONCIUBIONGS titnevenssssnnsronnaraasssrsscsonanss

Bibliograffa iveseseretesoeconirnronrsecasannsnctoerenannas

i
1
9

13

15

17
17
22
2n
29

38



RESUMEN GENERAL

Para investigar las diferencias en la susceptibilidad de T.
cruzi a agentes quimioterapéuticos activos, grupos de ratones -
(Mus musculus) cepa (NIH), fueron inoculados con cuatro cepas me
xicanas de T. cruzi posteriormente se las aplicaron dos f&rmacos,
en el tiempo de mdxima parasitemia, un nitrofurano y un nitroimi
dazol cuyos nombres comerciales son: Lampit y Radanil respecti—

vamente, asf{ mismo se trabajé con las clonas de estas cepas si--
4

guiendo la misma metodologia.

El criterio de susceptibilidad de cada cepa asf como el de
la clona se basS en repetidos exdmenes de sangre fresca (Método
de Pizzi), observdndose que en algunos casos la parasitemia dis-

minufa.

Las evidencias apﬁyan marcadas diferencias en la susceptlbi
licad de algunas cepas y clonas a las drogas éctivas. tstas di-
ferencias han sido detectadas para los dos fdrmacos y parecen re
lacionarse a caracteristicas piolégicas de las cepas mds que al

modo especifico de accién de las drogas usadas.



INTRODUCCION

La Enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una

zoonosis cuyo agente etiolégipo es Trypanosoma cruzi. Lxiste -
en todos los paises americanos con excepcién de Canadd y Alaska,
constituyendo uno de los problemas de salud pdblica mds graves

de América Latina debido a su amplia distribucidn geogrdfica, -
elevada morbilidad (especialmente en la forma cardiaca), alta -
mortalidad en ciertas regiones, su historia natural compleija y

las considerables dificultades técnicas y éperativas para el es

tablecimiento de medidas de control (Avila, 1983).

Se estima que ai menos 15-20 millones de personas en dreas
urbanas y rurales de América Latina estén infectadas con este -
pardsito y con el riesgc de desarrollar la fase crdnica de la -
enfermedad, México se considera como un pafs endémico para es-
te padecimiento (Tay, 1930). Se propone que sea considerado co
mo un problema de salud plblica para nuestro pueblo (Velasco, -

1986).

E1 parésito es transmitido al hombre por diferentes espe--
cies de insectos triatdminos hematéfagos, de las cuales hay mis
‘de cien en el Continente Americano; 36 de éstas estdn asociadas

a la vivienda del hombre y son fuente natural de infeccidn.

Existen varios ciclos vector-huésped en la transmisién de

T. cruzi: doméstico, semidoméstico y selvdtico. La transmisién




también ocurre por una infeccién congénita o por transfusién. de
sangre; esta Gltima, se ha incrementado en forma importante ‘en

las grandes ciudades.

Esté enfermedad fue originalmente una zoonosis aSociadé -
con mamiferos selvdticos. Las condiciones de vivienda humana,
tales como techos de palma, paredes resquebrajadasvo expﬁestas
al medio etc., sobre todo en éreas rurales, son lugares ideales
para que se crien y sobrevivan los insectos transmisores de es-

ta enfermedad (Moncayo, 1986).




PRIMERA PARTE

Revisidn de la literatura sobre varios aspectos de T. cru-

‘Posicidn taxonémica’que guarda Tprypanosoma cruzi

Reino Animal
Subreino Protozoa
Phylum Sarcomastogophora

Subphylum Mastigophora
Clase Zoomastigophorea
Super orden Parabasalidea
Orden Kinetopldstida
Suborden Trypanosomatina
Género - Trypancscma

Especie T. cruzi
tomado de;Levinéigg al.,. 1980

- A. Biologfa del pardsito.- Trypanosoma cruzi, es un proto

"zoario flagelado perteneciente a la familia Trypancsomatidae.

Comu todos los protozoarios de esta familia, T. cruzi posee una -

" estructura celular caracteristica, el cinetoplasto, constituido

por ADN y una doble membrana mitocondrial que lo envuelve y se -

extiende a toda la célula constituyendo de esa manera una mito--



. condria gigante dnica (Schmidt, 1981).

Durante su ciclo de vida, T. cruzi presenta varias formas
que pueden ser vistas f4cilmente al microscopio éptico. La de-

finicién de éstas formas se basa en: 1) la forma general de la

célula; 2) la posicibn del cinetoplasto con relacién al ndcleo
y 3) la regidén donde emerge el flagelo a partir de la bolsa fla

gelar (Hoare, 1966).

De acuerdo con este criterio, las siguientes formas pueden

ser identificadas:

a) Amastigote.~ Sin flagelo protuberante, son organismos de -
forma esférica u ovalada; se reproducen intracelularmente -
en el hu&sped vertebrado por fisién binaria; presenta un ci

netoplasto en forma de bastoncillo y un ndeleo grande.

- b) Epimastigote.~ Presentan el cinetoplasto en ‘posicidén ante-
rior cerca delvnﬁcleovy un flagelo que al principio lo ébn-
tornea Qnakpequeﬁa membrana ondulante; son érgahismos fﬁsi-
formes, que se multiplican en el tubo digestivo del vector.

y en medios de cultivo.

También Se localizan dentro de las células del vertebrado
durante el Final del ciclo intracelular cuando los amastigotes
se transforman en tripomastigotes o visceversa, en -el comienzo

de un nuevo ciclo (De Souza, 1984).



e¢) Tripamastogote.- provistos de un cinetoplasto situado de--

trds del nicleo y un flagelo, asi como una membrana ondulan

te a 10 largo del organismo; representa una forma infectan-

“te no multlpllcatlva del par551to.

-  Tripomastigote sangufneo.- se encuentra en la sangre del -
hospedero vertebrado y constituyen la fase infectante para
los triatéminos, cuando &stos ingieren sangre de un hospede

ro infectado.

- Tripomastigote metaciclico.- aparece en la luz del intesti
no del insecto transmisor; (Reduviidae, Triatominae) y re--

pfesentan la fase infectante para los'huéspedes vertébrados

(S&nchez, 1987).

'Transmisién.~ los triatéminos se ihfectan 4l ingérir tri-
pomastlgotes de la sangré periférica’ de mamiferos 1nfectados.
'En la luz del mesog rio de los lnsectos, los organlsmos se .=

multlpllcan asexualmente en forma de eplmastlgotes ¥y dae -

B de un per*odo de 15 a’ 30 dlas, su prollferac n;conduce avla"-‘

formac1on de trlpomastlgotes meta01clxcos en el recto del insec
to. Estas formas 1nfecc1osas se expulsan con Las heces del ~ =~
triatomino y los tripomastigotes 1n1c1an la lnfeCCLOn en nuevos
huespedes al penetrar por las abrasiones de 1a piel o por 155 -
membranas mucosas. Esta transmisién se denomina "de estacién -
postefior" o "por contaminacién". Eh la tripanosomiasis africa

na las formas infecciosas estdn asociadas a las partes bucales




del insecto vector y se introducen a los nuevos huéspedes por --
la picadura de ese insecto ("de estacién anterior" o transmisidn

"por inoculacidn").

Los tripanosomas infectantes del insecto penetran en las cé
lulas y se multiplican en forma de amastigotes formando los denc

minados seudoquistes, que son c€lulas repletas de amastigotes.

Posteriormente los amastigotes se transforman en tripomasti
gotes y, al romperce las células, quedan libres para invadir - -
otras células o para ser ingeridos por un insecto (Alarcén, 3. -

1978).

“ B. Patologia.- La entrada de los tripomastigotes metaci--
clicos produce una reaccidén inflamatoria aguda local. En una. o
dos semanas se diseminan a los ganglios linfdticos regionales y
se empiezan a'multiplicar en las células que los fagocitan. Los
amastigotes intracelulares efectﬁan_repetidas divisiones forman

~do grandes cantidades deiparésitos que produéen los llamados seu
doquistes. Después de unos dias, algunos de los microorganismos
se transforman -en tripomastigotes y salen del seudoquiste destru
yendo la célula que‘los contiene. Entonces ocurre una parasite-
mia generalizada YCasi cualquier tipo de tejido puede ser inva-
dido, aunque el pardsito muestra marcadq(preferencia por los mis
culos y células nerviosas. En las células recién invadidas, se
repite nuevamente el cambio a amastigote, formacién del seudo- -

quiste, transformacién a tripomastigotes y ruptura del seudoguis

A S



te. Esta ruptura se accmpafia de una respuesta inflamatoria lo-
cal aguda con degeneracién y necrosis de las cé&lulas nerviosas

de las regiones vecinas, especialmente células ganglionares., -
Este es el cambio patoldgico mds importante de la Enfermedad de
Chagas, cuyo mecanismno no se conoce bien, sin embargo,'se ha -
atribuido a la liberacidn de toxinas en el momento de la ruptu-~

ra de los seudoquistes y a la destruccidn de los amastigotes --

restantes.

La Enfermedad de Chagas presenta un periodo agudo y uno -
erdnico. El perfodo agudo se inicia con la entrada en la piel
de los triﬁomastigotes contenidas en las heces de las chinches.
La inflamacién local produce un peguefio nédulo rojo conocido co
mo chagoma, con edera de los nédulos linfdticos regibnales. £n
aproximadamente el 50% de los casos los tripgmastigotes pene~ -
tran por la conjuntiva del ocular produciendo edema palpebral-y
de la conjuntiva, asi como hinchazén de los ganglios linfdticos
y preauriculares, estos sintomas se conocen como Signo de Roma-
fia. Al progresar la fase aguda de la enfermedad, se pueden en-
contrar seudoquistes en casi cualquier érgano del cuerpc aungue
la intensidad en el ataque varia de unos a otros. Generalmente
es invadido el mdsculs cardiaco con la pérdida de casi el 80% -
de las células ganglionares cardiacas. Entre los sintomas de -
la fase aguda se incluyen anemia, pérdida de fuerza, disturbios

nerviosos, escalotrios, dolores de huesos y misculos, asf como
algunos trastornos cardiacos., La mucrte suele ﬁresentarse de 3

a Y4 semanas después de la infeccidn. La fase aguda es nmds co--
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nin y grave entre los nifios menores de 5 afios de edad.

La fase crénica se ve con mds frecuencia en adultos. Su ~
espectro de sintomas es debido principalmente a la disfuncién -
nerviosa central y periférica la cual puede llegar a durar mu--
chos afios. Algunos pacientes pueden estar virtualmente asinto-
méticos y repentinamente morir por paro cardiaco. En las &reas
endémicas de México la'Enfermedad de Chagas produce alrededor -
del 70% de las muertes por paro‘cardiaco en los adultos jévenes,
Parte de la insuficiencia de la funcién cardiaca es producida ~
por la pérdida del tono muscular como consecuencia de la des- -
truceidn de los ganglios nerviosos. El corazén crece mucho y =~
se hace flicido. En algunas regiones de Sudamérica es comin que
se destruyan los ganglios autdnomos del es&fago y del colon. =

Esto altera el tono muscular, dando como resultado alteracidn -

del peristaltismo y la gradual flacidez del dérgano, el cual au-

menta s difmetro y es incapaz de pasar material. A estas con=-
diciones avanzadas se les denomina megaesdfago © megacolon res-

pectivamente.

. F1 megaes6fago avanzado es mortal cuando el paciente no -
puede:deglutir. Se ha demostrade en forme experimental que los
tfihbulos testiculares y el epidfdimo se atrofian en la Enferme-~

dad de Chagas crdnica (Schmidt, 1981).

C. Metabolismo de T. cruzi.- La bioquimica de este proto

zoario implica procesos comunes a otros eucariotes:



al

b)

c)

d)

e)

Transporte, asimilacidn, biosintesis y degradacidn de molé-

culas orgdnicas (glfcidos, dcidos grasos, esteroles y aming

dcidos).

Biosintesis y degradacién de moléculas de DNA, RNA, protei-

nas y polisacdridos).
Transporte de iones.

Generacidn y utilizacién de energfa (fermentacién, respira-

cidén, formacidn y utilizacién para el movimiento).
Regulacidn metabblica, diferenciacién y multiplicacidn.

Estudios de biocuimica comparada, han demostrado que las -~

estructuras molecualres de T. cruzi y sus reacciones metab8li--

cas son similares en general a los establecidos con los organis

mos mds utilizados para la investigacién bioquimica como son:

levaduras, bacteriac y algunos vertebrados. Sin embargo, algu-

nos procesos metab8licos se han modificado como consecuencia de

la adaptacidn de T. cruzi a la vida parasitaria. Entre estas -

modificaciones se deben mencionar:

a)
b)
c)

d)

la incapacidad para sintetizar bases piricas y pirimfdicas.

la incapacidad para sintetizar porfirinas.
bajo contenido de peroxidasa.

ausencia de catalasd.

10,



e) bajo conteﬁido de citocromo "C" oxidasa.

f) operacifn restringida del Ciclo de Krebs.

g) alta capacidad para fermentar la glucosa en presencia de -
oxigeno, con la formacién de dcidos orgidnicos.

h) éusencia de xantina oxidasa y ribonucleasa. (Gutteridge, -

1981; Stoppani, 1983).

Quimioterapia.- Se conoce actualmente que el tratamiento
de la Enfermedad de Chagas es todavia un problema no resuelto y
entre los programas de investigacidén delas organizaciones de -
los paises mds afectados y de los organismos internacionales co
mo la Organizacidén Mundial de la Salud, destaca la bisqueda de
nuevos medicamentos contra la Enfermedad de Chagas (Turrens, -
1986). Entre estos medicamentos sobresalen dos sustancias ni--
troeterociclicas, el Nifurtimox (un nitrofuranc y el Benznida--
zol {un nitroimidazol). Las dos drogas son activivas por via -
oral, ninguna ha mostrado originar resistencia adquirida y am--~
'bas han producido alguna cura parasitolégica. Sin embargo, el
procentaje de cura es menor en los casos crdénicos que en los -
agudos y ambos tipos varfan de estudio a estudio y de un 4rea =

geogrdfica a otra (W.H.0., 1981).

In México se estan utilizando estos dos fd&rmacos para el -
tratamiento de la Enfermedad de Chagas, por lo cual considera--
mus necesario conocer el efecto que tiene sobre las cepas de T,

cruzi aisladas en nuestro pafs, investigacidn adn no realizada.

11.



Los medicamentos mencionados son los siguientes:

Nifurtimox (Bayer 2502, Lampit).- Los compuestoc nitrofurd
nicos fueron ensayados desde 1952; dentro de estos nifrofufanos
el Nifurtimox mostrS ser el mds indicado para el tratamiento de
la infeccién chagdsica. Qufmicamente, Nifurtimox es un 3-metil
-4 (5'-nitrofurfurilideno-amino)-tetrahidro-uH-l,u-thiaziné-l,
l-dioxido, sintetizado en 1962 en Alemania por Herlinger, Mayer
y Petersen, para la casa Bayer. Su presentacidén es en forma de
comprimidos conteniendo 120 mg. de sustancia activa (Boainain,

1879).

Benznidazol (RO 7-1051, Roéhagan, Radanil).- 'Esta sustan-

cia fue sintetizada por el departamento de Feéquisas-de]os labo
ratorics Roche y los primeros resultados’ en terapéutica experi-

mental fueron comunicados en 1973, en el.XII Congreso Interna~-

cional de Terapéutica, en Ginebra. Quimicamente, el Benznida-- "

zol es N-bensil-2-nitro-l-imidazolacetamida. Preparado y pre--
sentado en comprimidns conteniendo 100 mg. de sustancia activa

(Boainain, 1979).

@-CHZ-CO-NH-CHZO

2

12.




D. Mecanismo de accién de Lampit y Radanil.- Desde los -

estudios de Hoppe-Seyler en 1983 se sabe que en los organismos

vivos las sustancias orgdnicas nitradas son reducidas a su gru-
po nitro. Los productos resultantes de esa reduccidn son fdcil
mente oxidados, con formacién de radicales libres, algunos de -
ellos frecuentemente téxicos. Los trabejos de Stoppani (1973)

con T, cruzi, demostraron que concentraciones farmacolégicas de
Nifurtimox son capaces de generar productos de reduccién par- -
cial del oxigeno, a saber, anidn superdxido (0;) y agua oxigena
da (H202). El primer paso en esa serie de reacciones es la - -
transferencia de un electrdn del reductor (NAD(P)H) al grupo ni
tro {(reaccién 1). La formacidén del radical nitro se demuestra

por espectroscopfa de resonancia paramagnética. El segundo pa-
50 consiste en la transferencia del electrdn libre al oxfgeno -
regenerando al Nifurtimox y formando el anién superdxido (O;) -

(reaccién 2).

- - +
2 Ar N02 + NAD(P)H ; 2Ar NO2 f NAD(P) + H ...(;)
Ar N02 4 O2 » Ar NO2 + 02 ... (2)
— - + . . )
02 + 02 + 2 H | fSODa O2 + H202 el (3)
0, + HO, | , HOO - + OH + 0y (1)
El O; dismuta a H202 de manera expontdnea o por la accidn

de la superdxido dismutasa (SOD reaccidén 3). Por dltimo, la

reaccidén 4 catalizada por fierro produce el radical hidroxilo

(H07). Se considera que el radical hidroxilo es muy téxico.

L.as reacciones l-4 se pueden demostrar en todas las formas de

13.



T. cruzi (epi, tripo y amastigote), células enteras, homogene--
dos, fracciones mitocondriales y microsomales, utilizando méto-

dos bioquimicos adecuados tales como las reacciones del adeno--

cromo y del citocromo C, para el anidn superéxido, y la reac--

cidén de la peroxidasa para el agua oxigenada. Istas reacciones
no son privativas del pardsito pues extractos de tejido de mami
fero (higado, rifén, miocardio, testiculo) en presencia de - -
NAD(P), Nifurtimox o Benznidazol, generan anidn superéxido y .pe

réxido de hidrégeno. El Benznidazol debe ser empleado en con-

centraciones mayores que el Nifurtimox para alcanzar efectos -

iguales en pruebas in vivo 1lo que resulta sorprendente si se -
tiene en cuenta la capacidad del Benznidazol para producir, por
una parte la formacién de peréxido en el huésped, y por la otra,
su accién sobre T. cruzi. Al parecer podrian ser los productos
de degradacién del Benznidazol los que generen los radicales 13

bres (W.H.0., 1986).

Los productos de la reduccidn parcial del oxfgeno, son té-
%icos tanto para T. cruzi como para el huésped mam{fero. El -
H.0, es capaz de actuar como oxidante y como reductor de hem6--

272 _
proteinas y de moléculas que contienen grupggmtioles y el O; es

reductor y oxidante, participando como O;ﬁren reacciones que -
llevan a la perosxidacibén de 1{pidos. Por su parte el radical -
hidroxilo reacciona indiscriminadamente con cualquier tipo de -
moléculas, atacando grupos metiio, por ejemplo =CH- de los deci-

dos grasos insaturados y en esa forma inicia una cadena de reac

ciones de peroxidacién que generan aldehidos de menor peso mole

14,



cular, entre otros el dialdehido maldnico (Stoppani, 1983).

E. Antecedentes de estudios similares.- Brener (1971) fue

el primero en investigar la susceptibilidad de las formas circu-~
lantes de T. cruzi en la sangre a los compuestos activos, el au--
tor basd su método en el hecho de que las formas circulantes de
T. cruzi inoculadas intravenosamente en los ratones persistieron
por algunas horas en la corriente sangufnea sin penetrar a los -
tejidos del hospedero (Brener, 1969). Los ratones experimenta--
les fueron inoculados intravenosamente con la cepa MR y poste-~ -
riormente tratados. Las drogas activas‘indujeron uné rdpida de-
clinacién en el ndmero de pardsitos sanguineos demostrando la -
factibilidad de una prueba la cual puede detectar la actividad -

de la droga contra los estados de los pardsitos.

Brener eh 1984 fue el primero en-descubrir ﬁn método que -
permite determinar in vivo y en un corto tiempo (u4-6 horas) la -
sensibilidad de cepas de T. cruzi a diferentes agentes quimiote-
rapéuticos. Usando cepas resistentes y sensibles a los medica--
mentos es posible observar una buena coyrglﬂfiéq entre los reéul
tados obtenidos con el método rdpido (el cucl detecta la activi-
dad de las drogas contra formas circulantes en la sangre) y aque
llos dbtenidos con esquemas de accién prolongada que envuelve --
una administracidén de la droga por 20 dfas consecutivos y un pe-
rfodo prolongado Je asistencia a los animales. El método rdpido
puede ser usado para caracterizar la scnsibilidad de cepas de T.

cruzi a drogas activas usadas clinicamente para fortalecer infor

18.



macién especifica sobre una accién parasiticida en tripomastigo-

tes sanguineos y eventualmente para lograr nuevos compuestos.

16.



SEGUNDA PARTE

Seccidn Experimental

A. Objetivos.

1. Evaluar la susceptibilidad in vivo de cuatro cepas mexicanas

de Trypanosoma cruzi a los firmacos Radanil y Lampit.

2. Adecuar un método rdrido a las condiciones de nuestro labora

torio para evaluar la susceptibilidad in vivo de Trypanosoma

cruzi a diferentes fdrmacos.

B. Material y Método. CEPAS DE Trypénosoma cruzi UTILIZA-

DAS.- las cepas MIGUZ, CID y NINOA, se aislaron de casos huma--
nos en el Estado de Qaxaca por xenodiagndstico; la cepa ZAACHILA
fue aislada de las deyecciones de un triatoma colectadoc en una -~

casa habitacién en Zaachila, Oaxaca.

Todas las cepas fueron mantenidas en ratones por pases repe

tidos de sangre de ratén a ratdn de la siguiente manera:

- ge eligid uno de los ratones con gran cantidad de hemoflagela—
dos.

- 3e hizo un corte en la vena caudal, de aqui se tomdé sangre con
una jeringa que contenfa solucién salina ,85%, esto con el -~

fin do cevitar la coagulacidn.

17.



- s¢ homogenizd moviendo mecdnicamente la jeringa de un lado a -

otro.

- se inyectdé a los ratonzs sanos en la regién peritoneal £.2 ml.

de la solucidn,

Esto se hizo cada 20 o 25 dias para asegurar que les tripo-

mastigotes se encontraran en sangre periférica.

Las clonas de las cepas MIGUZ, CID, NINOA fueron doradas =~
por la profesora Guadalupe Castafién G. del Departamento Zs Fara-

sitologfia de la ENCB-IPH.

ANIMALES DE EXPERIMENTACION.- Ratones blancos (Mus suscu--

lus), cepa NIH, hembras, de peso exacto entre 18 y 20 grzamss,

Lotes.- Cada lote consistié de 12 ratones 5 de los cuzles
se ocuparon para probar las diferentes dosis del fdrmaco Fradanil
y los otros 5 de igual manera para el Lampit. Los dos ratones =
restantes fueron mantenidos bajo las mismas condiciones ys gue -
fueron los testigos. Para cada cepa se utilizaron 4 lotes. Los
resultados obtenidos de cada lote se pbomediaron para obterer un

dato representativo.
EVALUACION DE LA PARASITEMIA:

A) Conteo en la Cdmara de Neubauer:

1) Practicar un pequefic corte en la vena caudal del ratén.
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2)

4)

5)

1
2)

3)

4)

5)

6)

7)

1)

Tomar sangre directamente con la pipeta de Thoma para la --
cuenta de glébulos blancos hasta la marca 0.2.

Aforar con cloruro de amonio al J.85% hasta la marca 1.8.
Depositar la muestra homogeneizada en la Cdmara de Neubauer,
Con el objeto de determinar la cantidad de tripomastigotes
sangufneos por milimetro cdbico contar cuatro cuadros gran-
des de la Cdmara y multiplicar el ndmero de pardsitos conta

dos por 20 (factor de dilucidn).

B) Conteo por la técnica de Pizzi (modificada).
Obtener Smm3 a partir de la vena caudal de ratdén infectado.
Depositar el volumen de sangre en un portaobjetos perfecta-
mente limpio, evitando extender la gota,
Colocar un cubreobjetos del No. 1y 22 x 22.

Esperar un minuto hasta la homogenizacidn de la preparacién.
Contar 20 campos microscépicos, utilizando el objetivo de -
u0 x.
Calcular el factor de conversién a ndmero de tripomastigote
por Smms.
Multiplicar el factor por el ndmero total de tripomastigo--
tes contados en 20 campos. Repbrtar coméAtripomastigotes -

envSmma.
CALCULC DEL FACTOR DE CONVERSION

Método semicuatitativo de Pizzi (modificado).

Se utilizd un ocular de 10 X; un objetivo de 40 X; el radio
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7)

3)

3)

gotes sanguineos un lote de

de objetivo fue de 30 micras.

Se obtuvo el 4rea del circulos.

Se obtuvo el drea del cualrado.

Se obtuvo el drea del cubresbjetos (22 x 22).

Se dividié el ndmero de camzos microscépicos (drea del‘cuﬁﬁg
objetos) entre =1 Area dsl cuadrado.

Se dividié el nlmero de campos microscdpicos (drea del cu--
breobjetos) entre el &rea del circulo.

Se sumaron los resultados de las dos divisiones anteriores
y se dividié entre dos pari sacar un promedio.

Este promedio se dividié entre el nimero de campos microscd
picos contados en total (23).

El valor obtenido fue el dzl factor de conversién y se mul-
tiplica por el nimero total de tripomastigotes contados en
los 20 campos. Se reporta ,émo nimerc de tripomastigotes -

enSmﬁ.

CURVAS DE PARASITEMIA.- <Ze inoculd con 10,000 tripomasti-

5 ratones, evaludndose la parasite-

mia con la Cdmara de Neubauer a partir del 6o. dfa posterior a

la inoculacidn y hasta que desaparecieron de la corriente san--

guinea, esto se hace para cada cepa,

APLICACION DEL MEDICAMENTG.- Los ratones fueron tratados

~nn una suspensién acuosa del redicamento (a la concentracidén - -

deseada) por via oral, con ayuda de una jeringa de 1 ml. cuya -

apitja fue despuntada para prevenir lesiones. DPara evitar erro-



res en las lecturas por causas diferentes a la accién de los conm
puestos quimicos probados, a 1los ratones testigos se les adminis

trd agua como placebo.

DROGAS USADAS:
- Nifurtimex; Bayer 2502; Lampit.

- Benznidazol; RO 7-1051; Rochagan; Radanil,
CALCULO DE LAS DOSIS ADMINISTRADAS:

Radanil.- Comprimidos de 240 g. al 4.6% de pureza jue se -
maceraron para facilitar la suspensidn en agua y para poderrpe—-
sar la cantidad necesaria para cada dosis. Por ejemplo:

A un ratén de 25 g. se le administré una dosis de 5(ing/kg

de pes Se pesaron 3.0 gramos del comurlmldo y se sus::'iiaron
n 1l

Lampit.=- Comprimidos de 400 g. al 30% de pureza se nacera-
ron para facilitar la suspensidn en‘aguény,pesar la cantlizd ne-
cesaria para cada dosis, ‘Por ejemplo-’ |

A un ratén de 25 g. se le admlnlstré una dosis de Sﬁ ~~/kg
de peso. .3e pesaron 4.2 g. del comprimido y se suapend;eron en

10 ml de agua, administvando 1 ml a cada ratén.



C. Desarrollo Experimental:

A partir de ratones infectados con T, cruzi, en los cuales -
se mantuvieron a las cepas del protozoario en el laboratorio
se inocularon grupos de cinco ratones {(por cepa) con el fin

de construir una curva de la parasitemia.

Con los ratones inoculados con el pardsito se formaron lotes
de seis animales por cada medicamento, uno de los cuales fun

gié como testigo.
Se realiz6é una suspensidn de los fdrmacos en 1 ml de agua a -
las concentraciones del agente activo, previamente calicula--

das.

El dia de mdxima parasitemia se administraron:los medicamen-

tos a los lotes de ratones por via oral, a.los ratones testi

gos se les administrd un placebo (agua).

Momentos antes de la aplicacidén de los medicamentos, se de--
. . . I

terminé el ndmero de tripomastigotes por 5mm”~ de sangre, por

el método de Pizzi. Asimismo se prosiguid el conteo a las -

2, 4, 6 y £ horas posterior a ld administracidn del fdrmaco.

Ll procedimiento se repitid 4 veces para cada cepa de T. cru
zi.

Al términv del experimento se sacrificaron los ratones.



DIAGRAMA DE FLUJO

Mantenimiento de las cepas y clonas

en ratones (Mus musculus) cepa NIH
Curvas de parasitemia
Ratones con parasitemia mdxima

Cuenta de parasitemia por la téecnica

de Pizzi (modificada)

l;/, eleccién del fdrmaco

Tratamiento .
1 eleccidén de la dosis

Evaluacién de la parasitemia a:

t= 0, 2, 4, 6 y 8 horas
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D. PResultados

Las curvas e los valores de las parasitemias obtenidas pa

ra las distintas cepas de T. cruzi, utilizadas, se presenta en

la grdfica 3. A tesar de tener diferencias margadas en el com-

portamientc de cada cepa el pico mdximo de parasitemia de las b

se presentd semejante en el dia 22 post-inoculacién.

El efzcto que ejercieron los medicamentos sobre la infec--
cién, evaluados »or el método rdpido de Brener, se resumen en -

las tablas anexas.

La cepa MIGJZ no fue sensible al tratamiento con Radanil
ni con Lampit, en las concentraciones y tiempos probados. El1 -

mismo resultadsc se presentd con las cepas CID y NINOA.

La cepa ZAACHILA fue la dnica de las cepas estudiadas que -

resultd sensible al tratamiento. Tanto el Radanil como el Laﬁ—
pit mostraron una accidén parasiticida, provocande la reduccién

de la parasitemia a dosis mayores de 500 mg/kg, siendo el Rada-
nil ligeramente mas efectivo que el Lampit.

Dado que las c2pas MIGUZ, CID y NINOA nn lograron una re--
duccidn aparente Ze la parasitemia, se decidid probar una clona
proveniente de cada cepa. La clona CID-1 resultd sensible a do
sis de 250 mg/kg de Lampit. Con Radanil no se obtuvo una reduc

cién aparvente de la parasitemia con ninguna de las dcsis proba-




das.,

A dosis de 100 mg/kg la parasitemia casi se elimina a las

8 horas post-tratamiento.

La clona MIGUZ-1 al igual que la cepa que la origina éS‘PE
sistente a los tripanomicidas, a las dosis evaluadas. La clona
NINOA-1 disminuydé al rededor del 50% su parasitemia a dosis de

750 y 1000mg/kg, para ambos compuestos quimicos.

Los animales utilizados se sacrificaron un dfa despuész de

haberse utilizado en.los experimentos. Todos mostraron una pa--

rasitemia abundante antes de su muerte.




No. del Dosis Disminucidn de la
experimento Droga mg/kg parasitemia (%)
=0 2 ) 3 8 hrs.

R

1 A 500 0 0 70 90 99
D

2 A 750 0 30 80 99 100
N

3 1 1000 0 30 80 89 100
L

1 k 500 0 0 60 80 99

2 ? 750 0 30 80 93 100

3 % 1000 0 30 80 99 100

Tabla No. 1
P *"s-‘

Resultados obtenidos pbr el método répido de

tratamiento con Radanil y Lampit, aplicados a

ratones infectados con la cepa ZAACHILA de T.

cruzi, Con una parasitemia inicial de 2122 -

tripomastigqtes/Smm3 para los ratones de tra-

tamiento con Radanil y de 3183 tripomastigo--

tes/Smm> para los tratados con Lampit.

Sin -

efectos positivos a dosis de 125 y 250 mg/kg.



. ordries 1.
‘cepa: ZAACHITA

_ Dosis(ng/ke): 125_.390'»599“
Control —°—°—°"""“L
Tompit

‘ ,Hadanll o |

Porasitemia %)
(an)




No. del Dosis Disminucién de laf“
experimento Drega [ mg/kg parasitemia (%)< °
t= 0 2 4 6 8 hrs.
L R
1 125 0 0 0 1] 0 "
2 - 250 0 ¢ 30 70 90
3 ’ 500 0 0 50 80 95
y ) 750 0 0 60 90 100
5 ) 1000 0 0 80 90 100
‘: Tabla No. 2° . Pesultados obtenidos por el método rdpido de

trataniento con Radanil y Lampit, aplicados

a ratones infectados con la clona CID-1 de -

T. cruzi. Con Radanil no se obtuvieron-efec

de 2122 tripomastigotes/Smm3.

tos positivos. La parasitemia inicial fue -
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. orbfics 2
clona: 0ID-1
‘Dosia(ug/kg) 125,250,500, 750, 1900,

iControl

Tewpit _ _ _ ..
Radanil .

Par'ésitem;a (%)
(mm”)




No. del Dosis Disminucidn de la
experimento Droga mg/kg parasitemia (%)
t=0 2 4 6 8 hrs.
R
1 A 500 0 0 0 60 60
D
2 A 750 C 0 0 60 60
N
3 I 1000 0 0 O 60 60
L .
L
1 A 500 0 0 0 0 0
2 " 750 0 0 0 50 80
3 I 1000 D 0 0 50 80
- Tabla No. 3 Resultados obtenidos por el método rdpido de

'tratamiento con Radanil y Lampit, aplicados

a ratones infectados con la clona NINOA-1 de

T. cruzi. Con una parasitemia inicial de -

3183 tripomastigotes/Smms.

" tivos a dosis del25 y 250 mg/kg.

Sin efectos posi-
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. Guffice 3

~clona: HINOA~Y

- Dosia(ng/ka) 125, 7305

-Gon‘crbl Lo aanaen o o I8
S 153 1

‘Radenil -

Parasitemis (%)
2

(an”)
© 100

6o

- 500, 750, 1600

M !2‘0 B ’. 750, 1000




Gzéilca 4

Curvas de oarasitemia de cuatro cepas’ mexicanaa

de 3. cruzi,inoculsdas en ratones Hug. musgalgg ce‘
pa VIH.Inbculo 1x 106 trisomastizotdes

Parasitenia g QID
Unmz') vesesen KINOA .4 )
— — -ZALS’ILk
1000 | .
750 |
500 |
ERLT

6 12 13 A 30 36 42 42 4 ep-
.t (dlas)



E. .Discusién

Con base en el andlisis de las grdficas obtenidas del com-
portamiento de la parasitemia de las cepas ensayadas, se esco--
gi6 el periodo entre 22-24 dfas para efectuar las pruebas, pues
en éste las cepas presentaban parasitemias elevadas, compara- -
bles en su pico mdximo vy en algunos casos este pico coincidfa -

con los dfas seleccionados.

Debido al ndmero tan alto de ratones utilizados en el ensa
yo (40 por cepa); la cuenta de la parasitemia se presentaba co-
mo un problema si se hubiese realizado por la técnica de la C4-
mara de Neubauer. Esta metodologia es exacta y precisa pero se
invierte mucho ‘tiempo y éangre del aniﬁal en el llenado de la -
pipeta de Thoma, por lo que éolo se empled en 15 construccidn -
de las curvas de parasitemia. En ia evaluacién de la suscepti-
biiidad a los fdrmacos se siguié la técnica propuesta por Pizzi

(1957) con algunas modificaciones como son:

a) El volumen (5mm3) se midié con pipeta automitica con punta
de piéstico, en lugar de pipeta de vidrio. Esto agiliza el
procedimiento, disminuye la sangre perdida por adherencia -

al vidrio y el proceso.se realiza con mds precisidn.

)Y Dado que con esta modif ivanién se logra una gran uniformi--
dad en la distribucién de Los hemoflagelados en la prepara-

cibn, sn contabilizarcon 70 campos con lugar de 50 como en la
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técnica original.
c¢) Se utilizé un objetivo de 10 X en lugar de 12.5 X lo cual -

aumenta el ndmero de.pardsito contados por campo.

La técnica modificada de Pizzi se utilizé por su rapidez y
el menor gasto de sangre para el conteo de tripomastigotes. Nues

tros ensayos mostraron que la metodologia era bastante precisa.

Se eligieron los dfas de altas parasitemias para facilitar
la observacidén de la disminucién de la densidad de flagelados =
en sangre. Ademds los ciclos extra e intracelular no estan sin
cronizados, por lo que no se puede determinar el tiempo en que
permanecen en la sangre las fases sanguineas, en forma particu-
lar y por lo tanto la durancién del contacto del hemoflagelado
con el medicamento. Tal incertidumbre puede seor menns importan
te para el resultado de este experimento, si se tiene poblacidn
alta en sangre, con lo que se asegura la presencia de tripomas-
tigotes coﬁ'distintos fiempos'de permangncia en sangre. Ademds,
analizarndn las grdficas de parasitemia se‘observa que a los -~ =
dfas seleccionados, esta persiste en su pico méximo alrededor -
de 24 horas y después paulatinamente disminuye en el tiempo, -

hasta su desaparicién.

El Padanil y el Lampit son compuestos con baja solubilidad
en agua, por- 10 que las pruebas in vitro de su actividad tripa-
nomicida se dificultan debido a la necesidad de utilizar com- -~

puestos que faciliten su solubilizacién, ademds de usarse a ba-
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jas concentraciones. La administracidén por via oral en las - -

ppuebas'in vivo ofprece ventajas importantes sobre las pruebas -

in vitro, como son:

a) Da una idea mis real acerca de la eficiencia de los medica-

mentos contra el pardsito.
b) Se asemejan las condiciones de tratamiento en el hombre.

c¢) Se eliminan los problemas de solubilidad de los compuestos,

dado que la albdmina los transporta en la sangre,

d) En este caso particular, resulta mids econdmico el ensayo in

vivo que las metodologfas reportadas in vitro.

La aplicacidén de los medicamentos es una etapa delicada en

el experimentoQ Se debe evitar en lo posible el estréé de los

“.animales, por exceso en su manipulacidén y el dafio mecdnico por
la introduccién de la aguja. Los ratones en los que no se tie--
nen las precauciones mencionadas, presentan una conducta dife--

rente a lo normal, se les ve poco activos, no se alimentan ni -

bében~agua.

Cuando se sometid la cepa MIGUZ a los medicamentos a ddsis
iguales que las utilizadas por Brener (1984) no se presentd mo-

dificacién alguna de la parisitemia en las 6 horas transcurri--

das después del tratamiento, ni adn dos horas m8s tarde (8 ho--
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ras). El mismo caso se did en las pruebas para las cepas NINOA
y CID. Por lo anterior se decidid utilizar dosis méyores (750

y 1000 mg/kg). A pesar de esto la parasitemia se mantuvo sin -
disminuir en forma detectable. ' Esto ﬁos hace suponeri§ue las -
cépas CID, NINOA y MIGUZ son resistentes a la acci6n tfipan§mi-

cida del Lampit y Radanil a las dosis probadas.

Al probar otra cepa (la ZAACHILA) los resultados fueron -
alentadores al obtener una disminucién importante de la parasi-
temia. A dosis de 500 mg/kg de ambos medicamentos y a partir -
de la cuarta hora post-tratamiento se observd una baja en la -
densidad de flagelados en sangre de aproximadamente 70%. La -
disminueidn de 12 parasitemia fue gradual conforme avanzaba el
tiempo y se aumentaba la concentracién de los fdrmacos. De tal
- manera, que a dosis Ze 1900 mg/kg y a un tiempo de 8 horas lai-

parasitemia apenas se hacia observable (Grdfica 1).

La cepa ZAACHILA fue sensible a la accién parasiticida de -

~ los quimioferapéuticgsfempleados y'por lo. tanto validaba la . me-’

todologfa utilizada ya que si no se habfa logrado disminuir la
parasitemia de las cepas CID, NINOA y MIGUZ ésto era debido pro
bablemente a que estas resultaron resistentes a los f4rmacos y

no a errores metodsldgicos.

El término "cepa" aplicadn a T. cruzi es empleado muy fre-
cuentemente entre los investipadores que trabajan con este inte

resante protozoario. "Cepa" define a una poblacidn del parisi-
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to aislada en un momento dado a partir de un hcspedero detormi-
nado y mantenido a partir de su aislamiento por pasus en ol la-
boratorio (Deane, 1984). Las cepas por lo tanto pucden estar -

constituidas por divercas poblaciones heterogéneas de T. cruzi.

Lsto nos motivdé a vrobar una clona obtenida a partir de ca

da cepa resistente a los férmacos.

La clona CID-1 resultd adn mds sensible que la cepa ZAACHIL
LA, teniendo una reduccidén de alrededor del 30% con dosis de -
250 mg/kg. Unicamente presentd sensibilidad hacia el Lampit, -
va que el Radanil no produjo reduccidén en la parasitemia en las
dosis probadas. La disminucién en la parasitemia se manifestd

hasta las ‘4 horas y aumenté en forma gradual hasta las 8 horas.

3

La dosis-respuesta fue también gradual obteniendo casi la elimd

nacién de los pardsitos en sangre a dosis de 1000 mg/kg (Grafi-

ca 2).

La clona MIGUZ-1, al igual que la cepa original, fue resis
tente a ambos medicamentos. La clona NINOA-1 presentd reduc- -
cién de alrededor del 50% a dosis de 750 y 1000 mg/kg para am--

bos productos quimicos (Grdfica 3).

Las diferencias en el comportamiento frente a los f4rmacos
empleados es un ejemplo mds que muestra la heterogeneidad de -

las poblaciones de T. cruzi que se encuentran en la naturaleza.

33.




Dos de cuatrc clonas fueron sensibles a la accidn de los -
tripanomicidas., Adenfs algunas clonas se comportaron diferente
a las cepas, como 2n lcs cases de las clonas CID-1 y NINOA-Y, -
mientras que la clonz MIGUZ~1 no varia con relacidén a la cepa -

original.

In la introduc:siin tedrica se menciona el mecanismo de ac-
cidén tripanomicida de los productos evaluados. También comenta
mos que los medicamentos no han mostrade una eficiencia en la -
cura de la Enfermedael de Chagas en todos loc casos probados.

El mismo Brener (182:) reportd cepas sensibles, asi como resis-

tentes a ambos fdrmacos.

be los resultados obtenidos se observa que las clonas y ce

que resultaron sansibles reguieren dosis mayores que las

utilizadas por Brener (1984) para lograr reducciones compara-

bles.

]
%]
]

Hay que mencionzr que si el tiempos de permanencia de los
tripomastigotes en la sangre es muy corto por penetrar a las cé
lulas en un breve lapso, laaccidn tripanomicida de los fé&rmacos
tal vez no alcancc a afectar en forma importante a los hemofla-
gelados. ©ste es un hecho cexperimental que reportd Brener - -

(1969), citando cepas de T. cruzi que penetran muy rdpide a los
tejidos del hospeders y otras que persisten algunas horas en -
tangre circulante. En dichas cepas el efecto del medicamento -

podria enmascararse. Ln las cepas utilizadas en el presente -
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t. Conclusiones

El método utilizado por Brener en 1984% se adecud aflés,cog

diciones de laboratorio para evaluar la susceptibilidad de:rce--:

pas mexicanas de 7. cruzi in vivo a dos farmacos, Radanil y Lam

pit, dnicos utilizados en México para el tratamiento de la En--

X%

fermedad de Chagas.

L

De acuerdo a la experiencia adquirida podemos hacer los si

guientes comentarios:

a) La técnica es muy precisa y nos da upa idea muy cercana a -

la realidad.

&
—

1l bajo costo, rapidez v

1

i

convenientes de €sta téenica.
¢)  Se pueden probar otros medicamentos tripanomicidas.

Para la-precisién de la técnica basados en nuestra expef —
riencia, proponemos utilizar una amplia gama de dosis y eepaé,
asi como de clonas de estas mismas. Lo que es aidn més impo;tag
te «3 contar con una alta densidad de flagelados en sangre; ob-
servar el comprotamiento de los flageladoc de cada cepa median-
£ las curvas de paracitenia ademds de ut!livar La técnica de -
Pizzi (modificada) para realizar la cuenta de pardsitos en san-

re que estd propuesla en ecte trabaijo.

encillaz, son caracteristicas muy,
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De acuerdo con los resultados ohtenidos podemos concluir -
que de las cuatro cepas utilizacas en el experimento, solo una
resultd sensible a la accidén tripanomicida de los medicamentos
cvaluados. Las clonas obtenidas de lus cepas experimentales se

comportaron de manera diferente a excepcidn de la clona MIGUZ-1.

De estos resultados podemos decir que dentro de las cepas
mexicanas de T. cruzi existen cepas sensibles y resistentes a -
lcs fédrmacos Radanil y Lampit. Debido al diferente comporta- -
miento entre clonas y cepas podemos hablar de la heterogeneidad

de las diferentes cepas.

Debido a que se necesitaron dosis mayores que las reporta-
das para las cepas brasilefias para observar disminuciones seme-
jantes en la parasitemia, podemos hablar de una mayor resisten-

i

cia de las cepas mexicanas a estos fdrmacos.

Es necesario aumentar el ndmero de cepas en estas pruebas
para obtener conclusiones méds contundentes acerca de la sensibi

lidad de las cepas mexicanas en comparacidn con las brasiledas.
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