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Food and Drug Administration.
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1I.-R_E S5 U ®M E N

El Praziquantel es un férmaco anti-helmintico desa-
rrollado recientemente por grupos farmacéuticos Alemanes,
activo contra una amplia gama de céstodos y tremitodos.
En este trabajo, se reporta el estudio del efecto sobre
el Sistema Inmune de ratones normales no infectados, de
la cepa NIH; del Praziquantel ( PZQ ), Bacilo de Calmette
y Guerin { BCG ), Yatrén-Casein y combinaciones de ellos,
al ser administrados intraperitonealmente, bajo un régimen
recomendado contra formas larvarias de céstodos, alojadas
en el Sistema Nervioso Central. Los resultados abtenidos,
después de aplicar esta dosificacibn, indican que el PIQ
al jgual que BCG, no tienen efecto sobre la generacién de
respuesta inmune humoral contra un antf{geno timodependien
te { eritrocitos de borrego }; evaluada por la técnica de
Células Formadoras de Placas ( CFP ), utilizando la varian
te de Cunningham. Sin embargo, el Yatrén-Casefn, indicado
como inmunoestimulante, disminuye notablemente esta res-
puesta, independientemente de su combinacién con PIQ { p
0.05 ), reestableciendose esta disminuci6n Gnicamente al
interaccionar con BCG, Concluyéndose que el PZQ solo y el
Yatrén-Casein con BCG, no alteran la capacidad del Siste-
ma Inmune de ratones normales para generar respuesta humg
ral; mientras que Yatrén Casein solo y combinado con PZQ
si 18 afectan, disminuyéndola.
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II.-INTRODYCCION

A pesar del desarrollo de una gran cantidad de nue-
vos férmacos como la Niclosamida, Bunamidina, Metrifonate
Miridazol, Hycanthona y del Mebendazol, antihelmintico de
amplio espectro contra nemdtodos de 27 géneros, pertene-
cientes a 8 familias y eficaz contra solitarias de 5 fami
lias de céstodos { 14, 32 ); muchas infecciones por césto
dos, tremdtodos y nemdtodos permanecen en la Medicina Hu-
mana y Veterinaria con tratamientos quimioterapéuticos in
satisfactorios o sin tratamiento, debido a que estas sus-
tancias no pueden ser empleadas en programas de erradica-
ci6én masiva porgque no cumplen con los requisitos para es-
te fin; los cufles incluyen: eficacia contra todos los es
tadios y los diferentes géneros de pardsitos, pocas dosis
por tratamiento, baja toxicidad y estabilidad qufmica. El
principal inconveniente del uso de todos ellos es su ele-
vada toxicidad,.ya que se han reportado como mutdgenos y
carcinbgenos directos ( 6, 7, 9, 65 ). Por otra parte, se
ha estimado que aproximadamente 300 millones de personas
en el mundo estén fnfectadas por esquistosomas, 100 millo
nes tienen infecciones intestinales por céstodos, 700 mi-
llones por ancilostomas y 1000 millones por Ascaris, oca-
sionando pérdidas econémicas considerables debido al cos-
to de tratamientos, ausentismo laboral, etc. { 6, 48 ).

Particularmente en América Latina, segln estudios e-
pidemiolégicos, en 1973 se presumfa que existfan 300 000
personas con neurocisticercosis ( 11 ); en México se cal-
cula que el 2% de la poblacibn estd afectada, ya que pre-
senta anticuerpos frente a Cysticercus cellulosae; ademis
casi el 100% de los humanos intervenidos quirGrgicamente,
por cualquier causa, se les encuentra Cysticercus racemo-
sus (1), estado larvario que algunos investigadores con
sideran como forma aberrante del cisticerco de Taenia so-
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lium ( 11 ). Esto hace m4s apremiante el unir esfuerzos

y establecer mecanismos de control lo suficientemente e-
ficaces para evitar esta parasitosis.

.Considerando lo anterior, recientemente muchas in-
vestigaciones se concentraron en desarrollar un férmaco
con el cual fuese posible tratar todas las infecciones
por céstodos y que al mismo tiempo fuese bien tolerado.
Estos esfuerzos condujeron al estudio de nuevas pirazin
isoquinolefnas heterocfclicas con alto efecto antiparasi
tario. €1 compuesto mds importante surgido de esta inves
tigacién fue el Praziquantel, compuesto desarrollado por
E. Merck, Darmstadt en colaboraci6bn con Bayer AG, Lever-
kusen, de Alemania. Este firmaco tiene caracteristicas
especiales que actualmente le hacen sujeto de amplios es
tudios, uno de ellos es su alta efectividad contra un am
plio rango de céstodos y tramdtodos: dentro de estos G1l-
timos, especialmente los esquistosomas, cuya importancia
en salud humana es relevante ( 48 ).

Con el surgimiento del PZQ, usado en combinacién con
BCG o Yatren-Casefna propuesto por Chavarria ( 14 ), sur
ge también la posibilidad de tratamiento de la neurocis-
ticercosis humana, que hasta antes de este momento perma
necfa como una afecci6én de mal pronbstico y cuyas (Gnicas
posibilidades de curacjbn eran las quirtGrgicas.

Por lo que respecta al BCG, &ste es un inmunopoten-
ciador inespecifico que desencadena bisicamente una res-
puesta de tipo celular; sus aspectos moleculares han si-
do dilucidados y ampliamente estudiados por muchos inves
tigadores, el detallar los hallazgos de é&stos,serfa tema
suficiente para desarrollar otro trabajo de tesis, baste
mencionar que se ha utilizado, inciuso, en tratamientos
de cincer con resultados bastante alentadores { 25, 30,
34, 38 ).



Por otro lado, el Yatren-Casefna, es una sustancia
indicada por e! fabricante como un inmuncestimulante no
especifico de uso veterinario, cuyos componentes inclu-
yen: casefna purificada al 5% y &cido yodo-oxiquinol{n-
sulfénico ( chiniofén ).

No fue posible encontrar en la literatura ninguna
informaci6n sobre estudios del efecto de este compuesto
en el sistema inmune.

Resulta de interés investigar la posibilidad plan-
teada por algunos autores de que el PZQ tiene alguna par
ticipacién en la estimulacién del sistema inmune en su
fraccion celular ( 14 ); buscando adicionalmente el efec
to de su interaccib6n con las sustancias propuestas para
el tratamiento de cisticercosis cerebral en humanos; BCG
y Yatren-Casefna, sugeridas para desencadenar respuestas
fnmunes generalizadas encaminadas a neutralizar las toxi
nas de cisticercos calcificados y eliminaci6n de cisti-
cercos muertos por terapia con Praziquantel.
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I11.- ANTECEDENTES

3.1. Cisticercosis.

l.a cisticercosis es una parasitosis producida por
tas formas larvarias de algunos céstodos y que afecta a
varias especies animales ( cuadro No. I ). Esta parasito
sis representa un problema importante de Salud Pablica
en varias regiones del’llamado Tercer Mundo, como: Améri
ca Central y del Sur, Africa meridional, sureste de Asia
India y el Caribe, por su elevada frecuencia y a las ma-
nifestaciones extremadamente graves de la enfermedad,
cuando afecta a seres humanos ( 22 ). Sin embargo, paf-
ses industrializados como la Gran Bretafla y Estados Uni-
dos reportan casos de neurocisticercosis en pacientes
que denominan de "importaci6n", los gque se convierten en
diseminadores potenciales de dicha parasitosis ( 11, 17,
49 ).

Otras consecuencias Importantes de esta afeccién,
es el impacto econbmico cuando afecta a los animales Gt}
les al hombre, particularmente la ganaderfa porcina, ovi
na y bovina; ya que la presencia de ésta es causa de de-
comiso.

En México, la cisticercosis porcina es una de las
més importantes y es a donde se han dirigido los esfuer-
Zos para esclarecer su patogenia y posible control ( 23 ).
En andlisis econbmicos realizados en nuestro pafs duran-
te los afios 1980-81, se habla de 1.55% de cerdos afecta-
dos por cisticercosis, considerando que en ese perfodo
se sacrificaron 17, 825, 600 cerdos, esto significa que
276, 296 fueron decomisados y cuyas pérdidas, en ese mo
mento, llegaron a ser de $ t, 934, 072, 000.00; cifra
considerable que debié en parte ser dedicada a la inves-
tigaci6bn ( 1 ). A este respecto, datos més reclentes no
se encuentran disponibles.



Cuadro 1.- Relaciones Hufsped-Tenia. ( 22 )
PARASITO HUESPED HUESPED
PRINCIPAL SECUNDARIO
Tania solium Humano —---
Cysticercus cellulosae Cerdo Humano,Perro
Taenia saginata Humano -m——
Cysticercus bovis Res -—--
Taenia taeniaeformis Gato Armifio,Lince,
Zorro.
Cysticercus fasciolaris Rata,Ratén Conejo,Ardilla,

Taenia pisifbrmis

Cysticercus pisiformis

Taenia ovis
Cysticercus ovis

Taenia hydatigena .

Cysticercus tenuicollis

Perro,Zorro

Conejo,Liebre

Perro,Zorro
Oveja

Perro

Oveja,Cabra

Rata Almizclera

Gato,Carnivo-
ros salvajes.

Otros roedores

Algunos carni
voros salvajes.

Ardilla,otros
roedores.

Taenia: Estado adulto del parédsito.

Cysticercus: Estado larvario del pardsito.




La cisticercosis en cerdos, mencionada anteriormen-
te, es Ja que afecta al ser humano y es causada por el
establecimiento de la larva de Taenia solium, el Cysti-
cercus cellulosae, y que en el medio pGblico recibe di-

" versas denominaciones como: zahuate, alfilerillo, tomate
tomatillo, fresiila, grano, etc. Este cisticerco se loca
za en el tejido muscular y nervioso de su huesped princi
pal, gue es el cerdo; fundamentalmente en lengua, mdscu-
los maseteros, del ojo, ancéneos, intercostales, corazén
y en ocasiones invadiendo todas las masas musculares, a-
demds del cerebro ( 1 ).

En el hombre, la localizaci6n del Cysticercus cellfu-

losae es predominantemente en el cerebro, considerdndose
“-le la infeccién parasitaria mis comGn del Sistema Nervip

so Central, aunque en realidad puede encontrarse en cuajl
quier tejido, 6rgano o viscera. La sintomatologfa desen-
cadenada no siempre correlaciona clfnicamente y puede a-
venturarse que ésta se condiciona, entre otros factores,
y no siempre, al teleo u érgano parasitado.

En caso de afeccifn del Sistema Nervioso Central,
la sintomatologfa que se presenta es muy variada, tanto
que serfa prolijo detallarla, pero generalizandola pue-
den seflalarse como la mis frecuente: el dolor de cabeza
las crisis convulsivas graves, hipertensién endocranea-
na y ocasiocnalmente la muerte ( 11, 67 ).

Estudios adicionales hechos por Romero { 43 ) de-
tectando anticuerpos contra Cysticercus cellulosae en .
cerdos,por inmunoelectroforesis, reporta 38.6% e Inclin
( 27 ) 30.4% de cerdos positivos sacrificados en ras-
tros; datos que se contraponen con el 1.55% reportado
anteriormente, por andlisis de lenguas exclusivamente.
Si esto ocurre ciertamente, la existencia y consumo de
carne con cisticercos perpetfia el ciclo vital de Taenia




solium. Los individuos portadores de las solitarias, a-
demis de producir nuevos casos de cisticercosis en cer-
dos, también ocasionan cisticercosis en humanos, que co-
mo se mencion6 anteriormente puede tener consecuencias
fatales.

Con respecto a su ciclo biolégico, por todos conoci
do, se inicia a partir de un individuo con T. solium, que
elimina en las heces segmentos grévidos que contienen los
huevos; los cuales, en contraste con el concepto aceptado
actualmente de que por diversas maneras puede contaminar
el agua o alimento que consume el cerdo o bien el hombre,
como principales vehfculos de transmisi6n, el aire y las
moscas juegan un papel mis importante como mecanismo de
transmisién. En estos huéspedes se libera la oncésfera
{ larva en las primeras etapas de desarrollo ) en el in-
testino y por vfa sanguinea migra a los diferentes teji-
dos para desarrollar la fase infectante que es el C. ce-
llulosae, donde permanece viable por tiempo variable. De
esta manera el hombre ( huésped definitivo ) al consumir
carne mal cocida con cisticercos se le desarrolla la T.
solium en el intestino delgado para asf cerrar el circu
lo de vida nuevamente ( 14 ).

En nuestro pafs, la frecuencia de la cisticer-
cosis humana no se ha modificado en 40 afios y se calcula
que el 2% de la poblacién se encuentra afectada ( 22 );
su deteccifn se ve dificultada debido a que una alta pro
porcién ( aproximadamente el 50% ) es asintom&tica ( t1,
14 ); razén por la cual se hace necesario incrementar el
nimero de estudios encaminados a investigar nuevas posi-
bilidades de diagnéstico y tratamiento con miras a logar
sy erradicacién.
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3.2. Ensayos Hemoliticos.

El método de placas hemolfticas permite 1a visuali-
zacion de muy pequeias cantidades de anticuerpos lfticos,
{ 103 a 10s moléculas ) liberados en el entorno de un so-
lo linfocito, manifestdndose é&stos mediante el uso de un
indicador, EB, con la adicidn extrinseca de complemento.

Originalmente este ensayo fue desarrollado utilizan-
do cajas de Petri por Jerne y Nordin ( 28 } y permitié el
conteo, recanocimiento y estudic de células formadoras de
‘anticuerpos de manera individual. Este método mide el nG-
mero de células secretoras de anticuerpos IgM de alta efi
ciencia, asumiendo que solamente ésta fija eficientemente
el complemento; teoricamente, una sola molécula de Igh es
suficiente para iniciar el procesc lftico, denominamos a
esta técnica como método directo.

Posteriormente se realizaron modificaciones para a-
decuar esta técnica para cuantificacién de otros tipos
de inmunoglobdlinas { 1gs. ) menos eficientes en llevar a
cabo el proceso lItico, principalmente Ig6 ( 16, §4 ) y
surgieron los llamados métodos indirectos, gque usan sue-
ros anti-inmunoglobulinas que actGan como amplificadores.
Estos antisueros se pegan a las moléculas de inmunoglobu-
linas que se fijaron al eritrocito durante un perfcdo de
incubacién previo; la presencia de los complejos inmuno-
globulinas-antiinmunoglobulinas, facilita 1a hemblisis
al tratamiento subsecuente con complemento.

El método en placas, descrito por Jerne y Nordin,
tiene la desventaja de requerir grandes cantidades de
reactivos, lo cual puede ser critico; principalmente
cuando se utiliza el método indirecto, donde la cantidad
de antisuero anti-inmunoglobulinas es un factor limitan-
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te o cuando la sensibilizaci6n de eritrocitos requiere de
reactivos costosos.

Todas estas circunstancias, hacen que actualmente
los laboratorios que necesiten utilizar esta técnica co-
mo herramienta de investigaci6n en Inmunologfa, se incli-
nen por una variacion desarrollada por Cunningham; quien
propone colocar en una microcé&mara 1a mezcla de células
linfoides y eritrocitos indicadores ( 35 ).

El método es simple, econémico y sensible; general-
mente calificado como el ensayo hemolftico mids sensible
¥y dque puede ser adaptado para realizar estudios de micro
manipulacién.



3.3. PRAZIQUANTEL.

£l PZQ es un férmaco recientemente desarrollado, por
grupos farmacéuticos alemanes, con una’ importante activi-
dad antiparasitaria lo que le hace sujeto de amplios estu
dios al respecto, sus caracteristicas fisicoquimicas mis
importantes, se resumen a continuacibn:

3.3.1. Propiedades Fisicoquimicas.

NOMBRE TRIVIAL : ( 58 )

PRAZIQUANTEL, EMBAY 8440

NOMBRE COMERCIAL : ( 8, 59 )

DRONCIT, BILTRICIDE, CESOL

NOMBRE QUIMICO : ( 8 )

2-( clclohexano-carbbni\ )-4-0x0-1,
2,3,6,7,11 b- hexahidro- 4 H pirazi-
no ( 2,1 - a )} Isoquinolina.

FORMULA CONDENSADA : ( 48 )
C1ghaala0p-
"PESO MOLECULAR : ( 48 )

312.41 Daltones.
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FORMULA DESARROLLADA : ( 15}

PUNTO DE FUSION. : ( 48 )

136-139 ¢C. con descomposicidn.

DESCRIPCION : ( 14 )

El PZQ es un s6lido cristalino,de
color blanco a amarillento, olor
caracter{stico y posee sabor acre.

SOLUBILIDAD : ( 48')

La solubilidad del PZQ no es afecta
da por el pH. Es muy poco soluble en
agua, 0.04 g/ml a 25 oC; es soluble
en muchos disolventes 6rganicos como:
cloroformo, 56.7 g/ 100 ml a 25 °C;
etanol, 9.7 g/ 100 ml a la misma
temperatura.
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SINTESIS QUIMICA .: ( 48 )

La sintesis quimica del PZQ puede
realizarse medfante las siguientes
reacciones.

K, Crloreeicnorid !
—)
H
o”
N-(1,2,3,4-tetrahydroisoquinol il-1- &6,5-
metil) carboxamide. Q

PRAZIQUANTEL
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3.3.2. rPropiedades farmacocinéticas.

Se ha evaluado el comportamiento farmacocinético del
PZQ en varias especies animales, que incluyen: ratas Wis-
tar, perros Beagle, mono Rhesus y ovejas, principalmente.
Para efectuar estos estudios se dispuso de PZQ marcado ra
dicactivamente, se emplearon las v{as de administracién
oral e intravenosa con dosis de 10 mg/kg y 2 mg/kg, res-
pectivamente y los métodos de evaluacién fueron: cromato
graffa en capa delgada, espectrometria de centelleo en
medio 1fquido y macroautorradiograffa ( 15, 52, 53 ).

'3.3.2.1. Absorci6n.

Utilizando la metodologfa mencionada anterjormente,
se ha encontrado que la sustancia es captada por los te-
jidos dentro de los 5 minutos después de la administra-
ci6én intravenosa, identificdndose 2 fases de permanencia
de radioactividad en el suero de los animales investiga-
dos: una que dura hasta las 6 horas con un tiempo de vi-
da media de 2-3 horas y la otra hasta las 24 horas, con
una vida media de 6-8 horas; observdndose que después de
este tiempo no puede detectarse férmaco ni sus metaboli-
tos, por lo cual se asume gque fue completamente elimina-
do. En cuanto a la administracién oral, el PZQ es rapida
mente absorbido del tracto gastrointestinal y las concen
traciones miximas en stero se detectan entre los 30 minu
tos y 60 minutos después de la administraci6n, y, al
igual que la vfa intravenosa, después de 24 horas no se
detecta en suero { 52 ).

Investigando la participaciébn de la mucosa estoma-
cal en el proceso de absorcién, se usaron ratas con el
piloro ligado, concluyéndose que la absorcién puede efec-
tuarse por esta via con una eficiencia hasta del 50% des
pués de 6 horas ( 52 ).
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El efecto acumulativo de dosis repetidas de PZIQ fue
evaluado en ratas observindose que la concentracién alcan
za un limite y permanece después de la tercera administra
cién sin que la efectividad de la eliminacibn se afecte.

Investigando la presencia de PZQ en el suero de los
animales tratados, se pudo detectar el f&rmaco sin cambio
en muy baja concentraci6én en comparacibébn con la radioac-
tividad total detectada, significando este hecho que el
PZQ inalterado tiene una muy alta afinidad por los teji-
dos y que su tasa de biotransformacion es grande ( 52 ).

La capacidad del PZQ para unirse a protefnas plasmg

ticas fue evaluado mediante la técnica de ultracentrifu-
"gaci6n por 24 horas a 0 °C y posterior deteccib6n de ra-
dioactividad en el sobrenadante libre de protefnas, los
resultados revelan que la porcién del férmaco que no se

une a protefnas es del 14 al 20% de la concentracibn to-
tal administrada ( 76% se une a protefnas ) ( 52, 60 ).

3.3.2.2. Distribucién.

Con el objeto de obtener informacibén extensiva so-
bre la captacién de PZQ en tejidos y 6rganos se disefla-
ron algunos métodos para evaluar la distribucibn, que
incluyen: macroautorradiograffa y espectrometrfa de cen
telleo; obteniéndose que 5 minutos después de utilizar
la via de administracién intravenosa, la radioactividad
tiende a localizarse principalmente en higado y rifones;
aunque también es detectable en mucosa gastrointestinal
de manera muy escasa, probablemente al proceso secreto-
rio que se lleva a cabo en este epitelio mucosal, des-
crito mds adelante. Altas concentraciones también son
detectadas en la pituitaria, médula 6sea, adrenales y
pincreas. Después de 60 minutos, la radioactividad se
detecta solamente en higado, rifibn, médula 6sea y pitui
taria; 8 horas mds tarde, el higado y rifién son visibles
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muy levemente y la radiocactividad se detecta solamente en
el tracto gastrointestinal. Finalmente, a las 24 horas de
la administraci6n no se detecta ninguna cantidad en leos
6rganos menciconados, considerando que el PZQ ha sido com-
pletamente elimirado ( 53 }.

Cuando se utiliza la via oral, a los 30 minutos Ia
radioactividad se encuentra en rifones e hfgado, princi-
palmente, aunque adrenales, ovarios y fitero se caracteri
zan con las més altas concentraciones que los demds 6rga
nos. A las 8 horas, el patr6n de distribucibn sigue sien
do el mismo y el intestino delgado y grueso presentan la
mayor cantidad de radiacién; 24 horas después, el férma-
co es eliminado completamente del cuerpo ( 53 ).

Con la finalidad de aclarar el papel de acumulacién
6rgano-especifica del P2Q, éste fue administrado i.v. du
rante 3 dfas y p.o. por 4 dfas; no existe diferencia con
los resultados reportados para administraciones indivi-
duales, encontréndose que los rifiones y el higado juegan
los papeles fundamentales como 6rganos excretores y bio-
transformadores, respectivamente ( §3 ).

3.3.2.3. Permeabilidad Placentaria.

La evaluaci6n de la transferencia placentaria fue e
valuada en ratas Wistar,-en el Gltimo terclo del embara-
zo, usando dosis administradas p.o.e i.v. { 53 ).

Se observa que 5 minutos después de la administra-
cién f.v. un 2.6% del farmaco se localiza en Gtero y un
total de 1.3% en el feto; después de 24 horas, estos va
lores son de 0.6% para Gtero y 0.3% para el feto ( 53 ).

La administracién p.o., presenta un patrén muy si-
milar: 30 minutos después de la administracién, un pro-
medio de 1.3% de la dosis se localiza en feto y 24 ho-
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ras después 0.5% en ftero y 0.4% en feto { 53 ).
3.3.2.4. Permeabilidad de la Barrera Hematoencefilica.

Tan répido como 5 minutos después de la administra-
cién i.v. del fdrmaco, en el cerebro se detecta radiocac-
tividad, pero este mismo 6rgano puede ser considerado }i
bre del medicamento después de 30 minutos de una adminis
tracién p.o. Probablemente el férmaco inalterado es la
Gnica forma capaz de atravesar la barrera hematoencefdli
ca, mientras que los metabolitos formados en el h{gado
después de la administraci6n p.o., son ineficaces para
Ilevar a cabo este proceso. La concentracién detectada
de PZQ en el lfquido cerebroespinal es idéntica a la en-
contrada como firmaco no unido a protefnas en el suero
( 14, 53, 60 ). '

3.3.2.5. Distribuci6én de PZQ en Parisitos.

La distribucién del PZQ estudiada en Schistosoma man-
soni e Hymenolepis nana, muestra ‘que los pardsitos captan al
férmaco y se reparte uniformemente por todo su cuerpo y
no se detecta acumulacién selectiva ( 60 ).

La sospecha de que la pared de los quistes represen.
ta una barrera importante para la penetracifén del PIQ fue
demostrada en experimentos llevados a cabo con formas lar
varias de Taenia taeniformis, en donde quistes y estrobj
locercos fueron incubados, separadamente con el férmaco,
haciendo el seguimiento de éste por medio de técnicas de
centelleo. Los resultados indican que los estrobilocercos
captan realmente el PZQ marcado radioactivamente, no asf
los estrobilocercos enquistados, demostrando de esta ma-
nera que la pared quistica evita notablemente la penetra
cién del PZQ. La concentracién del férmaco fue de 4 a 10
veces m&s alta en la pared del quiste que en el tejido
larvario contenido en el quiste, probablemente este hecho



ademds de otros, justifique la necesidad de utilizar con
centraciones mayores para destruir los estados }arvarios
de varies céstodos { 11, 59, 60 ). ’

3.3.2.6. Biotransformacion.

La biotransformaci6édn del PZQ ha sido investigada
exhaustivamente por Diekmann y Biihring ( 15 ) en varias
especies de mamiferos y sus resultados indican que este
farmaco experimenta una total absorcifn entérica, segui-
da de una completa biotransformacién, ya que no ha sido
posible detectar PIQ como tal, en orina, heces y bilis,
después de una administracién p.o. e i.v. La biotransfor
macién se lleva a cabo de una manera muy rdpida y es po-
sible detectar una alta cantidad de metabolitos en suero
tan s6lo 15 minutos después de la administracién del far
maco, ( rata p.o. 98,5%, i.v. 54%; perro p.o. 84%, {.v.
59%; mono p.o. 99%, {.v. 50% ).

El organismo no es capaz de excretar el farmaco sin
biotransformarse; esta afirmacién se hace con base en las
observaciones donde se aprecia que cantidades importantes
de éste estdn presentes en suero después de la inyeccibn
i.v.; sin embargo, no aparece en orina, similarmente el
higado contiene PIQ no biotransformado pero no aparece
en bilis, 1o que indica que para ser excretado, es nece-
saria una transformacién metabblica { 15 ).,

Los metabolitos excretados de P2Q, son de una gran
heterogeneidad, pero una buena fraccién de ellos se pre
sentan conjugados con &cido glucurénico y/o dcido sulfa-
rico; el patrén de metabolitos fecales y urinarios es si
milar y no depende del tiempo de recoleccifn ni de la via
de administraci6n ( 15 ).

La cantidad de PZQ no biotransformado en suero, de-
pende principalmente de la via de administracién y se ob
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serva que después de administracién p.o. el férmaco sufre
un efecto masivo de primera fase llevada a cabo en higado
y que varfa de especie a especie; siendo muy prominente
en rata y mono y menos en perro.

El patrén de metabolitos en suero sI depende de la
via de administracién. Este efecto puede ser debido a que
por via oral, el fdrmaco estd sujeto a una recirculacién
enterohepdtica y consecuentemente a una biotransformacién
mads intensa, antes de entrar a la circulaci6én general, lo
que d& lugar a una gran proporci6n de metabolitos més po
lares. Estos metabolitos tienen diferentes tiempos de a-
claramiento por el rifén y esto explicaria la diferencia
en patrones observados en suero y orina { 15 ).

No existe evidencia de que el PZQ sea biotransforma
do por tremdtodos o céstodos, en contraste con mamf{feros
y el hombre ( 3, 60 ).

3.3.2.7. Excrecién.

En todas las especies investigadas, la radicactivi-
dad fue recobrada principalmente en los productos de ex-
crecién ( heces y orina ), dentro de las 24 horas sigui-
entes a la administracién i.v., logrindose en la rata un
82% de recuperacién, en perro 77%., mono 75% y oveja 66%.
Siendo el rifidn la principal via de eliminacién ( 52 )

Cuando el fiarmaco se administra p.o., los rifiones
también predominan como via de eliminacién; siendo indi-
cio de su rdpida absorcién el hecho que después de 8 ho-
ras, el porcentaje de eliminacién por via renal sea de:
aproximadamente 45% en la rata, 40% en el perro, 66% en
el mono y 38% en la oveja ( 52 ).

La eliminaci6n por via biliar y secrecibén a la nuco
sa gastrointestinal se ha investigado casi exclusivamen-"
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te en ratas, debido a los complicados procedimientos que
esto involucra y se ha podido concluir que la bilis tie-
ne una participaci6on importante en la eliminacién de é&s-
te férmaco en las primeras 7 horas después de su adminis
tracibén; siendo, en promedio, de un 37% después de la ad
ministracién i.v. y de un 15% por administraci6n p.o.(52).

La secrecién via la mucosa gastrointestinal, es ba-
ja observindose los siguientes valores después de 1-2 ho
ras de administracién i.v. o p.o. : est6émago, 0.7%; intes
tino delgado, 6.9% e intestino grueso, 2.7% ( 52 ).

3.3.3. Actividad Terapbutica.

Durante los Gltimos afos ha sido demostrado por mu-
chos investigadores que el PZQ es efectivo contra una gran
variedad de tremdtodos y céstodos; su espectro de activi
dad antihelmintica se resume en el cuadro No II.

Como puede observarse, el Praziquante! se presenta
como una . opcibn interesante para el tratamiento de un sin
nGmero de infecciones parasitarias que afectan a una am-
plia gama de especies animales, incluyendo al hombre, mu
chas de estas infecciones se presentaban como problema
sin solucién medicamentosa antes de la aparicidén de este
f&rmaco; una de ellas era la neurocisticercosis debida a
Cysticercus cellulosae, y quisiera hecer mencifn especial
de ésta; porque, es en México donde se reporta por prime
ra vez la muerte de los cisticercos de Taenia solium, lo
grada por Chavarrifa ( 14 } en 1975, en tratamientos he-
chos con Mebendazol, utilizando como modelo de estudio al
cerdo, en esta ocasién se pudo afectar solo a pardsitos
alojados fuera de! SNC; sin embargo, con el advenimiento
del PZQ corresponde de nuevo a México, en 1979, vfia este
destacado investigador, probar la efectividad de éste
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Cuadro 11.~ Eficacia del Praziquantel contra adultos
y formas juveniles de céstodos y tremdto

dos en varias especies animales.

PARASITO HUESPED Dosi1s REF.
(mg/kg) BIBL.
Cysticercus cellulosae HOMBRE 30-50 11,14,18,43
,56.
Taenia saginata " 5-10 11
Taenia solium N 5-10 11
Hymenolepis nana " 16-25 11
Echinaococcus granulpsus " 93.6 g 26
Paragonimus westermani “ 75 42
Paragonimus kellicotti " 75 42
Diphylliobothrium latum » 25 29
Fasciala hepatica " 75 46
Schistosoma mansoni " 100 46,57
Schistosoma japonica * 100 S
Schistosoma haematobium " 100. 46,57
Cysticercus tenujcolis OVEJA 10-50 58,59,60
Cysticercus ovis L 10-50 60
Montezia ssp. " 2.5 58
Cysticercus cellulosae CERDO 25-50 14,60
Cysticercus tenuicalis " 10-50 60
Cysticercus bovis BOVING 10-50 58,59,60
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PARASITO HUESPED DOSIS REF.
(mg/kg) BIBL.

Hymenolepis microstoma RATON 1-10 58,62
Hymenolepis nana " 1-50 59,62
Cisticercoides de H. nana " 10-50 58,59,61
Cysticercus fasciolaris " 10-250 58,60,61
Tetratiridias de Mesoces-
tofdes corti ) v 250 61
Schistosoma mansoni " 100-250 12,55,56
Taenia pisiformis PERRO .25-1.25 58,59
Taenia hydatigena " 5 45
Dipylidium caninum " 1-5 ‘58,59
Mesocestoides corti " 2.5-5 58,59,61
Echinococcus granulosus " 5-8 2
Echinococcus multilocularis " 1-§ 45,58,59
Diphyilobothrium dendriticum " 7.5 29
Hymenolepis diminuta RATA .25-10 58,59,62
Cysticercus pisiformis CONEJO 25-50 58,59,61
Jaenja taeniformis GATO .5-2.5 45,58,59
Diphyllobothrium erinacei " 7.5 29
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contra C. cellulosae, pero ahora-alojado en el cerebro,
logrédndose afectar a esta forma larvaria en esa locali-
zacién por primera vez y establecer una dosis minima e-
ficiente recomendéndola para aplicacibn en humanos ( 14 ).

Es en México, en 1980, donde se presenta el primer
caso de cisticercosis cerebral en humanos tratado médi-
camente con excelentes resultados en un nifio de & afios
de edad que sufrfa este padecimiento y donde el pronfsti
co era fatal. Este mismo afio, se trataron a 160 personas
con cisticercosis cerebral utilizando el mismo protocolo
pero ahora aprobado por la UNAM y la SSA ( 43 ).

Después de algunos afos y venciendo una resistencia
injustificada de muchos médicos, ahora ya se acepta en
general la dosis recomendada en este trabajo, resultante
de la investigaci6n en los cisticercos de los cerdos y
que fde de 50 mg/kg durante 15 dfas. '

Nuestro pafs sigue generando informaci6n respecto al
tratamiento de la neurocisticercosis con PZQ, recientemen
te aparecieron algunas indicaciones de los casos en los
cuales su aplicaci6bn estd recomendada ( 66 ).

Pese al nGmero de pacientes que han sido tratados
exitosamente con este fdrmaco, muchos investigadores se
resisten 3 su uso; argumentando carencia de controles a-
decuados y que el Gnico reporte donde se establece el va
lor del PZQ en cisticercosis cerebral evaluado con crite
rios objetivos { 6% ), es defectuoso; que en realidad la
neurocisticercosis parenquimatosa es un padecimiento u-
sualmente autolimitante donde la resolucién es esponténea
y el Gnico tratamiento debe ser de apoyo: es decir, aplj
cacién de esteroides en casos de hipertensién endocranea
na, anticonvulsivantes cuando existan crisis epilépticas
y raramente intervencibn quirfirgica para resolver hidro-
cefalia y retirar quistes muy grandes ( 37, 39, 64 ).
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Dentro del espectro de actividad del PZQ podemos ver
que es eficaz contra el género Echinococcus, lé més peque
fa de todas las tenias, pero la mds peligrosa en los ani-
males y causantes de la hidatidosis en humanos; tenias que
habfan sido tan diffcil de combatir y cuyos dafios en el
hombre y animales domésticos son tan importantes que las
autoridades , en varios pafses, se han visto obligadas a
ordenar una serie de medidas de erradicacién y la regla-
mentacién de la posesi6én de perros ( 2, 45, 58, 59 ).

Cuando Echinococcus afecta al hombre, los sintomas
clinicos no son caracterfsticos; lo que dificulta su diag
néstico, semejdndose solo en un estadio avanzado a los de
cirrosis hepdtica o a los de un carcinoma hepatico. El cua
dro patolbgico, generalmente entonces inoperable da lugar
a un pronéstico desfavorable ( 26 }. Ademds del hfgado,
los cisticercos de equinococos pueden ocasionar invasién
pulmonar, llegar a circulacién arterial y alojarse en to
dos los érganos del cuerpo incluyendo cerebro { 45 ).

La indicacibn inicial de PZQ fue como un potente es
quistosomaticida y hasta la fecha, se ha reportado el alf
vio de mis de 25,000 pacientes humanos afectados por es-
tos tremdtodos, lo que conduce a que en l2 actualidad sea
el farmaco de elecci6n para esta parasitosis ( 5,46,57 ).

Como otra de las bondades del PZQ se mencjona que ha
sido posible afectar a'los cisticercoides, las formas lar
varias que crecen en las papilas intestinales, tratamien
to que antes nunca se habfa logrado ( 14, 58, 59, 6% },

La literatura revisada indica que no tiene efecto
sobre los nemdtodos como: Toxocara canis, T. leonina y
Heterakis spumosa, la razén es presumiblemente la cutf-
cula impermeable de éstos; la cudl, es muy diferente del
tegumento sincitial de los trem&todos y céstodos, que
llevan a cabo funciones de absorcién ( 2, 3 ).
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Sin embargo, algunos trabajos reportando la capaci-
dad de Mebendazol contra muchos nemitodos, deja abierta
la posibilidad de intentar evaluar al PZQ contra estos
pardsitos; ya que su mecanismo de acci6n parece compar-
tir puntos en comin { 14, 32, 33 ).

Toda la evidencia indica que el PZQ es por sif mismo
el principio activo antihelmintico y que los metabolitos
formados tienen escasa o ninguna actividad ( 60 ).

3.3.4. Toxicologia.

La toxicidad subaguda del PZQ fue evaluada adminis-
trando durante 4 semanas el fdrmaco en perros a dosis de
20, 60 y 180 mg/kg/dfa. El fdrmaco demostrd ser bien to-
lerado y los andlisis hematol6gicos, quimicos y de orina;
asf como la diseccibn y los andlisis histopatolégicos no
mostraron alteraciones que pudieran considerarse como e-
fectos especificos de la sustancia. Como signo de un pro
bable proceso de adaptaci6n se encontr6 aumentada la fos
fatasa alcalina en los animales tratados con la dosis
mis alta ( 40 ).

Los ensayos de toxicidad aguda no pudieron averiguar
se debido a efectos secundarios dependientes del producto
en forma de vémitos, ligeras vacilacfones y depresitn;
observados en perros y gatos tras el empleo oral a partir
de una sobredosificacién de 40 veces la dosis normal
( 200 mg/kg ) ( 43 ). :

Para las ratas y ratones la DLSO' oscila entre 2000
y 3000 mg/kg, administrado p.o. y aln mayor utilizando
la via de administraci6n s.c. ( 43 }.

La tolerancia del PZQ, en la aplicacién oral para
el hombre se llev6 a cabo en un estudio doble ciego con-
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tra placebo. Todas las posologfas ( 10-50 mg/kg ) se to-
leraron sin hallazgos neuroldgicos y en ningund de los
pardmetros quimicos, hematol6gicos y fisiolbgicbs evalua
dos pudieron demostrarse alteraciones condicionadas por
el férmaco. Se observd un empeoramiento pasajeroc del es-
tado general ( cansancio, vértigo, sensacién depresiva )
aunque evaluado éste, mis por cuestiones subjetivas que
objetivamente ( 40 ).

Los ensayos del efecto alergizante en el cobayo y el
hombre, se efectuaron después de varias aplicaciones in-
tracutdneas en los primeros y epicutineas en humanos si-
guiendo el protocolo recomendado por la FDA, no encontran
dose, en ningln caso manifestacién que pudiera interpre-
tarse como sensibilizante. Asf mismo, el estudio de los
efectos secundarios en el personal, debidos a absorcién
dérmica ocasionados por manejo de aplicaciones masivas;
resultando negativos, al igual que los ensayos de irrita
ci6n en membranas mucosas evaluados en ojos de conejos
( 40 ).

Las investigaciones encaminadas especificamente a e
valuar embriotoxicidad y teratogenicidad en ratas y cone
jos gestantes, no reportaron ningln indicio de estos efec
tos ( 40, 43 ). Por otro lado, se ha reportado que el PZQ
puede agravar las crisis epilépticas, por lo cudl se re-
comienda especial atencién a las personas que vayan a ser
sometidas a tratamientos con este fdrmaco y que en su his
torial médico tengan antecedentes de pequefio y gran mal ( § ).

La excelente tolerancia, observada en todos los ca-
sos descritos anteriormente y en un gran nGmeroc de expe-
rimentos adicionales, puede ser debida a su facilidad de
biotransformacién y excreci6n.( 15 ).
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3.3.5. Mutagenicidad, Carcinogenicidad y Clastogenicidad.

Los métodos utilizados para definir la capacidad mu
tagénica de agentes quimicos, son bisicamente, ensayos
bacterianos, el principal de ellos: desarrollado por Ames
y colaboradores { 7 )}, utiliza un cierto nGmero de cepas
de Salmonella typhimurium que son permeables a una gran
-cantidad de sustancias quimicas y también son parcialimen
te deficientes en mecanismos de reparacidén de DNA. Estas
dos caracterfsticas se ha demostrado que son indispensa-
bles para evaluar capacidad mutagénica ( 7 ).

Sin embargo,-el procedimiento anterior posee muchos
inconvenientes que no han sido superados por lo cual, el
desarrollo de técnicas mds eficaces fue necesario, sur-
giendo un nuevo ensayo para evaluar el potencial mutagé-
nico denominado Resistencia a la B-azaguanina, el cual
combina las caracteristicas fisiol6gicas de las cepas de
Ames, con sistemas simples de selecci6én para mutaciones
precoces. La seleccion estd basada en la capacidad de my
tantes para formar colonias en presencia de 8-azaguanina
ya que estas bacterias son incapaces de convertir enzimi
ticamente el formaco a un metabolito téxico ( 50 ).

La resistencia en S. typhimurium estd aparentemente
relacionada con la actividad de la enzima Xantina Fosfo-
rribosil transferasa ( 5-fosfo- -D-1-difosfato: Xantina
fosforribosil Transferasa, EC 2.4.2.22 ) la cudl trans-
porta. y fosforribosila la 8-azaguanina a la membrana ce-
tular. El nucle6tido producido por esta actividad enzim§
tica es metabolizado e incorporado a los &cidos nucleicos
ejerciendo su acci6bn téxica a este nivel ( 50 ).

Este Gltimo método es el mds aceptado por la comunj
dad cientffica internacional y es el criterio utilizado
para definir la mutagenicidad del PZQ en bacterias. Los
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sistemas usados para definir este fenémeno en células de
mam{feros, ademds del ensayo anterior, son: intercambio
de cromdtides hermanas, formacibn de micronﬁclebs, prue-
ba de resistencia a Ouabafna y transformaci6n de células
embrionarias ( 4, 6, 7, 9, 19, 47, 50 ).

Los primeros estudios reportados sobre mutagenicidad
del P2Q, indican que en los ensayos In vitro de corta duy
raci6n no existe actividad genética detectable en bacte-
rias, levaduras e insectos, utilizando como organismos in
dicadores: Salmonella typhimurium, Schizosaccharomyces
pombe, Saccharomyces cerevisiae y Drosophila melanogaster
{ 6 ), ni en células de mamiferos como las células V79 de
hamster Chino y no induce la transformacién oncogénica de
células de embri6n de rat6n de la cepa C3H/10TY2 ( 6,9 ).
Sin embargo, experimentos hechos utilizando dosis altas~
de PZQ ( mayores de 150 ug/ml ) se reporta como mutagéni
co en ensayos de B-AGr. usando como organismo de prueba
S. typhimurium cepa TA-100, la actividad mutagénica se
presenta como dosis dependiente, aumenténdose hasta 5 ve
ces la presencia de células mutantes a dosis de 400 pg/ml
en comparacifn con los experimentos control ( 47 ).

El efecto del PZQ fue analizado también mediando sis
temas In vivo, mostréndose que la orina de ratones trata
dos con el fdrmaco a dosis tan altas como 600 mg/kg, es
consistententemente mutagénico en ensayos utilizando S.
typhimurium cepas TA-100 y TA-98 ( 7 ).

Investigaciones adicionales muestran el potencial
co-mutsgenc del PZQ, se ha encontrade que aumenta la ac-
tividad mutagénica de mutdgenos y carcinégenos conocidos
como: MHNG, 9-aminoacridina, hycanthona, metronidazol,
nifurtimox y benzo-(a)-pireno; en ensayos de S. tzghimh-
rium a dosis que van de 30 a150 pg/ml ( 19, 47 ).

Paraleiamente, se ha encontrade que el PZQ puede au
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mentar el efecto mutagénico de MNNG en células V79 de hams
ter Chino a dosis de 10-50 pg/ml ( 9 ).

La informacién plasmada hasta este momento sobre la
actividad co-mutagénica y co-carcinogénica sugieren que
el Praziquantel puede tener repercusiones importantes so
bre la salud humana, ya que su interaccib6n con agentes
quimicos contaminantes del medio ambiente como el benceno
ocasionan aumento en dafio cromosémico, principalmente
clastogenicidad, como se ha demostrado en ratones { 4 ).

3.3.5. Mecanismo de Accidn.

Las observaciones del efecto del PZQ sobre diversos
tremitodos y céstodos, en experimentos In vitro e In vivo
muestran que existe uniformidad en cuanto al resultado
final del tratamiento con este fdarmaco, lo cual hace sos
pechar que se afecta un sistema comGn a todos ellos; di-
firiendo bdsicamente en algunos eventos primarios y depen
diendo esencialmente del estado de maduracién del pardsi
to; ya que cuando las larvas de algunos céstodos como:
Cysticercus fasciolaris, C. bovis, C. tenujcolis y C. pi-
siformis se exponen a PZQ, responden con evaginacién y
se extienden torndndose rigidos e inmbviles. In vivo, es
tas reacciones continGan con una fuerte maceracién ini-
ciada en el escolex y extendiéndose a todo el pardsito;
al final de este proceso la larva consiste en una masa
s6lida, homogénea, color verde amarillento y la pared
quistica se engruesa y pierde su transparencia ( 58, 59,
60, 61 ).

Contrariamente a lo que sucede en las larvas, los
pardsitos adultos responden con una pardlisis espdstica
instant&nea de la musculatura del pardsito y posterior-
mente un daflo estructural del tegumento sincitial, este
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efecto se visualiza aGn In vivo observando que los pard
sitos estdn fuertemente contrafdos y desconectados del
tejido ( 59 ).

Los primeros intentos por caracterizar el modo de
accién del P2Q, se concentraron en el metabolismo de car
bohidratos del pardsito. Se pudo demostrar en algunos ces
todos ( Hymenolepis diminuta ), una marcada disminucién
en la captacién de glucosa y un aumento de la excrecibn
de lactato, presumiblemente formado a partir de carbohi-
dratos endbgenos muy probablemente producto de degrada-
ci6n de gluc6geno, esto Gltimo diffcil de comprobar de-
bido a carencia de técnicas adecuadas para medir este
fen6meno en pardsitos ( 59 ).

Como un efecto adicional e interesante del PZQ sobre
los céstodos, se observé que el tegumento se vuelve per-
meable a la glucosa, esta pérdida desde el pardsito hacia
el medio es un efecto especifico de este compuesto ya que
pardsitos sin tratar y muertos por calentamiento no pre-
sentan esta caracteristica ( 58, 59 ).

Un efecto inesperado del PZQ, es la reversibilidad
de la accién In vitro, ya que al transferir los pardsitos
‘tratados a medios de mantenimiento en ausencia del f&rma
co se observa una restituci6n de la impermeabilidad del
tegumento a la glucosa hasta su total recuperacifn, la
aparente falla de este proceso In vivo puede deberse a
que el tegumento del pardsito es prontamente atacado por
enzimas proteolfticas daflando de manera irreparable y se
pardndolo del tejido antes de que el efecto del PZQ desa
parezca ( 58 ).

Estudios adicionales que intentan explicar el com-
portamiento contrdctil de pardsitos adultos, se dirigen
hacia la perturbaci6én de mecanismos mediados por calcio
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{ i6n descrito como importante en fenbémenos de contrac-
ciébn muscular ) y reportan que la contraccién de esquis-
tosomas inducida por PZQ depende de la presencia de este
ién, ya que al quitar el calcio externo o adicionar wun
exceso de magnesio evita este fenbmeno ( 21 ).

La evidencia presentada, hace sospechar gque el PZQ
ejerce su accién mediante un cambio de permeabilidad del
pardsito de manera no especf{fica, ya que induce la eleva
cién en los niveles de calcio, sodio y potasio; este Gl-
timo, también involucrado en fenbmenos de contraccién,ya
que, aplicado en exceso a mGsculos viscerales o esquelé-
ticos de vertebrados o a mGsculos de invertebrados produy
ce contracciones similares a las inducidas por P2Q, aun-
que éstas pueden estar mediadas por entrada externa de
calcio o liberacién de pozas internas de este i6n, debide
a los mecanismos de despolarizacién de membranas induci-
das por éste ( 21 ).

Otro efecto observado del PZQ es una disminucibn en
la actividad de ATPasa, esta observaci6n ha sido explica
da por la periurbacién del ambiente tegumentario y no por
inhibicién directa ( 21 ).

Las bases moleculares de la acci6bn del P2Q permane-
cen afin en fase de estudio, aunque alguna evidencia enca
mina a especular que este firmaco ejerce su efecto por
interaccibn con fosfolipidos del tegumento parasitario y
que los estadios con reducido recambio de fosfolfpidos
son los mds susceptibles de ser destrufdos. La caracterj
zaci6n de los fosfolipidos con los que actGa no ha sido
posible ya que la composicién de superficie de membranas
tegumentarias de pardsitos es desconocida ( 58, 59 ).

El dafio provocado por PZQ a tremdtodos y céstodos a
dultos consiste en una enorme vacuolizacién que provoca
finalmente la muerte. Céstodos y tremdtodos difieren en
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los sitios de reacci6n. En esquistosomas y otros treméto
dos, 1a vacuolizacibn se lleva a cabo en diversos luga-
res sobre toda la superficie del pardsito y difieren dOni
camente ‘en intensidad. En céstodos, el daflo se cincuns-
cribe a la regidn del cuello, la cual se sabe que tiene
un metabolismo particularmente intenso; mientras que el
escolex y el tegumento de los proglétidos maduros perma-
necen completamente inafectados por el firmaco ( 8, 69).

Los cambios morfolbégicos observados en el tegumento
de céstodos causados por PZQ, también han sido descritos
por otros férmacos; como el Mebendazol, sin embargo, es-
tos efectos fueron obtenidos después de largos perfodos
de incubacibn, hasta de 8 horas, comparados con § minutos
con Praziquantel ( 31, 32, 59 ).

3.3.7. Inmunclogfa del Praziquantel.

En el momentc de redactar el presente trabajo, s6lo
pudieron localizarse en la literatura dos estudios donde
se reporta que el PIQ tiene efectos directos sobre cier-
tas capacidades del Sistema Inmune.

Uno de ellos, indica que proporcionando PZQ a una
dosis de 250 mg/kg/dfa; durante 3 dfas, administrando és
te un dfa antes de la inyecci6n intravenosa de huevos de
Schistosoma mansoni, &1 firmaco suprime algunas funciones
mediadas por células inmunocompetentes como es: tamafio de
el granuloma pulmonar formado en las lesiones producidas
por localizacién de huevos de S. mansoni y pruebas cutd-
neas inmediatas y tardfas llevadas a cabo en el cojinete
plantar de ratones, usando 10 pg de antfgeno soluble de
huevos del pardsito; mientras que el porcentaje de linfp
citos formadores de rosetas-EAC y la medici6n del MIF per
manecen sin cambio aparente; comparando estos efectos con
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tra tartrato de antimonio y potasio ( Tartar-Emetic ) sus
tancia reportada como inmunosupresora. Concluyendo que e
PZQ afecta al Sistema Inmune, probablemente dafiando a cé-
Iulas T y afectando consecuentemente la regulacién en la
funcién de células 8 ( 12 ).

E! otro experimento, establece el efecto de este fdr
maco sobre las funciones de la respuesta inmune en rato-
nes normales ( no infectados )} y reporta un regimen qui-
mioterapéutico de 3 dosis de 100 mg/kg; en un dfa, dadas
con intervalo de 4 horas, administradas al mismo tiempo
de inmunizar a los ratones con EB y BSA soluble. Los par§
metros evaluados fueron: cuenta de leucocitos de sangre
periférica y esplénicos, pruebas de hipersensibiliddd re
tardada y respuesta de células productoras de anticuerpos
{ CFP ); con los cuiles encuentran que con este régimen
de dosificactén no alteran la capacidad de los ratones
para generar respuestas inmunes humorales y celulares
(57).

Algunos otros trabajos que involucran al sistema in
mune se avocan principalmente, a evaluar'respuestas inmu
nes locales generadas contra algunos pardsitos después
del tratamiento con PZQ ( 18 ) y al efecto de la integri
dad de este sistema sobre la efectividad del tratamiento
con este farmaco { 13 ).

En vista de que actualmente el Praziquantel es el
medicamento de eleccién para el tratamiento de la cisti-
cercosis cerebral humana y su aspecto inmunolégico no es
t4 blen estudiado, al fgual que sus interaccfones con sus
tancias propuestas para este tratamiento; se desarrollé
el presente trabajo.
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- DETERMINAR SI EL TRATAMIENTO CON PRAZIQUANTEL, YATREN
CASEIN, BCG O LA COMBINACION DE ESTQS; TIENE EFECTO
POTENCIADOR SOBRE EL SISTEMA INMUNE DE RATONES SANOS
NORMALES NIH, MEDIANTE LA EVALUACION DE CELULAS FORMA
DORAS 0E PLACA CONTRA ERITROCITOS DE BORREGO.



DISERDO EXPERIME NTAL
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V.- DISERO EXPERIMENTAL

GRUPO TRATAMIENTO
1 YATREN
2 YATREN-P2Q
3 BCG-YATREN-PZQ
4 BCG
5 P2Q
6 BCG-YATREMN
7 8C6-P2Q
8 PBS ( testigo )

Tratamientos.- Todos los compuestos fueron administra
dos Intraperitonealmente, bajo e! siguiente régimen
de dosificacién: PZQ, 50 mg/kg/dfa durante 15 dfas;
Yatrén-Caseln, 0.2 ml de una diluciébn 1:1000, dos ad-
ministraciones con un intervalo de 7 dfas; BCG, una
aplicacién de 0.1 ml de una suspensién de bacterias
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ajustada a 107 uFC/ml y PBS, pH 7.2 estéril, 0.2 ml
durante 15 dfas. €n los grupos donde se adminlstr:a-
ron combinaciones de sustancias se dejd un interva-
lo de 4 dias antes de proporcionar el siguiente com
puesto.



RATERIAL Y METODOS
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VI.-MNATERIAL Y METODOS

Animales.- Se utilizaron ratones hembra de 21 dfas
' de edad, de la cepa NIH, proporcionados por el bioterio
del INIFAP de la Secretarfa de Agricultura y Recursos Hi
drdulicos. Los animales fueron estandarizados a 15-18 gra
~ mos de peso y asignédos a 8 grupos de 9 ratones cada uno;
se mantuvieron con raciones de alimento compactado comer-

cial y recibieron agua-ad libitum.

Microorganismos.- El BCG, fue de la cepa utilizada
en México para vacunacién en humanos; lote No. 058 - 04,
proporcionada amablemente por el Instituto Nacional de
Higiene, se ajust6 a 106 UFC/ml y se inocularon 0.1 ml a

cada rat6én del grupo correspondiente por via i.p. ( 63 ).

Sustancias Quimicas.- El PZQ fue proporcionado por
el Dr. Manuel Chavarrfa Ch. de la FMVZ de la UNAM, prove
niente de Miles Laboratories, lote No. 238036, bajo el
nombre comercial de "Droncit". El Yatren-Casein, se ob-
tuvo de Bayer de México, S.A.; lote No. V-103.

Todas las demds sustancias quimicas usadas en la e-

laboraci6n de soluciones, fueron de grado analftico.

Inmunizaci6n con Eritrocitos de Borrego.- Este pro-

cedimiento se llevé a cabo administrando por via i.p.,
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0.2 ml de una suspensibn al 20% de eritrocitos de borrego
almacenados a 49C y lavados 3 veces antes de resuspender
a la concentracién deseada en PBS, pH 7.2 estéril. En ca
da experimento se dispuso de EB frescos, mantenidos en
soluci6n de Alsever por no mds de una semana, cuidando
ademds que la fuente de éstos fuese siempre la misma.

Los animales fueron sacrificados 4 dfas después de
la inmunizacién y los bazos fueron extrafdos para los en
sayos hemolfticos en placa { 36 ).

Los animales fueron inmunizados después de las 18:00

horas y sacrificados entre las 8:00 y 9:00 horas ( 20 ).

Obtencid6n de C&lulas Esplénicas.- Los animales fue-
ron sacrificados por fractura cervical; mediante una in-
cisién en el abdébmen y utilizando unas pinzas quirGrgicas
se localizé el bazo, se extrajo y se colocé en HBSS. Pos
teriormente fue pasado por una malla utilizando un émbo-
lo de jeringa, las células obtenidas fueron lavadas ex-
haustivamente con PBS, pH 7.2 estéril, centrifugando a
2500xg, durante 8 minutos. Los eritrocitos contaminantes
fueron eliminados resuspendiendo el paquete celular en
agua destilada estéril seguido de una agitacibn vigorosa
por 15 segundos, las células resultantes fueron colecta-

das por centrifugacibn ( 24 ).

Conteo de Células yineter-lnaciOn de Viabilidad.-
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La viabilidad de las células aistadas, fue determi-
nada por el método del colorante de exclusifin usando azul
de tripdn, seglin Black y Berembaum ( 10 ), en el cual u-
na suspensibn de esplenocitos resuspendidos en HBSS suple
mentado con 5% de SFB descomplementado { 56 %C, 30 minu-
tos ) y adsorbido, son mezclados corn un volumen lguallde
azul de tripdn al 0.2% en SSF. La mezcla fue incubada por
10 minutos a temperatura ambiente y el nGmero de células
fueron contadas mediante la técnica del hemocitbmetro
(81 ).

En todos los experimentos descritos, la viabilidad
obtenida excedid del 96%, calculada de la sig. manera:

% Células _ No. de Células Viables X 100
Viables = TRo. Total de C&Tulas

La concentracibn de la suspensidn celular fué ajus-
tada a 10°% celulas viables/ml.

Ensayos Hemolfticos.- Los ensayos hemolfticos en pla
ca fueron realizados mezclando 0.2 ml de los esplenocitos
obtenidos de los animales inmunizados con EB, ajustada
su concentracién a 10% celulas viables/ml en HBSS adicig
nade con SFB al 5%, con 0.2 ml de una suspensién de cély
1as indicadoras, de la siguiente manera: 0.55 m! de EB
al 0% en PBS, pH 7.2; 2.0 ml de HBSS suplementado con
5% de SF8 y 0.3 ml de suero de cobayo como fuente de com

plemento. Esta mezcla se agité vigorosamente y posterior
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mente se colocaron, con una micropipeta, 60 pl en unas
microcdmaras formadas por la sobreposicibén de 2 porta-
objetos entre los culles se habfan colocado 3 tiras de
cinta con adhesivo en sus dos caras, cuidan&o que 13 po-
sicidn de &stas fuera adecuada ( extremos y parte cen-
tral ) para amntener razonablemente constante el volumen
entre ellas. El proceso de llenado debe hacerse con sumo
cuidado, ya que pueden formarse burbujas que dificulten
la lectura; esto puede evitarse haciendo que la tempera-
tura de la mezcla celular y la temperatura de las micro-
cémaras sea la misma, colocandolas unos minutos en una

estufa a 37 ®C,

Una vez llenas las microcdmaras, fueron sellados sus
extremos con una mezclp fundida de vaselina-parafina en
una relacién 1:1. el uso de la primera es importante ya
que reblandece a la parafina evitando fragturas que pue
den ocasionar evaporacién del medio en el interior de
éstas; se dejb solidificar y se colocaron perfectamente
horizontales, en una estufa a 37 2C con una atmdsfera de
co2 al 5% y 90% de humedad, durante 60 - 90 minutos.
Transcurrido este tiempo, se contd el nGmero de placas
formadas utilizando un microscopio para verificar que
en el centro de-la placa lftica se encontrara un linfo-

cito.

An8lisis Estadfstico.- Para establecer la existen-
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cia de diferencia entre los resultados de los diversos
grupos, se realiz6 un Andlisis de Varianza y para deter-
minar entre que tratamientos era esta diferencia se apli

c¢6 la prueba de Student-Newman-Kuels.



RESULTADOS




-43-

VII.- RESULTADGOS

Los resultados mostrados en la tabla I, indican el
efecto de los diferentes tratamientos sobre la respuesta
de anticuerpos, determinada como CFP, en los esplenocitos

de los ratones inmunizados con EB.

En la tabla 1I, se muestra el andlisis estadistico
de los resultados, tomando como variable de respuesta las
CFP/3X104 células esplénicas. Se realiz6 un andlisis de
varianza en clasificacién simple con 9 replicaciones y 3
submuestras por replicacidn en cada grupo o tratamiento.
Posteriormente, al encontrar diferencias altamente signi-
ficativas entre tratahientos; se aplicé la prueba de Stu-
dent-Newman-Kuels, para hacer las comparaciones entre las
medias de éstos'y establecer entre qué tratamientos exis-
tian diferencias significativas, los resultados de esto

Gltimo se muestra en la tabla III.

Para visualizar de mejor manera los grupos entre los

que se presentan las diferencias, se construye la tabla Iv.

El resultado del andlisis realizado, muestra que las
diferencias se presentan bdsicamente en los grupos dénde
estd presente el Yatrén-Casefn, disminuyendo el nGmero de
LFP, independientemente de su interaccién con PZQ ( Grupos
1y2); sin embargo, esta dismiﬁucibn se ve restaurada
cuando se combina con BCG { Grupo 6 ), llevdndola a nive-

les normales o al menos a valores en los cudles no hay dj
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ferencia estadistica con el grupo testigo ( Grupo 8 ).

En la figura I, se representa grificamente el efecto
del PIQ en la fnteracci6n del Yatrén-Casein y BCG; obser-
vando que el Yatrén disminuye notablemente el nGmero de
Células Formadoras de Placas y que la presencia de PZQ,
aunque no afecta la accidén del Yatrén, parece separar los
efectos observados de las combinaciones de BCG y Yatrén;
pero los resultados estad{sticos indican que no tiene ac-

tividad sobre estas interacciones.

La figura 1I, muestra nuevamente, el efecto depresor
del Yatrén y que el BCG es el Gnico capaz de abolir este

fen6meno.

Finalmente, en la figura 11l se plasma el efecto del
8CG sobre la interaccién de Yatr&n y PIQ, observando que
éste eleva sensiblemente el nGmero de CFP, hasta valores .
donde no existe diferencias estadisticas significativas,

independientemente de la presencia de Yatrén.
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Tabla I.- Respuesta de Células Formadoras de Plac»
' {CFP), contra eritrocitos de borrego en
esplenocitos de ratones NIH, después de
diversos tratamientos.
.GRUPO TRATAMIENTO CFpP/ 3x10‘ cél.
Esplénicas*
1 YATREN 20.911
2 YATREN-PZQ 21.422
3 BCG-~YATREN-PZQ 33.333
-4 BCG& 45.040
5 RZQ 51.666
6 BCG6-YATREN 61.889
7 BC6-PZQ 65.100
8 PBS ( TESTIGD ) 72.033

* Expresadas como media de determinaciones por
triplicado de 9 ratones.
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Tabla IlI.- Andlisis de la variacién con los datos de la
Tabla I, por la técnica de Andlisis de Varian-
za. Clasificaci6n simple.

CAUSA DE 1 TABLAS
VARIACION | St* sces cn o T3
.05 .01
TRATAMIENTOS P
. ( entre ) 7 24,485,01 3497.85 J4.02 }2.17 |2.95
ERROR . . .
{dentro) 64 §5,544.46 867.88
TOTAL 71 -80,029.47

* Grados de Libertad.
** Suma de Cuadrados.

1. El cuadrado medio { CM ) o varianza para cada causa de
variacién se calcula:

Varianza = CM =

Para calcular el valor de F:

varianza entre Tratamientos

Suma de los cuadrados

Grados de Libertad

SC

3497.85

varianza del Error

867.88

Fc' 4,02; como este valor es mayor que la F .oy de
tablas ( 2.95 ), se concluye que hay diferencias al-
tamente significativas, al menos entre dos tratamien

tos.
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Tabla JII.- Prueba de Student-Newman-Kuels; para esta-

blecer diferencias entre tratamientos.
COMPARACION DIFERENCIA Ls* RESULTADO
GB - G' 51.220 43.60 Gg> 6y
Gs - G, 50.611 42,32 Gg> Gy
G8 - By 38.703 40.85 ns
68 - 64 26,993 39.08 ns
68 - 65 20.367 36.72 ns
GB - 66 10.144 33.38 ns
6g - 6, 6.933 27.79 ns
G7 - B¢ 3.211 27.79 ns
6, - 6g 13.434 33.38 ns
G7 - Gy 20.060 36.72 ns
G, - 64 31,770 39.08 ns
6, - 6, 43.678 40.85 67> Gy
G7 - G1 44.189 42,32 67 > 6y
GG = 6g 10.223 43.60 - ns
GG - G 16.849 33.38 ns
Gﬁ - 63 28.559 36.72 ns
65 - 62 40.467 39.08 Gg?> 63
GG - Gy 40.978 40.85 GG> G,
65 - 64 6.626 27.79 ns
65 - 64 18.336 33.38 ns
65 - G2 30.244 36.72 ns
Gs - G' 30.755 39.08 ns
64 - 63 11.710 27.79 ns
G,y - 6, 23.618 33,38 ns
64 - G1 24.129 36.72 ns
G3 - G2 11.908 27.79 ns
G3 - G1 12.419 33.38 ns
GZ - G' 00.511 27.79 ns

* Limite de Significancia a p20.95.
ns:No significativo.
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Tabla 1Y.- Oiferencia entre medias con significancia por
la técnica de Student-Newman-Xuels.
ORDEN
_N\LRECIENTE
- 8 7 6 5 4 3 2 1
orDEN N\
DECRECIE| 72.033 651 61.889 51666 45.04 33.33B 21.42 20.91!
1.- 2.1 51.122% 44.1680* 40.978* |X0.755 24.129 12.419 0.51%
2.- 21.822 | 50.611* A43.678% 40.467*§30.204 23.618 11,908
3.- 338 | 38703 370 2859 18.36 11710
4. 25.04 26,93 20.060 16.849 6.62%6
5.- 51.666 20.3%7  13.43  10.223
*: 0.05
6.- 61.089 10.144  3.211
7.- 65.100 6,933
8.~ 72.033

* Diferencias significativas.

Las diferencias arriba de la lfnea gruesa y/o con
asterisco son significativas, en tanto que las diferen
cias abajo de dicha linea y sin asterisco no son signi

ficativas.
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Figura [I.- Efecto del PZQ, en la interaccidn de BCG

y Yatrén, sobre el namero de CFP contra
eritrocitos de borrego en ratones NIH.
Po= sin P2Q, P1= con P1Q; 80= sin BCG,
B,= con BCG; Yo’ sin Yatrén, V1= con Ya-
trén,
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Figura 11.- Efecto del Yatrén, sobre la interac-
cién de PZQ y BCG, sobre el nGmero de
CFP contra eritrocitos de borrego en
ratones NIH, Po= sin P2Q, P1= con PZQ;
Bo=sin BCG, B,- con BCG; Yos sin Ya-
trén, Yy= con Yatrén.
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Figura 111.- Efecto del BCG, sobre la interaccifn
de PIQ y Yatrén, sobre el nGmero de
de CFP contra eritrocitos de borrego
en ratones NIH. Pg= sin PZQ, Py= con
PIQ; By= sin 8CG, By= con BCG; Yg= sin
Yatrén, Y= con Yatrén.
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VIII.-D I S CUSTON

Los resultados obtenidos en los diferentes grupes de
experimentacibn, fueron comparados con los de un grupec en
el cudl los ratones estuvieron sujetos a tratamiento con
P8BS, pH 7.2, durante 15 dias, con la finalidad de evaluar
sy comportamiento ante este manejo; ya que, el PIQ y Ya-
tren se admintstran en dosis mOGltiples y esta circunstan-

cia puede afectar su capacidad de respuesta.

Como demuestra el andlisis estadfstico, el P2Q se com
portd como una sustancia que no tiene efecto sobre la res
puesta inmune de los ratones {( tablas 3 y 4 }; aunque el
pardmetro evaluado, CFP, indica solamente produccibn de
anticuerpos, se puede inferir adicionalmente gque este féL‘
maco no tiene efecto sobre la respuesta celular; ya que
al utilizar eritrocitos de borrego { antigeno timodepen-
diente ), nos di una idea de cbmo estd funcionando esta
fraccion del Sistema Inmune, puesto gue existe una gran
dependencia entre produccién de anticuerpos y actividad
de células T. Aunque hiubiese sido conveniente realizar es
tudios encaminados a probar especfficamente este hecho; -
no se llevaron & cabo, por la carencia en el laboratorio
de una técnica adecuadamente estandarizada para evaluar
este pardmetro en las unidades experimentales, A pesar de
esto, los resultados obtenidos coinciden con algunos repor
tes encontrados en la literatura ( 57 ), donde evallan in

munidad humoral y celular, aunque las vias de administracidn
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y los regimenes de dosificacion fueron diferentes. Por otro
lado, los resultados del presente trabajo discrepan con los
de otro estudio ( 12 ), en el que la evaluacibn de la actj
vidad de PZQ sobre la respuesta inmune se hizo con anima-
les infectados con S. mansoni y la disminucibn en algunas
capacidades del sistema inmune, que reporta, pueden ser a
tribufbles al efecto de la infeccifn o a la liberacién de
fracciones inmunosupresoras como consecuencia de la des-

truccién del pardsito y no a un efecto debido al férmaco.

Aunque algunos autores { 40 ) reportan que el PZQ no
tiene efecto alergizante, administrado {.p., durante el
desarrollo del experimento se observaron algunas manifes-
taciones que hacen sospechar este hecho, como son: tos, e
rizado de cabelfos y perturbaciones respiratorias; inclu-
sive desde las primeras dosis administradas y esta circuns
tancia se present6é exclusivamente en los grupos donde es-
taba presente esta sustancia; asfmismo, se registraron
algunas muertes, aunque no pueden atribuirse a P2Q. La e-
leccién de 1a via i.p. como via de administracién para es
te farmaco, se hizo para verificar que el responsable de
la respuesta observada fuese realmente el PZQ, ya que co-
mo mencionan algunos investigadores ( 15, 52, §3 ), su bio
transformacidn es r&pida y extensiva y el utilizar otra via
podria favorecer la evaluacién de la accibén de metabolitos

y no de la sustancia inalterada.

Respecto a las actividades co-mutagénica y co-carci-
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nogénica atribufble a P2Q por muchos autores ( 6, 7, 9,

65 ), éstas han sido evaluadas con dosis demasiado eleva-
das; ya que las dosis terapéuticas usadas alcanzan un ma-
ximo de 75 mg/kg, mientras que las experimentadas para de
mostrar estas actividades, van de 150-800 mg/kg. Serfa con
veniente hacer estudios mds cuidadosos para establecer per
fectamente estos efectos de interaccién con PZQ; ya qde si
esto resulta cierto, habfa que valorar su capacidad tera-
péutica y de seguridad antes de indicar su amplia utiliza
cifn en el combate de tremdtodos y céstodos. Particularmen
te en México, donde su poblaci6n estd sujeta a tratamien-
tos masivos con sustancias potencialmente carcinogénicas
como el metronidazol ( 7, 9 ) y expuesta a potentes com-
puestos mutagénicos como las aflatoxinas. Por otra parte,
en el apartado asignado a mecanismo de accién de PZQ, se
menciona que &ste afecta la permeabilidad de la membrana
celular y este efecto puede ocasionar un aumento en la
cantidad de sustancias carcinogénicas y mutdgenas que pa
san al interior de la célula y ser ésto la causa del dafo
cromosémico; ya que existe evidencia que su actividad te-

rapéutica y co-mutagénica parecen no estar relacionadas.

Por otro lado, el Yatren-Casein se presenta, en to-
dos los casos, como un inmunosupresor de manera consisten
te e independientemente de algunas interacciones ( tabla
4 ). Este hecho resulto de particular interés, ya que pre

cisamente su indicacibn es como un estimulante del siste-
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ma inmune y se utiliza ampliamehte en 1a Medicina Veteri-
naria con esta aplicaci6n. €l definir los niveles de la
respuesta inmune sobre los que actGa serfa una cuestibn
interesante; parece ser que el presente estudio es el pri
mero y Gnico que se ha hecho con este compuesto en rela-
cibn con el sistema inmune. Por otro lado, el efecto inmy
nosupresor observado pudiera ser benéfico en tratamientos
de cisticercosis cerebral en humanos con PZQ, ya que fre-
cuentemente se reportan exacerbaci6bn de sfntomas ( 90-92%)
en personas tratadas con esta sustancia; esto es debido a
la lisis y necrosis del pardsito ocasionadas por el trata
miento, produciendo un gran estimulo antigénico del siste
ma inmune con la consecuente presencia de anticuerpos y
células de este sistema causando inflamacidn del parénqui
ma cerebral ( 18, 39, 51 ). Bajo esta circunstancia, el
Yatren podrfa actuar como un moderador de este estado y
prescindir de algunas sustancias com(nmente usadas con es
te propbsito y de efectos colaterales indeseables como
son los corticosteroides; aunque adicionaimente serfa con
veniente realizar estudios mas completos para establecer
perfectamente su sequridad para usarlo con esta indicacion.
Para lo cual, se sugiere su utilizacién por via i.p. en a-
nimales para tratar algunas patologfas de origen autoinmu
ne y evaluar su eficacia en estos padecimientos , ademds

de establecer su inocuidad.

El efecto poco notable de BCG, administrado i.p. por

una sola ocasibn, sobre el n@mero de CFP contra eritroci-
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tos de borrego, puede ser debido al tiempo transcurrido
entre su administracién y la evaluacién del! efecto, mismo

que ha sido descrito por algunos autores ( 38, 62 ).

Nosotros esperabamos un efecto potenciador notable,
como ha sido previamente informado ( 25, 34 }. El no en-
contrar una diferencia significativa en el tratamiento
con BCG ( tabla III ) puede ser atribuible a que el gru-
po tratado con este microorganismo recibi6 una sola inyec
cién y el grupo contra el que comparamos, recibi§ 15 admj
nistraciones de PBS, y el resultado de stress provocado
pudo alterar la respuesta esperada; aunque &sta debié ser
de disminucidn. Un hecho interesante cuando se compara el
efecto de BCG-Yatren contra el efecto de Yatren solo, es
que e} BCG parece restablecer la supresitn causada por el
Yatren; comport&ndos; entonces como un inmunomodulador, un
aspecto sobre el cudl serfa de mucho interés ahondar, ya
que la indicacidn de uso reportada en la literatura es ex

clusivamente como inmunopotenciador.

Finalmente, parece ser que la sugerencia hecha para
tratamientos de cistic;rcosis cerebral, combinando PIQ
con BCG y Yatren ( 14 ), no es necesarfa; ya que la indi-
cacién del uso de estos 2 Gltimos, es para potenciar el
sistema {nmune y eliminar los cisticercos muertos por el
tratamiento con PZQ, no parece funcionar adecuadamente en

el modelo animal y en las condiciones estudiadas. Por oiro
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lado; recientemente, se han reportado complicaciones im-

portantes en humanos por el uso de BCG con fines terapéu-
ticos diferentes a los de vacunacibn, situacibén que pare~
ce depender de la composicidn genética del individuo, por
lo cual deberfa evaluarse de mejor manera su participacién

antes de indicarlo como agente terapéutico.
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IX.-C ONCLUSTIONRES

« EL PRAZIQUANTEL, ADMINISTRADO POR VIA INTRAPERITONEAL,
NO TIENE EFECTO SOBRE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL DE
RATONES NiH CONTRA ERITROCITOS DE BORREGO, EVALUADO POR
LA TECNICA DE CELULAS FORMADORAS DE PLACA { CFP ).

- EL TRATAMIENTO INTRAPERITONEAL CON YATREN-CASEIN DIS-
MINUYE LAS CFP CONTRA ERITROCITOS DE BORREGO EN RATO-
NES NIH, INDEPENDIENTEMENTE DE LA PRESENCIA DEL PRA-
ZIQUANTEL.

UR SOLO TRATAMIENTO INTRAPERITONEAL CON BCG EN RATO-
NES, NO TIENE EFECTO SOBRE LA RESPUESTA INMUNE HUMO-
RAL CONTRA ERITROCITOS DE BORREGO.
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APENDICE

Preparaciftn de soluciones.

SOLYUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS ( PBS ) pH 7.2.

- NaZ'HPO4 anhidro 8.094 gramos.
- KHZPO4 anhidro 2.448 gramos.
- NaCl 4.400 gramos.

Aforar a 1000 ml con agua destilada.

SOLUCION SALINA BALANCEADA DE HANKS' ( HBSS ).

- NaCl 8000 mg
- KCl 400 mg
- NaZHPO‘. 2H20 60 mg
- KHZPO4 60 mg
- MgS0,. 7H20 100 mg
- Cacl2 anhidro 140 mg
- Glucosa 1000. mg
- Mgclz. 6H,0 : 100 mg
- Ncho3 350 mg
- Rojo de Fenol 2.5 mg

Disolver el NaCl, KCl, ngso4. 7H20. HgClz. GHZO y el
CaCl2 en 500 ml de agua destilada. Aparte disolver la Glyu
cosa, los Fosfatos y el Rojo de Fenol; en 400 ml de agua
destilada. Esterilizar por filtraci6n a través de filtros
Millipore de 0.22 micras de poro.

Disolver el Ncho3 en 100 ml de agua destilada y es-
terilizar en autoclave. En el momento de uso, afadirlo a
la mezcla anterior.
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SOLUCION DE ALSEVER'S.

- Dextrosa 2000 mg
- Citr§to de Sodio dihidratado 800 mg
- Acido Cfitrico ~-55 mg
« Cloruro de Sodio 420 mg

Aforar a 100 m! con agua destilada, esterilizar por
filtraci6n utilizando membranas Millipore de 0.22 micras
de poro. o autoclavear a 10 libras de presidn durante 10

minutos; almacenar a 4 *C hasta su uso.
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