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1. RESUMEN.

En las células musculares del parasito Ascarn's suurm se ha descrito |la presencia
de receptores para GABA, acetilcolina, serotonina e histarmina. Los receptores
para el GABA presentes en el Ascarns, presentan caracteristicas distintas a ios
receptores GABA de los mamiferos, por 1o que se han clasificado como un tipo

distinto de receptores denominados receptores GABA, (Martin et al.,, 1991)

Recientemente se describié al DMQP {ioduro de 1.1-dimetil4-(2-quinoclil)-
piperazinio], como el primer antagonista selectivo para los receptores
nicotinicos en el Ascaris, el cual ha sido denominado receptor nicotinicon
(Navarrete y Hong, 1995). Tomando como modelo la molécula del DMQP se
realizaron modificaciones estructurales para evaluar Jlos requerimientos

estructurales para que se conserve la actividad antagonista sobre tales

receptores.

En el presente trabajo se realizé 1a semisintesis y 1a evaluacion farmacolégica
de 6 arilpiperazinas analogas al DMQP, apartir de las sales de maleato y
clorhidrato. En primer lugar se realizd la liberacién de la base con hidréoxido de

sodio, seguida de una metitacion con ioduro de metilo.

La evaluacién de la actividad antagonista de los analogos sobre ia respuesta
inducida por acetilcolina se realizé en una preparacidn de tiras musculares

(Navarrete y Hong, 1995), lo que determind que es indispensable la amina
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cuaternaria en la posicién 1 del anillo de piperazina. Se encontré que el cambio
det sitio de unidn del anilio quinolinico modifica la actividad antagonista del
DMQP, siendo 1.6 veces mayor cuando la unién es en 3 y disminuyendo a
0.42 veces cuando la unidn e@s en 4. Sin embargo, la unidn en 4 pero con un
metilo en la posicién 2 de l1a quinolina aumentd 2.7 veces la actividad. La
insercidn de un metileno entre el anillo de quinolina y de piperazina aumentd a
1.6 veces la actividad del DMQP. La sustitucién del anillo 2-quinoiilo por un
anillo 4-piridilo no modificd la actividad antagonista, pero se manifesté actividad
agonista colinérgica deébil, debido tal vez a que se forma un bioisdstero del
fenilo en la molécula del DMPP (dimetil-fenil-piperazinio), uno de los
antagonistas colinérgicos mas potentes en el Ascars . La sustitucién del
quinolilo por naftiio aumentd la actividad antagonista 4 veces, el cual siguid
conservando la selectividad por el receptor nicotinico del parasito. L.o anterior
tiene implicaciones importantes para la caracterizacién del receptor nicotinicop

y para el diseno de nuevos agentes antiheiminticos.



¥ svaluacion de ios el DMQP sobre ¢f Ascaris suum.

2. INTRODUCCION,

En las ceélulas musculares del parasito Ascaris suum se ha descrito la presencia
de receptores para GABA, acetilcolina, serotonina e histamina (Martin et a/,.
1991). Los receptores para el GABA presentes en e! Ascars, presentan
caracteristicas distintas a los receptores del GABA de los mamiferos, por lo
cual se han clasificado como un tipo distinto de receptores denominados
receptores GABAR (Martin, ef a/ .. 1991). Por otro lado, se conoce la naturaleza
nicotinica de los receptores de la acetilcolina presentes en el Ascaris y en un
trabajo previo se describid al ioduro de 1,1-dimetil-4-(2-quinoiil)-piperazinio
(DMQP)., como el primer antagonista selectivo de los receptores colinérgicos
(receptores nicotinicosp) de este parasito (Navarrete y Hong, 1995). Con e!
propdsito de evaluar los requerimientos estructurales para que se conserve la
actividad antagonista sobre los receptores nicotinicos;,, en este trabajo se
evalud una serie de 6 piperazinas analogas al DMQP utilizando una

preparacion de tiras musculares de Ascaris.
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3. FUNDAMENTO TEORICO.
3.1. La ascariasis.

El Ascans lumbricoides es e! nematodo causante de la ascariasis en los
humanos. Los gusanos adultos viven en el intestino deigado, el nimero de
gusanos en el intestino de un individuo puede variar entre uno y varios cientos.
La enfermedad ocurre en todo el mundo y afecta a una cuarta parte de la
poblacién mundial; principalmente a los ninos. Las hembras maduras producen
alrededor de 200 000 huevecilios al dia, los cuales son eliminados con las
heces. Los huevos fértiles sufren un periodo de maduracién antes de hacerse
infectantes. En el suelo humedo a temperatura de 25 °C requieren de tres
semanas para dar lugar a la fase infectiva. En condiciones desfavorables
pueden permanecer inactivos pero viables durante afnos, mueren por efecto del
calor y la desecacién excesiva. Son capaces de sobrevivir varios meses en
material fecal o en la basura (Bowman y Rand, 1984). Los huevos son ovales
y miden 50-75 um de largo por 40 a 50 ym de ancho, estan provistos de una
cascara gruesa. la capa albuminoidea lleva proyecciones prominentes y son de

color pardo amarillento (Soulsby, 1987).

La infestacidn suele ocurrir por ingestion de huevos infectantes que contaminan
el agua o verduras sin cocer. Los huevos son tan pequefios como particulas de

polvo que pueden inhalarse (Bowman y Rand, 1984).
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Al tragar los huevos completamente embrionados. estos eclosionan en el

duodeno y realizan una migracién por el cuerpo antes de retornar para

establecerse en el intestino y alcanzar el estado adulto. En un principio la larva
penetra en la pared del duodeno y se introducen en los vasos sanguineos o
linfaticos para llegar al higado, al corazén y de ahi a la circulactién pulmonar.

Alcanzan los capilares del pulmén y los atraviesan para penetrar en los

alvéolos, ahl crecen y realizan una muda y despues de aproximadamente 20
dias migran a través de los conductos respiratorios hasta alcanzar el esdfago y
una vez mas el intestino delgado. Dos o tres meses después de la ingestidon de
los huevos 10s vermes maduros comienzan la puesta de huevos en el intestino
(Markell, Voge y John, 1990).

3.2. Epidemiologia

Las parasitosis se extienden por las areas tropicales y templadas del planeta.
Aunque cosmopolita en su distribucién. la prevalencia es mayor en areas con

condiciones sanitarias deficientes y donde las heces humanas se usan como

abono. El ascarido de cerdo Ascaris suum, es diferente de Ascars

lumbricoides, pero puede infectar al hombre incluso producirie obstruccidn
intestinal. Se ha sugerido que la utilizacién de estiércol de cerdo como abono
organico en jardineria, conlieva el riesgo de contraer esta parasitosis (Markell,
Voge y John, 1990).



y de los del DMQP sobre el Ascaris suum.

Durante el ano de 1996 la Direccién General de Epidemioiogia (DGE) de la
Secretaria de Salud, registré 584258 casos de helmintiasis en México (DGE,
1996) en ese informe, la ascariasis ocupd el primer lugar con 253870 casos
(43.4616%), seguido por la oxiurasis con 73122 casos (12.5153%), la teniasis
con 2481 casos (0.4246%) y el conjunto de las otras helmintiasis registraron

224137 casos ( 38.3626%) (figura 1).

Las helmintiasis, constituyen una de las principales parasitosis en México, se
encuentran presentes en todas las entidades federativas, predominando en
algunos estados del sureste y en la peninsula de Yucatan, La ascariasis a
diferencia de otras parasitosis, presentan un incremento en 1a incidencia a partir

de 1985, y posteriormente se presenta un decremento en dicha incidencia.

Datos epidemioldgicos hasta la semana 37 de 1996 indican que la ascariasis
en México tienen mayor incidencia en los estados de Guerrero y Tabasco,
presentadose en Guerrero 33217 casos y en Tabasco 31207 casos (DGE,
1996). En la figura 2 se presenta el nimero de casos por entidad federativa de

fa ascariasis.
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Figura 1. Porcentaje de enfermedades parasitarias en México.
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NUumero de casos de ascariasis de 10 entidades federativas de la
Republica Mexicana en las que

la incidencia de esta parasitosis es mayor
hasta la semana 37 de 1996 (DGE, 1996).
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3.3. Sintomatologia.

Cuando se ingieren unos pocos huevos infectivos, generalmente no se

producen sintomas, pero sila cantidad es grande al migrar las larvas a

través de los pulimones pueden producir neumonia, hemorragias petequiales y
eosinofilia notable, puede haber neumonia lobulillar y consolidacién final de
todo un Idbulo { neumonitis por Ascaris ). Las larvas depositadas en rifiones,
cerebro, higado, ojos u otros d&rganos mueren y originan respuestas
inflamatorias. Cuando los adultos estan infectados con unos cuantos gusanos
adultos en el intestino, la infeccion puede pasar inadvertida. La infestacibn mas
intensa causa dolor abdominal, peérdida del apetito, nauseas, diarrea o
estrefiimiento. En algunos casos, sobre todo en ninos, la luz intestinal puede

quedar obstruida totalmente por masas de gusanocs (Bowman y Rand, 1984).

3.4. Diagndastico.

Durante las primeras etapas de la enfermedad, los sintomas pueden indicar el
posible factor etioldgico. El diagndstico de certeza se hace cuando se observan
los parasitos o sus productos. La expulsidn espontanea de gusanos por el ano,
boca o nariz es concluyente, en ocasiones suelen observarse larvas en el

esputo o aspirado bronquial (Llamas et al.,, 1991).
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tos huevos se detectan mediante examen coproparasitoscépico directo o de
concentracidn que si es cuantitativo permitird correlacionar e grado de
parasitosis con la sintomatologia e indicar la terapéutica a seguir. Mediante
radiologia es posible detectar las sombras de los gusanos o bien observarios
en el intestino cuando se utiliza material de contraste. El sindrome de Loetfler y
la eosinofilia sanguinea son datos muy importantes para el diagnéstico en la
fase extraintestinal (Lltamas et al/,, 1991).

Con frecuencia aparecen huevos muy fértiles, 10 que es indicativo de que solo
existen en gran numero gusanos hembra. Aparentemente, la fertilizacion debe
realizarse a intervalos, y pueden depositarse huevos infertiles agn cuando halla
machos presentes, tales huevos son de forma variable alargados o triangulares,

y contienen numerosas vacuolas asi como grandes granulos (Markell, Voge y
John, 1990).

3.5. Tratamiento.

E) mebendazol (vermox), un bencimidazol que se absorbe muy mal en el

intestino, constituye un tratamiento efectivo de la ascariasis, constituye ademas
un medicamento de eleccién para todas las parasitemias por nematodos
intestinales, excepto la estrongiloidiasis. El mebendazol inhibe la sintesis de
microtibulos en los nematodos. altera la captacién de glucosa, y como
resultado de esta accion, los parasitos intestinales mueren o son inmovilizados

con lentitud y su eliminacidon del aparato digestivo, tal vez no sea completa
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hasta varios dias después de su administracién (Goldsmith, 1991). EI
tiabendazol (mintezol), otro bencimidazol, presenta una actividad de moderada
a buena frente a todos 10s nematodos intestinales. ncluyendo a Strongyloides y
es el medicamento de eleccidn en las infestaciones producidas por este
parasito. £l albendazol bloquea la captacion de glucosa en las etapas larvaria y
adulta de los parasitos sensibles, agotando sus reservas de glucégeno y
disminuyendo la formacion de ATP. Como resultado. el parasito queda
inmovilizado y muere, no teniendo efectos farmacoldgicos en el ser humano a

dosis orales terapéuticas (Goldsmith, 1991).

Los compuestos trivalentes de antimonio fueron durante muchos anos los
farmacos principales para el tratamiento de equistosommiasis, pero por su
toxicidad y dificultad de administracién ya no son empleados. Recientemente se
ha demostrado que las avermectinas son los agentes de elecciéon para el
tratamiento de la oncocercosis, no se dispone todavia de suficientes datos para
valorar su intervencién en otras infestaciones humanas, pero es probable que

sea valioso en filariasis y estrongiloidiasis.

Las sales de piperazina continuan siendo alternativas en el tratamiento de la
ascariasis, cuando los pacientes son tratados por dos dias se obtienen indices
de curacidon mayores de 90%, no administrandose a pacientes con deficiencias
renales. hepaticas © con antecendentes de epilepsia o enfermedades

neuroldgicas crénicas ( Goldsmith, 1992)
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El levamisol un imidazotiazol es muy eficaz para erradicar Ascaris v
Trichostrongylus . y los es moderadamente contra ambas especies de
uncinarias, las reacciones adversas por el uso de este medicamento se
producen hasta en el 20% de los sujetos, la erupcion es el efecto adverso mas
comun, pero también ccurren reacciones mas toxicas, incluyendo leucopenia,
agranulocitosisy trombocitopenia; ademas, se pueden presentar sindromes
catarrales, ulceras bucales, nauseas y vomito. La dietilcarbamicina es el agente
de eleccion en el tratamiento de filariasis, loiasis y eosinofilia tropical, y es de
uso alternativo para tratar oncocercosis. La dietilicarbamicida es inndcua a!
hombre en dosis terapéuticas. Sélo unos cuantos efectos secundarios leves y
ocasionales que aparecen en dos o cuatro horas se pueden atribuir en forma
directa al farmaco estos son: cefalea. malestar general. anorexia y debilidad.
Con menos frecuencia se presentan nauseas, vomitos y somnolencia. Por la
muerte del parasito se presentan afectos secundarios debido a la liberacién de
proteinas extrafas de microfilarias, o parasitos adultos moribundos en
pacientes sensibilizados. Por lo general, la eosinofilia y leucocitosis se

intensifican (Goldsmith, 1992).

3.6. Control.

El control de la ascariasis, asi como el de otras enfermedades producidas por
helmintos, depende tanto de la educacidn como de la gquimioterapias. Esta

altima puede implicar segin las circunstancias, el tratamiento de grandes
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masas de poblacién en las que la parasitosis es muy intensa. La identificacion
de las personas con parasitosis constituye uno de los pasos mas graves para el
control de la ascariasis (Markell, Voge y John, 1890). Debera evitarse la
reinfeccidn en los lugares contammados. Es importante proporcionar facilidades
para la eliminacion adecuada de las excretas y educacién de medidas de
higiene a madres y nifios (Llamas et al/, 1991). Un estudio reciente con
técnicas de biologia molecular. sugiere que el Ascarns se transmite del cerdo

hacia el hombre (Andersen. 1985)

3.7. Generalidades del Ascaris suum.

Los nematodos de vida libre Caenorhabditis elegans y el parasito intestina del
cerdo Ascans suum son los organismos mas utilizados para el estudio in vitro
de los mecanismos de accibn y el cernimiento de agentes antihelminticos

(Jenkins, 1982; Ash y Tucker, 1966).

El Ascarnis suum presenta algunas caracteristicas favorables para utilizario
como modelo de experimentacion en el estudio del mecanismo de accidn de
agentes antihelminticos. Debido a su abundancia, persiste en el intestino det
cerdo y se le puede obtener relativamente facil en los rastros locales. Se
mantiene vivo por algunos dias en solucién Tyrode a 37 °C (Goodwin, 1958;
Aubry et al, 1970). Las caracteristicas anatdmicas y fisioldégicas de este
parasito, permiten hacer estudios anatomicos, fisiolégicos, bioquimicos y

farmacolédgicos con cierta facilidad.
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€l Ascaris suum es |la especie que parasita al cerdo, durante anos esta especie
fué considerada sinénimo del paras:ito humano Ascarns lumbricoides; sin
embargo, hoy existen evidencias de que se trata de especies diferentes. Se
han descrito diferencias morfologicas en la denticulacion de los labios de las
dos formas parasitarias, existen diferencias en los truncamientos axiales de los
labios y los estudios epidemioclégicos efectuados en areas donde son comunes
las infestaciones humanas y pofcinas no han podido mostrar la existencia de

infestaciones cruzadas; sin embargo, los cromosomas son idénticos la

gametogénesis es similar y en condiciones apropiadas, pueden inducirse con ia

forma humana infestaciones patentes en el cerdo (Soulsby. 1987).

3.7.1. Taxonomia.

La clasificacion taxondmica del parasito intestinal Ascarn's suum es la siguiente:
{Brusca y Brusca, 1990; Dunn, 1978).

Filo: Nematoda o Asquelmintos.
Clase: Secernentea o Plasmida.
Subclase: Rhabditia.

Orden: Ascaridida.
Superfamilia: Ascaroidea.
Familia: Ascarididae.

Género: Ascaris.

Especie: suum.
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3.7.2. Caracteristicas anatémicas del Ascaris suum.

E! mayor numero de los helmintos parasitos pertenecen al grupo de los
nematodos. Los nematodos pertenecientes al filo Asquelmintos . no son
segmentados. presentan generaimente forma cilindrica aplanandose hacia los
extremos y estan envueltos en una fuerte cubierta protectora o cuticula. Poseen
un aparato digestivo completo con orificio oral y anal. Los Ascarns swum son
gusanos largos y gruesos de color rosado encontrandose en el intestino del
cerdo y muy raramente en el hombre. Los machos pueden medir de 15 a 25
cm mientras que las hembras 40 cm de largo. Los machos pueden distinguirse

de las hembras por su tamafio mas pequeno y por su cola ligeramente
enroscada (Dunn, 1978).

Los drganos reproductores son tubulares, encontrandose plegados en el
interior de la cavidad de! cuerpo. La hembra tiene dos ovarios idénticos que
desembocan en un utero mas ancho. El Gtero puede comunicarse con el
exterior por una simple vulva © también presentar una vagina comun entre el
ovario y la vulva, la vulva suele encontrarse hacia la mitad del cuerpo pero su
posicidn varia de unas especies a otras. Las hembras pueden aparecer mas
obscuras cuando se encuentran repletas de huevos de color obscuro (Figura 3).
En la parte anterior ambos sexos son mas delgados pudiéndose observar un
orificio bucal con tres labios. dos subventrales y uno dorsal. El labio dorsal
lleva dos papilas dobles y cada uno de los ventrolaterales una papila doble

subventral y una pequefa lateral. Cada labio lleva en su superficie interna una
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corona de diminutos denticulos (Soulsby, 1987). El tubo digestivo consta de
una cavidad bucal y faringe estomoideales. un intestino medio o intestino
propiamente dicho, terminando en recto o cloaca de origen proctodeal (Markell,
Voge y John, 1990).

La cavidad bucal esta conectada al esofago llamada tambien faringe. La faringe
es alargada y consta de tres parnes: el cuerpo, el istmo y el bulbo terminal
(Figura 4) (Brusca y Brusca, 1990). Ei eséfago, es musculoso en la mayoria de
{as especies. El intestino de Ascaris esta formado por microvellosidades y en

su superficie pueden observarse bulbos excretores.

La digestion inicial es extracelular; 1a digestion intracelular ocurre en el intestino
seguida de la absorciéon através de las microvellosidades de las celulas
intestinales (Figura 5). Los nematodos carecen de aparato respiratorio y
circulatorio. Existen modificaciones estructurales que son de importancia en la
identificacién de las especies (Markell, Voge y John, 1990). En la figura 6 se

presenta un esquema del aparato reproductor del Ascans hembra y macho.

3.7.3. Pared del cuerpo.

ta pared del cuerpo esta constituida por tres estratos: 1) cuticula, 2)
hipodérmis y 3) capa muscular.
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Figura 3. Anatomia del Ascaris suum hembra, se observa el tubo digestivo y el

sistema reproductor (Brusca y Brusca. 1990).
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istmo y el butbo terminal (Brusca y Brusca, 1990).



y de ios del DMQP sobre el Ascarns suum.

SR 25
i
e i\'l{/ -

\\\\‘ ‘

Raicillas de las microvellosicdades

Desmoscmas
{barras terminales)

Red tTerminal de filamentos’/;
Repliegues de l1a
membrana celular

Reticulo
endoplasmico

0o

)

2
(4]
0
(34
[+
J
A
e}
b
o
L
Ve
N SN

—
Repliegues basales de
la membrana celular

Figura 5. Epitelio intestinal del Ascaris suum (Brusca y Brusca. 1990).



de los Ge) OMQP sobre el Ascens suum.

£s56fa
ge Boca
/
Coraon R
eocigermico lateral l..‘
s A————EsOfagou

Intestino :}
—
l
i

o PR ——

inTestino

CTonducrtoe

Jtero
espermdtico

&
{ OviducoTo
Sl e N
4 ,} g Y
S i B AR RS by
( I’lj' I{ J \2 —~rTesticulos
@ I/u‘, l" Doy
IS 4 Ny 2
a2 fa 1 5 ]
4 4 H o Wef
AN Hd : ovario e
' ,‘r\\\\vesicula
;ﬁ seminal
i
i

[SREY]

\&
™~ Gancho

Figura 6. Aparato reproductor del Ascaris suum hembra y macho (Brusca y

Brusca, 1980).



¥ ce los Qo del DMOP sobre el Ascarls Suum.

1) La cuticula es una capa no celular, dividida a su vez en cuatro estratos
(epicuticula, exocuticula. mesocuticula y endocuticula); el primero esta
compuesto por una proteina similar a la queratina y los tres restantes por
colagena.

2) La hipodérmis esta constituida por un sincitio cuyos nticleos se disponen en
cuatro cordones longitudinales; dos laterales., uno ventral y otro dorsal, que
recorren todo el cuerpo del animal. El corddn dorsal y el ventral contienen los
cordones nerviosos longitudinales y los dos cordones laterales contienen los
canales excretores. La funcidn principal de la hipodérmis es la de sintetizar las

protelinas que constituyen a |a cuticula.

3) La capa muscular esta formada por fibras longitudinales exclusivamente
(Lamothe y Garcla, 1988; DeBell, of al, 1963. Brusca y Brusca 1990). Las
células musculares de Ascaris (Fig. 7). estan compuestas por tres partes:

a) Eihuso (spindie),

b) La boisa nuclear,

c) Elbrazo.

E! huso es una parte fibrilar alargada y es la regiOn contractil, se encuentra
dentro de la hipodérmis y se dispone longitudinalmente. El ndcleo de la célula
se encuentra en la bolsa nuclear. La bolsa nuclear de forma de baldn, tiene un
diametro aproximadamente de 200 um, y contienen glucdégeno particulado
{Rosembluth, 1965).
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El brazo es un apéndice delgado que sale transversalmente de la bolsa nuclear
hacia uno de los cordones nenviosos que se encuentran longitudinaimente en el
gusano. Los brazos se juntan para formar un sincitio sobre

los cordones
nerviosos y se acoplan eléctricamente en esta regién

(Marntin, 1980: Del
Castillo et al, 1964). En la bolsa nuclear se pueden registrar potenciales de

despolarizacibn espontdnea de 2 a 10 mV de amplitud superpuestos al
potencial de reposo de -30 mV. Se ha demostrado ia existencia de receptores

extrasinapticos al GABA y a la acetilcolina localizados en |a superficie de la

bolsa de la célula muscular (Figura 8) (Martin, 1980 y 19882). La acetiicolina

despolariza estas células en tanto que la piperazina y el GABA la hiperpolarizan
(Martin, 1980; Del Castillo et al,1964).

La acetiicolina es e! neurotransmisor excitatorio en la unidn neuromuscular,
Este neurotransmisor causa una despolarizacidén y contraccién muscular que

pueden ser bloqueadas por d-tubocurarina y potenciadas por inhibidores de ia
acetilcolinesterasa,

Por otro lado, el GABA causa relajacion dosis-dependiente en tiras musculares
debido a !a activacidn de una conductancia al cloro en las células musculares

(Rew y Fetterer, 1986; Ash y Tucker, 1966; Saz y Bueding, 1966; Del Castillo,
ot al., 1964).
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3.7.4. Siatema nervioso.

El sistemma nervioso del Ascaris esta consttuido por un numero pequeno de

neuronas (250) reproducibles completamente de animal a animal. La parte

motora del sistema nervioso esta dividido en cinco segmentos, cada uno

contiene 11 motoneuronas. El corddn nervioso ventral se extiende entre los
ganglios de la cabeza y de la cola. Contienen los axones de 6 interneuronas,

Cuyos sOomas se encuentran en la cabeza o en la cola (Stretton, et al., 1978).

Las 11 motoneuronas de los segmentos, se dividen de acuerdo a su fisiologia
en dos tipos: en motoneuronas excitatorias ( E ) y en motoneuronas inhibitorias
(1) y de acuerdo a su morfologia y distribucién de axones y dendritas se
dividen en siete tipos, 4 corresponden a la unidn neuromuscular dorsal (Dl

DE1. DE3. y DEa) y tres corresponden a la union neuromuscular ventral (Wi,

V-1yV-2).

Los cordones nerviosos ventral y dorsal estan conectados por ramas

transversales de las neuronas llamados comisuras (Figura 9). La estimulacion
de las motoneuronas excitatorias (DE4, DEs, y DE3) en el corddn nervioso
ventral provoca despolarizaciones en las células musculares dorsales y la

estimulacion de la motoneurona inhibitoria DI provoca la hiperpolarizacion de

las células musculares dorsales.
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Figura 9. Diagrama de la organizacion anatdmica de las motoneuronas del

Ascaris suum. Hay 7 tipos anatémicos pero solo hay 2 tipos fisioldgicos

(excitatorios E; inhibitorios 1). DE1, dorsal excitatoria 1, DE2, dorsal excitatoria

2: DE3, dorsal excitatoria 3; D1, dorsal inhibitoria: VI, ventral inhibitoria; V1 y V2

sOn motoneuronas excitatorias ventrales (Martin et al., 1991).
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La motoneurona inhibitoria V! es la unica que responde cuando se estimulia el
corddn nervioso dorsal, provocando la hiperpolarizacidn de las ceélulas
musculares ventrales. Los cuerpos celulares de las motoneuronas se
encuentran en el cordodn nervioso ventral. La interacion de motoneuronas

excitatorias y motoneuronas inhibitorias, forman circuitos que regulan

ia
relajacidn y contraccién de los musculos dorsales y ventrales

(Stretton, et
al.,1978). En la figura 10 se presenta un esquema del sistema nervioso de la
parte anterior del Ascaris suum.

3. 8. Mecanismo de accién de los agentes antiheiminticos.

Se denomina antinelminticos a los medicamentos que se emplean para liberar

al organismo de gusanos parasitos que reciben el nombre de helmintos.

En forma general los agentes utilizados contra los nematodos actuan por tres
formas (Rew y Fetterer, 1986): 1) alternado e! metabolismo de la glucosa; 2)

alterando la coordinacion neuromuscular y 3) inhibiendo la funcién microtubular.

a) Férmacos que actian sobre el metabolismo de ia glucosa.

Los farmacos que actiuan sobre el matebolismo de la glucosa de los nematodos

parasitos, pueden actuar alterando el transporte, el catabolismo o bien inhibir la
sintesis de glucégeno.

"
3
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Los farmacos que pertenecen a este grupo son: lsotiocianato (bitoscanato),
bencimidazoles (tiabensazol, mebendazol), colorantes cianinas (pirvinio,
ditiazanina), compuestos de anumonio (testibofén, tioghcolato de antiménio
sddico, estibocaptato. estibogluconato, tartrato de antiménio potasico), fenoles

subtituidos (disofenol) y salicilanilidas (rafoxarida. closantel).
b) Farmacos que inhiben ta funcién microtubular.

Los bencimidazoles, como el mebendazol y fenbendazol, tienen la capacidad
de unirse con gran afinidad a las tubulinas en fracciones citosélicas de
embriones de Ascans suum de 8 dias de edad (Friedman y Platzer, 1980). E!
fenbendazol, parbensazol y mebendazol, presentan el mismo nivel de potencia
para inhibir el ensamblaje de tubulina tanto en mamiferos como en nematodos.
En tanto que, e! tiabendazol y el oxbendazol son mucho mas activos para
inhibir el ensamblaje de tubulina en nematodos y son practicamente inactivos
en los mamiferos. Los microtiubulos desarrolian una series de actividades en
las células, estan presentes en la mitosis durante la formacién del huso y del
citoesqueleto, en donde participan en la secresién, la configuracion celular y el
transporte intracelular (Gull et al., 1987).

Los bencimidazoles provocan la desaparicion selectiva de los microtubulos

citoplasmaticos de las ceélulas tegumentarias e intestinales de los parasitos
afectados y provocan la acumutacién de las secresiones de las vesiculas dentro

de las células. Los bencimidazoles también alteran la secresion de la
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acetilcolinesterasa, el consumo de glucosa y agotan las reservas del glucégeno
(Webster. 1991). La efectividad de los bencimidazoles radica en la mayor

sensibilidad de la tubulina de los helmintos en relacion a la de los mamiferos.

c) Farmacos que alteran !a coordinacion neuromusacular.

Para los nematodos parasitos la coordinacidon neuromuscular de sus
movimientos es fundamental para mantenerse en el sitio adecuado dentro del
sujeto que parasitan., para copular, desovar y alimentarse. La mayoria de los
agentes antiheiminticos afectan al sistema neuromuscular de los parasitos y se
ha puesto especial interés en los neurotransmisores acetilcolina y GABA

(Martin et a/.,, 1991).

Algunos agentes antihelminticos actuan como agonistas colinérgicos, entre los
que se encuentran: los imidazotiazoles (levamisol. butamisol), las sales de
amonio cuaternarias (befenio, closilato de tenio) y las tetrahidropirimidinas

(pirantel. oxantel, morantel).

La inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa, constituye otra estrategia para
alterar la funcién neuromuscular de los nematodos. Entre los inibidores de la
colinesterasa se encuentran los compuestos organofosforados comao:
coumafos, triclorfén, haloxén, naftalafos y diclorvos. En realidad estos
compuestos se utilizan en la agricultura para combatir insectos y nematodos, y

su uso en medicina humana y veterinaria esta limitado por su aita toxicidad.
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El antihelmintico piperazina. actia como agonista selectivo de baja potencia de
los receptores del GABA presentes en el Ascars, sobre el cual provoca una

paralisis flacida (Del Castillo et a/., 1964a; 1964b; Martin et al., 1981).

Las avermectinas (AVM), son un grupo lactonas macrociclicas de 16 miembros,
con un sistema espiroacetal y un disacarido, obtenidas de actinomicetos del
suelo (Streptomyces averrmectilis). Las avermectinas se pueden separar en
cuatro componentes homologos principales, denominados Aq5. A2,5. B1a. B2,
y cuatro componentes homélogos secundarios Aqp. A2a. B1p ¥ B2p. de los
cuales de la serie B son en general los componentes con mayor actividad
biotogica (Wright, 1987).

Las avermectinas tienen una estructura quimica similar a fa de los antibidticos
macrociclicos, sin embargo no presentan actividad antimicrobiana. Son
extremadamente toxicas para los nematodos, 1os moluscos, varios acaros y
para muchos insectos, pero son inactivas contra trematodos y céstodos. En el
Ascaris suum, las avermectinas actuan como agonistas postsinapticos del
GABA, potenciando la corriente de cloro (Stretton et al., 1978; Kass et al, 1980:
Wright).

ta AVM Bq15 a una concentracion 6 uM tiene los siguientes efectos: 1) bloquea
la transmision entre interneuronas y motoneuronas excitatorias (DE1) en el
cordén nervioso ventral, reduciendo la despolarizacién de las células

musculares dorsales y 2) bloquea la transmisién entre motoneuronas

31
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inhibitorias (V1) y las ceélulas musculares. reduciéndose de esta manera la
hiperpolarizacion de éstas. Para explicar estos efectos se ha postulado la

participacion de! GABA en un tipo de interneuronas del Ascans (Kass et al,
1980).

Las avermectinas son antihelminticos potentes, insecticidas y antiectoparasitos
sin problemas de resistencia cruzada con agentes que actuan sobre el sistema
colinérgico (Wang. 1992).

3. 9. Farmacologia de los receptores en el Ascaris suum.
3. 9.1. Farmacologia de los receptores al GABA.

Los receptores al GABA en el Ascaris, se encuentran tanto en el sincitio como
en las células musculares. El GABA presenta efecto hiperpolarizante en las

células musculares en este parasito ( Martin, 1980).

Los receptores al GABA del Ascaris presentan algunas caracteristicas similares

a los receptores GABA de los vertebrados:

1. La estereoselectividad de los receptores al GABA en el Ascaris es idéntica a
la de los receptores GABAA de los vertebrados la cual fue determinada por la
potencia relativa de los pares de enantiomeros del dihidromuscimol, 3-OH-

GABA y del acido 4-metil-trans-aminocroténico.
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2. Los agonistas de los receptores GABAA de los vertebrados son menos
potentes en el Ascarns.

3. Las respuestas en el receptor GABA de los Ascans es mediada por un

incremento en la conductancia de los iones cloro.

4. Existe una correlacidn de la potencia de los agonistas del GABA en el

Ascaris y la potencia relativa de los agonistas de los receptlores GABAA en los
vertebrados.

5. El antihelmintico piperazina actua como agonista selectivo de l0s receptores
GABA en el Ascaris.

Hay aun mas diferencias farmacolégicas entre el receptor GABA en el Ascanis y
el receptor GABAA de los vertebrados:

a) Las respuestas GABAérgicas en el Ascaris no son potenciadas por

pentobarbitona ni por flurazepan, como ocurre en los vertebrados.

b) Los antagonistas de los agentes GABAergicos que actuan sobre los

receptores GABAA: bicuculina, picrotoxina, securinina, pitrazepina y dieldrin
son débiles o inactivos en el Ascaris.



y ion de los gos Gel DMQP sobre ol Ascarts suum,

La insensibiidad a estos farmacos presenta diferencias en la farmacologia del
receptor GABA en el Ascanis en relacidn con el receptor GABAa de los
vertebrados. Esto ha llevado a proponer que hay un tipo distinto de receptores
en nematodos, el cual se denorina receptor GABAL (n=no antagonizado por
picrotoxina: n=nematodos) (Martin. 1991). En la tabla 1 se presentan algunos

de los agonistas GABAérgicos con actividad en el Ascans.

3.9.2. Farmacologia de los receptores de la acetilcolina.
La presencia de receptores a la acetilcolina en el Ascars suum fueron
encontrados inicialmente por Baldwin y Moyle (1949) y mas tarde por Norton y
De Beer (1957). Estos receptores fueron localizados sinapticamente en la
regién sincitial (Del Castillo ef a/, 1963; Martin, 1982) y extrasinapticamente
en la regidn de la boisa del musculo de Ascaris (Martin, 1982). La acetilcolina
despolariza y cambia la frecuencia y la amplitud de las espigas en las ceélulas
musculares (Dei Castillo ef a/., 1963) e incrementa la conductancia no selectiva
de cationes en la membrana con un potencial inverso cercano a 0 mV (Martin,
1982; Harrow y Gration, 1985). Por estudios en células individuales se ha
demostrado la presencia de la colina acetitransferasa en las motoneuronas
excitatorias presinapticas del musculo (Johnson y Stretton, 1977). La nicotina a
concentraciones bajas produce contracciones al igual que la acetiicolina

(Onauguluchi, 1989).

343
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Tabla 1. Agonistas de los receptores GABAérgicos en el Ascarns suum
ordenados de mayor a menor de acuerdo a sus potencias relativas (Martin ef

al, 1991).

Agonistas

S-(+)-dihidromuscimol
+ dihidromuscimot
Acido (Z)-3-(aminoiminomaetil)-tiol-2-propenocico (ZAPA)
Acido y-aminobutirico (GABA)
R-(-)-dihidromuscimol
Acido frans - aminocroténico (TACA)
R-(-)-3-OH-GABA
Acido imidazol-4-acético (IAA)
Muscimol
isoguvacina
S-(+)-3-OH-GABA
Acido guanidoacético (GuAA)
Homo-p-prolina
Acido delta-aminovalérico (DAVA)
Acido cis - aminocroténico (CACA)
Acido beta-guanidopropidnico (BGuPA)
4,5,6,7-tetrahidroisoxazol-[5.4c])-piridin-3-ol (THIP)

3s
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motoneuronas excitatorias presinapticas del musculo (Johnson y Stretton,
1977). La nicotina a concentraciones bajas produce contracciones al igual que
la acetilcolina (Onauguluchi, 1989). Los agonistas nicotinicos provocan buenas
respuestas sobre los receptores a la acetilcolina de! Ascaris, mientras que los
agonistas muscarinicos son débiles o inactivos (Baldwin y Moyle, 1949;
Nattoff, 1969; Rozhkova et al.,, 1880. Colquhoun et al., 1981).

La potencia relativa de los agentes nicotinicos y muscarinicos en este
nematodo, tienen el orden de potencia siguiente:
metahidroxifenilpropiitrimetilamonio (HPPT)> ioduro de 1,1-dimetil-4-fenil
piperazinio (DMPP)> acetilcolina> nicotina> carbacol> tetrametilamonio
(TMA*)> muscarona> arecolina> decametonio, que fue un antagonista débil

también (Colquhoun, et al., 1991; Natoff, 1969; Harrow y Gration, 1985).

La mecamilamina y benzoquinonio son los antagonistas mas potentes para
antagonizar la respuesta de la acetilcolina en el Ascaris y son mas potentes que
la tubocurarina. El orden de potencia de otros antagonistas es:
tetrafenilfosfonio> quinacrina> tubocurarina> pancuronio, curare> trimetofan>
atropina> clorisondamina, decametonio> hexametonio> dihidro-p-eritroidina. El
antagonista ganglionar potente en los vertebrados hexametonio tiene una
potencia baja como antagonista en el Ascaris (Natoff 1969; Martin, 1991) y el
antagonista selectivo de los receptores muscarinicos, la atropina es una
antagonista muy débil para antagonizar la respuesta de la acetilcollina

(Coulquhoun, et a/.,, 1991; Natoff, 1969).
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Las contracciones inducidas por acetilcohna se bloquean por d-tubocurarina,
pero no por atropina, asi el receptor a la acetilcolina en el Ascaris tuvo algunas
de las propidades farmacoldgicas del receptor nicotinico de los vertebrados

(Martin et al., 1991).

Considerando la actividad de los agonistas colinérgicos en e! Ascaris se
propuso que este receptor es de tipo nicotinico. Sin embargo, este receptor no
se habia podido clasificar de acuerdo a la nomenciatura de los receptores
colinérgicos en los mamiferos como ganglionar o como neuromuscular, debido
a que se bloquea tanto por los antagonistas nicotinicos musculares,
tubocurarina y benzoquinona, como por el antagonista nicotinico ganglionar
mecamilamina, pero no por el hexametonio ( Martin ef a/.,, 1991). Sin embargo
recientemente se ha propuesto que se trata de un subtipo de receptor nicotinico
denominado receptor nicotinicon (Navarrete y Hong, 1995). En la tabla 2 se
presenta la lista de los agonistas y antagonistas colinérgicos mas importantes,

que tienen efecto en los receptores colinérgicos del Ascaris.
3.10. Actividad de derivados de piperazina on el Ascaris suum.

El descubrimiento de las propiedades antihelminticas de la piperazina es
acreditada a Fayard (1949). pero esto fue observado primeramente por
Boismare, esto fue un avance muy importante en el desarrollo de
antihelminticos originado no por quimioterapia experimental, sino por

observacidn directa de los farmacéutico en las provincias de Francia.
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Tabla 2. Agonistas y antagonistas colinergicos en el Ascans suum ordenados

de mayor a menor de acuerdo a su potencia relativa ( Colquhoun et al.. 1991:

Martin et a/.. 1991, Navarrete y Hong, 1995).

AGONISTAS

Morantel
Pirantel

DMPP
Levamisol
Acetilcolina
Propionilcolina
Succinilcolina
Nicotina
Carbacol
Trimetilamonio
Muscarina
Furtretonio
Arecolina
Suberildicolina
Decametonio

ANTAGONISTAS

Benzoquinonio
Mecamilamina
Clorisondamina
Tetrafenilfosfonio
Quinacrina
Tubocurarina
DMQP
Pancuronio
Trimetofan
Atropina
Decametonio
Hexametonio
Dihidro-f-eritroidina
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En los diez afios siguientes, estas observaciones formaron parte de una gran
cantidad de trabajos experimentales y clinicos. considerando a ila piperazina
como un farmaco ideal para el tratamiento de oOxiuriasis y ascariasis por su
gran actividad, simplicidad en el tratamiento. ausencia de toxicidad a dosis

terapéuticas, bajo costo y compatibilidad en formulaciones para ascariasis.
(Standen, 1963).

La piperazina hexahidratada, como citrato, adipato y fosfato es recomendable
en dosis de 4 g para la ascariasis. El uso de cada sal tiene pequefas

diferencias en sus resultados, en preparaciones in vitro de Ascaris.

Varios derivados de la piperazina fueron desarrollados para su uso como
antihelminticos, Leiper en 1954 describe la efectividad de una piperazina de
disulfuro de carbono. la cual fue 100% efectiva a la dosis de 100 mg/Kg contra
Ascaris lumbricoides y Oesophagostomum dentatum en el puerco. Esta
sustancia es un polimero compuesto del acido 1-dicarbotioipiperazinico (Figura
11A) y la sal de acido 1,4 dicarboditiolpiperazinico (Figura 11B); este
compuesto se descompone en el jugo gastrico y libera la piperazina y el
disulfuro de carbono. Las observaciones de Leiper fueron confirmadas por
Riedel y Larson (1956) quienes obtuvieron el 95-100% de limpieza de Ascarns

lumbricoides en puercos a dosis de 110 mg/Kg (Standen, 1863).
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La polimetilenpiperazina fue efectiva contra Ascaris y pequenos Strongyloides
en caballios a dosis de 46 mg/Kg y poco efectivo contra oxiuros. La 1,4-Bis-(D-
glucosil)-piperazina por sus propiedades toxicas fue retirada y 2.4.5-
triclorofenil-piperazina fue efectiva contra ascariasis trichuriasis y oxiuriasis.
Harfenist et al. (1957) demostroé la relacidn estructura actividad en sales de
piperazina rmonocuaternarias probadas en ratones infectados con Syphacia

obvelata las cuales resultaron inactivas.

A
H O -CS - SH
B
HS - SC - O (- CS -SH
Figura 11. A. Estructura del acido 1-dicarbotiolpiperazinico.

8. Estructura del acido 1.4-dicarboditiolpiperazinico.
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El DMQP, un analogo del DMPP, obtenido por reemplazamiento del grupo

fenilo de la posicidn 4 de la estructura del DMPP por un grupo 2-quinolilo,

inhibié de un modo no competitivo la respuesta de contraccion provocadas por
carbacol y DMPP (Navarrete y Hong, 1995).

El DMQP se considera como el primer antagonista selectivo de los receptores
colinérgicos del Ascarnis suum, el cual distingue a los receptores nicotinicos de
mamiferos de los receptores nicotinicos del Ascaris. Esto apoya la idea de que
los receptores colinérgicos del Ascaris son un subtipc de receptores
nicotinicos, para los cuales se ha propuesto denominarios receptores
nicotinicos n (h=nematodos) (Navarrete y Hong, 1995).
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4. Justificacion.

£t DMQP es un antagonista selectivo de los receptores nicotinicos n del Ascaris
suum, sin embargo su potencia es baja (Navarrete y Hong, 1995). Este
antagonista puede tomarse como base para ia busgqueda de moléculas
analogas con mayor potencia, 10 que permitd conocer mejor la naturaleza del
receptor nicotinico presente en el Ascar’s suum y constituir un bltanco de ataque

para el desarrolio futuro de agentes antihelminticos.

En este trabajo se realizd la evaluacidon de 6 compuestos andlogos del DMQP,
asi mismo, se comparard con la actividad de otros antagonistas colinérgicos
como mecamilamina, d-tubocurarina, atropina y hexametonio. La estructura del

DMQP y las modificaciones que se llevaron a cabo se presentan en la figura 12.

..\ /5 i
O L

—

EL CAMBIO DiL ANILLO AROMATICO

LA PRESENCIL D MTROC JENEL ANILLO ARONMATICC

LA INSERCION T LETLE TEANITLO U0INGunco v La ripe razisa
LS AMINA CUAT )

EL CAMIIO DE LA FOSICION 2 A La POSICION 3

€L CAMHBIO DL LA POSICION 3 A LA POSICION 4

[l d o

"o

Figura 12. Modificaciones que se realizaron a la molécula del DMQP.
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S, Objetivos.

5.1 Objetivo General.

El objetivo general en este trabajo es:

Realizar la evaluacidén de moléculas analogas al DMQP como antagonistas
selectivos de los receptores nicotinicos n, utilizando una preparacioén con tiras
musculares de la regidn ventral de Ascars suum.

5.2 Objetivos Particulares.

Los objetivos particulares en este trabajo son:

5.2.1. Realizar 1a semisintesis quimica de los campuestos analogos del DMQP.

5.2.2. Recolectar los especimenes de Ascars suum en el rastro de especies

mayores de la "Aurora” en Ciudad Nezahualcoyoti Estado de México.

5.2.3. Mantener vivos en el laboratorio a los especimenes de Ascaris suum en
solucion Tyrode a 37°C.
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5.2.4. Evaluar el efecto antagonista de los siguientes compuestos analogos al
DMQP: ioduro de 1,1-dimetil-4-{2-metil-4-quinolil)-piperazinio (DM2M4QFP);
ioduro de 1, 1-dimetil-4-(3-quinolil)-piperazinio (DM3QP); ioduro de 1,1-dimetil-
4-(2-naftil)-piperazinio (DMNP). ioduro de 1, 1-dimetil-4-(2-metilenquinolil)-
piperazinio (DM2MQP). ioduro de 1.1-dimetil-4-(4-quinolil)-piperazinio
(OMAQP). icduro de 1,1-dimetil-4-(4-piridil)-piperazinio (DM4PP).

5.2.5. Evaluar el efecto de algunos antagonistas colinérgicos como
mecamilamina. tubocurarina, atropina y hexametonio sobre los receptores de la

acetilcolina.

5.2.6. Calcular la potencia relativa de los analogos del DMQP en relacién a la

mecamilamina y el DMQP.

5.2.7. Evaluar el efecto del analogo del DMQP mas potente sobre el bloqueo

ganglionar en una preparacion de rata descerebrada y desmedulada

5.2.8. Evaluar el efecto del analogo del DMQP mas potente sobre el blogueo

neuromuscular en ratas.
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8. Hipotesis.
La hipdtesis planteada para este trabajo es:

Las moléculas analogas del DMQP actuan como antagonistas selectivos de los

receptores nicotinicos n del Ascaris suu/m con mayor potencia que el DMQP.
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7. Materialos y Metodos.

El método que sirvid para el desarrollo de este trabajo. fue descrito por

Navarrete y Hong (1995). L.a metodologia general se plantea en el esquema 1.

7.1. Obtencién de los analogos de! DMQP.

Los andlogos del DMQP: ioduro de 1,1-dimetil-4-(2-metil-4-quinolil)-piperazinio
(DM2M4QP); ioduro de 1,1-dimetil-4-(3-quinolil)-piperazinio (DM3QP). ioduro
de 1,1-dimetil-4-(2-nattil)-piperazinio (DMNP); ioduro de 1,1-dimetil-4-(2-
metilenquinolil)- piperazinio (DM2MQP).; ioduro de 1,1-dimetil-4-(4-quinolil)-
piperazinio (DM4QP); ioduro de 1,1-dimetil-4-(4-piridil)-piperazinio (DM4PP),
disponibles en la Seccidn de Terapéutica Experimental del Centro de
Investigacién y Estudios Avanzados se obtuvieron de las sales de maleato,
clorhidrato y oxalato de las arilpiperazinas correspondientes. Cada una de estas
sales fue tratada con una solucién de hidroxido de sodio al 20%
(peso/volumen). l1a cual se agregd poco a poco hasta alcanzar un pH= 8. Esta
soluciéon se extrajo tres veces con acetato de etilo, la fase de acetato de etilo se
lavé con agua hasta un pH neutro, se secd con sulfato de sodio anhidro y se
elimind el disolvente a presion reducida. Cada mmol del producto obtenido en
esta fase fue tratado con 4 mmoles de ioduro de metilo en acetona, la mezcla
resultante se calenté a reflujo por un periodo de 8 a 24 horas. dependiendo del

compuesto (Esquema 2). La reaccion se seguid por cromatografia en capa fina.
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tETODOLOG 1A GENERAL

!
i

I 1
OBTENCION DE LOS EVALUACION DE
ANALOGOS ACTIVIDAD

(S

DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD
ANTAGONISTA

COLINERGICA

SELECCIONAR
EL ANTAGONISTA
MAS POTENTE

PURIFICACION

ACTIVIDAD COMO
BLOQUEADOR

NEUROMUSCULAR
EN RATAS

ACTIVIDAD COMO
BLOQUEADOR
GANGLIONAR

EN RATAS

Esquema 1. Diagrama de flujo de la metodologia general para la obtencién y

evaluacién de los analogos del loduro de 1,1-dimetil-4-(2-quinolil)-piperazinio

(DMQP).
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N

Ar—>=N N—if - 1B

/

NaO# 20%
PARTICION l HB= HCI,. CiH,0,

ETER/AGUA

Ar—>N N—H - CH;!
ACETONA
40C
8-12 hrs

/T \~.CH,
Ar—N v
TN / ~ChH,

Esquema 2. Semisintesis de los analogos de! loduro de 1.1-dimetil-4-(2-

quinolil)-piperazinio.
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Las estructuras de estos compuestos se verificé a través de sus espectros de

H-RMN y de sus constantes fisicas.

7.2. Matorial biolagico.

Especimenes de Ascaris suum fueron obtenidos del rastro de especies
mayores “La Aurora” de Ciudad Nezahualcdyotl, en el Estado de México. Los
parasitos se colocaron y se transportaron ail laboratorio en solucidn Tyrode a
37°C (Onauguluchi, 1889) conteniendo (MM): cloruro de sodio 136.8; cloruro de
potasio 2.68; cloruro de magnesio 0.5. cloruro de calcio 1.36; carbonato de
sodio 1.78; fosfato de sodio 1.86; glucosa 27.75. L.os Ascanis fueron utilizado
para los experimentos en un periodo no mayor de S dias. Se utilizaron

unicamente los gusanos hembra, de peso entre 4 y 6 gramos.

7.3. Preparacién de tiras musculares de Ascaris suum.

Se utilizaron tiras musculares ventrales de 2 cm de largo de la pared muscular,
obtenidas inmediatamente después del poro genital del Ascaris. El fragmento
obtenido fue cortado a lo largo de los conductos laterales, y la porcidn dorsal
fue descartada. El intestino y el utero fueron retirados cuidadosamente usando
unas pinzas finas. La tira muscular ventral se colocd en una camara de &rgano

aisaldo, conteniendo 10 mi de solucién Tyrode modificada a 37 °C.
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La preparacion se suspendid entre 2 ganchos. un extrermo de la preparaciéon
muscular se fijo at’ tapon de la camara y el extremo opuesto se& unidé a un
transductor de desplazamiento de fuerza Grass 7 FT03 conectado a un
poligrafo Grass 7D para registrar las contracciones isometricas del muscufo.
Las tiras se dejaron estabilizar por una hora bajo una tension inicial de 4 g

antes de la aplicacion de los farmacos.

7.4. Apli i

P

Los farmacos se disolvieron en solucién Tyrode. Todos los compuestos se
prepararon diariamente y se adicionaron a la camara de d4rgano aislado en
volumenes de 0.1 mi. La concentracién de los farmacos se expresd como la

concentracion final en la solucion del bano.

7.5. Efecto del agonista colindrgico acetilcolina.

La capacidad para producir contraccion fue analizada por medio de curvas
dosis-respuesta, obtenidas para la acetilcolina. La curva dosis-respuesta para
la acetilcolina fue construida con concentraciones individuales. Las
concentraciones de acetilcolina fueron adicionadas a intervalos de 15 min
dejando 2 min de contacto con el tejido. La curva dosis-respuesta para la
acetilcolina fue expresada en gramos. Todos los resultados fueron expresados

como la media + e.e.m. de por lo menos 6 repeticiones.
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7.6. Efecto de los antagonistas colinérgicos.

La acetilcolina se adicioné al bano del tejido a intervalos de 30 min dejando 5
min de contacto. Los farmacos antagonistas mecamilamina, tubocurarina,
atropina, hexametonio., DMQP vy los analogos obtenidos se adicionaron 10
min antes de la adicion subsecuente de la concentracidon de acetilcolina. La
concentracion del agente bloqueador requerida para producir el 50% de la

inhibicién de la respuesta a la contraccién de acetilcolina fue estimada por

regresion no lineal. Cada experimento se realizé al menos 6 veces y los datos
fueron expresados como las medias +* e.e.m.

7.7. Bloqueo ganglionar en |a rata descerebrada y deasmedulada.

Las ratas Winstar se anestesiaron con éter etilico, se les canuld la traquea y

posteriormente se descerebraron y desmedularon mediante el uso de un

estilete de 1.5 mm de diadmetro, que se introdujo por el orificio ocular,

destruyéndo el cerebro por movimientos repetidos en la cavidad craneal. La

meédula fue destruida por la introduccién del estilete en el canal

espinal.
Iinmediatamente después,

se conectd la canula de la traquea a una bomba
ideal Palmer para proporcionaries respiracion artificial (56 ciclos/minuto; a un

volumen de 2 mi/100 g de peso). Se les cortaron loes nervios vagos. se canuld

la vena femoral derecha para la administracion de los farmacos y una anteria

carétida para registrar la presion sanguinea. El estilete se sustituyd por un
electrodo cubierto con un material aislante, este electrodo contiene un
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segmento, de un cm de longitud sin cubrir con el material aislante, situado a 9

cm de la punta del electrodo. El segmento sin cubrir quedd situado a la altura

de las veértebras T7-T9 del corddn espinal, o que permitid estimular

selectivamente a los nervios simpatico que inerva a

los lechos wvasculares
Se colocd un electrodo diferencial
dorsalmente y para evitar los espasmos musculares
(25 mg/Kg.

sistémicos (Gillespie et al., 1970)

se administrara galamina
i.v.) disuelta en solucibn salina

isoténica. Se aplicaron pulsos
rectangulares monofasicos de una duracibn de 05 ms y un voltaje
supramaximo (50 mV) como trenes de 10 segundos a 1 y 3.1 Hz de frecuencia.
La presion sanguinea se registré con un transductor de presion Statham (P23
tD) el cual se encontrd conectado a un poligrafo Grass 7D, la temperatura del
animal se mantuvo entre 37 y 38 °C. Se registraron las respuestas controles
para la estimulacion eléctrica a 1 y 3.1 Hz, posteriormente se evalud el efecto
bloqueador de los farmacos, administrandolos por la vena femoral 10 minutos

antes de registrar nuevamente las respuestas a las mismas frecuencias. En

compuesto de prueba (10 mg/Kg),
mecamilamina (3.1 mg/Kg) y hexamentonio (10 mg/Kg) disueltos en solucién

cada rata se evalud el efecto de!

salina isotdnica. Los resultados se procesaron estadisticamente por un analisis

de varianza, aceptandose diferencias significativas para un valor de p < 0.05.
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7.8. Bloqueo neuromuscular en ratas.

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico (50 mg/Kg, i.p.). se canuld
Palmer (56 ciclos/min; a un volumen de 2mi/100 g de peso corporatl). Para la

administracion de los farmacos se canulé la vena femoral derecha. Se disecd

el musculo tibial anterior y el nervio ciatico en la extremidad inferior izquierda. El

extremo inferior del musculo se conectd con un hilo a un transductor de

desplazamiento de fuerza Grass FT 10C, conectado a un poligrafo Grass 7D.

Las contracciones musculares se provocaron por la estimulaciéon eléctrica distal

del nervio ciatico en el espacio popliteal con pulsos rectangulares de una

duracién de 0.5 ms y de una intensidad supramaxima determinada para cada

animal (Buckett et ai., 1968). La bomba de respiracidon artificial se utilizé para

evitar 1a muene de los animales debidas al bloqueo neuromuscular de los

musculos de la respiracidon. Con esta preparacion se evalud el efecto como

bloqueador neuromuscular del analogo del DMQP, el DMNP, a las dosis de

1.0, 3.1, y 100 mg/kg Yy se compard con el efecto del clorhidrato de

tubocurarina a las dosis de 20, 40, 60, 80, 100 y 120 pg/Kg. administrados

intravenosamente a través de la canula de la vena femoral derecha.

7.9. FARMACOS Y SUSTANCIAS DE PRUEBA.

El clorhidrato de acetilcolina y e! ioduro de metilo se obtuvieron de ia compaifiia

Sigma Chemicals. Las sales de maleato, clorhidrato y oxalato de las

arilpiperazinas fueron obtenidas de! acervo de compuestos perteneciente a la
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Seccion de Terapéutica Experimental del Departamento de Farmacologia y
Toxicoliogia del CINVESTAV. {_as sales organicas utilizadas para la
preparacion de la solucién Tyrode asi como los disolventes y compuestos
utilizados en el proceso de semisintesis fueron de grado analitico, adquiridos

de las companias J.T. Baker y Sigma.
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8. RESULTADOS.

8.1. Obtencidén de los analogos del DMQP.

Las estructuras de los analogos de! DMQP fueron comprobadas por medio de
sus espectros de resonancia magnética nuclear de hidrégeno (H-RMN), asi
como por sus propiedades fisicas. En 1a tabla 3 se resumen sus puntos de
fusidon. rendimientos y disolvente utilizado para su extraccion de la fase

acuosa.

Tabla 3. Resultados de la semisintesis de los analogos del DMQP.

COMPUESTO PM pf C) DE RENDIMIENTO
(DY)
DMNP 369.26 230-232 Eter etllico 74.86
DmM2MaQP 38427 236-238 Cloroformo 6277
Dm3aP 368 90 236-238 Eter etilico 61.41
DM2MQaP 38410 154-156 Acetato de etilo 3970
DM4aPP 32890 228-230 Cioroformo ar.28
Dm4aQP 368.90 256-258 Eter etilico 75 32

D.£.= Disolvente de extraccion.
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8.2. Determinacion de la curva concentracién-respuesta contractii de la

acetilcolina en tiras musculares del Ascaris.

La acetilcolina provoca respuesta contractil de corta duracién, dependiente de
la concentraciéon. La acetilcolina provocd el efecto maximo a la concentracién
de 100 uM (Figura 13). Para evaluar el efecto de los antagonistas se utilizé una

concentracién 100 uM de acetilcolina la cual dio una tensién de 367 + 0.36 g.

8.3. Efecto de los antagonistas colinérgicos sobre la respuesta contractil

provocada por acetilcolina en tiras musculares de Ascaris.

En la tabla 4 y en la figura 14 se resumen los resultados de la actividad de los
agonistas colinérgicos para inhibir las contracciones de la acetilcolina 100 M:
el orden de potencia para estos antagonistas fue el siguiente: mecamilamina >

d-tubocurarina > atropina > DMQP > hexametonio.
8.4. Evaluacion de los analogos del DMQP

Los analogos del DMQP: DMNP, DM2M4QP, DM3QP, DM2Z2MQP, DM4PP y
DM4QP inhibieron de manera dependiente de la concentracion, las respuestas
contractiles provocadas por acetilcolina 100 uM. En la figura 15 se presenta las
curvas concentracidon-respuesta del efecto antagonista de los analogos del

DMQP.
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Figura 13. Curva concentracion respuesta para el efecto contractil de la
acetilcolina en tiras musculares del Ascaris suum. El punto representa la media

* e.e.m. de por lo menos 6 experimentos.
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Tabla 4. Potencias relativas de los antagonistas colinérgicos para inhibir el

efecto contractil de la acetiicolina 100uM en tiras musculares del Ascarn’s suum.

ANTAGONISTA Clsp POTENCIA RELATIVA*
Mecamilamina 0.07x0.2 1

Tubocurarina 0.11+0.26 0.63

Atropina 16.54+0.20 0.0042

DMQP 35.48+0.08 0.0019

Hexametonio 279.14+0.12 0.0002

* La potencia relativa se calculd por el cociente del valor de Cilgg de ia
mecamilamina entre el Clsg de la tubocurarina, atropina. el DMQP, DMNP y

hexametonio.
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Figura 14. Efecto antagonista de la mecamilamina (@), tubocurarina (W)
atropina (W¥), hexametonio (&) y DMQP (@) en tiras musculares del Ascarns
suum. El 100% corresponde a |a respuesta de acetilcolina 100 uM en ausencia
del antagonista (3.67 + 0.36). Los resultados representan a la media = e.em

de 8 experimentas.
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Figura 15, Efecto antagonista de los analogos del DMQP: DMNP (a), DM3QP
(®), DMAQP (W), DM2M4AQP (V) DM2ZMQP (@), DMAaPP (@), en tiras
musculares de Ascarns suum. El 100% corresponde a la respuesta de
acetiicolina 100 nM en ausencia del antagonista (3.67 £ 0.36). Los resultados

corresponden a la media * e.e.m. de 8 experimentos.
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La potencia relativa para estos compuestos (razén de Clgg del DMQP entre el
Clgg de los analogos del DMQP) fue |la siguiente: DMNP > DM2M4QP >
DM3QP > DM2NQP > DMA4PP > DMQP > DM4QP. En la tabla S se resume 1a
concentracidn inhibitoria 50 (C) 50) y |a potencia relativa (PR) para estos
compuestos. Tomando como referencia al antagonista mecamilamina el orden
de potencia para los analogos del DMQP y los antagonistas colinérgicos fue el
siguiente: mecamilamina > tubocurarina > DMNP > DM2M4QP > atropina >
DM3QP > DM2MQP > DM4APP > DMQP > DM4QP > hexametonio (tabla 6). £I
DMNP fue e! analogo mas potente, inclusive que el DMQP

8.5. Evaluacion del DMNP como antagonista colinérgico ganglionar en
ratae.

El DMNP en dosis de 10 mg/Kg (i.v.) no tuvo efecto como bloqueador
ganglionar en ratas descerebradas y desmeduladas, mientras que Ia
mecamilamina en dosis de 3.1 mg/Kg (i.v.) y el hexametonio en dosis de 10
mg/Kg (l.v.) inhibieron de forma significativa, los incrementos de la presion

arterial inducidos por estimulacion eléctrica a 1.0y 3.1 Hz (Figura 16).
8.6. Evaluacién del DMINP como bloqueador neuromuscular en ratas.
E! DMNP no inhibid las contracciones del musculo tibial de la rata a la dosis

intravenosas de 1.6, 3.0, 5.6 y 10 mg/Kg, mientras que la tubocurarina presento

una DEspg de 85.4 £ 1.6 ng/Kg (i.v.) en dicha preparacidén (Figura 17 y 18).
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Tabia 5. P

de los

aceulcolina (100uM) en |la preparaciéon de Liras musculares del Ascans suum.

del DMQP para inhibif el efecto contractil de 1a

MECAMILAMINA

Cisg (mW)

0.0720.2

35.4820.08

8.9120.14

12.7920.10

22.0220.14

22.0620.19

27.7220.28

84.1320.19

>1000

POTENCIA

RELATIVA A

LA

MECAMILAMINA

1

0.0019

0.0078

0.0054

0.003178

0.003173

0.0025

0.00083

POTENCIA
RELATIVA
omaQr

3.98

2.7740

1.6112

1.6083

1.2799

0.4217

AL
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Tabla 6. Potencias relativas para los analogos del DMQP y los antagonistas

colinérgicos tomando como referencia a la mecamilamina.

ANTAGONISTA Cls0 (mMY
Mecamilamina 0.07+0.2
Tubocurarina 0.11+0.26
DMNP 8.91x0.14
DM2M4aQP 12.79+0.10
Atropina 16.542+0.20
DmMaaQP 22.02+0.14
DM2ZMQP 22.061£0.19
DMaPP 27.72+0.28
DMQP 35.48x0.08
DM4aQP 84.13+0.19
Hexametonio 279.14+0.12

POTENCIA RELATIVA~

1
0.63

0.0078

0.0054

0.0042

0.003178

0.003173

0.0025

0.0019

0.000083

0.0002 N

* La potencia relativa se calculd por el cociente del valor de Clsgp de la

mecamilamina entre el Cigg de los analogos del DMQP y los antagonistas

colinérgicos.
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Figura 16. A) Registro en poligrafo de la respuesta observada. B) Efecto del DMNP,
hexametonio y mecamilamina scbre el incremento de la presién arterial en ratas
descerebradas y desmeduladas, sometidas a la estimulacion supramaxima a 1.0 Hz y
3.1 Hz en los nervios simpaticos espinales (T7-T9).

Los resultados representan las
medias £ e.e m. de por lo menos 6 experimentos.
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Figura 17. Curva dosis-respuesta del efecto del bloqueo neuromuscular de la

d-tubocurarina en el musculo tibial por estirnulacién eléctrica de 1.2 V con una
duracion de 1.0 ms y una frecuencia de 10.0 ppm. en nervio sciatico. Los

resultados representan las medias * e.e.m. de por lo menos 6 experimentos.
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Figura 18. Efecto del DMNP (1.0, 3.1 y 10 mg/Kg. i. v.) sobre las contracciones
del musculo tibial de la rata anestesiada con pentobarbital. El nervio sciatico se

estimuld eléctricamente a 1.2 V., con una duracién de 1.0 ms a una frecuencia

de 10.0 ppm.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS.

ta metodologia seguida para la obtencidn de los analogos del DMQP, resultd
ser un método adecuado, los rendimientos obtenidos para estos se encuentran
en valores por arriba del 50% a excepcién del DM2MQP, el cual presenta un
rendimiento del 39.70%. Las dificultades de mayor importancia en la obtencion
corresponden a la temperatura de reaccion, asi como los disolventes utilizados
en la extraccion de la fase acuosa y la purificacidon de los compuestos. Los
resultados obtenidos para la acetilcolina en tiras musculares del Ascaris
concuerdan con los resultados obtenidos anteriormente (Colquhoun et a/ .,
1991; Del Castillo et al .,1963; Martin,1880) en estudios con meétodos
electrofisiolégicos. Asi mismo, los datos obtenidos para los antagonistas
colinérgicos también estan de acuerdo con los obtenidos por Colquhoun et al .,
1991 y Natoff, 1969. El DMQP un antagonista selectivo de los receptores
nicotinicos de Ascaris suum, presentd un antagonismo dependiente de la
concentracion, tal como fue reportado por Navarrete y Hong (1995). La
existencia de una molécula como el DMQP, con una actividad antagonista baja
sobre los receptores nicotinicos del Ascans suum (Navarrete y Hong, 1995),
permite realizar un estudio estructura! de la molécula con el fin de mejorar su
actividad. La semisintesis de seis moléculas analogas al DMQP permitid

evaluar su actividad como antagonista de las propiedades contractiles de Ila
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acetilcolina en una preparacion de tiras musculares de Ascans suum. En las
modificaciones estructurales en la molécula del DMQP, presentaron la

siguiente actividad.

1. Los resultados obtenidos dermuestran que es necesaria la presencia de una
amina cuaternaria, ya que la amina monometilada no presentd actividad

antagonista a concentraciones hasta de 1.0 mM.

2. La unién en la posicion 3 del anillo quinolinico aumenta el efecto antagonista
sobre los receptores colinérgicos del Ascaris suum en 2.77 veces la actividad

det DMQP.

3. La unidén en la posicién 4 del anillo quinolinico disminuye la actividad
antagonista sobre los receptores colinérgicos del Ascans suum. en un 60%

respecto al DMQP.

4. El nitrogeno presente en el anillo quinolinico, al parecer no tiene importancia
relevante, como se observa al cambiar el anillo aromatico de quinolina por un

naftalenoc.

S. Cuando existe un metileno entre la unién de! anillo quinolinico en 2 y la
piperazina, la actividad sobre los receptores colinérgicos aumenta en 1.6 veces.

Sin embargo se presenta actividad agonista a dosis altas.

68



¥ de loe del DMQP sobre sl Ascaris suum.

6. Al efectuar el cambio del anilio aromatico se observa 1o siguiente:

6.1 La piridina aumentd 1.6 veces la actividad antagonista del DMQP sobre los
receptores colinérgicos, pero presenta un efecto agonista colinérgico debil a

concentraciones de 1 uM sobre las tiras musculares de Ascaris suum.

8.2 El naftaleno aumentéd 3.98 veces la actividad antagonista del OMQ#P sobre

los receptores colinérgicos del Ascaris suum.

Los datos anteriores no pueden establecer un estudio de relacidn estructura-
actividad completo , pero da indicaciones de los requerimientos estructurales

del DMQP para que se conserve la actividad antagonista.

Los resultados obtenidos con el DMNP, tiene implicaciones importantes, ya que
todos los antagonistas colinérgicos evaluados en el Ascaris suum tienen
actividad en los mamiferos ya sea como blogqueadores ganglionares o
neuromusculares (Martin et al., 1891; Colquhoun et al., 1991), en cambio el
DMNP y el DMQP pueden considerarse antagonistas selectivos de los
receptores nicotinicos n del Ascars suum ya que son capaces de distinguir

entre los receptores de los mamiferos y los receptores presentes en el Ascaris.

Dado el caracter nicotinico de los receptores del Ascaris suum (Natoff, 1969,
Colquhoun et al/.,, 1991), se considerd importante conocer si el analogo del

DMQP mas potente, el DMNP presentaba actividad como antagonista
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nicotinico ganglionar y neuromuscular en los vertebrados. Para ello se utilizd el
modelo de }a rata descerebrada y desmedulada (Gillespie et a/, 1970) y una

preparacién neuromuscular en ratas. El DMNP, no presento actividad ni como

bloqueador ganglionar (Figura 16), ni como bloqueador neuromuscular (Figura

17).
Con lo anterior queda abierta la posibilidad de continuar haciendo
modificaciones a la molécula del DMQP. con la finalidad de aumentar aun mas

el efecto antagonista de los receptores nicotinicos del Ascaris suum y con ello
se espera obtener agentes antihelminticos cuyo blanco sea el bloqueo de los

receptores nicotinicos de este parasito.

10. CONCLUSIONES.

La serie de compuestos analogos al DMQP, presentan una actividad

antagonista sobre la respuesta contractil de la acetilcolina, teniendo el DMNP

una potencia 4 veces mayor en comparacién al DMQP. Tomando en cuenta la

los agonistas colinérgicos y analogos del DMQP sobre los

actividad de
se establecid el siguiente orden de

receptores nicotinicos en el Ascaris summ,

potencia: mecamilamina > tubocurarina > DMNP > DM2M4QP > atropina >

DM3QP > DM2MQP > DM4PP > DMQP > DM4QP > hexametonio.
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El ioduro de 1,1-dimetil-4-(2-naftil)-piperazinio (DMNP), fue el mas potente de
la serie de analogos del DMQP como antagonista de los receptores nicotinicos
n presentes en el Ascans suurmn (Navarrete y Hong, 1995) ., ya que al igual que
el DMQP conserva su selectividad y no presenta actividad como bloqueador

neuromuscular, ni como blogueador ganglionar,
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11. Perspeactivas.

Las enfermedades parasitarias constituyen un importante problema de salud en
los paises en vias de desarrollo. Los estudios recientes acerca de las
caracteristicas fisiologicas del parasito Ascarnis suum y los requenmientos
estructurales necesarios de los antagonistas selectivos como el DMQP y DMNP
representan una linea de investigacion para la sintésis quimica de mas
compuestos para la realizacidn de un estudio completo de relacién estructura
actividad, con la cual se puede aumentar el conocimiento de los receptores
nicotinicos n del Ascaris que pueden dar las bases para el disefio de agentes
antihelminticos cuyo mecanismo de accidn sea el bloqueo de los receptores
nicotinicos de este nematodo, o que constituiria una nueva clase de
compuestos antihelminticos con un mecanismo de accidon distinto a los

existentes.
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