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RESUMEN.

En este trabajo se evalud la interaccidn del antihelmintico levamisol, con varios
agonistas colinérgicos. En cuanto al efecto de los antagonistas colinérgicos

sobrfe ia respuesta contractil provocada por el levamisol, su potencia relativa

fue: mecamilamina > DMNP > DMQP > atropina > d-tubocurarina >

hexametonio y la potencia relativa sobre la respuesta contractil provocada por
1a acetilcolina fue: mecamilamina > d-tubocuranna > DMNP > atropina > DMQP

> hexametonio. El DMNP y el DMQP son mas potentes para antagonizar las

respuestas contractiles del levamisol que para antagonizar las respuestas

contractiles de la acetilcolina en las tiras musculares de Ascans suum.

El levamisol inhibid la respuesta de los agonistas colinérgicos, cuando estos se
administraron en las tiras musculares del Ascarls suum precontraidas con
levamisol y los agonistas colinérgicos inhibieron parcialmente ia respuesta del
levamisol, cuando este se adiciona en las tiras precontraidas con los diferentes
agonistas colinérgicos.
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1. INTRODUCCION.

1.1 . Introduccién general.

En las células musculares del parasito Ascaris suum se ha descrito la presencia
de receptores para GABA, acetilcolina, serctonina e histamina. Los receptores
para el GABA presentes en el Ascaris, presentan caracteristicas distintas a los
receptores GABA de los mamiferos. por lo que se ha clasificado como un tipo

distinto de receptores denominados receptores GABAL (Martin et a/, 1991).

Por otro lado, se conoce la naturaleza nicotinica de [os receptores de la
acetilcolina presentes en el Ascarns y en un trabajo se describi¢ al ioduro de
1.1-dimetil-4-(2-quinolil)-piperazinio (DMQP), como el primer antagonista
selectivo de los receptores colinérgicos (receptores nicotinicosp) de este
parasito (Navarrete y Hong, 1995). Estudios sobre el mecanismo de accién del
tevamisol, indican que es un agonista selectivo de los receptores acetiicolina
presentes en celulas musculares del Ascans sum (Robertson y Martin, 1993),
sin embargo aun se desconoce mucho de su mecanismo de accién. El presente
trabajo pretende aumentar el conocimiento de la accién del levamisol sobre el

receptor de la acetilcolina presente en el Ascaris suum.
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2. FUNDAMENTO TEORICO.
2.1. Los nematodos parasitos intestinales.

Se estima que tres mil millones de seres humanos sufren de enfermedades
parasitarias y es mucho mayor el numero de animales domeéslicos y salvajes
que sufren de parasitosis (Wang., 1992). En lo que se refiere a las infecciones
por nematodos intestinales, se estima que una de cada cinco personas de la
poblacidn mundial esta infectada por estos parasitos (Martin, 1982). La mayoria
de Ia poblacion infectada corresponde a los habitantes de los paises en vias de
desarrollo, siendo mas importante en aquellos palses en los que el clima es
templado y tropical y las condiciones sanitarias son deficientes, estos son
factores que favorecen la infeccion (Markell et a/., 1990).

Actualmente se cuenta con farmacos efectivos para el tratamiento de la
ascariasis, como el mebendazol, albendazol, tiabendazol. pirantel y piperazina.

sin embargo la mayoria de los habitantes de los paises pobres no tienen

acceso a ellos por varias razones.

2.2. La as

Ei! Ascaris lumbricoides es el nematodo causante de la ascariasis en los seres
humanos. Los gusanos adultos viven en el intestino deigado. el numero de

gusanos en el intestino de un individuo puede variar entre uno y varios cientos.
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La enfermedad es cosmopolita y se considera que afecta a una cuarta parte de
la poblacién mundial; principalmente a los nifos. Las hembras maduras
producen alrededor de 200 000 huevecillos al dia, los cuales son eliminados
con ias heces. Los huevos fértiles sufren un pericdo 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 anos, mueren por efecto del
calor y la desecacion excesiva. Son capaces de sobrevivir varios meses en
material fecal o en la basura (Bowman y Rand, 1984). Los huevos son ovales y
miden de 50 a 75 mm de largo por 40 a 50 um 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 huevecillos infectantes que
contaminan el agua o verduras sin cocer. Los huevecillos son tan pequenos
como particulas de polvo que pueden inhalarse (Bowman y Rand, 1984). Al
tragar los huevecillos completamente embrionados, estos eclosionan en el
duodeno y realizan una migracidn por el cuerpo antes de retornar para
astablecerse en el intestino y alcanzar el estado adulto. En un principio la larva
penetra en |a pared del duodeno y se introducen en los vasos sanguineos o
linfaticos para llegar al higado, al corazén y de ahi a la circulacién pulmonar.
Alcanzan los capilares del pulmén y los atraviesan para penetrar en los
alvéolos, ahi crecen y realizan una muda y después de aproximadamente 20

dias migran a través de los conductos respiratorios hasta alcanzar el es6fago y
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una vez mas el intestino delgado. Dos o tres meses después de ta ingestion de

los huevos, los vermes maduros comienzan la puesta de huevos en el intestino
(Markell, Voge y Jonh, 1990).

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 la incidencia a partir

de 1985, y posteriormente se presenta un decremento (Cuevas et al, 1994).

Durante el ano de 1996, la Direccion General de Epidemiologia (DGE) de 1a
Secretaria de Salud, registré6 584258 casos de helmintiasis en México (DGE,
1996) en ese informe, la ascariasis ocupé el primer lugar con 253870 casos (
43.45 % ), seguida por la oxiuriais con 73122 casos ( 12.51 % ), l1a teniasis con

2481 casos ( 0.42 % ) y el conjunto de las otras helmintiasis registraron 224137
casos ( 38.36 % ) (Figura 1).

Datos epidemiolégicos hasta la semana 37 de 1996 indican que |la Ascariasis
en México tiene mayor incidencia en los estados de Guerrero y Tabasco,
presentandose en Guerrero 33217 casos y en Tabasco 31207 casos (DGE,
1996). En la figura 2 se presenta el numero de casos de Ascariasis para las 10

primeras entidades federativas con mayor incidencia en la Republica Mexicana.
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Figura 1. Porcentaje de enfermedades parasitarias en México.
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Cuando los sujetos estan infectados con unos cuantos gusanos adultos en su
intestino, la infeccion puede pasar inadvertida. Sin embargo la infestacion mas
intensa, causa dolor abdominal, pérdida del apetito, nauseas, diarrea o
estrenimiento (Bowman y Rand, 1984).

23.G lidades del A is

Los nematodos de vida libre Caenorhabditis elegans y el parasito intestinal detl
cerdo Ascaris suum son los organismos mas utilizados para el estudio in vitro
de los mecanismos de accidén y el cernimiento de agentes antihelminticos
(Jenkins, 1982; Ash y Tucker, 1966).

El Ascans suum presenta algunas caracteristicas favorables para utilizario
como modelo de experimentacion en el estudio del mecanismo de accion de
agentes antiheiminticos. Debido a su abundancia, persiste en el intestino de!
cerdo y se le puede obtener relativamente facil en rastros locales. Se mantiene
vivo por ailgunos dias en solucién Tyrode a 37 ° C (Goodwin, 1958; Aubry et a/.,
1970). Las caracteristicas anatomicas y fisioldgicas de este parasito, permiten

hacer estudios fisiolodgicos, bioquimicos y farmacolégicos con cierta facilidad.

El Ascaris suum es ia especie que parasita al cerdo, durante afios esta especie
fue considerada sindnimo del parasito de los seres humanos Ascarns
lumbricoides; sin embargo. hoy existen evidencias de que se trata de

diferentes especies, asi mismo se han descrito diferencias morfoldgicas en la
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denticulacion de los labios de las dos formas parasitarias, existen diferencias
en los truncamientos axiales de los labios (Soulsby, 1987).

Los estudios epidemioldgicos efectuados en areas donde son comunes ias
infestaciones humanas y porcinas no se ha podido demostrar la existencia de
infestaciones cruzadas; sin embargo, los cromosomas son idénticos, la
gametogénesis es similar y en condiciones apropiadas, pueden inducirse con la

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

reciente con técnicas de biologia molecular sugiere que el Ascaris se transmite
del cerdo hacia el hombre (Anderson, 1995).

2.3.1. Taxonomia.

La clasificacion taxonémica del parasito intestinal Ascaris suum es \a siguiente:
(Brusca y Brusca, 1980; Dunn, 1983).

Filo: Nematoda o Asquelmintos.,

Clase. Secementea o Plasmida.

Subclase: Rhabditia.

Orden: Ascaririda.

Superfamilia: Ascaroidea. R
Familia: Ascarididae.

Geénero: Ascaris.

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

los heilmintos parasitos pertenecen al grupo de los

El mayor numero de
filo Asquel/mintos, no son

nematodos. Los nematodos pertenecientes al
segmentados. presentan generalmente forma cilindrica apltanandose 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 suum son
gusanos largos y gruesos de color rosado encontrandose en el intestino del
cerdo y muy raramente en el hombre. Los sexos estan separados; los machos

pueden medir de 15 a 25 cm, mientras que las hemnbras hasta 40 cm de largo

Los machos pueden distinguirse de las hembras por su tamafo mas pequefio
1983) Las hembras pueden

y por su cola ligeramente enrroscada (Dunn,

aparecer mas obscuras cuando se encuentran repletas de huevos de color
obscuro (Figura 3). En ia parte anterior ambos sexos son mas delgados
pudiéndose observar un orificio bucal con tres labios, dos subventrales y uno

dorsal. Cada labio lleva en su superficie interna una corona de diminutos
denticulos (Souisby, 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 esdfago llamada también faringe. La

faringe es alargada y consta de tres partes: el cuerpo, el istmo y el bulbo
terminal (Figura 4) (Brusca y Brusca. 1990) Los nematodos carecen de

aparato respiratorio y circulatorio.

10
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Figura 3. Anatornia de! Ascaris suurm hembra, se observa el tubo digestivo y el

sistema reproductor ( Brusca y Brusca, 1990).
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Figura 4. Esdfago del Ascaris suum, compuesto de tres partes: el cuerpo, el
istrmo y el bulbo terminal (Brusca y Brusca, 1990).
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2.3.3. Pared dei cuerpo.

La pared del cuerpo esta constituida por tres estratos: 1) cuticula, 2) hipodérmis

y 3) capa muscular

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 singitio cuyos nucleos 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

proteinas que constituyen a la cuticula.

3) La capa muscular esta formada exclusivamente por fibras longitudinales
(Lamothe y Garcia. 1988; DeBell et al., 1963; Brusca y Brusca, 1990). Las

células musculares de Ascaris (Figura 5). estan compuestas por tres partes:

a) El huso (spindle),

13
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CELULA MUSCULAR DEL Ascaris

Wipodw iy

Figura 5. Esquema de la célula muscular del Ascaris suum.
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b) La bolsa nuclear.

c) Elbrazo.

El huso es una parte fibrilar alargada y es la regidn contractil. se encuentra
dentro de la hipodérmis y se dispone longitudinalimente. La boisa nuclear es
una estructura en forma de baldn con un didmetro de aproximadamente 200
um en la cual se encuentran las mitocondrias, e! nacleo y particulas de
glucégeno (Rosembluth, 1965). El brazo es un apéndice delgado que sale
transversalmente de la bolsa nuclear a uno de los cordones nerviosos que se

encuentran longitudinalmente en el gusano

Se ha demostrado la existencia de receptores extrasinapticos al GABA y a la
acetilcolina localizados en la superficie de la bolsa de la célula muscular
(Martin, 1980 y 1982). La acetilcolina despolariza estas células en tanto que la
piperazina y el GABA Ia hiperpolarizan (Martin, 1980, Del Castillo et
al.,1964).

2.4.MM ismo de ion de los agentes antihelminticos.

Se denominan antihelminticos a los medicamentos que se emplean para liberar

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

En forma general los agentes utilizados contra los nematodos actian por tres

formas (Rew y Fetterer, 1986): 1) alterando el metabolismo de la glucosa;
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2) alterando la coordinacién neuromuscular y 3) inhibiendo la funcion

microtubular (Navarrete, 1996).

2.4.1. Farmacos que actuan sobre el metabolismo de la glucosa.

Los farmacos antiheiminticos que actian sobre el metabolismo de la giucosa
de los nematodos parasitos, pueden actuar alterando el transporte, el
catabolismo o bien pueden inhibir la sintesis de glucégeno. Los farmacos que
pertenecen a este grupo son: Isctiocianatos (bitoscanato), bencimidazoles
(tiabendazol, mebendazol), colorantes cianinas (pirvinio, ditiazanina),
compuestos de antimonio (estibofén, tioglicolato de antiménio sodico,
estibocaptato, estibogluconato, tartrato de antimonio potasico), fenoles

substituidos (disofenol) y salicilanilidas (rafoxanida, closantel).

2.4.2. Farmacos que alteran |a coordinacién neuromuscular.

Para los nematodos parasitos la coordinacién neuromuscular de sus
movimientos es fundamental para mantenerse en el sitio adecuado dentro de!
sujeto que parasitan, para copular, desovar y alimentarse. La mayoria de los
agentes antihelminticos 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 actban como agonistas
colinérgicos., entre los que se encuentran: los imidazotiazoles (levamisol,

butamisol). las sales de amonio cuaternarias (befenio, closilato de tenio) y las
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tetrahidropirimidinas (pirantel, oxantel, morantel). La inhibicibn de la enzima

constituye otra estrategia para alterar Ila funciéon

acetilcolinesterasa,
neuromuscular de ios nematodos. Entre los inhibidores de la colinesterasa se
encuentran los compuestos organofosforados como: coumafos, triclorféon,
haloxdn, naftalafos y diclorvos. En realidad estos compuestos se utilizan en ia
agricultura para combatir insectos y nematodos, y su uso en medicina humana

y veterinaria esta limitado por su aita toxicidad

E! antihelmintico piperazina. actua como agonista selectivo de baja potencia de
los receptores del GABA presentes en el Ascarns. sobre el cual provoca una

paralisis flacida (Del Castillo et a/, 1964a; 1964b; Martin et a/, 1991).

2.4.3. Farmacos que inhiben la funcion microtubular.

Los bencimidazoles, como el mebendazol y el flubendazol, tienen la capacidad

de unirse con gran afinidad a la tubulina de las fracciones citosdlicas de

embriones de Ascars suurm de 8 dias de edad (Friedman y Platzer, 1980). EI
fenbendazol, parbendazol y mebendazol, presentan el mismo nivel de potencia
para inhibir el ensamblaje de tubulina tanto en mamiferos como en nematodos.
En tanto que, el tiabendazol y el oxbendazol son mucho mas activos para
inhibir el ensamblaje de tubulina en nematodos y son practicamente inactivos
en los mamiferos. Los microtubulos desarrollan una serie de actividades en las
céluias, estan presentes en la mitosis durante la formacion del huso y del

citoesqueleto, en donde participan en la secrecidn, la configuracion celular y el

17
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transporte intraceiular (Gull ef a/, 1887). Los bencimidazoles provocan la
desaparicidn selectiva de los microtubulos citoplasmaticos de las ceélulas
tegumentarias e intestinales de los parasitos afectados y provocan la
acumuiacion de las secreciones de las vesiculas dentro de las células. Los
bencimidazoles también alteran la secreciéon de la acetilcolinesterasa. el
consumo de glucosa y agotan las reservas de glucégeno (Webster, 1991). La
efectividad de los bencimidazoles radica en la mayor sensibilidad de la tubulina

de los helmintos en relacién a la de los mamiferos.
2.8. Farmacologia de los receptores en el Ascaris suum.
2.S.1. Farmacologia de los receptores al acido y-aminobutirico.

La existencia de ios receptores al acido y-aminobutirico (GABA) en el Ascaris,
fue demostrada por Del Castillo et a/. (1964b, 1964c), al describir el efecto
hiperpolarizante de la piperazina y del GABA en las células musculares de
dicho parasito. Los receptores al GABA se encuentran en la unién

neuromuscular en el sincitio y en la superficie de las diferentes partes de la

célula muscular (Martin, 1980).

Los receptores al GABA del Ascaris presentan algunas caracteristicas similares

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

" GABA y del acido 4-metii-trans-aminocroténico.

2. Los agonistas de los receptores GABA, de los vertebrados son menos

potentes en el Ascarns.

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

incremento en la conductancia a los iones de cloro.
4. Existe una correlacion de la potencia relativa de los agonistas de los
receptores GABA en el Ascans y la potencia relativa de los agonistas de los

receptores GABA, en los vertebrados.

S. Etl antihelmintico piperazina actua como agonista selectivo de los receptores

GABA en el Ascaris.

Hay aan mas diferencias farmacolégicas entre el receptor GABA en el Ascans y

el receptor GABA 3 de los vertebrados:

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

pentobarbitona ni por flurazepan, como ocurre en ios vertebrados.
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b) Los antagonistas de los agentes GABAérgicos que actdan sobre los
receptores GABA,4: bicuculina, picrotoxina. securinina, pitrazepina y dieldrin

son débiles o inactivos en el Ascan's.

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

los agonistas GABAérgicos con actividad en el Ascaris.
2.8.2. Farmacologia de los receptores de la acetilcolina.

La presencia de receptores a la aceticolina en el Ascans 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
region sincitial (Del Castillo et al, 18963; Martin, 1982) y extrasinapticamente en
la regibn de la bolsa del musculo de Ascarsis (Martin,1882). La acetilcolina
despolariza y cambia la frecuencia y la amplitud de las espigas en las células
musculares (Del Castillo et 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 |a presencia de la colinacetiltransferasa en las motoneuronas

excitatorias presindpticas del musculo (Johnson y Stretton, 1977). La nicotina a
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Tabla 1. Agonistas de los receptores GABA en el Ascans suum ordenados de

mayor a menor actividad de acuerdo a sus potencias relativas (Martin of al.,
1991).

AGONISTAS

S-(+)-dihidromuscimol
x dihidromuscimol
Acido (2)-3-(aminoiminometiijtio-2-propenoico (ZAPA)
Acido y-aminobutirico (GABA)
R-(-)-dihidromuscimol
Acido trans-aminocrotéonico (TACA)
R-(-)-3-OH-GABA
Acido imidazol-4-acético (1AA)
Muscimol
isoguvacina
S-(+)-3-OH-GABA
Acido guanido acético (GuAA)
Acido delta-aminovalérico (DAVA)
Acido cis-aminocroténico (CACA)
Acido beta-guanidopropidnico (BGuPA)
4,5 6,7-tetrahidroisoxazol-[5.4c]-piridin-3-ol (THIP)
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concentracicnes bajas produce contracciones al igual que la acetilcolina

(Onauguluchi. 1989) Los agonistas nicotinicos provocan buenas respuestas
sobre los receptores a ia acetilcolina del Ascarns. mientras que los agonistas
muscarinicos son débiles o inactivos (Baldwin y Moyle. 1949: Natoff, 1989,

Rozhkova et al.. 1980; Colquoun et al., 1991).

La potencia relativa de los agonistas nicotinicos y muscarinicos en este

nematodo, tienen el orden de potencia siguiente:

metahidroxifenilpropiltrimetiamonio (HPPT)> i1oduro de 1,1-dimetil-4-fenil
piperazinio (DMPP)> Acetilcolina> nicotina> carbacol> tetrametilamonio (TMAT™)
> muscarina> furtretonio> arecolina> decametonio, que fue un antagonista
débil también (Colquhoun et al., 1991; Natoff. 1969, Harrow y Gration, 1985).

€! morantel, pirantel y levamisol actuan como agonistas colinérgicos potentes.

La mecamilamina y benzoquinonio son los antagonistas mas potentes para
antagonizar la respuesta de la acetilcolina en el Ascans y son mas potentes que
la tubocurarina. ElI 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) vy el
antagonista selectivo de [os receptores muscarinicos, la atropina es una
antagonista muy débil para antagonizar ia respuesta de la acetilcolina en este

nematodo (Coulquhoun et al., 1991; Natoff, 1969). Las contracciones inducidas
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por aceticolina se bloquean por d-tubocurarina, pero no por atropina, asi el

receptor a la aceticolma en el Ascans tuvo algunas de ias propiedades

fary togé del P nicotinico de los vertebrados (Martin et &/, 1991).

Considerando el perfil de actividad los agonistas colinérgicos en @l Ascarn's se
Propuso que este receptor de la acetilcolina en este nematodo es de naturaieza
nicotinica. Sin embargo. este receptor no se habia podido ciasfficar de acuerdo
a la nomenciatura de los vertebrados como ganglionar o como neuromuscular,
debido a que se bloquea tanto por los antagonistas nicotinicos musculares,
tubocurarina y benzoquinonio, como por el antagonista nicotinico gsnglionar
mecamilamina, pero no por el hexametonio ( Martin et a/., 1991). Sin embargo
recientemente se ha propuesto que se trata de un subtipo de receptor nicotinico

denominado receptor nicotinico n (Navarrete y Hong, 1995).

El levamisol es un agonista en los receptores a la acetilcolina del Ascarn's, en
tanto que en los receptores nicotinicos de los vertebrados, tienen sdélo una
accion nicotinica débil. La accidn selectiva del levamisol permite que este sea
usado como antihelmintico efectivo, afectando al nematodo parasitco pero no
al hospedero (Harrow y Gration, 1985). En la tabla 2 se presenta la lista de los
agonistas y antagonistas colinérgicos mas importantes, que tienen efecto en los

receptores colinérgicos del Ascans.
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Tabia 2. Agonistas y Antagonistas colinérgicos en el Ascans suum ordenados

de mayor a menor de acuerdo a su potencia relativa ( Colquhoun et al/., 1991;

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

ANTAGONISTAS

AGONISTAS
Morantel! Benzoquinonio
Pirantel Mecamilamina

DMPP & Clorisondamina
Levamisol Tetrahidrofenilfosfénio
Acetiicolina Quinacrina

Tubocurarina
omaQpP b
Pancuronio

Propioniicolina
Succiniicolina
Nicotina
Carbacol
Trimetilamonio

Trimetofan
Atropina

Decametonio

Muscarina
Furtretonio Hexametonio
Arecolina Dihidro-p-eritroidine
Suberildicolina

Decamaetonio

a8 DMPP = loduro de 1,1-dimetil-4-fenilpiperazinio.
b DMQP = toduro de 1,1-dimetil-4-(3-quinolif)-piperazinio.
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26. G lidad del |

El tetramisol es una mezcla racémica de ciorhidrato de 2,35 6-tetrahidro-6-

fenil-imidazo (2.1-b) tiazo! y es un antihelmintico potente de amplio espectro,

(Thienpont, et al., 1966), el isOmero levo, conocido como levamisol (Figura 6),
tiene mayor actividad que el tetramisol, el isomero levo es un inhibidor mas
potente del sistema fumarato-succinato que el isémero dextro (Van den
Bossche y Janssen, 1969). El tetramisol es activo contra varios nematodos,

perc en el hombre se usa principaimente en el tratamiento de infestaciones por

Ascaris (Payan y Shearn, 1991).

NYS\I

N

Fig. 6. Estructura de levamisof.

El levamisol altera la respuesta inmune. Al parecer, la estimula, aunque en
estudios experimentaies puede comportarse como iNMuMosSupresor y como

inmunoestimulante, segun el momento en que se administre en relacidén con la
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agresion antigénica. El efecto potenciador se observa en particular en ta

inmunidad mediada por células; tiene poca acciébn en la produccidn de
anticuerpos. At parecer, el levamisol sélo estimula la inmunidad celular cuando

esta deprimida (Payan y Shearn, 1991).
E! levamiso! acelera la quimiotaxis y la fagocitosis de macréfagos y de
leucocitos polimorfonucleares y al parecer intensifica la funcion de los linfocitos
T. particularmente en situaciones donde hay alteracion de la hipersensibilidad
retardada (Goldsmith, 1991). Por otro lado, el levamisol inhibe a la fumarato
reductasa a nivel det musculo de Ascans ademas de causar una inhibiciéon
esterecespecifica de las fosfatasas alcalinas humanas, excepto las que se

encuentran a nivel del intestino y de la placenta. (Rolio, 1984).

2.6.1. Far inéti dei lev isol

E! levamiso! se absorbe con rapidez y en aita proporcidn. En el hombre, la dosis
oral unica, de 150 mg. produce cifras plasmaticas maximas de 0.5 ug/m!, en 2 a
4 horas. El levamisol se distribuye en muchos tejidos y alcanza concentraciones
elevadas en el higado, donde se metaboliza en forma extensa. Las cifras
sanguineas decrecen con rapidez: la vida media plasmatica es de 4 horas y la
eliminacidn es casi completa en 48 horas. Menos de 5 % de dosis

administrada, se excreta sin cambio en la orina (Goldsmith).
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2.6.2. Efectos adversos y dosificacion.

La dosis unica para adultos es de 150 mg y para nifos de 3 mg/Kg. Cuando el
levamisol se usa en dosis Unicas para el tratamiento por Ascaris, los efectos
secundarios son leves y pasajeros. Se incluyen: nauseas, véomitos, coélico

abdominal leve, cefalea, mareos, debilidad y erupciones cutaneas (Goldsmith).

2.7. Far togia de | isol

£t levamisol, es un antihelmintico potente cuyo modo de accion farmacolégico
todavia tiene que ser rigurosamente estudiado. El levamisol causa una
contraccion rapida de los musculos del nematodo seguida de una paralisis

espastica y a dosis altas los gusanos mueren (Thienpont et al, 1966).

Estudios del modo de accidn de levamisol indican que es un agonista selectivo
de los receptores acetiicolina presentes en células musculares de Ascans
Suum, causando un incremento en la conductancia y despolarizacion de las

células musculares de este parasito (Harrow y Gration, 1985).

Se han descrito varios efectos para el levamisol, incluyendo la inhibicién de la
succinato deshidrogenasa de nematodos (Van Den Bossche y Janssen, 1969),
inhibicion de la fosfatasa alcalina en mamiferos (Van Belle, 1972), y la
mhura'ciOn de la respuesta inmune citotdxica en los mamiferos ( Janssen,

19786). Estos efectos ocurren a dosis mucho mas altas, que aquelias a las que
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contraen el masculo del nematodo. También se ha demostrado que el levarmisol

inhibe al AMP ciclico en la regulacion del metabolismo del glucdgeno (Donahue
et al., 1983).

El levamisol despolariza el musculo del Ascarn's (Aceves et al, 1970). esta
accion en nematodos puede ser bloqueada por mecamilamina y pempidina,
los cuales son agentes bloqueadores colinérgicos ganglionares de vertebrados
(Coles et al., 1974), pero no es bloqueada por d-tubocurarina ni por atropina

(Aceves et al., 1970; Coles et al.,

1974). Varios \aboratorios han notado el
modo de accion bifasico del levamisol: un efecto agonista inicial fuerte seguido

por una relajacidon parcial o por una recuperacién (Eyre, 1970; Coles et al.,

1974). La segunda fase es acompafada por una reduccién de 1a respuesta al
levamisol y a la acetilcolina (Aceves et al., 1970).

En vertebrados el levamisol actua como un agonista ganglionar (Eyre, 1970) y

a concentraciones altas provoca un efecto bloqueador despolarizante en
musculo esquelético (Eyre, 1970). Los antihelminticos pirantel, befenium,
maetiridina y dietilcarbamicina, presentan el mismo mecanismo de accién que el
fevamisol (Eyre. 1970; Coles et al.,1974).

La d-tubocurarina y el decametonio tienen un efecto muy débil en nematodos.

La baja actividad de la d-tubocurarina y atropina contra ia accién antiheimintica
del levamisol han llevado a la realizacién de investigaciones en las que se
propone que el levamisol actua por medic de un mecanismo no colinérgico
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(Aceves et al.. 1970, Coles et al., 1974). Estudios posteriores demostraron que

el efecto de levamisol en nematodos es atribuibie a un mecarnismo colinérgico
{Lewis et al., 1980).

Harrow y Gration en 1985 concluyen que el antihelmintico levamisol

activa el
mismo canal catibnico de

la acetilcolina porque activan corrientes con
potenciales inversos similares.

Robertson y Martin en 1993 demostraron que el levamisol abre los canales
catidnicaos selectivos de las vesiculas musculares de Ascaris suum, pero en
adicion produce un bloqueo de los canales abiertos y una desensibilizacion,
concluyendo que el levamisol actua sobre el receptor de la acetilcolina en el

musculo de Ascaris suum, tanto abriendo y bloqueando ios canales catidnicos
(Robertson y Martin, 1993).

El nematodo de vida libre Caenorhabditis elegans. presenta un sitio de unién de
afinidad alta para un grupo de compuestos relacionados estructuraimente con
el levamisol, siendo el metaminolevamisol tritiado ([3H] MAL) el derivado de
mayor potencia de este grupo de compuestos. Los agonistas colinérgicos,
DMPP, carbacol y nicotina, inhibieron la unién del [3BHIMAL, en el mismo orden
de potencia al que presentan para provocar contracciones en el tejido muscular
del Caenorhabditis elegans. Los antagonistas mecamilamina, d-tubocurarina,

atropina y hexametonio no inhibieron la unién del [3H]

MAL en el
Caenorhabditis elegans (Lewis et al., 1986).
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3. JUSTIFICACION.

La farmacciogia de! levamiscol en el Ascans aun no es comprendida en su
totalicdad, por lo que el presente trabajo pretende contribuir al conocimiento de
la farmacologia del levamiso!l mediante el estudio de las interacciones con
agonistas y antagonistas colinérgicos en el Ascaris. Conociendo mejor el

comportamiento del levamisol es posible obtener informacidn sobre el

desarrollio de nuevos agentes antihelminticos.
4. OBJETIVOS.

4.1. Objetivo general.

El objetivo general en este trabajo es:

Estudiar el comportamiento farmacoldgico de la interaccién de levamisol con

diferentes agonistas y antagonistas colinérgicos en tiras musculares del Ascarns

suum.
4.2. Objetivos particulares.

Los objetivos particulares en este trabajo son:
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4.2.1. Determinar !a curva dosis-respuesta de levamiso! en tiras musculares de

Ascaris suum.

4.2.2. Determinar la curva dosis-respuesta de la acetilcolina en tiras musculares

de Ascars suum

4.2.3. Evaluar el efecto de los antagonistas colinérgicos: mecamilamina. d-
tubocurarina, atropina, hexametonio, DMQP y DMNP3 sobre la respuesta

contractil de levamisol.
4.2 4. Evaluar el efecto de los antagonistas colinérgicos: mecamilamina, d-
tubocurarina, atropina, hexametonio, DMQP y DMNP sobre |a respuesta

contractil de la acetilcolina.

4.2 5. Estudiar la interaccién de levamisol con los agonistas colinérgicos:

acetilicolina, carbacol, DMPP y nicotina.

8. HIPOTESIS.

El presente trabajo se desarrollara bajo las siguientes hipétesis:

1. La contraccidon de las tiras musculares del Ascarns provocadas por el

levamisol seran inhibidos por los antagonistas colinérgicos en el mismo orden

de actividad a como antagonizan las respuestas de la acetilcolina.
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2. El levamisol al ocupar el receptor colinérgico inhibira la respuesta de los
agonistas colinérgicos cuando estos se administran después de levamisol y de

la misma manera los agonistas colineérgicos inhibiran la respuesta de levamisol
cuando se administren antes que este.

6. MATERIALES Y METODOS.

£! método que sirvid para el desarrollo de este trabajo, fue descrito por
Navarrete y Hong (1995). E! diagrama de flujc de la metodologia generai

seguida en este trabajo se resume en el esquema 1.

6.1. Material biolégico.

Especimenes de Ascaris suum se obtuvieron del Rastro de Especies Mayores
“La Aurora” de Ciudad Nezahualcoyot!, en el Estado de México. Los parasitos
se colocaron y se transportaron al laboratorio en solucion Tyrode a 37 °C
(Onauguluchi, 1989) 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. Los Ascaris fueron utilizados
para los experimentos en un periodo no mayor de 5 dias. Se utilizaron los
gusanos hembras de peso entre 4 y 6 gramos.
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I METOOOLOGIA GENERAL |
OBTENCION DE
Ascens
OBTENCION DE LAS
TIRAS MUSCULARES

EVALUACION DE LA
INTERACCIONES FARMACOLOGl S

I

—

DETERMINAC ON DE LA
TIVIDAD CONTRAC

DEL LEVAMISOL

DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD ONTRACTIL
DE LA ACETILCOLINA

ANTAGONISTA SOBRE LA RESPUESTA

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
CONTRACTIL DE LEVAMIS!

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTAGONISTA SOBRE LA RESPUESTA
CONTRACTIL DE LA ACETILCOL!
INTERACCION
AGONISTA*-LEVAMISOL.
INTERACCION
LEVAMISOL-AGONISTA®|

* Los agonistas probados fueron: acetilcolina, nicotina, carbacol y DMPP.

Esquema 1. Diagrama de flujo de la metodologia general para la evaluacion
farmacolégica de ievamisol.
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6.2, Preparacion de tiras musculares de Ascaris suum.

Se utilizaron tiras musculares ventrales de 2 cm de iargo de la pared muscular,
obtenidas inmediatamente después del poro genital del Ascans (Figura 7). Los

fragmentos obtenidos se cortaron a lo largo de los conductos laterales., y 1a

porcidn dorsal fue desechada. El intestno y el dtero se gquitaron
cuidadosamente usando unas pinzas finas. Las tiras musculares se colocaron
en una camara de organo aistado, conteniendo 10 ml de solucidén Tyrode
modificada a 37°C. Las preparaciones se suspendieron entre 2 ganchos, un
extremo de la preparacidon muscular se fijo al tapon de la caAmara y el extremo
opuesto se unid a un transductor de desplazamiento de fuerza Grass 7 FTO3
conectado a un poligrafo Grass 7D para registrar las contracciones isométricas
del musculo. Las tiras se dejaron estabilizar por una hora bajo una tensién

inicial de 4 g antes de la aplicacién de Jos farmacos.

6.3, Aplicacion de los farmacos.

Los farmacos se disolvieron en solucién Tyrode. Todos los compuestos se
prepararon diariamente y se adicionaron a la camara de érgano aislado en un
volumen de 100 ul. La concentracidon de los farmacos se expresé como la

concentracion final en la soluciéon del bano.
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Figura 7. Esquema de la preparacién de una tira muscular de Ascaris suum.
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6.4. Efecto contractil de ievamisol.

La capacidad para producir contraccion fue analizada por medio de curvas
dosis-respuesta. La curva dosis-respuesta para el levamisol se realizd
utilizando concentraciones acumulativas. La tensién muscular desarroliada por
levamisol se expresé en gramos. Todos los resultados se expresaron como la
media * e.em. de por lo menos 6 repeticiones, para este y los demas
experimentos.

6.5. Efecto contractil de Ia acetiicolina.

La capacidad para producir contraccién de la acetilcolina fue analizada por
medio de las curvas dosis-respuesta. 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 tensién muscular desarrollada por

la acetilcolina fue expresada en gramos.

6.8. Efecto de los antagonistas colinérgicos sobre la respuesta contractil
de levamisol.

Los farmacos antagonistas mecamilamina, tubocurarina, atropina,
hexametonio, DMQP y DMNP se adicionaron 5 minutos antes de la adicion de

levamisol (316 M) al bano del tejido con un periodo de contacto de § minutos,

3€
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después de la adicidon de éste agonista. las tiras musculares de Ascarns fueron
retiradas. L.a concentracién del antagonista requerida para producir el 50 % de

{a inhibicidon de la respuesta a |a contraccién de levamisol fue estimada por
regresion no lineal.

8.7. Efecto de 108 antagonistas colinérgicos sobre Ia respuesta contractil
de 1a acetilcolina.

La acetilcolina a una concentracion de 100 uM se adicioné al bafo del tejido a
intervalos de 30 minutos dejando 5 minutos de contacto. Los farmacos
antagonistas mecamilamina, tubocurarina, atropina, hexametonio, DMQP y
DMNP se adicionaron 10 minutos antes de la adicidn subsecuente de la
concentracion de acetiicolina. La concentracidon del! agente antagonista
requerida para producir e! 50 % de ia inhibicién de la respuesta a la contracciéon

de acetilcolina (100 uM) fue estimada por regresion no lineal.
6.8. interaccion de los agonistas colinérgicos sobre el levamisol.

La interaccién de los agonistas colinérgicos acetilicolina (100 uM), DMPP (10 n
M), carbacol y nicotina (316 uM), fue analizada en tiras precontraldas con
fevamisol. El levamisol en concentracion submaxima (316 uM) se adiciond al
bafo del tejido, los farmacos agonistas se adicionaron a concentraciones
submaximas correspondientes después de la respuesta maxima alcanzada por

et levamisol. En otro tipo de experimentos se invirtid el orden de adicion, se
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adicionaron primero los agonistas colinérgicos: acetilcolina, carbacol, nicotina y
DMPP, a las concentraciones antes mencionadas y después el levamisol (316
M).

7. FARMACOS Y SUSTANCIAS DE PRUEBA.

La acetilcolina, el levamisol, carbacol. DMPP (loduro de 1,1-dimetil-4-fenii-
piperazinio), nicotina dbase libre, mecamilamina, clorhidrato de atropina,
bromuro de hexametonio y cloruro de tubocurarina fueron obtenidos de la
compania Sigma Chemical Co. (ST. Louis, M.O.). Ei ioduro de 1,1-dimetl-4-(2-
quinolil)-piperazinio (ODMQP) y el ioduro de 1,1-dimetil-4-(2-naftil}-piperazinio
(DMNP) fusron obtenidos del acervo de compuestos perteneciente a la Seccion
de Terapéutica Experimental del Departamento de Farmacologia y Toxicologia
del CINVESTAV. Las sales organicas utilizadas para la preparacion de la
solucion Tyrode fueron de grado analitico y se obtuviéron de las companias J.T.

Baker y Sigma Chemicol Co.
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8. RESULTADOS.

8.1. Determinacién de Ia curva i6 pussta de levamisol y de
la ti L] on tiras jares de Ascaris suum.

Los agonistas colinérgicos levamisol y acetilcolina provocaron contracciones de
ias tiras musculares, dependientes de la concentracién. El levamisol y Ia
acetilcolina provocaron el efecto maximo a la concentracién de 1000 uM
respectivamente (Figura 9). Para evaluar el efecto de los antagonistas se utilizé
una concentracion de 316 mM de levamisol la cual did una tension de 2 .82 =
0.72 g y para ia acetilcolina se Utilizdé una concentraciéon de 100 mM dando una
tension de 3.67 = 0.36 g. Ei orden de potencia para éstos dos agonistas

colinérgicos fue: levamisol > acetilcolina (Tabla 3).

Tabla 3. Respuestas de las tiras musculares de Ascars suum a los agonistas

colinérgicos, levamisol y acetilcolina.

AGONISTAS CEsp (mM) E max (9)
LEVAMISOL 5.01%0.45 2.98 + 0.76
ACETILCOLINA 14.12+ 0.67 4.03 + 0.49

as
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w

TENSION ()
~

. -7 6 5 4 -3 -2
LEVAMISOL log [M]

Figura 8. EI trazo superior ilustra el efecto contractil durante la adicion
acumulativa del levamisol sobre las tiras musculares de Ascarns. La grafica
inferior corresponde a la curva concentracidn-respuesta para el efecto contractil
de levamisol en tiras musculares de Ascaris suum. Cada dato representa la

media £ ..M. de por o menos 6 experimentos.
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Figura 9. Curvas concentracidn-respuesta para el efecto contractil de levamisol
(@) y de la acetilcolina (@) en tiras musculares del Ascaris suum. Cada dato
representa la media £ e.e.m. de por o menos 6 experimentos.
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8.2. Efecto de los antagonistas colinérgicos sobre Ia respuesta contractil
isol en tiras musculares de Ascaris suum.

prov da por el |

Para observar el efecto de los antagonistas sobre la respuesta contractii de
tevamisol y la acetilcolina, se tomd en cuenta el tiempo de recuperacion de la
preparacion, en el caso de |a acetilcolina la recuparacién es de 30 min, lo cual
no sucede con el levamisol donde la preparaciéon no fogra recuperarse y por lo
tanto fue necesario cambiar la preparacion constantemente (Figura 10). En la
tabla 4 y en la figura 11 se resumen los resultados de la actividad antagonista
colinérgica para inhibir las contracciones de ievamisol 316 mM; el orden de
potencia para astos antagonistas fue el siguiente: mecamilamina > DMNP >

DMQP > atropina > d-tubocurarina > hexametonio.

Figura 10. Efecto de levamisol y acetilcolina en tiras musculares de Ascarns
suum, después del lavado y reposo de 30 min.
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Tabla 4. Potencias relativas de los antagonistas colinérgicos, para inhibir el

efecto contractil de levamisol 318 mM en tiras musculares de Ascans suum.

ANTAGONISTA Clgg ( mM) POTENCIA RELATIVA®
Mecamilamina 0.5x 044 1

DMNP 501032 0.0998

DMaP 31.62 £ 0.51 0.0158

Atropina 50.11 £ 0.33 0.0098

Tubocurarina 501.18 £ 0.43 0.00099

Hexametonio 5011.8 £ 0.41 0.000099

* La potencia relativa se caiculd por el cociente del valor de Cigg de la

mecamilamina entre e! Cigg del DMNP, DMQP, atropina. d-tubocurarina y
hexametonio.
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Figura 11. Efecto antagonista de la mecamilamina (@), hexametonio (V)
atropina (@), d-tubocurarina (@), DMQP (a) y DMNP (@) sobre las contracciones
provocadas por levamisol (316 uM) en tiras musculares de Ascans suum. Los
resuitados se expresan como el porciento del efecto contractil de levamisol a la
concentracién 316 pM (2.82 = 0.72 g). Los resuitados representan a la media
@.e.m. de B8 experimentos.
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8.3. Efecto do ios antagonistas colinérgicos sobre 1a respuesta contractil

-

pr porilaa

i 1

a en tiras lares de Ascaris suum.

En la tabla S y en ia figura 12 se resumen los resultados de 1a actividad
antagonista colinérgica para inhibir las contracciones de la acetilcolina 100 mM;
el orden de potencia para estos antagonistas fue el siguiente: mecamilamina>

d-tubocurarina > DMNP > atropina > DMQP > hexametonio.

Tabla 5. Potencias relativas de los antagonistas colinérgicos para inhibir el

efecto contractil de {a acetilcolina 100 mM en tiras musculares de Ascans sum.

ANTAGONISTA Cisg (mM) POTENCIA RELATIVA®
Mecamilamina 0.07 £ 0.2 1

Tubocurarina 0.11 £0.26 0.63

DMNP 3.91x0.14 0.0078

Atropina 16.54 £ 0.20 0.0042

DMQaP 35.48 £ 0.08 0.0019

Hexametonio 279.14 £ 0.12 0.0002

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

hexametonio.
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Figura 12. Efecto antagonista de ia mecamilamina (®). d-tubocurarina (m).

atropina (¥), hexametonio (a). DMNP (@) y DMQP (e) sobre las contracciones
provc por la ilcolina (100 #M) en tiras musculares de Ascans suum.
Los resultados se expresan como el porciento del efecto contractii de
acetiicoline a la concentracién 100 puM (3.67 = 0.36 g). Los resultados

representan a la media + e.e.m. de 8 experimentos.
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8.4. ién de los agoni: lindrgi sobre el levamisol.

Los agonistas colinérgicos acetilcolina (100 mM), DMPP (10 uM), nicotina y
carbacol (316 mMM), no presentan efecto contractili sobre tiras musculares de
Ascarns suum precontraidas con levamisol 316 mM. En la figura 13 se presenta

este efecto.

o] * v b M
—_—
5 min Ach oMmPP Cen N
) 100 um 10 UM 316 UM 316 UM
* * * *
Lev Lev Lev Lev
318 uM 316 UM 3168 LM 314 UM

Figura 13. Efecto de los agonistas colinérgicos acetiicolina, carbacol, nicotina y
DMPP sobre las tiras musculares de Ascaris suum precontraidas con levamisol
318 uM.
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8.8. Interaccion de levamisol sobre los agonistas colinérgicos.

El levamisol a una concentraciéon de 316 mM presentd un efecto contractil
sobre tiras musculares de Ascaris suum precontraidas con acetilcolina (100 m
M), DMPP (10 uM), nicotina y carbacol (316 mM) (Figura 14). En la tabla 8 se

presentan tos resuitados obtenidos para este experimento.

Tabia 6. Efecto de levamisol 318 mM sobre tiras musculares de Ascarn’s suum

precontraidas con los agonistas colinérgicos.

TENSION (g)

AGONISTA AGONISTA AGONISTA + DIFERENCIA
SOLO LEVAMISOL DE TENSION
CONTROL® 282072 - -
ACETILCOLINA 4.30 £ 0.77 5.08 + 0.687 0.78 £ 0.32
DMPP 3.40+0.20 4.26 +0.73 0.86 £ 0.26
CARBACOL 2.93 = 0.51 3.93 046 1.00 £ 0.30
NICOTINA 0.96 + 0.06 2.33 £ 0.52 137+ 0.28

* LEVAMISOL
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TRATAMENITO PREVIO

CONTRACCION DE LEVAMISOL (3168 uM) DESPUES DE LA
PRECONTRACCION CON LOS DIFERENTES AGONISTAS

TENSION PROVOCADA POR LEVAMISOL (g)

Figura 14. En A se presentan los trazos del poligrafo, en donde es posible

observar la contraccidn provocada por levamisol en Ia tira precontraida con los
diferentes agonistas. En B se presenta ia tension desarrollada por levamisol en

las tiras precontraidas.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS.

Tanto la acetilcolina comao el levamiso! provocan una contraccion dependiente
de ia concentracion en las tiras musculares de Ascars suum. E| efecto maximo
para el levamisol se alcanzd a la concentracién de 316 M (2.98 + 0.76 g). con
una CEgg de 5.01 = 0.45 uM. La acetilcolina se evalu® hasta 1a concentracion
de 1 mM que dié una respuesta de 4.03 + 0.49g con este vator considerado
como maximo se evalud la CEgg que fué de 14.12 + 0.67 uM, estos datos
estan de acuerdo con los descritos previamente por Coiquhoun et al/, 1991 y
Aubcy of al., 1970.

Los resulftados obtenidos con los antagonistas colinérgicos mecamilamina,
atropina, d-tubocurarina, hexametonio y DMQP son acordes con los publicados
antenorments (Colquhoun eof a/., 1991 y Navarrete 1996). Cabe mencionar que
tanto la atropina como e! hexametonio presentan actividad antagonista a
concentraciones altas. o que demuestra la poca sensibilidad de los receptores
a estos antagonistas y no la falta de actividad como lo considerd Martin et al.,
1991 (Navarrete, 1996). El orden de potencia relativa de los antagonistas, para
inhibir las contracciones desarrolladas por la acetilcofina fue: mecamilamina >
d-tubocurarina > DMNP > atropina > DMQP > hexametonio. La baja potencia
del hexametonio parece ser una caracteristica de los invertebrados (Coliquboun
ot al., 1991).
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La potencia relativa de los antagonistas mecamilamina, atropina, hexametonio,
DMQP. DMINP y d-tubocurarina sobre la respuesta contractil de levamisol fue (a
siguiente. mecamilamina > DMNP > OMQP > atropina > d-tubocurarina >
hexametonio. Al realizar la comparacion de las potencias relatives para los
antagonistas colinérgicos sobre la respuesta contractii de la acsticolina y
levamisol se observa un cambio en el orden de las potencias relativas, @l cual
pdedo deberse a la aita afinidad de levamisol por ios meceptores de ia
acetilcolina en ef Ascans. El DMNP y el DMQP son mas potentes pars
antagonizar al levamisol que a 'a acetilcolina, o que puede estar retacionado
con ia actividad selectiva como antagonistas de los r ptores del A s

Los agonistas colinérgicos acetilcolina, carbacol. nicotina y DMPP a las
concentraciones submaximas no presentaron efectos sobre las tiras
musculares de! Ascar’s suum precontraidas con levamisol (3168 uM) (Figura 13),
que puede seor consecuencia del efecto del levamisol. el cusl mantiene
bloqueado al cana! catidnico colinérgico en un estado abierto (Robertson y
Martin, 1993), impidiendo que los otros agonistas colinérgicos puedan activario
y de esta manera provocar una contraccion adicional de las tiras musculares.
Por otro lado, estos resultados también confirman que el levamisol ocupa el
mismo receptor colinérgico en el Ascans suum, como se ha indicado
previamente por otros investigadores (Harrow y Gration, 1985; Robertson y
Martin, 1993). Sin embargo, esta es la primera evidencia funcional de que el

levamisol ocupa el mismo receptor colinérgico en este nematodo.
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En cambio. el levamisol tiene la capacidad de contraer adicionaimente a las
tiras musculares del Ascans suurn precontraidas con los agonistas colinérgicos
acetiicolina, carbacol, nicotina y DMPP (Figura 14). Esto marca una diferencia
del comportamiento de los agonistas colinérgicos anteriores y el levamisol ya
que a diferencia de este, no provocan un bloqueo de la respuesta. Esto puede
indicar que los agonistas colinérgicos mencionados no provocan el bloqueo de

los canales cationicos como |0 hace el levamisol (Robertson y Martin, 1993).

La contraccion de levamiso! en las tiras musculares precontraidas con los

sgonistas colinérgicos se inhibi® mas por acetiicolina y DMPP, seguida par
carbacol y con nicotina se obtuvo !la menor inhibicion (Figura 14B). Este orden
corresponde en general al orden de potencia de estos agonistas para contraer
las tiras musculares del Ascaris suum., |0 que proporciona un elemento
adicional de que el levamisol y los agonistas colinérgicos actuan sobre los

mismos receptores.
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10. CONCLUSIONES.
De el presente trabajo se desprenden las siguientes conclusiones:

1. El orden de potencia para los agonistas colinérgicos acetilcolina y levamisol

fue: levamisol > acetilcolina.

2. El orden de potencia para los antagonistas colinérgicos sobre ia respuesta
contractil de la acetilcolina fue: mecamilamina > d-tubocurarina > DMNP >

atropina > DMQP > hexametonio.

3. E! orden de potencia para los antagonistas colinérgicos sobre |la respuesta
contractit de fevamisol se describe por primera vez, siendo esta: mecamilamina

> DMNP > DMQP > atropina > d-tubocurarina > hexametonio.

4. El DMNFP y el DMQP son mas potentes para antagonizar a las respuestas
contractiles de levamisol que para antagonizar las respuestas contractiles de la
acetilcolina en las tiras muscutares de Ascaris suum, debido tal vez a una
mayor afinidad de los antagonistas por los receptores colinérgicos presentes en

este nematodo.
5. El levamisol bloqued la respuesta de los agonistas colinérgicos, cuando

estos se administraron en las tiras musculares del Ascaris suum precontraidas

con levamisol.
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6. Los agonistas colinérgicos inhiben parcialmente la respuesta de levamisol.
cuando este se adiciona en las tiras precontraidas con los diferentes agonistas
colinérgicos. £l orden de inhibicibn de la respuesta contractil de levamisol en
tiras mMusculares de Ascaris suum fué: acetilcolina > DMPP > carbacol >

nicotina.

7. Estos resultados proporciona evidencias adicionales de que el levamisol y los
agonistas colinérgicos acetiicolina. carbacol, nicotina y DMPP actaan sobre el

mismo receptor en el Ascan's suum.
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