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] INTRODUCCION.

Las enfermedades parasitarias causadas por protozoos y helmintos,
constituyen uno de los principales problemas de salud a nivel mundial,
representando un enorme gasto econémico en particular para los paises en
vias de desarrollo. El numero de pacientes que padecen O mueren por
enfermedades parasitarias se incrementa de manera proporcional con el
crecimiento de fa poblacion mundial’. Se estima gque alrededor de un tercio
de fa poblacion mundial se ecuentra infectada con el nematodo Ascaris
lumbricoides y Ja prevalencia de enfermedades como: trichuriasis,
enterobiasis y estrongiloidiosis va en aumento; asi como millones de casos
de filariasis e infecciones por cestodos se reportan en diferentes paries det
mundo® {Tabla 1).

Tabla 1. Prevalencia Mundial de Haimintiosis de 1947 a 1984.

1947* 1984**
No. en millones Tasax10G0,000hab. No. en millones  Tasax100,000 hab.
Ascaris 650 30,950 1,100-1,300 25,580-30,230
Uncinarias 450 21,430 1,000 23,255
Trichuris 350 16,670 500-1,000 11,630-23,255
Strongyloides 35 1,670 50-100 1,160-2,325
Enterobius 209 9.950 300-500 6,980-11,630

Fuente: Parasitology Today, 1990. 6 (4}:106
*Poblacidn calculada para ese afio de 2,100 millones de habitantes.
*Pohlacion calculada para ese afo de 4,300 millones de habitantes.



En México, en el anuaric sstadistico de 1995, la Direccidn General de

Estadistica, Informatica y Evaluacion, presenta el nimero de casos de

infecciones parasitarias de nofificacién obligatoria, informados por el Sistema

de Vigilancia Epidemiotégica, observandose que la amibiosis y la ascariosis

ocupan e primer lugar de prevalencia dentro de las parasitosis causadas por

protozoarios y helmintos respectivamente (Tabia 2).

Estas 2 parasitosis

ademas de otras helmintiosis (parasitosis causadas por helmintos) representan

un gran problema de salud en nuestro pais.

Tabla 2. Prevalencia de parasitosis en México durante 1995.

l intestinales

PARASITOSIS TOTAL CASOS TASAx100,000
HAB.
amibiasis intestinal 1,106,364 1,274.98
absceso hepatico 3,074 3.54
amibiano
anquilostormiasis y 3420 3.94
necatoriasis
ascariasis 469,951 527.22
giardiasis 786,577 88,22
oxiuriasis 152,499 175.74
teniasis 9,495 10.94
cisticercosis 691 0.70
trichuriasis 10,468 11.83
otras parasisiosis 123,308 142.10

Fuente: SS-EP}-1-7 Direccidon General de Epidemiologia.




A pesar de progresos notables en la oblencion de vacunas, la quimicterapia
sigue siendo el método mas eficaz y econdmico para controlar [as parasitosis.
Los farmacos disponibles en el mercado son especialmente Utiles para tratar
las infecciones causadas por parasitos intestinales, sin embargo se necesitan
nuevos y mejores productos para combatir las infecciones sistémicas y
eliminar la aparicion de resistencia a farmacos.

A este respecto, el tratamiento de fas helmintiosis es uno de los campos que
han mostrado avances importantes en los afios recientes. Los antihelminticos
mayormente empleados en la actualidad son los bencimidazoles los cuales
bajo diferentes modificaciones estructurales han proporcionado mejores
farmacos para el tratamiento de infecciones intra y extraintestinales. Aunque
tos carbamatobencimidazoles {Mebendazol, Albendazol, Oxfendazol, enire
otros) soh los compuestos mas utilizados, ya que tienen un amplio espectro
de accién (Tabla 3), presentan en la posicion 2 un sustituyente carbamato de
metilo que le confiere alta polaridad a fa molécula y por lo tanto una pobre
absorcion a nivel intestinal y una baja efectividad sobre helmintiosis
sistémicas. Ademas, esta estructura sufre un efecto tautomérico debido al H
que se encuentra en la posicién 1 del nicleo bencimidazdlico, lo que impide
obtener moléculas con estructuras bien definidas; asi como evaluar los
requerimientos estereoelectrénicos necesarios para la actividad biolégica.

Por lo antes mencionado es necesario contar con farmacos con mayor
biadisponibilidad, que ademas sean efectivos sobre parasitosis intra y
exiraintestinales y contra los cuales no exista resistencia. Ademas se
requiere realizar estudios de estructura-actividad que permitan mejorar las
propiedades farmacoldgicas de los antihelminticos actuaimente empleados.
Por otro lado existen métodos in vifro que permiten hacer de manera rapida la
evaluacion de ta actividad antiparasitaria de diferentes compuestos, entre
estos se encuentra el del MTT **. Sin embargo, dado que una limitante en 1a
actividad contra parasitos tisulares es la absorcién de estos compuesios a
nivel enteral es importante realizar estudios in vivo que permitan diferenciar




de mejor manera si un compuesto tiene actividad contra determinado

parasito.

Tabla 3. Espectro antihelmintico de algunos antiparasitarios.

Farmaco Nematodos | Cestodos Tremétodos
Tiabendazot + - O
Mebendazol + + {+)
Albendazol + + (*)

{ Pirantel * - -
Prazicuantel - + +
Nitazoxanida + + (+)

+ Clinicamente empieados.
{+} Se ha reportado alguna actividad.




. ANTECEDENTES.

2.1 Generalidades y quimioterapia de las helmintiosis.

Los helmintos de importancia médica y veterinaria se dividen en dos familias
de metazoarios, las cuales incluyen diversas especies de vida libre o
paréusita6 y algunas de ellas son responsables de causar enfermedades tanto
a nivel infestinal como sistémico.

Cestédasigusanos planos, largos, segmentados) Taeria solium
1. Platelmintos

Trematodos(gusanos planos y cortos) Schistosoma mansoni
Helmintos

. Nematelmintos P Nematodos (gusanos redondos) A- lumbricoides

A lo largo del tiempo se han descrito y usado farmacos antihelminticos con
patrones de estructura-actividad no muy bien definida por ejemplo: los
compuestos con antimonio (tartar hemético), hidrocarburos halogenados
{tetracloruro de carbono), compuestos derivados de xantonas y tioxantonas
{lucantona e hicantona), dihidroisoquinofinas (prazicuantel), compuestos
arsenicales (arsenamida), compuestos organofosforados (metrifonate), y
nitrocompuestos e imidazoles (metronidazol)ﬁ. Sin embargo, como resultado
de una mejor comprension de la bioguimica de los helmintos, las relaciones
huésped-parasito y los procesos infecciosos, ha sido posible disefiar nuevos
farmacos de uso en medicina humana y veterinaria (Tabla 4); ejemplo de esto
son los derivados del bencimidazol (Fig. 1), que presentan un amplio
espectro de accién, un buen margen de seguridad y la mayorfa de elios son

efectivos en tratamientos cortos o mejor aun son efectivos a una sola dosis.




Tabla 4. Enfermedades causadas por helmintos y farmaco de eleccion

para su tratamiento.

Helmintiosis Helminto Farmaco Farmaco
efectivo alterno
Ancilostomiosis Ancylostoma ABZ  MBZ, Pamoato de
duodenale NTZ Pirantel, TBZ
Ascariosis Ascaris MBZ Piperazina
fumbricoides Pamoato de ABZ
Pirantel, NTZ
Enterobiosis Emterobius MBZ, NTZ Pamoato de
vermicularis Pirantel, ABZ
Necatoriosis Necator MBZ, ABZ, Famocato de
amernicanus NTZ Pirantel, TBZ
Strongiloidiosis Stongyioides Ivermectina, ABZ
stercolaris NTZ
Trichuriosis Trichun's MBZ, NTZ ABZ, Pamoato de
trichiura Pirantel
Trichinellosis Trichinella TBZ , ABZ MBZ
spiralis
Filariosis Dipelafonems Citrato  de Ivermectina
perstans dietilcarbama
zina
Onchocercosis Onchocerca lvermectina Fiubendazol,
visfvulus MBZ
Dietilcarbamazina
Toxocariosis Toxocara canis ABZ, MBZ TBZ, ivermectina
ycalis
Cisticercosis Cysticercus ABZ Prazicuantel
cellulosae
Taeniosis Taenia saginata Praziquantel, Niclosamida
Taenia solium NTZ
Hymenolepiosis Hymenolapsis Praziquantel, Niclosamida
nana NTZ
Equinococcis Echinococcus ABZ MBZ
granulosus
Fasciolosis Fascicla TRBZ Bitionol
hepética :
Schistosomiosis Schistosoma Prazicuantel Oxamniquina
Jjaponicum Metrifonato
8. mansonia

|

$. haemaiobium

Fuente:Goodman and Gilman's. The Pharmacological Basis of Therapeutics. 9th edition. 1996:961-964.

Monografia Nitazoxanida (Daxén) Columbia Laboratories.

*ABZ albendazol, MBZ mebandazol, TBZ tiabendazol, TRBZ triclabendazol, NTZ nitazoxanida,
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El Tiabendazol (TBZ} fué el primero de la sefie de los bencimidazoles
antiheiminticos, con alto indice terapéutico, utilizado tanto en humanos como
en animales, pero tiene la desveniaja de sufrir una rapida inactivacion por el
metabolismo de la fase |, mediante hidroxilacidn en la posicion &
Posteriormente, se desarrolld un compuesto mas activo, e Cambendazol
(CBZ), el cual posee un espectro de accién similar al TBZ, pero es mucho
mas potente que este Gitimo.

A partir de los descubrimientos del TBZ y CBZ, y como parte de un programa
de modificaciones esctructurales sobre los sustiluyentes del nicleo
bencimidazédlico, surgieron los carbamatobencimidazoles. La sustitucion del
grupo tiazolilo en posicion 2 por un carbamato de metio y diferentes
sustituciones en [a posicion 5, pemmitieron aumentar la vida media de los
compuestos, y dieron iugar a una nueva era de bencimidazoles
antihelminticos como el Parbendazol (PBZ) y el Mebendazol (MBZ).

Despues del MBZ surgieron ofros bencimidazoles de uso veterinario, como el
Oxibendazol (OBZ), el Fenbendazol (FNBZ), el Oxfendazol OFZ, el
Flubendazol FBZ y e Albendazol (ABZ), el cual en la actualidad es
ampliamente utilizado tanto en helmintiosis intestinales como sistémicas.
Entre los bencimidazoles m&s recientes se encuentra el Triclabendazol
(TRBZ), el cual presenta un sustituyente metillio en posicion 2 y tiene gran
eficacia contra Fasciola hepética *7°.

Estos bencimidazoles se caracterizan por su potente actividad antihelmintica
(Tabla 4) y su amplio espectro de accién; sin embargo su limitada absorcion a
nivel intestinal después de una administracion oral, ha limitado su uso en
infecciones intestinales y solo a algunas extraintestinales.

10




2.2 Mecanismo de accitn de los bencimidazoles antihelminticos.

Los estudios sobre los mecanismos de accion de los bencimidazoles
antihelminticos han mostrado que estos pueden afectar diferentes
mecanismos celulares ademas de presentar una amplia variedad de efectos®.
Ensayos in vitro utilizando Haemonchus contortus mostraron que el
Tiabendazol inhibe la actividad de la enzima fumarato reductasa’, que juega
un papel imporiante en el metabolismo anaerébico de ia glucosa y en la
produccidén eventual de energia de muchos helmintos, ya que inhibe la
oxidacion del NADH en presencia de fumarato. En estudios posteriores con
Mebendazol y otros bencimidazoles se demostr que estos acttan inhibiendo
el complejo enzimético de la fumarato reuctasa-succinato deshidrogenasa'"
12.13 |, que afecta directamente en el metabolismo y utilizacién de glucosa en
los helmintos. Los bencimidazoles también interfieren con las rutas
energéticas de los parasites por inhibicion de la malato deshidrogenasa
mitocondrial y citoplasmética“, interrumpiendo la conversion de malato a
piruvato y bloqueando la principal via glucolitica de los parasitos con la
consecuente disminucién de las reservas energeticas.

Algunos estudios in vitro e in vivo utilizando el Mebendazol, mostraron que
éste interfiere con el transporte y utilizacién de glucosa en nematodos y
céslodos, lo que conduce a una disminucién en la sintesis de ATP. De
acuerdo con algunos autores®, estos compuestos también pueden actuar
modificando el gradiente transmembranal de protones, comportandose coma
conductores liposolubles de los mismos, con fa consecuente caida de los
niveles de ATP intracelular.

La mas reciente teoria se basa en la capacidad de los bencimidazoles para
enlazarse con mayor afinidad a la tubulina de los helmintos, un componente
importante def citoesqueleto' *°. Esta unién impide la polimerizacion de la
tubuiina y la consecuente formacién de microtubulos, lo que se cree afecta el
transporte de glucosa, la actividad de la fumarato reductasa, la mitosis y
otras funciones celulares”. Algunos estudios acerca de las relacion
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estructura-actividad de los carbamatobencimidazoles sobre la tubulina,
mostraron que la sustitucion del hidrégeno (H) que se encuentra en la
posicion uno del nicleo bencimidazdlico por un grupo alquii, efimina o
modifica la actividad antihelmintica de los compuestos %', [as caracteristicas
como tamafio, hidrofobicidad, impedimento estérico y polaridad de los
sustituyentes en la posicién 5(6) también juegan un papel importante en la
unién del farmaco con la tubulina®™®. En algunos ensayos se ha visto que fa
introduccién de grupos polares electroatrayentes (-NG3) o electrodonadores
(OH", NH2) en esta posicién, resulta en una disminucion de la actividad; sin
embargo la introduccién de halégenos como el Cl o el Br mejoran fa potencia

de! compuesto'®.

2.3 Albendazol.

/\/s N
"\>_NHCOOCH3
A

ALBENDAZOL

De los carbamatobencimidazoles, el ABZ (2-metilcarbamato-5-propiltio-1-H-
bencimidazol) es uno de los bencimidazoles de amplio espectro que
presenta una alta actividad contra diferentes tipos de nematedos, trematodos
y céstodos, en humanos y animales.

Este bencimidazo! primero fué ufilizado en el tratamiento de helmintioisis

animales y en 1983 fué aprobado su uso en humanos ™.




Estudios recientes han mostrado que el ABZ también es seguro y eficaz en el
tratamiento de algunas enfermedades causadas por protozoarios como la
giardiosis®.

La presencia del grupo metilcarbamato en la posicion 2 de la malécula,
aumenta su polaridad, lo que limita su liposolubilidad y por lo tanto tiene
pobre absorcion intestinal, de tal forma que aproximadamente solo el 5% de
la cantidad administrada por via oral se recupera en plasma’>>>. El H en la
posicion 1 ademéas de ser importante en ia unién a la tubulina parasitana,
sufre un efecto tautomérico (Fig. 2) que impide determinar cual de las dos
estructuras es fa que presenta actividad.

Z-x

o]
/\/S N | /\/S
\©:“>—NHéOCH3 \©[ NHEOCH;
Ill e N

2-matilcarbamato-S-propiltio-1-H-bencimidazol 2-metilcarbamato-8-propiltio-1-H-bencimidazol

Figura 2. Equlibrio tautomérico del ABZ.

El ABZ es metabolizado a sulféxido y sulfona por medio de oxidacion
microsomal222 durante el metabolismo de la fase | y aunque el ABZ
contribuye significativamente al efecto terapéutico, la sulfoxidacidn es un
paso importante en la expresion de la actividad antihelmintica y la toxicidad
del farmaco (Fig.3), considerandose por algunos autores que el sulfoxido de
ABZ es la forma activa del ABZ?,
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Figura 3. Sulfoxidacién microsomal del ABZ.

El sulfoxido v la sulfona de ABZ se encueniran en plasma en mayor
proporcion que el mismo ABZ el cual sdlo es detectado en cantidades traza.
El sulfoxido de ABZ es el principal meiabolito excretado en la orina de ratas y
ratones (23-26%), mientras que la sulfona solo representa un 6%22.
Actualmente, el ABZ se administra con gran éxito en la mayoria de las
enfermedades causadas por nematodos intestinales y con buenos resultados
en infecciones extraintestinales como capilariasis intestinal®, teniasis®,
cisticercosis?’,  hydatidosis®, Jarva migrans cutnea y visceral® vy
triquinellosis, aunque se requiere de la administracion de grandes y repetidas
dosis para que sea efectivo.

En relacién a los estudios de toxicidad, aunque en seres humanos, el ABZ es
bien tolerado durante 30 dias en dosis de 10 mg/kg/dia; cuando se
administraron dosis de 15mg/kg/dia por el mismo periodo, se reportaron

algunos efectos colaterales, como cefaleas, nauseas y crisis convulsivas®.
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Estas reacciones no estan condicionadas a la toxicidad del farmaco, sino a la
reaccion inflamatoria intensa desarrollada por el paciente ante la destruccion
de los parasitos. Cuando las dosis se incrementaron, o los periodos de
administracion rebasaron los tres meses, Se presentaron reacciones
adversas tales como ictericia, alopecia y urticarias. Por ofro tada, estudios
con cultivos celulares mostraron que el ABZ presenta efectos teratogénicos,
los cuales han sido atribuidos a su metabolito principal, el sulféxido; por lo
que 1o se recomienda su administracion a mujeres embarazadas®'.

2.4 Nitazoxanida.

Recientemente se ha sugerido para el tratamiento de helmintiosis asi como
de infecciones causadas por protozoarios el empleo de otro compuesto
conocido como Nitazoxanida, (2-(acefolyloxi}-N-(5-nitro-2-tiazolil)benzamida)
el cual es un derivado det 5-nitrotiazol, que ha demostrado tener un amplio
espectro de actividad contra protozoarios, nematodos, cestddos y
trematodos®. Es también mas eficaz que el metronidazol contra bacterias
anaerébicas y algunas aerébicas como los Streptococcus sp. .

/[—h: o O_CO_CH;
NO, S)\NH_E‘©

" NITAZOXANIDA

El atémo de azufre que reemplaza al nitrégeno en el clasico anillo del
imidazol, es el responsable de la detoxificacion de la molécula, ademas de
que potencializa su efectividad y mejora su espectro de accion.

En la literatura se menciona que este nuevo farmaco tiene una eficacia del
70-100% contra parasitosis intestinales causadas por E. histolytica, Gjardia




lambiia, Criptosporidium parvum, Hymenolepsis nana y Ascaris lumbricoides,
a una dosis de 500mg, 2 veces al dia, durante 3 dias. La administracién de

una dosis unica de 2-3g en parasitosis causadas por Taenia saginata e

Hymenolepsis nana representa un porcentaje de curacion del 95% y 90%
respectivamente. Su espectro de accién incluye ademas a Trichuris trichiuna,
Enterobius venmicularis, Uncinarias y a los protozoarios 7. vaginalis y C.
parvum, entre ofros. Una caracteristica importante de la nitazoxanida es que
rompe el ciclo bioldgico de los parésilos actuando sobre cualquiera de sus
estadios y formas (trofozoitos, gusanos, huevos y quistes; Tabla 5} por lo que
su espectro de accién es global .

La nitazoxanida interfiere con el metabolismo de la glucosa en los helmintos,
creando una acidosis actica que conduce a la muerte del parasito. Se
wgbrequesuactividadantiprotozoariasedebealareduccibn de su grupo
nitro, o que le permite intercalarse en el DNA e inhibir la sintesis de acidos
nucieicos del parasito, conduciendo asi a la formacién de productos
citokdxicos™.

No se ha demostrado que éste farmaco tenga efectos teratogenicos ni
mutagénicos® y los estudios clinicos realizados en México™ mostraron que
ademéas de su amplio espectro de accién, la nitazoxanida es muy bien
tolerada, sin embargo a diferencia del ABZ tiene efectos secundarios como:
nsuseas, algunas veces acompafiadas de cefalea, anorexia y dolor leve tipo
colico™.




Tabla 5. Efecto de la Nitazoxanida sobre diferentes estadios

parasitarios™,

Parasitos Nitazoxanida

Protozoario Trofozoito Quiste
Entamoeba histolytica® + +
Giardia lamblia + +
Trichomonas vaginalis + +
Endolimax nana + +
Blastocystis hominis + +
Trichomonas intestinalis + +
Helminto Gusano Huevo
Ascaris lumbricoides* + +
Enterobius vermicularis + +
Hymenolepsis nana + +
Taenia solium + +
Strongyloides stercolaris + +

* Efectivo a nivel intra y extraintestinal
+ Efectivo nivel intestinal
Fuente: Monografia Daxdn {Nilazoxanida Columbia Laboratories)

El esquema de dosificacién para la nitazoxanida es de 500 mg 2 veces al dia
durante 3 dias consecutivos, lo que comparado con el ABZ representan una
desventaja ya que este es efectivo en una sola dosis diaria®. Dadas sus
caracteristicas terapéuticas y farmacoldgicas, la nitazoxanida es un nuevo

antiparasitario de gran intéres en el control de diversas parasitosis.

2.5 Derivados del 1-metilbencimidazol con posible actividad
antiparasitaria.

Considerando ia baja solubilidad en agua de !os carbamatobencimidazoles,

entre ellos el ABZ, y pretendiendo mejorar tanto su biodisponibilidad como su

eficacia sobre parasitosis sistémicas, ademas de encontrar nuevos

compuestos con actividad antiparasitaria contra fos cuales no exista




resistencia, el grupo de investigacion del Dr. Rafael Castillo Bocanegra del
laboratorio 122 del edificio E de la Facultad de Quimica UNAM, disefié una
serie de derivados del 1- metilbencimidazol.

Estos compuestos conservan el nicleo del bencimidazol, sustituido en la
posicién 1 por un grupo metilo (CHs). La posicion 2 se sustituye con grupos
como son el -NH,, -CHa, -SH y -SCHa3; las posiciones 5 y 6 pueden no estar
sustituidas (compuestos 1-4, serie A), monoclorada en 5 (compuestos 5-8,
serie B}, monoclorada en 6 (compuestos 9-12, serie C}) o dicloradaen Sy 6
(compuestos 13-16, serie D) (Tabla 6).

Tabla6. Derivados del 1-Metilbencimidazof.

oy

: "
CH;

COMPUESTO Ry R: R,
Serie A
1 H H CHs
2 H H NH2
3 H H SH
4 H H SCH;
SerieB
5 H Ci CHa
6 H Cl NH;
7 H Cl SH
8 H Cl SCHa
Serie C
9 Cl H CH;,
10 Cl H NH,
1 Ci H SH
12 Cl H SCH;
Serie D
13 Cl Cl CHa,
14 Cl Cl NH,
15 Ci Cl SH
16 ] Cl SCH;
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La introduccion de un grupo metilo en la posicion 1 evita el efecto tautomérico
gue sufre la molécula del bencimidazol, lo que permite tener compuestos con
estructuras bien definidas; ademas permite evaluar la importancia que tiene el
hidrogeno en esta posicidn dentro de 1a actividad biologica de estas motéculas.
Por ofro lado las sustituciones en la posicion 2, permiten modificar las
caracteristicas de liposolubilidad de Ja molécula y cabe mencionar gue el grupo
-SCH;3 también puede sufrir oxidacidn metabolica para dar el sulfoxido (-SO-).
La sustitucion en las posiciones 5 y 6, con H o Cl, definen los requerimientos
estéreo-electronicos necesarios para la actividad biolégica. Estas sustituciones
permiten estudiar la participacion de los diferentes grupos en la actividad de la
molécula. A continuacién se muestra el procedimiento general de preparacion
de los compuestos 4, 8, 12 y 16 (Fig. 4) y en las Tablas 7, 8 se indican sus

- 00

- SH
RN

CH;3

caracteristiﬁas fisicas.

Rz NHCH;

b
R N
>;SCH3
Re "
CH;
4,8,12y 16

R1=R2=H=4, R1=C| R2=H= 8, R1=H R2=CI= 12, R1=R2=Cl= 16

Reactivos: a)CSZEtOH, KOH B)CHaIEIOH, KOH

Fuente: Tesis Maestria Q.B. Ma. de los Remedios Sanchez Diaz 1999 Sintésis de derivados
dal 1-metilbencimidazol con actividad antihetmintica potencial. F.Q. UNAM.

Figura 4. Preparacion general de los compuestos 4, 8,12y 16.
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Tabla 7. Caracteristicas fisicas de los compuestos 4, 8, 12 y 16 derivados
del 1-metilbencimidazol.

Compuesto F.M. P.M. Edo. Rf (sist.) of (°C)
_ fisico _ _
4 CoHwNzS 176.26 cristales 0.53{W) 53.54
blancos —
8 CoCINGS 21265 cristoles 0.69() 92-93
crema
12 CyiCINS 212,65 cristales 0.69(H} 80.5-81.5
blancos _
16 CoHaCLN:S 247.09 cristales 0.66(1) 121122
_ _ blancos
Fuenie: Tesis Maestia Q.B. Ma. de los Remedios Sanchez Diaz 1999. Sintésis de dervados

del 1-metilbencimidazol con actividad antihelmintica potencial. F.Q. UNAM.

Tabla 8. Algunas caracteristicas fisicas de los compuestos 4, 8,

12y 186.
COMPUESTO Log P tedrico SOLUBILIDADEN |
LA FORMULACION*

4 2.73+0.57 +4ed
8 3.32+0.59 Foryy
12 3.32+0.59 4
16 3.79+06 oy

ABZ 3.01 + 0.86 +

*Formulacion empleada para disolver ios compuestos (Ver apéncice)
++++ muy soluble, +++ soluble, ++ poco soluble, + muy poco soluble.

Inicialmente se evalud la actividad biolégica de todos los compuestos de la
series B, C, D; y de los compuestos 1 y 2 de la serie A, por medic de ensayos
de actividad metabdlica in vitro utilizando el método de MTT-PMS sobre la fase
enteral y parenteral del parasito nematode T. spimlis” (Tabla 9). Los
resuftados mostraron que ef compuesto 1 de la serie A (sin cloro, sustituido en




2 con un grupo metilo) presentd actividad similar al ABZ contra la larva
muscular y en ef caso det organismo aduito solo fué efectivo a la concentracion
de 10ug/mL, mostrando mayor efecto que el mismo ABZ. Dentro de los
compuestos monoclorados en posicion 5 (serie B), los compuestos 7 y 8,
empleados a una concentracion de 1pg/mL tuvieron un efecto similar al del
ABZ contra el adulto; sin embargo el compuesto 8 fué el unico que tuvo
actividad contra la larva muscular del parasito a una concentracion de 1 ug/mL.
Con respecto a los compuestos monoclorados en posicion 6 {Serie C), a la
menor concentracion usada, el compuesto 9 presenté actividad contra el
organismo adulto de T. spiralis similar a la de! ABZ, ademas a ta concentracion
de 10 pg/mb el compuesto 12 también tuvo efecto. Ninguno de los
compuestos de la serie C que fueron evaluados tuvo efecto sobre la larva
muscular del parasito. En relacién a los compuestos diclorados (Serie D), todos
tuvieron actividad contra la larva muscular, semejante a la del ABZ; sin
embargo solo los compuestos 13 y 16 (con sustituyentes metilo y mediltio
respectivamente) redujeron la actividad metabdiica del organismo adulto.

De lo anterior se desprende que algunos compuestos como el 1, 8, 13y 16 son
efectivos contra ambas fases del parésito, y otros solo son efectivos contra la
fase enteral (7, 8, 12). Ademas, se observd gue los gru'pos metittio y metilo en
posicién 2 confireron mayor actividad antihelmintica a los derivados del 1-
metilbencimidazol. Es importante mencionar que estos sustituyentes mejoran
la liposolubilidad de los cmpuestos, lo cual puede explicar los resultados

mencionados.
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Tabla 9. Porcentaje de reduccién de la actividad metabélica del
organismo adulto y la larva muscular (LM) de T7richinella spiralis
utilizando los derivados del 1-metilbencimidazol.

Adulio Adulto LM LM
1pg/mbL 10pg/mi 1pg/mb 10ug/mL
Albendazol 28+7 31410 22312 23414
1 6 51+2 2546 25+17
2 NR NR 9+8 NR
5 8 NR 14+2 1345
6 NR NR 12+1 16
7 23+12 - 28421 7+4 1846
8 34412 2444 24+10 16+10
9 25 16 14+4 19+1
10 NR NR 14+4 15
12 14+7 26 9+5 12
13 2345 23413 2446 2748
14 NR NR 26+2 3443
15 15 15 30+6 3743
16 29+5 27+4 22+11 4645
NR=No Redujo.

Ei porcentaje de reduccion de la actividad metabdlica del parasito se calculé con respecto al control.

Por otro lado, al evaluar el efecto nematicida de los compuestos 8, 12 y 16
sobre la larva J2 de Msioidogyne incognita in vifro, se observd que el
compuesto 8 resultd ser nematicida a 100 ppm y los compuestos 12 y 16
nematostaticos, pero éste tltimo con menor potencia (Tabla 10).




Tabla 10. Efecto de los compuestos 8, 12 y 16 sobre {a sobrevivencia de

la larva J-2 de Meloidogyne incognhita in vitro.

Compuesto Concentracion (ppm) % sobrevivencia
{24 horas)

8 contro! 100
50 15
100 0
200 0

12 control 100
50 80

100 60

200 40

16 control 100
50 80

100 50

200 50

Fuente: Tesis Maestria @.B. Ma. de fos Remedios Sanchez Diaz 1999, Sintésis de derivados
del 1-metilbencimidazo! con aclividad antineimintica potencial. F.Q. UNAM.
Dado que in vitro los compuestos con sustituyente metiltio en posicion 2
fueron efeclivos contra parasitos helmintos, resulta de interés evaluar su

actividad biolbgica in vivo.

2.6 Clasificacion de Trichinella spiralis.

La especie Trichinefla spiralis pertenece al género Trichinella que comprende
organismos nemétodos que parasitan @ una gran variedad de hospederos

incluyendo al hombre, causando [a enfermedad conocida como

triquinellosis®®. La clasificacion de este parasito se muestra a continuacion:

Reino Animal
Superphylum Aschelminthes
Phylum Nematoda
Clase Adenoforea
Orden Enocplida
Familia Trichinellidae
Género Trichinella

Tomado de Chester B.P. y cols. *
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A partit de la comparacion de patrones isoenzimaticos de diferentes aistados
de Trichinella con amplia distribucién geogréfica, asi como de diferentes
caracteristicas bioldgicas, tales como: indice de capacidad reproductiva,
forma de las céllas nodriza o ausencia de estas, resistencia al
congelamiento y huéspedes a los que parasitan, se puso de manifiesto que
hay cuando menos ocho grupos genéticos diferentes, distribuidos en todo el

mundo, ios cuales infectan al hombre®®4041,

Sin embargo, solo T.spiralis
infecta al cerdo doméstico*®.  Baséndose en estos estudios y ofros de tipo
molecuiar se determind que el género Trichinella se encuentra formado por 5

especies y 3 genotipos*' {Tabla 11).

Tabla 11. Especies y genotipos del género Trichinella y
su distribucion geografica .

Especie Distribucion geogréfica

Trichinella spiralis 6 T1 Cosmopalita

Trichinella nativa 6 T2 Zonas subarticas y
holoarticas

Trichinefla britovi 6 T3 Zonas templadas de las
regiones pelearticas

Trichinelfa Cosmopolita

pseudoespiralis & T4

Genotipo T5 Pennsylvania (E.U.A)

Genotipo T6 Pennsylvania Montana
{E.U.A)

Trichinelfa nelsoni 6 77 Aftica tropical

Genotipo T8 Sur de Africa

Tomado de Pozio y cols.”

2.6.1 Triquinellosis.

La triquineliosis se define como una enfermedad parasitaria causada por
nematodos del género Trichinella, de gran importancia en salud publica y
veterinaria. El hombre la adquiere principalmente, al comer camne de cerdo
mal cocida o cruda, que contiene larvas musculares (LM) de T.spiralis. En
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ocasiones, suele infectarse por la ingestién de carne infectada de otros
animales como 0so, cabatlo, foca, jabali,* etc.
El curso de ia enfermedad depende de la cantidad de LM ingeridas y de la
intensidad de la infeccion. Esta parasitosis se caracteriza por fiebre,
desordenes gastrointestinales, miositis, mialgias, edema periorbital,
eosinofilia y mastocitosis®. Un sintoma mucho mas comin y que ha
constituido la clave para sospechar del padecimiento es el edema bilateral de
los parpados, que a veces se extiende a toda la cara y que con menor
frecuencia, se presenia acompanado de congestion conjuntiva®.

En México no se le ha dado una gran importancia a ia triquinellosis, ya que
a pesar de ser conocida desde hace tiempo, los estudios clincos que se han
hecho son insuficientes y debido a que su sintomatologia es simiiar a la de

otros padecimientos, el diagndstico puede ser equivocado.

2.6.2 Ciclo de vida de Trichinella spiralis.

Actualmente T. spirafis es un parasito nematodo gue completa su ciclo de
vida en un solo hospedero, y consta de tres fases de desarrollo: larva
muscular (LM), Jarva adulta y larva recién nacida (LRN).

Fig. 5 Ciclo de vida de Trichinella spiralis.
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El ciclo de vida del parasito (Fig. 5) inicia cuando el hospedero {A} ingiere
came que contiene LM viables (B), en el estomago gracias a la accion de los
jugos gastricos las LM son liberadas y migran hacia el epitelio del intestino
delgado, lo invaden y aproximadamente durante las siguientes 30 h maduran
a sus formas adultas {C). Al alcanzar este estadio, los adullos se localizan
principalmente en las cavidades del duodeno y yeyuno.

En el intestino se lleva a cabo la copula, las hembras comienzan a producir
huevos que se desarrollan en el Gtero para dar lugar a larvas diminutas las
cuales permanecen durante algun tiempo dentro de Ya madre. A partir del
quinto o sexto dia postinfeccion son liberadas larvas méviles (LRN) de
aproximadamente 100pm de longuitud y 6um de grosor (D)
aproximadamente hasta 500 LRN por hembra pueden ser producidas™. La
jarviposicién continia durante un perfodo aproximado de 4 semanas y a
veces hasta 16 semanas. La fecundidad de Ja hembra varia de acuerdo a ia
especie del hospedero y es probablemente una funcién de la habilidad de
este para montar una respuesta inmune rapida en conltra del parasito a nivel
intestinal. Las LRN liberadas atraviesan el epitelio intestinal hasta llegar a
vasos linfaticos y corriente sanguinea, pasando por carazén, pulmones,
cerebro, y liquido cefalorraquideo, hasta llegar a invadir células del masculo
esquelético*>(E). La invasibn maxima se observa en misculos
relativamente carentes de glucogeno como ef diafragma, 1a laringe, 1a lengua,
! abdomen, los intercostales, los biceps, los pectorales, los gemelos, el
delioides, y ofros musculos gue mantienen una actividad constante.

Una vez que las LRN alcanzan las fibras musculares estriadas, penetran
aclivamente en su interior, crecen, maduran a LM e inducen modificaciones
dentro de la célula muscular legando a producir lo gue se conoce como
“célula nodriza”, que es una unidad morfofisiologicamente independiente y
altamente especializada, que permite el intercambio metabolico entre el
hospedero y la larva. Después de 21 a 28 dias se orgina la forma
enquistada{F). Con ta maduracion de la LM se completa el ciclo de vida del

parésit045'4s.
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2.6.3 Tratamiento de la triquinellosis.

E! tratamiento de la triquinellosis tiene como finalidad, en primer lugar
eliminar los organismos adultos y detener la produccion de LRN en el
intestino, y en segundo lugar matar a las LM que se enquistan en los
musculos; sin embargo no se ha establecido un tratamiento especifico.

El fiabendazol es uno de los farmacos mas antiguos utilizados en el
tratamiento de !a triquinellosis, se ha demostrado que este farmaco destruye
al parasito cuando se administra a ratones 0 cerdos 24h después de la
inoculacién, y mitiga la enfermedad si se da al quinto o noveno dia
postinfeccidn®®.

La desventaja principal de! TBZ en el tratamiento de la triquineliosis es su
rapida inactivacion por et metabolismo de ia fase |, por lo que han surgido
otros bencimidazoles como el MBZ y el ABZ con amplic espectro de accion y
con un sustituyente carbamato de metilo en posicién 2 en [ugar del grupo
fiazolil y con diferentes radicales en la posicion 52,

£l MBZ también ha sido usado en el tratamiento de la triquineliosis pero
debido a su pobre absorcion a nive! intestinal su uso se ha limitado a la fase
enteral de la enfermedad. Con el TBZ y el MBZ se observan efectas adversos
a nivel digestivo, signos y sintomas atribuibles a ta foxicidad propia de los
farmacos®?.

Mas recientemente el ABZ ha sido utilizado con éxito, resultando ser mas

eficaz que el TBZ y MBZ en el tratamiento de la enfermedad®'4®.

2.6.4 Trichinella spiralis como modelo experimental.

El intéres por T.spiralis no es solo por su importancia epidemiolégica, sino
porque este pérasito brinda un modelo experimental general de la
helminfiosis causada por nematodos, ya que es uno de los parasitos menos
especificos que existen, por lo que puede infectar a cualquier mamifero
incluyendo al hombre. Ademas, este pardsito puede completar su ciclo de
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vida en ratas y ratones de laboratorio en un periodo de tiempo relativamente
corto, durante el cual presenta tanto una fase enteral como otra parenteral,
por lo que brinda un modelo potencial completo para el estudio de la actividad
antiheimintica de nuevos compuestos *'.
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Considerando que las parasitosis ocasionan un grave problema de salud en
México y a nivel mundial, es necesario contar con nuevos farmacos gue
permitan controlar esta situacion y a la vez disminuir los gastos econémicos
gue esto representa principalmente para los paises en vias de desarrofio. &n
este sentido el Albendazol representa a uno de los bencimidazoles
antihelminticos de gran utilidad debido a su amplio espectro de accion sobre
la mayoria de nematodos, trematodos y cestédos que parasitan al hombre y a
los animales. Este carbamatobencimidazol, ademas de su gran efectividad
sobre helmintiosis intestinales, ha sido utilizado con buenos resultados en la
giardioisis, obteniendo resultados similares a los del metronidazol y con
menos efectos colaterales, Sin embargo debido a su baia solubilidad y a su
limitada absorcion intestinal, solo el 5% de la dosis administrada es
recuperada en plasma; por lo que se requieren de altas dosis y Jargos
periodos de tratamiento para que sea efectivo en infecciones sistémicas.
Con estos antecedentes resulta de interés sintetizar y evaluar la actividad
biolgica de nuevos derivados del bencimidazol. Con tat finalidad se
disefiaron 16 nuevas moléculas derivadas del 1-metilbencimidazol, con
diferentes cambios estructurales que permitirdn determinar si los radicales
presentes en la posicién 2 aumentan Ja solubilidad, la absorcion en el ambito
intestinal y en consecuencia la biodisponibilidad de estos compuestos. La
sustitucién del H por un grupo metilo en fa posicién 1 contribuira a
comprender si éste cambio disminuye o modifica la actividad antihelmintica, y
en cual de las posiciones 5 ¢ 6 del nicleo bencimidazdlico el sustituyente Cl'
confiere mayor actividad a la molécula.

Inicialmente estudios de actividad biolégica in-vitro utilizando al parasito
Trichinelia spirafis como modelo experimental, mostraron que los compuestos
derivados del 1-metilbencimidazol con sustituyente metilo en posicion 2
(compuesto1), diclorado en posicion 5 y 6 (compuesio 13), asi como
compuestos con sustituyentes metiltio monoclorados en  posicion S
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(compuesto 8), y/o diclorados (compuesto 16) tuvieron mayor actividad contra
ambas fases de desarrollo del parasito. Asimismo los compuestos 8 {con
cloro en posicién 5), 12 { con cloro en posicién 6) y 16 (diclorado en posicion
5 y 6) con sustituyente metiltio en posicion 2 tuvieron actividad antihelmintica
in-vitro contra \a larva J2 del nematodo M. incognita, observandose que el
compuesto 8 presento actividad nematicida.

Considerando lo anterior resuita de gran interés evaluar fa actividad bictdgica
in-vivo de los compuestos con sustituyente metiltio en posicién 2 (1-metil-2-
metiltiobencimidazol, compuesto 4; 5-cloro-1-metil-2-metiltiobencimidazol,
compuesto 8; 8-cloro-1-metil-2-metiltiobencimidazol, compuesto 12; y el 5,6-
dicloro-1-metil-2-metiltiobencimidazol, compuesto16) sobre la fase enterat y
parenteral de T. spiralis, ya que este sustituyente les confiere una mayor
liposofubilidad. Los resultados que se obtengan en este estudio permitiran
demostrar si las modificaciones quimicas realizadas contribuyen para mejorar
la biodisponibilidad de estos derivados y también permitird conocer el efecto
de los diferentes sustituyentes dentro del nucleo bencimidazolico sobre la
actividad antihelmintica.




IV. OBJETIVOS.
4.1 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la actividad antihelmintica de 4 derivados de! 1-metilbencimidazol
con sustituyente metiltio en posicién 2, sobre las diferentes etapas de
desarrollo de Trichinelfa spiralfis en ratones infectados experimentalmente con

el parasito.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

*Evaluar la actividad antihelmintica de los compuestos 4, 8, 12y 16 sobre
el organismo adulto y la fertilidad de las hembras de 7. spiralis, en ratones de
la cepa BALB/c infectados con el parasito, en comparacion con el efecto

producido con el Albendazol y la Nitazoxanida.

*Evaluar e! efecto bioldgico de fos compuestos 4, 8, 12 y 16 sobre las
\arvas musculares de T. spiralis en ratones de la cepa BALB/c infectados con
el paréasito, en comparacion con el efecto producide con el Albendazol y ta
Nitazoxanida.

*Determinar si las modificaciones estructurales de estos compuestos
afectan la actividad antihelmintica y establecer una relacion estructura-
actividad de los diferentes compuestos sobre las distintas fases de desarroilo

de Trichinella spiralis.

3




V. HIPOTESIS.

Considerando que el radical metiltio presente en la posicién 2 del nicleo
bencimidazdlico de los compuestos 4, 8, 12 y 16 les confiere una mayor
lipofilicidad, la actividad antihelmintica de estas moléculas sobre Trichinella
spiralis sera mayor en comparacién con a del Albendazol y la Nitazoxanida.
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VI MATERIALES Y METODOS.

6.1 PARTE EXPERIMENTAL.

6.1.1 TIPO DE ESTUDIO.

El presente estudio es experimental, prospectivo, transversal, comparativo y

controlado.

6.1.2 VARIABLES.

Variables independientes.
.Ratones de la cepa BALB/c
.Peso del raton 15-30g de peso
.Dosis administrada de los compuestos equivalente molar a 50mgikg y
75mg/kg de peso.
Administracion de los compuestos:
*Para el estudio de larva adulta y fertilidad aplicacion de una
dosis Gnica al tercer dia post-infeccion.
*Para el estudio de larva muscular aplicacion de un dosis diaria
durante 7 dias consecutivos.

Variable dependiente.

Reduccién de la carga parasitaria.
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6.1.3 POBLACION EN ESTUDIO.

Ratones de la cepa BALB/c de 8 a 12 semanas de nacidos, de sexo
indistinto, sanos, de 15 a 30 g de peso, debidamente desparasitados.
Criterios de exclusion: pérdidas de los animales durante el estudio (muerte o

cualquier otra causa).

6.1.4 POBLACION OBJETIVO,

.Derivados del 1-metilbencimidazol: compuestos 4, 8, 12 y16.
Albendazol (Smith Klane Beechman)
.Nitazoxamida (Daxén)

6.1.5 MATERIAL Y EQUIPO.

Agitador Gerhardt ROS

.Parrillas de agitacion CORNING Stirrer/hotplate
.Agitador para tubos (Vortex Genie 2 Fisher)
Aparato modificado de Bearman

.Cajas petri de plastico Difco

Microplacas de cultivo de 24 pozos

.Equipo de diseccion

.Cénulas y jeringas

.Centrifuga Clinica Sorvall RT 6000D

.Centrifuga de tubos eppendorf 5415C Brinkmann Instruments
.Incubadora con CO; (Water Jacketed, NU 2500E)
.Malla metélica No. 40

Micropipetas Gilson de 20, 200 y 1000uL
Microscopio binocular Nikon 119

.Picadora de carne Moulinex

.Tubos falcon de 15 y 50ml. (Costar)

Ultraturrax Type 18/10 S1 lkawerk Janke Kunke!
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6.1.6 REACTIVOS
.Bactoagar (0140-01 Difco Laboratories)
.Cloroformo y éter (Sigma de México)
.HCl fumante (Merck-México)
Medio RPMI 1640 (Gibco BRL Life Technologies)
.Pepsina 1:2500 60U/mg (Sigma Chemical)
PBS 10%
Albendazol (EMELAC), y prazicuantel {Sector Salud)
Formulacién No. 1 (Ver APENDICE)

6.1.7 MATERIAL BIOLOGICO

Organismos: La cepa de T.spiralis (T1) fué aislada de cerdo y mantenida en
el laboratorioc por pases regulares en ratas Sprague Dawley. Las larvas
musculares fueron obtenidas por digestion artificial de! masculo esquelético
de ratas infectadas.

Criterios de inclusién: Larvas musculares oblenidas de ratas previamente
infectadas, mantenidas a temperatura ambiente hasta no mas de 2 dias antes

de su inoculacién,

Criterios de exclusion: Organismos no viables.




6.2 METODOLOGIA.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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6.2.1 Desparasitacion de los animales de experimentacion.

Los ratones de la cepa BALB/c se desparasitaron utilizando 200ul de una
mezcla de albendazol-prazicuantel (20mg-20mg/mL) administrada por via oral
por medio de una sonda gastrica de plastico del No. 5, durante 5 dias
consecutivos con 5 dias de descanso y ofros 5 dias de administracion. Los
ratones se mantuvieron en cajas de plastico con cambio continuo de aserrin
ésterit  durante todo el tratamiento. Cinco dias después de la liima
administracién se tomaron muestras fecales para verificar la ausencia de

parasitos intestinales™.

6.2.2 Obtencion de las larvas musculares de Trichinella spiralis y
mantenimiento del ciclo de vida del parasito.

A partir del musculo esquelético de ratas de la cepa Sprague Dawley
infectadas con T. spiralis se obtuvieron las LM. Los animales se sacrificaron y
se les quitd la piel, extremidades, cabeza y visceras, cuidando de no romper el
diafragma, que es uno de los sitos de predileccién del parasito. El musculo y el
esqueleto se maceraron en una picadora Mouiinex y se colocaron en una
solucion de pepsina-HCI al 1% a una proporcion de 100mL de solucion por 10
g de muestra macerada.

Esta suspension se incubd durante 3 h a 37°C y 150 rpm para su digestion.
Posteriormente, el material digerido se tamizé a través de una malla No. 40 y
se vertio sobre el aparato modificado de Bearman, dejando que las LM se
sedimentaran por 20 min.

Finalmente, las larvas obtenidas se centrifugaron en tubos faicon a 2500rpm
durante 3 min utilizando una centrifuga clinica. Se realizaron varios lavados
con amortiguador de fosfatos (PBS) pH 7. Para Ja determinacion del nimero de
parasitos, las LM obienidas se resuspendieron en bactoagar al 0.2%, se
tomaron alicuotas de 50uL y se diluyeron 1:10 en bactoagar. A partir de esta

dilucién se contaron 12 gotas de 5uL cada una y se calculd el namero total de

LM.
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Las larvas asi obtenidas se utilizaron para infectar a la poblacidon en estudio

(ratones BALB/c) y para mantener el ciclo de vida*’.

6.2.3 Evaluacién de la actividad de los compuestos derivados del 1-
metilbencimidazol sobre el organismo adulto y la fertilidad de ta hembra
de Trichinefia spiralis.

Para determinar ei efecto de los compuestos 4, 8, 12 y 16 sobre el organismo
adulto de T. spiralis, a grupos de 6 ratones de ia cepa BALB/c previamente
infectados con el parasito, se les administrd por via intragastrica, al tercer dia
p.i. una dosis Unica de los compuestos equivalente molar a 50mg/Kg de peso.
A un grupo mas se le administré [a suspensién utilizada para disolver los
compuestos y se le considerd como control negativo. Como controles positivos
se incluyeron a 2 grupos de animales tratados con ALB y con Nitazoxanida a la
misma dosis que los 1-metilbencimidazoles.

Los ratones se sacrificaron al dia 6 p.i., se les extrajo el intestino delgado y los
adultos se obtuvieron de acuerdo a la metodologia descrita previamente. Asi,
¢l intestino se corté en fragmentos de 3-4cm de largo y se incubd en PBS pH 7
durante 2 h en caja petri a 37°C.  Posteriormente se retiraron 10s intestinas y
se favaron con PBS. En tubos cénicos de £0mL se recupero tanto el medio de
incubacién, como el agua del lavado y se centrifugd a 2500 rpm durante 3 min.
Los organismos adultos asi obtenidos se lavaron varias veces y se
resuspendieron en bactoagar al 0.2%. Finalmente se determind e} numero de
organismos adultos por ratén para cada uno de los grupos en estudio y se
calculd el porcentaje de reduccidén de la carga parasitaria con respecto al
control negativo.

Con la finalidad de evaluar la actividad de los compuestos sobre la fertilidad de
la hembra de T. spiralis*, a partir de los adultos previamente obtenidos se
tomo una alicuota de cada uno de los grupos, con aproximadamente 20 larvas
(hembras y machos), las cuales se incubaron en microplacas de cultivo de 24
pozos con 2mL de RPMi-completo, durante 24 h a 37°C en atmdsfera de CO;
al 5%. Después de la incubacion, los adultos y las LRN se centrifugaron a 5000
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rpm durante 5min y posteriormente el paquete de parasitos se lavd 2 veces
con PBS para eliminar ef exceso de RPMI. Finalmente se resuspendieron en
bactoagar al 0.2% vy se determind el nimero de LRN per hembra para cada
uno de los grupos. También se calculd el porcentaje de reduccién de la
fertilidad de la hembra con respecto al control negativo.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los resuitados se
analizaron estadisticamente empleando la prueba de Duncan con una p<0.05y

un o de 95%.

6.2.4 Evaluacion de la actividad de los compuestos derivados del 1-
metilbencimidazol sobre la larva muscular de Trichinella spiralis.

Para determinar la actividad de los compuestos 4,8,12 y 16 sobre las LM dei
pardsito, a grupos de 10 ratones de la cepa BALB/c previamente infectados
con 500 LM de T. spiralis, se les administraron a partir dei dia 28 p.i. los
diferentes compuestos por via intragastrica a una dosis diaria equivalente
molar a 75mg/kg de peso durante 7 dias consecutivos,

Se incluyeron como controles positivos a 2 grupos de ratones a los que se les
administrd Nitazoxanida y ALB a la misma dosis que los 1-
metilbencimidazoles. Como control negativo se incluyd a un grupo de ratones
a los que se Jes administré Onicamente la suspensién utilizada para
resuspender los diferentes compuestos.

Los animales se sacrificaron una semana después de la Gltima administracion
y las LM se obtuvieron por digestién artificial segun lo descrito anteriormente.
Finalmente se determind el nimero de LM por ratén para cada uno de los
grupos y se calculé el porcentaje de reduccion de la carga parasitaria con
respecto al control negativo. Ei experimento se realizé por triplicado y los
resultados se analizaron estadisticamente utilizando la prueba de Duncan con

una p<0.05 y un « de 95%.
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6.2.5 Ensayo in vitro (MTT/PMS) para evaluar el efecto de derivados del
1-metilbencimidazol sobre la actividad metabdlica de la larva muscular
de Trichinella spiralis.

Con objeto de determinar la estabilidad de los compuestos derivados del 1-
metilbencimidazol, se realizaron ensayos in vitro para determinar su actividad
ante T. spiralis. Para esto ias LM del parasito se cbtuvieron segin {0 descrito
anteriormente y se colocaron 1000 LM por pozo en cajas de cultivo de 24
pozos (Nunloc) en medio RPMI 1640 conteniendo el farmaco a evaluar
disuelto en wuna solucion Tween-Etanol-Agua (25-50-25%), a una
congentracién de tug/mL. Los parasitos se incubaron por 3 dias
consecutivos a 37°C en una atmdsfera de CO; al 5%, con cambio diario de
medio mas farmaco. Como control positivo se incluyeron parasitos en
presecia de ABZ y como control negativo se incluyeron LM sin tratamiento.
Después de la incubacién se determind la actividad metabdlica de las LM
mediante un método colorimetrico basado en la reducccidon de la sal de
tetrazolio MTT a formazan®*. Los parasitos cultivados con los diferentes
compuestos se transfireron a tubos de microcentrifuga de 2 mL y se
centrifugaron a 2500 rpm durante 2min. Posteriormente, se realizd un lavado
con PBS y se afiadio 1ml. de una solucidon de MTT al 0.75% (Sigma), 50pL
de una solucion de metosulfato de fenazina al 5% (PMS, Sigmaj como
catalizador y 100uL de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma). Los tubos se
incubaron a 37°C dutante 50 min, con agitacién constante. Después de la
incubacidn se realizé otro lavado con PBS y se agregaron 500ul de DMSO,
los parésitos se resuspendieron y se dejaron a temperatura ambiente por 1 h.
Al finalizar este tiempo los tubos se centrifugaron y se transfirié el
sobrenadante a placas de ELISA, las cuales se leyeron a 492nm. Se calculd
el porcentaje de reduccion de la densidad optica en relacion con el control
negativo y de acuerdo a esto se calculo el porcentaje de reduccién de la

actividad metabdlica.




VIl. RESULTADOS.

Los resultados obtenidos con respecto a la actividad de los
compuestos 4, 8, 12 y 16 sobre el organismo adulto de T. spiralis a
una dosis equivalente molar de 50 mg/kg de peso (Tabla 12, Fig. 6),
mostraron que tanto los derivados del 1-metilbencimidazol, como &l
ABZ y la Nitazoxanida presentan diferencias estadisticamente
significativas con respecto ai control (p<0.05). El compuesto 4 redujo
54% |a carga parasitaria, siendo estadisticamente diferente con
respecto al ABZ, Nitazoxanida, compuesto 8, 12 y 16 (p<0.05). &
porcentaje de reduccidn de la carga parasitaria de los compuestos 8
(72%), 12 (71%), 16 (76%) y Nitazoxanida (71%) no tuvo significancia
estadistica con respecto al obtenido con el ABZ (83%, p20.05) y entre

ellos tampoco existen diferencias significativas.
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Tabla 12. Actividad de los compuestos 4, 8, 12 y 16 derivados del
1-metilbencimidazol sobre el organismo adulto de Trichinella

spiralis.
COMPUESTO No. de adultos/ raton + DS
(% de reduccién}*
CONTROL 129+15

4 7347

(64%)

8 34+1

{72)

12 37+6

(71%)

16 3743

{76

ALBENDAZOL 21+8

(83%)

NITAZOXANIDA 3111

(71%)

Ratones de la cepa BALB/c se infectaron con 500 larvas muscutares (LM) de
T. spiralis y al dia 3 p.i. se les administré una dosis Gnica equivalente molar a
50 mg/kg de peso de cada uno de los compuestos. Los ratones se
sacrificaron al sexto dia post-infeccion (p.i.) y se obluvieron los organismos
adultos segun Ya métodologia previamente descrita.

*Promedic obtenido de tres experimentos.

DS = desviacion estandar.

 niferencias estadisticamente significativas con respecto al control, p<0.05.
® piferencias estadisticamente significativas con respecto al ALB, Nitazoxanida,
compuesto 8, 12 y 16 p<0.05.

© Sin diferencias estadisticamente significativas entre si, p20.05.



% REDUCCION DE ORGANISMOS ADULTOS
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Figura 8. Porcentaje de reduccion de los organismos adultos de
Trichinefla spiralis obtenidos de ratones infectados con el parasito vy
tratados con los compuestos 4, 8, 12 y 16 derivados del 1-
metilbencimidazol, Albendazol (ABZ) y Nitazoxanida (NITA) a una dosis
equimolar de 50 mgfkg de peso (Ver leyenda Tabla 12).
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Cuando los derivados del 1-metilbencimidazol se evaluaron sobre la
fertilidad de la hembra de T. spiralis (Tabla 13), se observd que todos
presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control {p<0.05). Ademas los compuestos 8, 12 y la Nitazoxanida no
presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al
ABZ, ya que los porcentajes de reduccion obtenidos con estos
compuestos fueron de 88, 86 y 90% respectivamente (Fig. 7) y con el
ABZ del 90%. Los compuestos 4 y 16 redujeron un 63% y 74% la
fertlidad de la hembra y fueron significativamente diferentes con

respecto a todos los compuestos anteriores.
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Tabla 13. Actividad de los compuestos 4, 8, 12 y 16 derivados del
1-metilbencimidazol sobre |a fertilidad de la hembra de Trichinella

spiralis.
COMPUESTO No. de LRN/hembra + DS
(% de reduccién)*
CONTROL 6+1
4 2+0.4
(63*)
8 0.7+0.1
{88%)
12 0.8+0.01
(86™)
16 1.2+0.1
(74)
ALBENDAZOL 0.5+0.15
(80%)
NITAZOXANIDA 0.5+0.1
(90%)

Ratones de Ia cepa BALBIc se infectaron con 50C larvas musculares (LM

de

T. spiralis, al tercer dia post-infeccion {p.i.) se adminisiraron los farmacos a
una dosis equivalente molar de 50 mg/Kg de peso. Los adultos se obtuvieron
segun la metodologia previamente descrita con algunas modificaciones.
Posteriormente se incubaron aproximadamente 20 adulios (hembras y
machos) en placas de cultivo de 24 pozos en atmosfera de CO; a 37°C
durante 24h. Las larvas recién nacidas se obtuvieron segun lo descrito

anteriormente.

*Promedio obtenido de tres experimentos.

D.S. = desviacidon estandar.

* Diferencias estadisticamente significativas con respegto al control, p<0.05.

® Diferencias estadisticamente significativas con respecto al ABZ, Nitazoxanida,
compuestos 8 y 12, p<0.05.

¢ Sin diferencias estadisticamente significativas entre si, p=0.05.
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COMPUESTO
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Figura 7. Porcentaje de reduccion de la fertilidad de las hembras de
Trichineila spiralis oblenidas de ratones infectados con el parasito y
tratados con los compuestos 4, 8, 12 y 16 derivados del 1-
metilbencimidazol, Albendazo! (ABZ) y Nitazoxanida (NITA}; a una dosis
equimolar de 50 mg/Kg de peso (Ver leyenda de Tabla 13).
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En relacién con la actividad de los compuestos evaluados sobre la
fase parenteral de T. spiralis (Tabla 14), todos los compuestos
incluyendo a la Nitazoxanida tuvieron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control y al ABZ (p<0.05). El compuesto
16 y la Nitazoxanida tuvieron un porcentaje de reduccion de la carga
parasitaria muy similar (56 y 60% respectivamente) no habiendo

diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre ellos.

Tabla 14. Actividad de los compuestos 4, 8, 12 y 16 derivados del
1-metilbencimidazol sobre las larvas musculares {LM) de Trichinella
spiralis.

COMPUESTO No. de LM/raton + DS
(% de reduccion)*
CONTROL 19091+3314
4 14474+3058
(26%)
8 10933+2976
(42)
12 13563+3019
(28%)
16 8753+942
(56™)
ALBENDAZOL 1881+533
(87%)
NITAZOXANIDA 0164+252
(60°%)

Ratones de 1a cepa BALB/c se infectarcn con 500LM de T. spiralis, al dia 28
p.i. se les administrd una dosis equivalente molar a 75 mg/kg de peso de
cada uno de los compuestos durante 7 dias conseculivos.  Los ratones se
sacrificaron 7 dias después de la Gitima administracion y se obtuvieron fas
LM segtin la metodologia previamente descrita.

*Promedio de tres experimentos.

D.S. = desviacion estandar.

3 Diferencias esladisticamente significativas con respecto al control, p<0.05.
b niferencias estadisticamente significalivas con respecto al ALB, p<0.05..

€ Sin diferencias estadisticamente significativas entre si, p20.05.
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%REDUCCION LARVAS MUSCULARES

COMPUESTO
4 8 12 16 ABZ NITA

Figura 8. Porcentaje de reduccion de larvas musculares de Trichinella
spiralis obtenidas de ratones infectados con el parasito y tratados con
los compuestos 4, 8, 12 y 16 derivados del 1-metitbencimidazol,
Albendazol (ABZ) y Nitazoxanida (NITA); a una dosis equimolar de 75
mg/kg de peso (Ver leyenda Tabla 14).
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Para determinar la estabilidad de los compuestos 4, 8, 12 y 16, se
realizo un ensayo de |a actividad biologica in vitro sobre la capacidad
metabolica de las larvas musculares de T. spiralis (Tabla 15). Se
observo que el compuesto 16 es el que presenta el més alto indice de
reduccion, y comparado con la Nitazoxanida y el Albendazol su efecto
sobre la actividad metabdlica es muy similar (36% 28% y 33%
respectivamente). Los compuestos 4 y 8 presentan una actividad muy
parecida a la de la Nitazoxanida e incluso al mismo Albendazol. El
compuesto 12 no presentd ninguna actividad sobre la capacidad
metabolica de la LM de T. spiralis. Los resultados obtenidos en este
ensayo fueron similares a los obtenidos con anterioridad cuando los
compuestos fueron recién sintetizados (resultados no mostrados).

Tabla15. Actividad biolégica in vitro de los compuestos derivados
del 1-metilbencimidazol, Albendazol y Nitazoxanida sobre las
larvas musculares de T. spiralis.

COMPUESTO Reduccion de la actividad
metabdiica (%)

4 26

8 29

12 NR*

16 36
ALBENDAZOL 33
NITAZOXANIDA 28

Larvas musculares (1000/pozo) de 7. spiralis se incubaron en placas de
cultivo {Nuloc) de 24 pozos con medio RPMI 1640 en presencia de 1ug/ml
de los diferentes compuestos por 3 dias a 37°C en atmosfera de CO; al 5%.
Se hicieron cambios diarios de medio mas compuesto. Se determind el
porcentaje de reduccion de la actividad metabdlica con respecto al control,
utilizando un método colorimétrico (MTT/PMS).

*NR= no redujo
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Viil. DISCUSION.

La sustitucion de! hidrogeno en posicion 1 por un radical metilo resulta de gran
intéres ya que ademas de evitar el efecto tautomérico en la molécula del
bencimidazol, permitie evaluar la importancia de las sustituciones en las
posiciones 5 y 6. También se considera que el H en posicion 1 le confiere a la
molécula su actividad antihelmintica, ya que es importante para la union de los
hencimidazoles a la tubulina parasitaria (Lacey 1985, Abuzar 1992, Sharma
1994) el cual es uno de los mecanismos de accion de estos compuestos.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que con esta sustitucion no
se perdi® completamente Ila actividad antihelmintica de los 1-
metilbencimidazoles. Asimismo ensayos previos con derivados 1-metitados del
Triclabendazol evaluando su actividad sobre T. spiralis (Basilio 1998, Tesis
Licenciatura) mostraron que estos también mantienen su efecto antihelmintico,
por lo que es posible que los derivados del 1-metilbencimidazol actiten mediante
un mecanismo que no involucra su unidn a tubulina, y en este sentido podrian
realizarse ensayos de inhibicion, para determinar si la ausencia del H en
posicion 1 del anillo bencimidazolico es indispensable para su accién sobre la
tubulina, ademas estudios de microscopia electrénica ayudarian a identificar
posibles blancos de accion de estos nuevos compuestos.

Los resultados obtenidos en relacion a la actividad antihelmintica de los
compuestos 4, 8, 12 y 16 derivados dei 1-metilbencimidazol sobre el parasito
nematodo Trichinella spiralis, mostraron que para la fase enteral todas las
moléculas presentaron actividad, obteniéndose para los compuestos 8, 12 y 16
un porcentaje de reduccién similar al obtenido con el Albendazol y la
Nitazoxanida.

En ef caso del efecto de estos derivados sobre fa fertilidad de la hembra de T.
spiralis, at igual que sobre la fase adulta, todos los compuestos tuvieron
actividad, sin embargo los compuestos 8 y 12 se comportaron de manera muy
similar al Albendazol y la Nitazoxanida, e incluso no presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre si. El efecto de los compuestos 8 y 12
sobre la fase enteral y sobre la fertilidad de la hembra fue similar, lo que sugiere
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que para su accion a nivel intestinal es indistinta la posicion (5 6 6) que ocupe el
¢l dentro del nicleo bencimidazdlico, sin embargo si es muy importante que
exista la presencia de este sustituyente en estas posiciones ya que el
compuesto 4 que (nicamente cuenta con un grupo metiltio en posicion 2, fue e
que presentd el menor porcentaje de reduccion.

Dado que el compuesto 16, que se encuentra diclorado, no presenté diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los demas compuestos sobre
estas fases del parasito, el sustituir ambas posiciones no potencia o mejora la
actividad y si pudiera influir en la toxicidad de la moiécula.

£l efecto de los compuestos 8, 12, Nitazoxanida y Albendazo! sobre la fertilidad
de la hembra sugiere que estos compuestos actuan sobre alguna funcion
bioguimica afectando directamente su reproduccion. Estos resultados son muy
imporiantes para el tratamiento de la triquinellosis ya que ai disminuir 1a cantidad
de las larvas recién nacidas se reduce la intensidad de la infeccién a nivel
muscular.

La Nitazoxanida que es un farmaco con una estructura quimica totalmente
diferente y con una actividad comprobada en otras parasitosis causadas por
protozoarios y heimintos, tuvo una buena actividad contra el organismo adulto de
T. spiralis (71%) y muy similar a Ja de los compuestos evaluados, por lo que
seria importante evaluar la actividad de los derivados del 1-metilbencimidazol
sobre ofras parasitosis intestinales, sobre las cuales tiene actividad la
Nitazoxanida.

En el caso del efecto sobre ia larva muscular de T. spirafis, fos porcentajes de
reduccion de la carga parasitaria obtenidos con los compuestos 4, 8, 12 y 16,
fueron significativamente diferentes del control, sin embargo ninguno de ellos
presentd un porcentaje de reduccion similar al del Albendazol y lo mismo ocurrié
con la Nitazoxanida, la cual redujé la carga parasitaria un 60% no observandose
significancia estadistica con respecto al compuesto 16 (56%).

A este respecto, cabe mencionar que aungue con el radical metiltio se mejord fa
liposolubilidad de los compuestos (en comparacién con la def Albendazol), este
factor no es el tnico que determina la actividad antihelmintica de una molécula a
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nivel sistémico. En relacion a este aspecto, el compuesto 4 resulté el mas
soluble en la formulacion, sin embargo fue el menos activo, por lo que
posiblemente esta motécula haya sido rapidamente metabolizada ya que no
tiene sustituyentes en posicién 5 yfo 6, y como ocusre con el Tiabendazol puede
sufrir una inactivacion, mediante hidroxilacién en la posicion 5, durante el
metabolismo de la fase 1.

Con respecto a la actividad del compuesto 16, que se encuentra diclorado,
aunque no llega a ser tan efectivo como el Albendazol, si es mejor que los otros
derivados del 1-metilbencimidazol, por lo que la sustitucion en la posicion 6, al
combinarse con la sustitucion en la posicion 5 logra potenciar el efecto
antihelmintico.

De esta manera los resultados obtenidos a nivel intestinal sugieren que tanto la
sustitucidn de la molécula en posicién 5 6 6 confiere actividad antihelmintica, sin
embargo a nivel sistémico es importante la sustitucion en la posicion 5y no enla
posicién 6, ya que el compuesto 12 {con Cl en posicion 6) tuvo un efecto menor
que el compuesto 8 (con Ci en posicién 5} e incluso se comportd de la misma
forma que el compuesto 4 que no esta sustituido y que no tuvo actividad
antihelmintica.

A nive! sistémico el tipo de sustituyentes cobra una mayor importancia, ya sea
por los factores que afectan la absorcion del compuesto (permeabilidad, tamafio,
grado de ionizacién), o por los que siguen a este paso limitante {distribucion,
metabolismo, etc.), ademas para que el compuesto actle sobre el parasito a
este nivel, se necesita que éste atraviese la célula nodriza, por lo cual se ve
afectada fa actividad del mismo.

Cab®e mencionar que los resultados obtenidos in vivo sobre la fase enteral del
parasito, concuerdan con los obtenidos anteriormente en ensayos in vifro
empleando el método de MTT , esta concordancia puede explicarse debido a
que la accion de estos compuestos es a nivel intestinal, por lo que no necesitan
ser absorbidos y su accion directa sobre el parasito puede observarse en los
ensayos in vitro. Ademds estos ensayos demostraron que los compuestos

48,12 y 16 son estables a través del tiempo. En los ensayos in vitro sobre [a
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LM del parasito, se observd que todos los compuestos a excepcion del 12
tuvieron un porcentaje de reduccion muy parecido at del Albendazol y la
Nitazoxanida, sin embargo bajo condiciones in vivo no se vio el mismo efecto.

En relacién a la Nitazoxanida y e compuesto 16, estos conservan el mismo
patrén de comportamiento tanto en los ensayos in vitro como in vivo, y aunque
su actividad no llega a ser como la del Albendazol, seria importante evaluar el
compuesto 16 a diferentes dosis de manera comparativa con la Nitazoxanida,

asi como realizar estudios de biodisponibilidad.
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IX. CONCLUSIONES

1) La sustitucion del hidrégeno por un metilo en fa posicion 1 del ndcleo
bencimidazolico no elimind la actividad antihelmintica de los compuestos

evaluados.

2) La presencia del sustituyente Cl en las posiciones 5 ylo 6 de los 1-
metilbencimidazoles les confiere mayor actividad antihelmintica a los
compuestos evaluados, de esencial importancia sobre la fase enteral de 7.
spiralis en relacién con el compuesto 4, el cual no se encuentra sustituido en

astas posiciones.

3)La introduccion de un gru;io metitio en la posicibn 2 del nicteo
bencimidazolico no mejord la actividad antihelmintica de los compuestos

evaluados, en comparacion con el Atbendazol.

4) Los compuestos 8 y 16 que se encuentran sustituidos en la posicion 5y en
fas posiciones 5 y 6 respectivamente del nicleo bencimidazélico tuvieron mejor

actividad contra ia fase sistémica de T. spiralis.

5) El compuesto 16 tuvo una actividad antihelmintica contra e! organismo adulto
de T. spiralis similar al Albendazol, sin embargo contra la larva muscular su

actividad fue menor que la dei Albendazol.

6) El compuesto 16 tuvo una actividad antihelmintica contra el adulto y larva
muscuclar de Trichinella spiralis similar a la Nitazoxanida.
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X PERSPECTIVAS

1) Determinar el mecanismo de accién de los compuestos derivados del 1-

metilbencimidazol.

2) Evaluar la actividad a nivel extraintestinal del compuesto 16 y la Nitazoxanida
a diferentes dosis y sobre otras parasitosis.

3) Realizar estudios de biodisponibilidad que nos permitan determinar la
cantidad de compuesto absorbido y los metabolitos formados.

4) Comparar la actividad antihelmintica de compuestos sustituidos con un radical
metilo en posicion 1y con un radical carbamato en posicion 2, con la finalidad de
evaluar la contribucién del grupo carbamato a la actividad antihelmintica de los
compuestos.



X1 APENDICE.

Preparacion de reactivos.

PBS 10x {concentrado).

NaCl 87.79
Na2HPO4 42.9q
NaH2PO4 5.29
KCI 2.0g

Disolver las sales en 700mL de agua destitada y desionizada, llevar a un litro y
esterifizar. Ajustar el pH (7.2-7.3).

PBS 1x (10%).
Tomar 10mL de la solucion anterior y llevar a 100mL con agua destilada.

Bactoagar al 0.2% (p/v).
Pesar 0.2g de bactoagar y llevar a 100mL con agua destilada, disolver y

calentar durante 3 minutos en hormo de microondas.

Formulacion I, Departamento de Tecnologia Farmacéutica de la FQ.

Pectina USP 1.59
Carhoximetilcelulosa BV 0.5g
Carboximetilcelulosa MB 0.59
Sacarina USP 0.2g
Metilparabeno 0.5g
Propilparabeno 0.3g
Agua c.b.p. 1L
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Resultados de 1a prueba de Duncan con o 95%, p<0.05.

Fase enteral de T. spiralis.

57

Compuesto 1 Control 4 8 12 16 ABZ NITA
Control . 0.00152 | 0.000037 | 0.000080 | 0.000031 | 0.000026 | 0.000059
4 0.000152 - 0.005301 | 0.006589 | 0.001485 | 0.000145 | 0.006548
8 0.000037 | 0.005301 - 0.772999 | 0.503803 | 0.080042 | 0.85450
12 0.000080 | 0.006589 | 0.772999 - 0.374201 | 0.055241 | 0.902708
16 0.000031 | 0.001485 | 0.503803 | 0.374201 . 0.220155 | 0.422201
ABZ 0.000026 | 0.000145 | 0.080042 { 0.055241 | 0.220155 - 0.063868
NITA | 0.000059 | 0006548 | 0.854505 | 0.902708 | 0.422201 | 0.063868 -
Fertilidad de 1a hembra de T. spiralis.
Compussto | Control 4 8 12 16 ABZ NITA
Control - 0.000159 | 0.000035 | 0.000062 | 0.000084 | 0.000027 | 0.000033
4 0.000159 - 0.000357 | 0.000516 | 0.051682 | 0.000189 | 0.000195
8 0.000035 | 0.000357 - 0.742899 | 0.018613 | 0.664431 | 0.654059
12 0.060062 | 0.000551 | 0.742899 - 0.023800 | 0.472021 | 0.497014
16 0.000084 | 0.051682 | 0.018613 | 0.028800 - 0.009677 | 0.009826
ABZ 0.000027 | 0.000189 | 0.664431 | 0.472021 | 0.009677 - 0.947671
NITA | 0.000033 | 0.000195 | 0.604059 | 0.497014 | 0.009826 | 0.947671 -
Larva muscular de T. spiralis.
Compuesto | Control 4 8 12 16 ABZ NITA
Controf - 0.000186 | 0.000059 | 0.000099 | 0.000037 | 0.000026 | 0.000031
4 0.000186 - 0.003913 | 0.675804 | 0.000066 | 0.000039 | 0.000038
8 0.000059 | 0.003913 - 0.007378 | 0.007378 | 0.000059 | 0.000190
12 0.000099 { 0.675804 | 0.007387 - 0.000092 | 0.000037 | 0.000065
16 0.000037 | 0.000066 | 0007387 | 0.000092 - 0.000087 | 0.319257
ABZ 0.000026 | 0.000039 | 0.000059 | 0.000037 | 0.000087 - 0.006177
NITA | 0.000031 | 0.000038 | 0.000190 | 0.060065 | 0.319257 | 0.000177 -
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