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RESUMEN
El albendazol (ABZ) es un antiparasitario usado para el tratamiento de diversas
helmintiosis. Una vez administrado por via oral, este compuesto se metaboliza en
sulféxido (SOABZ) y sulfona (SO,ABZ) de ABZ, siendo el SOABZ el metabolito activo. A
pesar de que actualmente se usa con frecuencia en la clinica humana, existen pocos estudios
acerca de su toxicologia genética en células de seres humanos. La actividad bioldgica del
ABZ se ha asociado con su capacidad para unirse a la tubulina interfiriendo con la
formacion de los microtubulos (MT). En el presente trabajo se evaluaron los efectos in
vitro del ABZ y sus metabolitos sobre la proliferacion celular y la frecuencia de células con
micronucleos (MN) en linfocitos de sangre periférica humana. Los resultados mostraron
que la SO;ABZ no produjo ningiin efecto significativo, mientras que et ABZ y el SOABZ
detuvieron ¢l ciclo celular en metafase e incrementaron la frecuencia de MN. Estas
alteraciones podrian deberse a la interaccion de ambas sustancias con los MT, ya que dicha
interaccién provoca el rezago cromosdmico al evitar la adecuada polimerizacion de los MT,
deteniendo la progresion a anafase hasta que todos los cromosomas alcancen la placa
metafasica. Una vez que las células ingresan a anafase, se puede originar ¢l retraso de
cromosomas por inhibicion de la depolimerizacién de los MT, promoviendo la formacién
de MN con cromosomas completos. No obstante, ain no se puede descartar el que los MN
inducidos por ambas sustancias contengan fragmentos acentricos. Es importante mencionar
que las dosis a las cuales se observaron estos efectos son dificiles de encontrar in vivo, por

to que es necesario evaluar olros efectos, como la no disyuncidn, que ocurren a dosis bajas



INTRODUCCION

Impacto de las parasitosis en la salud de los seres humanos

Las helmintiosis se encuentran entre las enfermedades méas comunes en los seres humanos
afectando la salud y preductividad de mas del 10 % de la poblacidn mundial (Crompton,
1999). Las consecuencias de las parasitosis en ¢l desarrollo fisico y mental de la poblacién
infantil son mas severas que en los adultos ya que son la causa principal de desnutricion,
anemia, disenteria, retraso en la pubertad y de problemas en el aprendizaje-memoria
{Sundaram et al., 1995). Ademds se calcula que las parasitosis provocan la muerte de por lo
menos 150,000 nifios al afio, ya sea por obstruccion intestinal o por otro tipo de
complicaciones abdominales ocasionadas por los pardsitos adultos (UNICEF, 1998), es por
eso que gran parte de los esfuerzos para combatir estas enfermedades se realizan en
menores de edad.

Considerando que los hébitos higiénicos y medidas sanitarias inadecuados facilitan
la transmisi6n de los pardsitos, es comprensible que estas enfermedades ocupen un lugar
importante en las tasas de morbi-mortalidad de la poblacion de paises en vias de desarrollo
los cuales son incluso sitios endémicos de ciertas especies (Crompton, 1999). Por ejemplo,
la infeccion por Ascaris lumbricoides es la helmintiosis més comun en los seres hurmanos,
ya que esta presente en aproximadamente 1,500 millones de persomnas con una distribucion
cosmopolita, mientras que alrededor de 115 millones de habitantes de Africa padecen

esquistosomiosis (UNICEF, 1998). Ademas algunos habitos como el consumo de carne



cruda y ¢l uso de heces humanas ‘como abono, favorscen la diseminacion y prevalencia de
clertos pardsitos en algunas regiones (Flisser, 1988).

El controf de las parasitosis intestinales se basa en la implementacion de letrinas y
promocién de su uso, asi como de mejoras en la higiene personal, uso de calzado,
suministro de agua potable, educacidn y saneamiento ambiental. Mientras que en los paises
desarrollados estas medidas se adoptaron de manera definitiva desde hace varios afios, en
los paises mas pobres se llevan a cabo de manera esporédica, por lo que, los resultados no .
han sido tan favorables ya que para esto se requiere de un esfuerzo permanente sumado a un
desarrollo socio-econdmico paralele. En los Gltimos afios, con el desarrollo de nuevos
medicamentos  antiparasitarios de baja toxicidad, amplio espectro parasitocida, gran
efectividad, y bajo costo, se han empleado en el tratamiento comunitario, como una medida
coadyuvante en el control de diversas parasitosis.

Estos programas de desparasitacién estan dirigidos contra helmintiosis que son
susceptibles de ser tratadas con dosis (nicas del medicamento seleccionado. En México se
decidié aprovechar la infraestructura de las campafias de vacunacion para implementar la
desparasitacién masiva mediante la administracién de una dosis de albendazol (ABZ) a los
menores de edad. Fue asi como a partir de 1993 se instituyeron las semanas nacionales de
salud, en las que aparte de las vacunas administradas, se da una dosis de vitamina A y una

dosis de 400 mg de ABZ.



Uso de los benzimidazoles como agentes antiparasitérios

El descubrimiento del tiabendazol (TBZ) en 1961 abrié las puertas para el desarrolio de un
rango muy amplio de compuestos llamados benzimidazoles (BZ) utiles en el tratamiento de
las helmintiosis, aunque su uso en la clinica humana era restringido a causa de su toxicidad
(Horton, 1990). Con el advenimiento de BZ menos toxicos, se dejé a un lado el uso del
TBZ y en la actualidad sélo se utiliza en los seres humanos para ¢l tratamiento de
estrongiloidosis. Hoy en dia, los BZ se utilizan frecuentemente para el tratamiento de
parasitos intestinales ya que presentan, a diferencia de otros antiparasitarios, un amplio
espectro de accién, eficacia contra estados inmaduros del pardsito y baja toxicidad.
(Carapbell, 1990, Sénchez et al., 1993; Townsend y Wise, 1990).

En la practica clinica humana se usan cominmente tres BZ: ABZ, el flubendazol y
el mebendazol (MBZ). Estos han mostrado ser muy efectivos y seguros para el tratamiento
de 1a mayoria de las infecciones provocadas por helmintos a nivel intestinal, ademds de que
son utiles tanto a nivel masivo como individual (Horton, 1990). En general, los BZ
presentan una absorcion limitada y un metabolismo rapido, por lo que se pensaba que a
nivel sistémico sélo eran efectivos a dosis elevadas durante varios dias (Sanchez et al.,
1993; Whittaker et al, 1991). Sin embargo, se han demostrado que son atiles para el
tratamiento de enfermedades como la neurocisticercosis (NCC) a dosis bajas y no
prolongadas (Alarcon et al.,, 1989; Sotelo y Jung, 1998).

Dentro de los BZ, y en general de los antihelminticos, uno de los farmacos més
efectivos es el ABZ (Mascie et al., 1999). Este medicamento se introdujo en 1979 y desde

entonces ha sido utilizado en el tratamiento de una gran variedad de infecciones



parasitarias. En la mayoria de los casos, el ABZ ha mostrado ser mas eficaz que el
mebendazol (MBZ) (Cook, 1990; McCracken et al., 1992). En 1996 el uso del ABZ fue

aprobado por la FDA para el tratamiento de la NCC y enfermedades hidatidicas.

Quimica del ABZ

Cuando hablamos de un BZ nos referimos a un sistema que consta de un anillo biciclico en
el cual el benzeno se ha fusionado en fa posicion 4-5 del hcterociclb (imidazol) [Figl]. Los
compuestos BZ en general, y los BZ carbamatados (BZc) en paiticular, son materiales
cristalinos con puntos de fusion bajos y relativamente insolubles en agua {Townsend y
Wise, 1990). Estos compuestos son insustituibles en cualquiera de los dtomos de nitrégeno

del imidazol poseyendo tanto caracteristicas 4cidas como bisicas.
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Fig. 1.- Estructura guimica de los BZ

La ruta sintética de varios BZ usualmente se realiza en dos pasos (Towsend y Wise,
1990), el primero es la construccion de un anillo benceno, el cual contiene el sustituyente
deseado y un grupo 1,2-diamino seguido por un anillo cerrado derivado de 1, 2 -

diaminobenceno (o-fenilenendiamino) para construir el anillo imidazel. En muchos casos



“este anillo se encierra en ¢l Gltimo paso de la sintesis. En’otros casos, el cierre de este
anillo es seguido por derivaciones extensas de sustitutos exociclicos.

Hablando en el caso particular del ABZ (metil[5-(propiltiol)-H-benzimidazol-2-
ylJcarbamatado), conocido en México como Zentel (El Amri et al., 1987, FDA, 1989),
presenta la siguiente formula condensada C12 Hys N3 O2 §; con un peso molecular de
265.33, teniendo C en 54.32 %; H en 5.7%; N en 15.84 %; O en 1206 %y Sen 1208 %
(Index Merck, 1989). Ademas contiene un sustitulo alifitico, el grupo benzoil cn la
posicién 5 del MBZ es reemplazado por un grupo propiltiol (Fig. 2), a este altimo grupo es
al que s le atribuye la efectividad del ABZ como antihelmintico, superando por mucho al
MBZ (Mc Cracken et al., 1992). La sulfoxidacion del ABZ a sulfoxido de ABZ (SOABZ)
y sulfona de ABZ (SO,ABZ), son los primeros pasos en 1a bioconversion (Gyurik et al.,

1981). Esta oxidacién es importante para la actividad antihelmintica y toxicidad del ABZ

(Delatour et al., 1981,1984).

Ci = CHx=Clig—3$ Ny ﬁ
>‘ N—C — 0—Cliy
ABZ i
H

Fig. 2.- Es\ructure quimica del ABZ.
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Mcetabolismo del ABZ
Los datos farmacocinéticos del ABZ después de la administracién oral son dificiles de
interpretar, probablemente por la disolucion limitada y errtica del firmaco, asi como pot
los problemas de absorcion in vivo (Sotelo y Jung, 1998). Sin embargo, se ha visto que la
cfectivi_dad del ABZ radica en la habilidad que tiene para penetrar en el sitio en el cual se
localiza el parasito. En general, se ha encontrado que en humanos el ABZ se absorbe en
poca cantidad (alrededor del 5%) después de su administracion oral. A dosis de 6.6 mg/kg
de ABZ la concentracién en plasma de SOABZ alcanza un maximo de 0.25 a 0.30 pg/ml
después de aproximadamente 2 h (Dominguez et al., 1995). La vida media del SOABZ es
de 10 h ( Jung et al.,, 1992) mientras que la del AB7Z es de aproximadamente 8.5 h (Lauge et
al., 1988).

En un estudio, en el que se administré ABZ a pacientes con NCC a dosis de 15

meg/kg de peso tres veces al dia durante § dias, se detectaron niveles de SOABZ de 0.918%

0.216 pg/ml en plasma y 0.392 0.073 pg/ml en fluido cerebroespinal (CSF). La
concentracion de ABZ en CSF comparada con la del plasma fue del orden de 43 % y, sin
embargo, en los pacientes tratados el nimero de lesiones cercbrales disminuyd en un 87%
tJung et al.. 1992). Ese trabajo fue el primero en medir 1a concentracién de ABZ en CSF y
demostré la permeabilidad del espacio subaracnoideo al SOARZ, el paso es por difusidn y
no se incrementa ain después del rompimiento de la barrera subaracnoidea durante la
inflamacion secundaria a la enfermedad.

La oxidacion del ABZ es importante para la actividad antihelmintica y toxicidad del
ABZ (Delatour et al. 1981,1984) va que el SOABZ (farmacologicamente activo ¥

embriotoxico en ratas) y la SO,ABZ (terapéuticamente ¥ toxicolégicamente inactiva), y no



el farmaco original, son los metabolitos presentes en mayor concentraciéon que se han
encontrado en muestras de plasma, tejido y orina (Delatour y Parish, 1986; Delatour et al,
1990; E1 Amn et al,-1988 ay b; Gyurik et al,, {981; Hennessy et al., 1993; Marriner et al.,
1986). El SOABZ ha sido identificado como el metabolito con actividad antihelmintica
contra adultos de Fasciola hepatica en el conducto biliar de borrego (Hennessy et al., 1993)
v ademds es el metabolito que estd presente en mayor abundancia en la bilis de borrego
(Hennessy et al, 1993) y de ratas (El Amri et al., 1988 b).

Otros estudios sobre la farmacocinética del ABZ en ratas (Lawrenz et al., 1992)
refuerzan el hecho de que después de la administracion oral, el ABZ se biotransforma
répida y completamente en SOABZ, ademés s¢ ha visto que no sélo el higado tiene la
capacidad de suifoxida; y sutfonizar al ABZ, sino que el intestino también puede sulfoxidar
v absorber el metabolito SOABZ, mis no el ABZ. Tambi¢n se ha encontrade que después
de administrado el ABZ, las concentraciones ¢n plasma son muy variables entre los
individuos y presentan una vida media entre 6-15 h. En pacientes con obstruccion
extrahepatica, el proceso de eliminacion se prolonga y las concentraciones en el plasma se
incrementan (El-Mufti et al., 1993). Sin embargo, no solo se puede incrementar la
concentracién de ABZ en plasma a través de este mecanismo, sino que ademads se ha visto
que la administracién conjunta de ABZ con dexametasona 0 con PZQ también la
incrementan {Sotelo et al., 1988).

El metabolismo del ABZ se caracteriza por la oxidacion del heterodtomo

nucleofilico. Los metabolitos SOABZ y SO,ABZ abundan en el plasma y dominan sobre

otros metabolitos en la orina. aunque la proporcién exacta de cada uno varia

considerablemente entre especies, ello aunado a que el compuesto original se ha detectado



en cantidades traza (<0.01pg/ml) (Gotischall <t al., 1990). El metabolismo'_del ABZ fue
estudiado por Gyurik et al. (1981), en bovino, borrego, rata y ratén. La excrecidn total de
orina del farmaco administrado marcado con !'C varié de 59.1 % en bovinos a solo 19.5
% en ratén. Sin embargo, se encontré que el SOABZ fue el metabolito més abundante en la

orina (22.9 -26.6 %) en todas las especies probadas, mientras que la SO,ABZ contribuyd en
menos del 6 % al total de los metabolitos excretados. La oxidacién a SO,ABZ es la primera

reaccion metabolica, pero una vez completada se desencadenan una serie de reacciones
importantes. Por ejemplo, Gyurik et al. (1981), detectaron el metabolito 2-aminosulfona
derivado de la oxidacion del azufre vy la hidrolisis del carbamato a niveles altos en todos los
mamiferos exceptuando el ratén. Cuando el ABZ se incub6 con microsomas de higado de
borrego (Delatour y Parish, 1986 y Gottschall et al., 1990), ripidamente se observd una
oxidacién a SOABZ dependiente de NADPH. La formacién de SOABZ se inhibié por
clorpromazina y FBZ, mientras que los inhibidores clasicos del citocromo P-450 (CYP),
como monoxido de carbono, imidazol y SKF 525- A no tuvieron efecto. Estos datos
muestran que la conversion de ABZ a SOABZ no estd catalizada por CYP sino por flavin-
adenin-dinucleotido-monoxigenasa (FMO). En otros estudios acerca del metabolismo del
ABZ (Fargetton et al., 1986; Moroni et al,, 1995} se muestra que en microsomas de higado
de rata la reaccion metabolica de ABZ a SOABZ involucra ademas de las FMO a las
familias CIP3A v CYP2B. A diferencia de esto, la reaccion de oxidacion del SOABZ a
SO,ABZ estd mediada exclusivamente por CYP en higado de rata perfundido, estudios en
los que se han utilizado inductores especificos de CYP muestran que alguna de la
isoenzima de fa familia CYP1AL es responsable de la sulfonacion del ABZ (El Amri et al.

1988 a, b: Fargetton et al.. 1986).



Un estudio reciente realizado en borregos (Cristofol et al.,1998), Su;gierc que existen
diferencias entre machos y hembras en cuanto a la disposicién de los metabolitos del ABZ
después de la administracion oral de 20 mg/kg de netobimina (una prodroga del ABZ), Los
picos de concentracién y las dreas bajo la curva de los metabolitos sulfonados fueron mis
altos en los machos, sugiriendo una mayor tasa de oxidacion comparada con la de las
hembras. La excrecion en orina de los metabolitos del ABZ, SOABZ y SO,ABZ y amino-
sulfona parecen ser mayores en las hembras que en los machos principalmente la del
SOABZ. Estas diferencias entre los sexos pueden se causadas por las hormonas ya que la
testosterona y la progesterona pueden inducir o inhibir el metabolismo del CYP del
microsoma. ‘También se observaron diferencias entre la rapidez de union de los metabolitos
a la albimina y las globinas del borrego, los machos mostraron un nivel de unidn
significativamente menor que en el caso de Jas hembras. Estas diferencias quiza se deban a
la presencia de acidos grasos no esterificados, ya que los machos al tener este tipo de 4cidos
en cantidades elevadas en plasma podrian competir con la albumina para unirse a los
metabolitos del ABZ.

En pacientes con NCC bajo tratamiento con ABZ se ha estudiado la unién a
proteinas que presenta este firmaco (Jung et al., 1998), y se ha visto que se une en un 8%-
92% a proteinas del plasma, mientras que el SOABZ lo hace en un 62-67 S, este
metabolito se une a la albimina y a la glicoproteina a-1. Estos datos refuerzan la idea de

que la absorcion del ABZ es limitada en el tracto gastrointestinal por su poca solubilidad.



Mecanismo de accién del ABZ,

El desarrollo de un gran mimero de BZ culminé en el uso de mas de 15 y algunas prodrogas
de fos mismos. Sin embargo, para la mayoria de elios no se conocia el mecanismo de
accién. Los primeros estudios se encaminaron hacia la modificacién del metabolismo de los
carbohidratos (Malkin et al., 1972; Prichard, 1973; Rahman et al., 1977; Romanowski et al,,
1975), mediante la inhibicién de la enzima fumarato reductasa y fa disminucion en las
reservas de glucégeno al inhibir la captacién de glucosa. Sin embargo, también se vio que
los BZ inhibian la secrecion de acetil colinesterasa en los helmintos, al igual que la
colchicina, un potente inhibidor de la polimeracion de los microtibulos (MT), de tal forma
que sé¢ propuso que los BZ actuaban preferencialmente sobre Ia polimerizaciéon de ta
tubulina (Fig. 3). A mediados de los afios 80, se realizaron estudios en células embrionarias
de raton tratadas con diversos BZ, en dond-e se observé una detencion en la diferenciacion y
desarrollo de células (Lacey et al., 1987 a), por [o que concluyé que el mecanismo de accién
mds importante de estos firmacos involucra interacciones con una de las proteinas del
citoesqueleto de eucariontes, la tubulina.

Los MT son subunidades de tubulina la cual es una protefna dimérica compuesta de
subunidades 1a o y la § de aproximadamente 50 kDa cada una. Estructuralmente tanto o
como B tubulina son proteinas heterogéneas, productos de familias multigénicas y de
modificaciones post-traduccionales. Los MT existen en un equilibrio dindmico con la
tubulina, sin embargo, dicho equilibrio puede alterarse tanto in vivo como in vitro por

sustancias exdgenas conocidas como inhibidoras de MT (Lacey, 1988). Muchas de estas



sustancias, actian como inhibidores cuando se unen a la tubulina previniendo su asociacidn
en forma de MT. Mientras que otras se unen directamente a los MT en crecimiento,
promoviendo lo que se conoce como el “encapuchamiento”, como resultado de este
encapuchamiento del MT se inhibe el crecimiento del mismo. De tal forma que tenemos
dos mecanismos de inhibicién de MT, el primero es por la una unién del compuesto a los
dimeros de tubulina y el segundo por encapuchamiento de MT en crecimiento. Algunos de
los inhibidores de MT bien conocidos son la vinblastina y la vincristina, los cuales se
utilizan en Ta quimioterapia contra el cancer, pero muchos otros son muy toxicos para uso
terapéutico.

Se ha visto que uno de los mecanismos de accion determinantes de los BZ se da
mediante la inhibicién de la polimerizacién de la tubulina en MT. En el afio de 1987,
(Lacey et al., 1987 b) se reporté una correlacién entre fa inhibicién del desarrollo de los
huevos de Haemoncus contortus y la inhibicién de la polimerizacién de la tubulina del
cerebro de mamiferos, causado por los BZ. De tal forma que postularon que el mecanismo
de accién de los BZ en el desarrollo de los huevos involucraba procesos dependientes de la

inhibicién de los MT .
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Fig.3.- Mecanismo de accitn de los BZ

Otros estudios en los que se realizo la caracterizacién inicial de los BZ como
inhibidores de la unién de Ia colchicina a la tubulina embrionaria de Ascaris suum,
demostraron que esta inhibicion era de 250 hasta 400 veces mayor que la inhibicién que se
daba en la tubulina de mamiferos, lo cual sugirié una posible selectividad de parte de los

BZ por la tubulina del parasito y no por la del hospedero (Fricdman y Platzer, 1980}. Al



realizar la comparacién de ligando-unién con P!H-colchicina y BZ, se confirmé que los BZ
interactian con el dominio de unién de la colchicina (Lacey, 1988).

La potente actividad de los BZ como inhibidores de la polimerizacién de tubulina de
mamiferos y pardsitos in vitro e in vivo es paraddjica. ;Por ql.xé la toxicidad de estos
compuestos es baja en mamiferos, si los BZ tienen una gran capacidad inhibitoria sobre los
MT? y ;(Cémo pueden los BZ interactuar con una proteina comin en mamiferos y
helmintos y sélo matar a los ultimos? Recientemente, con el desarrollo de técnicas in vitro
para medir la actividad larvicida se ha visto que existe una cierta selectividad por las células
de nemétodos, de 1al manera que esto podria explicar su alta eficiencia parasitocida y su
toxicidad baja en el hospederc (Russell et al., 1992). Sin embargo, existen reportes en
donde esto no se observa, Kéhler y Bachmann (1981) no encontraron ninguna diferencia de
afinidad por la tubulina, por lo que concluyeron que la selectividad estd dada por las
diferencias farmacocinéticas de los BZ dentro del hospedero y del parasito.

La demostracién de Ia selectividad de unién de los BZ entre la tubulina de parésitos
o de mamiferos, provee un argumento fundamental para decir que ia tubulina es el sitio de
accion de los BZ. Por lo que se dice que su mecanismo de accion puede relacionarse
directamente a una interaccion con la tubulina en tres aspectos importantes de la interaccion
parisito-droga: .- relacién estructura-actividad, 2.- sclectividad de especies y 3.
resistencia a la droga (Lacey, 1988).

La afinidad de unién de los BZ a la tubulina de! hospedero es mucho menor que a la
tubulina del pardsito y esta puede ser la razdn por fa cual se da la accion selectiva de los BZ.

Estudios moleculares de resistencia en eucariontes susceptibles a BZ, tales como



- Neurospora crassa 'y Saccharomyces cerevisiae también indican que esta resistencia es
causada por cambios estructurales en los genes de la p- tubulina. El complejo BZ - tubulina
del parasito, como el complejo colchicina- tubulina de cerebro de mamifero, es pseudo
reversible, aunque la unién es no covalente se ha visto que el ligando no es ficilmente

removido sin desnaturalizar la proteina (Lacey, 1988).

Usos del ABZ en el tratamiento de parasitosis en humanos
El ABZ cs uno de los medicamentos antiparasitarios més empleados actualmente tanto
individual como masivamente en campaiias de desparasitacion. En nuestro pais, desde
1993, 1as instituciones que conforman el Sistema Nacional de Salud decidieron aprovechar
la experiencia e infraestructura existente para las entonces llamadas Semanas Nacionales de
Vacunacion, y ofrecer un conjunto de acciones basicas de prevencion a la poblacion de
mayor riesgo. Es asf como se instituyeron las Semanas Nacionales de Salud en las que se
inicié la administracion de vitamina A y de antiparasitarios a menores de edad (Tabla 1).
Esta Giltima con la finalidad de reducir la tasa de infecciones por pardsitos intestinales en la
poblacion y el impacto negativo de las parasitosis en el crecimiento y desarrollo infantiles.
Desde Ia 3°. Semana Nacional de Salud de 1993, se proporciona una dosis de 400 mg de
ABZ a los preescolares y nifios de primaria y secundaria ubicadas en los municipios
definidos por autoridades de salud, como aquellos en que su poblacién tiene mayor riesgo
de enfermar por helmintos (SSA, 1998).

Ademas de 1a efectividad del ABZ para el tratamiento de parésitos intestinales, este

farmaco se ha usado cada vez més contra enfermedades parasitarias sistémicas, como la
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NCC y el quiste hidatidico. En un estudio realizado por Sotelo et al. (1988) se comparé la
efectividad del ABZ con respecto a la del PZQ en el tratamiento de cisticercosis en
parénquima cerebral. La dosis de ABZ utilizada fue de 15 mg/kg de peso al dia durante 1
mes, los datos mostraron que el ABZ redujo las lesiones quisticas hasta en un 76%, de
manera muy similar al PZQ. Aungque el uso del ABZ contra laNCC ain estd en evaluacion,
se emplea en la mayoria de los casos en los que el tratamiento con PZQ falla, en éstos la
dosis que se utiliza es de 15 mg/kg diario durante un mes. Alarcon et al. (1989), trataron
23 pacientes con NCC durante un periodo de 30 dias con ABZ. Nueve pacientes recibieron
dosis de 15 mg/kg de peso corporal por 3 dias; 9 recibieron la misma dosis administrada
durante 30 dias, y 5 sélo recibieron tratamiento para los sintomas. Loes resultados indicaron
que ¢l ABZ es un medicamento efectivo a los tres dias de tratamiento tanto como si se
hubiera administrado durante un mes.

Para combatir la hidatidosis en humanos se ha utilizado ABZ a dosis de 10 mg/kg
de cuerpo/ durante 1 dia en ciclos de 28 dias separados por 14 dias sin tratamiento. La
eficacia de la quimioterapia fue evaluada mediante pruebas clinicas y cambios en la
morfologia del quiste. Los resultados mostraron que de 134 pacientes con hidatidosis, 67
tuvieron remision total, mientras que de los otros 67 solo el 79 % tuvo respuesta parcial al
farmaco y el otro 21 % no presentd ninguna mejoria. Sin embargo, los quistes presentaban
modificaciones en su estructura interna. Ademdas pudo observarse que la respuesta al
farmaco depende del tamaflo y el sitio del quiste (Radulescu, et al., 1997).

El ABZ también ha sido empleado contra infecciones por protozoarios como

Giardia sp. incluso 400 mg de ABZ durante 5 dias son igual de efectivos que el tratamiento



con metronidazol pero sus efectos .secundarios son “mucho menores lo que lo hace

apropiado para su uso en nifios (Hall y Nahar, 1993; Misra, 1995).

Tabla 1.- Ntimero de dosis de ABZ administradas en las seranas nacionales
de vacunacion de 1993 a 1998 (SSA, 1998).

ANO FECHA META LOGRO %
1993 18- 22 octubre 3,000, 000 9, 714, 042 121.43
1994 21-26 febrero 9, 951, 830 9, 240, 562 92.48
25 jupio 1 julio 12, 031, 873 11,339, 972 94.23
17 -21 oetubre 11, 641, 577 11, 408,223 98.00
1995 25 feb- 3marzo 11, 459, 130 11, 313, 364 98.73
24 -30 junio 14,421,874 12, 751, 258 88.42
1996 25.31 mayo 11, 195,232 1}, 719, 603 104 68
21-25 oclubre 11, 696, 636 1, 814, 092 101.00
1997 24-30 mayo 11, 978, 283 11,679, 088 97.50
27-31 oclubre 11, 936, 753 11, 767, 417 98.58
1998 23-29 mayo 13, 111,932 13,112,759 100.04

Toxicologia del ABZ

Los datos sobre la toxicologia de! ABZ se han realizado en bovinos, ratas y conejos,
mientras que los reportes en humanos son més escasos. En un estudio realizado en bovinos
(FDA, 1989) dosis superiores a 75 mg/kg/dia provocaron cuadros de toxicidad, como
decremento en la actividad, anorexia seguida de severas diarreas y en algunos animales
inclusive se presentd la muerte. En ratas, dosis menores o iguales a 30 mg/kg/dia no
provocaron ningtin efecto tdxico tanto en machos como en hembras. Mientras que en perros
esta dosis es altamente toxica, provocando discresia hematoldgica. reduccion en el peso
corporal dentro de la cual cabe resaltar el peso testicular y una disminucién en la cantidad

de leucocitos (FDA, 1989).



En lo que respec;ta a su toxicologia genética, los datos (FDA, 1989) muestran que 40
mg de ABZ/kg/dia reducen la viabitidad de! producto en ratas prefiadas, ademas de producir
malformaciones Gseas. Otros estudios (FDA, 1989) muestran que 10 mg/kg/dia son
embriotdxicos en fetos de rata, disminuyendo la viabilidad, ei peso y la talla de los fetos,
mientras que dosis menores e igualesa 5 mg/kg/dia no causan ningin efecto sobre estos. Al
igual que otros BZ, ¢t ABZ es teratogénico en ratas (Delatour et al., 1981). La posibilidad
de que la teratogenicidad pueda resultar de la disrrupcion del citoesqueleto ha recibido poca
atencién, ya que no se considera que alteraciones en tos MT durante las divisiones mitoticas
de la embriogénesis pueden alterar el desarrollo embrionario (Whittaker, y Faustman,
1991).

En un estudio realizado en células de cerebro medio y de meédula espinal (Whittaker
y Faustman, 1991), tanto el ABZ como el SOABZ fueron inhibidores potentes del
crecimiento v la diferenciacion celutar, provocando una acumulacion de células en mitosis.
En los mamiferos la actividad antimitética de los BZ se refleja en efectos tdxicos como
teratogenicidad, alopecia y leucopenia (Delatour y Parish, 1986). Otras manifestaciones de
esta actividad antimitdtica se han observado en varios sistemas in vitro e incluyen detencion
del ciclo celular (Delatour y Parish, 1986 ), disrrupcion del citoesqueleto, induccion de
microntcleos (MN) (Citado en Whittaker ¢t al., 1991) y formacién de células ancuploides

(Whittaker et al., 1988, 1989),



En humanos el ABZ provoca efectos secundarios limitados como: dolores de cabeza
y nausea en los pacientes con NCC, y para los que tienen enfermedades hidatidicas pueden
presentarse disfuncién del higado, dolor abdominal y/o nausea (FDA, 1989).  Se piensa
(E! Amri et al., 1987) que el ABZ puede tener otro tipo de resultados 16xicos, ya que induce
la actividad del CYPIA, el cual produce en muchos casos metabolitos  tdxicos
(carcinégenos o hepatotdxicos) (Toannides et al., 1983, 1984; Parke ¢ loannides, 1984); sin
embargo, varias substancias como la p-naftoflavona, capaces de inducir el CYP1A, no son
carcinogénicas. La respuesta a estas interrogantes requiere de mds investigacién, aunque
algunos derivados BZ se han reportado como mutagénicos/carcinogénicos, Ia expresion de
estos efectos requiere del uso de elevadas dosis del farmaco {Delatour y Parish, 1986).

Recientemente se realizé un estudio con 622 nifios mexicanos, los cuales se
dividicron en las categorias de poco parasitados y muy parasitados, y fueron tratados con
ABZ durante tres periodos a lo largo de un affo. Se evalué su crecimiento corporal y se
encontrd que los nifios muy parasitados a los que s¢ administro 400 mg de ABZ durante tres
dias incrementaron su talla corporal, mientras que los nifios poco parasitados tratados con
una dosis de 400 mg de ABZ presentaron una disminucidn en su crecimiento (Forrester,

1698).



Evaluaci6n de la frecuencia de micronticleos en estudios de genotoxicidad

Existen varios parametros que pueden ser utilizados para la evaluacién de los efectos
genotoxicos de agentes quimicos, Uno de los métodos mas empleados en la actualidad,
debido a su especificidad, sensibilidad y sencillez, es la determinacién de la frecuencia de
células con microntcleo (MN), después del tratamiento in vitro o in vivo. Los MN son
fragmentos del niicleo celular que se forman como consecuencia de una divisién mitdtica o
meidtica erronea (Rieger et al., 1968; Von Ledebur et al., 1973). Dichas irregularidades
provocaban la pérdida de una porcién o de todo un cromosoma, el cual podia incluirse en
alguna de las células hijas después de la citocinesis (Fenech, 1997).

La exposicién de un gran niimero de personas a la radiacién ionizante de la bomba
atémica de Japon estimulé un periodo de investigacién cuyo objetivo fue evaluar las
posibles repercusiones genéticas de las radiaciones. Estos estudios demostraron un
incremento en la aparicién de MN después del tratamiento con diferentes tipos de radiacién
(Thoday, 1951), lo que promovi6 el uso de la frecuencia de células con MN como una
medida de dafio genético. Posteriormente (Heddle, 1973) se reporté la induccién de MN in
vivo en células hematopoyéticas de ratén expuestas a diversos mutégenos, estos datos
indicaron que la frecuencia de MN era un método simple y répido para la deteccion y
cuantificacién de dafie genético en animales. Cincuenta afios antes de estos estudios ya se
conocian los MN in vivo. Los hematSlogos Howell y Jolly describieron cuerpos nucleares
que se tefiian con el colorante fenigen en reticulocitos humanos. Estos cuerpos Howell-

Jolly representan cromosomas que se han separado del huso mitdtico, que son poco
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frecuentes en individuos sanos, pero caracteristicos de personas esplectomizadas y con
anemia hemolitica.

La técnica de MN originalmente se desarrollé para fa evaluacion del dafio inducido
por la radiacién ionizante, aunque poco después se ampli6 su uso para e} andlisis de otros
mutdgenos (Heddle et al,, 1983). Sin embargo, el analisis de-MN en linfocitos de sangre
periférica de seres humanos tuvo varios problemas, uno de los més imporiantes fue la
fragitidad de las células durante la preparacion de las laminillas, lo que provocaba el
desplazamiento de los MN de las células que les habian dado origen. Esto se soluciond con
el desarrollé de nuevos procesos de manejo de las muestras, asi como de modificaciones
hipoténicas, las cuales preservan el citoplasma y retienen el o los MN dentro de la céluta
parental (Hogstedt, 1984; Iskander, 1979). Sin embargo, el problema maés grave fue la
respuesta variable de los linfocitos a la estimulacién mitogénica, y la presencia de células
en cultivo que no entraron en divisién y por lo tante no podian dar origen a ningin MN.
Por lo anterior se desarrollaron metodologias para identificar a las células que se habfan
dividido una vez en cultivo y poder hacer una estimacion real de la frecuencia de MN.
Dentro de las metodologias més relevantes estan el marcaje de la sintesis de ADN y el
bloqueo de la citocinesis. Para marcar la sintesis de ADN se utiliz6 la bromodesoxiuridina
(Pincu et al.. 1984) o la timidina tritiada (Fenech y Morley, 1985). No obstante, cuando se
empleaba timidina tritiada, la intensidad de los nticleos interfasicos de las células que se
han dividido sélo una vez en cultivo y de las que lo han hecho més de una vez, es la misma.
Ademss la marca radiactiva por si misma producia dafio cromosontice y podia incrementar

la frecuencia real de MN ddndonos un método poco confiable. El blogueo de fa citocinesis
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que utiliza citocalasina B (Cyt-B) es la metodologia que revolucioné 1a prueba de MN por
ser efectiva para identificar a las células que se han dividido una vez en cultivo (Fig. 4), ya
que estas se observan como células binucleadas (CBN), debido al efecto inhibidor de la
Cyt-B sobre la citocinesis sint alterar la cariocinesis (Carter, 1967). A diferencia de las
CBN, las células mononucleadas no se han dividido en cultivo y las tr, tetra o
polinucleadas corresponden a las células que se han dividido més de una vez en cultivo. La
evaluacion de MN se realiza en 1000 CBN, aunque este niimero puede variar de 500-5 000
CBN.

Los criterios para la identificacion de MN en CBN aceptados en estudios
internacionales son (Surrallés y Natarajan, 1997):

Criterios empleados para identificar CBN,

1.- La célula debe tener dos niicleos redondos u ovales.

2.- Los nicleos no deben estar conectados por puentes de
cromatina.

3.- Los nicleos pueden estar en profase temprana,

4.- Los nicleos deben de tener un tamafio similar (No
necesariamente idéntico)

5.- Los nicleos pueden estar parcialmente sobrelapados.
6.- Citoplasma bien preservado

Criterios para la identificacién de MN.

|.- Forma redonda u oval.

2.- Tamailo: > 1 /2 - | /5 del tamafio de los
nicleos.

3 - No debe ser refringente

4. Debe presentar igual color ¢ intensidad que
el nacleo principal.

5.~ No debe 1ocar ninguno de los nicleos.

6.- Debe presentar la ntisma condensacidn que
los nicleos.
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Desde que se utiliza et bloqueo de la citocinesis para la evaluacién de MN, esta
técnica se ha convertido en una herramienta poderosa y sensible para la deteccion de dafio
genético, ademds de presentar otras ventajas como su rapidez, facilidad, y aplicabilidad a
diferentes tipos celulares, en algunos casos puede sustituir el andlisis de aberraciones
cromosomicas. También es posible discriminar el origen, clastogénico o aneugénico, de los
MN empleando anticuerpos anticinetocoro o bien sondas fluorescentes para centromeros y
telomeros, lo que da la posibilidad de discernir el mecanismo de accidn de diversos agentes

genotoxicos (Kirsch-Volders et al., 1997; Kirsch-Volders, 1997, Marzin, 1997).
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Evaluacidn de la cinética de proliferacién celular

A parir de los experimentos Hlevados a cabo en los afios 50 (Howard y Pelc, 1953), se
establecieron los primeros métodos confiables para entender la dindmica del ciclo celular.
Con todos los avances técnicos disponibles se ha revolucionado considerablemente el
conocimiento de la cinética celular y actualmente existen una serie de métodos para su
estudio que han permitido entre otras cosas, determinar la duracién del ciclo. De ellos, uno
de los mas utilizados es el marcaje con isdtopos radiactivos. Este método tiene la ventaja
de permitirnos estudiar la cinética celular en poblaciones asincronicas, ademas de que
puede aplicarse al estudio del ciclo celular in vivo, ya que una inyeccidén del compuesto
radiactivo es equivalente a un-pulso en los cultivos celulares. La timidina tritiada es uno de
los precursores radiactivos de mas amplia utilizacion; no obstante su uso ha sido criticado
(Hume et al., 1980; Morimoto et al., 1983) porque no se toman en cuenta las alteraciones
que puede suffir fa concentracién de timidina‘intracelular no marcada, asi como los cambios
en la actividad de la enzima timidincinasa o de los acarreadores de timidina en ia membrana
celular.

Otra forma de estudiar el ciclo celular fue introducida con el uso de la
citofluorometria ya sea simple o de flujo. Ambas buscan principalmente detectar las
variaciones en cantidad (n) y contenido (c) del ADN a lo largo del ciclo. De tal modo que
una célula en G, tiene una cantidad diploide de ADN 2n y un contenido 2¢, las que estin en
G; y principios de M tienen 2n 4¢ y las que estdn en la fase S tienen una cantidad

intermedia, mayor de 2¢ pero menor de 4¢. Debido a que este tipo de estudios son
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transversales, [a distribucién del ADN en la poblacién celular se puede hacerr rapida y
adecuadamente.
Poco tiempo después fue utilizada para examinar la cinética de proliferacion de
diversas poblaciones celulares tanto in vitro como in vivo (Craight-Holmes y Shaw, 1976;
_Crossen et al., 1977). De tal manera que cuando una poblacién celular crece en presencia
de BrdU, las células que han replicado una vez su ADN incorporan el andlogo en una de las
hebras de la molécula en ambas crométidas (sustitucién monofiliar). Después de teflirse por
fluorescencia mas Giemsa, se observa al microscopio un patrén de coloracién obscuro en
ambas cromatides de todos los cromosomas (M-1 en la Fig. 5). Cuando las células han
pasado por un segundo ciclo de replicacién, una cromdtida de cada cromosoma ha
incorporado en sus dos hebras el andlogo (sustitucion bifilar), mientras las otras sélo lo han
hecho una vez . En el microscopio se ve entonces una croméatida més clara que la otra en
todos los cromosomas metafasicos (M-2 en fig. 5). Finalmente cuando las células han
replicado su ADN tres veces es decir, han pasado por tres fases, es decir, ha pasado por tres
fases S, presentan cromosomas de dos tipos: con ambas cromdtidas sustituidas bifitarmente
que por lo tanto se ven ambas claras al microscopio y, aquellas que tienen una sustituida

monofilarmente (obscura) y la bifilarmente sustituida y por lo tanto clara (M-3 en la Fig. 5).
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De esta forma, se puede evaluar en un cultivo el porcentaje de células que s¢ han dividido
una, dos y tres 0 mds veces: con esto se pueden calcular indices que nos dan informacién
acerca de la historia replicativa de las poblaciones cclulares. Se propuso (Ivette y Tice,
1982) una formula con la que se calcula el indice de replicacién (IR) el cual es un
pardmetro que nos puede dar una idea mas precisa de la cinética de proliferacién celular
(CPC). Los mismos autores han extendido el uso del IR para calcular el tiempo de
generacién promedio (TGP= tiempo desde que se agregé BrdU al cultivo/IR). Sin
embargo, para que este cdlculo sea preciso, es nocesario que por un lado la poblacién
celular recuperada no tenga exclusivamente células en primera division, por otro que la
determinacidn de metafases en tercera divisidn no se vea incrementada por células que se

han dividido mas de tres veces.



Factores que pueden influir sobre la cinética de proliferacion celular

En diversos trabajos se han estudiado algunos de los factores tanto ambientales
como aquellos propios de cada donador, que pueden producir cambios en la CPC: se ha
encontrado, por ejemplo, que el medio de cultivo utilizado influye sobre la duracién del
ciclo celular (CC) (Mutchinick et al., 1980): En algunos trabajos se ha reportado que la
presencia de suero en los cultivos puede retardar el ciclo celular (Auf der Maur y
Berlincourt, 1979; Wolff et al,, 1934;), aunq;e en otro no se encontré tal efecto -
(Mutchinick et al., 1980).

Los valores de pH tanto intra como extracelular también afectan la proliferacion de
linfocitos en cultivo. Asi: con valores de pH extracelular arriba de 6.8 se mantiene el
crecimiento exponencial y ademas se induce la protiferacion de las células en G, mientras
que si el pH extracelular se mantiene entre 6.7 y 6.4 la tasa de division se reduce por ultimo,
si el pH baja de 6.4, el crecimiento se inhibe casi por completo {Taylor et al., 1934).

Por otro lado se ha observado que cuando los finfocitos proliferan, frecuentemente
el pH intracelular es mas alcalino que en aquellas células que se encuentran en reposo
(Sénchez, 1987). Las variaciones en la temperatura de cultivo también afectan la duracién
del CC. sobre todo si esta es menor de 35°C, reduccion que produce el alargamiento del CC
{(Abdel- Fadil et al, 1982). Las condiciones de colecta de la sangre influyen en la
proliferacion de los linfocitos en cultivo, por ejemplo, si se obtiene la muestra durante la
mafiana, la proliferacion de linfocitos de humanos es més répida que si la venopuncién se
realiza durante el medio dia o la noche (Tavadia et al., 1975). De igual forma, si como

anticoagulante es usado el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) o el citrato 4cido de
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dextrosa (ACD), el CC se hace mis prolongado que en aqueltas muestras tomadas con
heparina (Tucker y Christensen, 1987).

Por lo que respecta a las variaciones en la cinética de proliferacién de linfocitos en
cultivo, producidas por factores propios de los donadores, se ha detectado que esta ¢s mas
lenta en las personas viejas que en las jovenes (Wen y Liew, 1983). El estado nutricional
de los donadores también parece ser un factor que influye en la proliferacion linfocitaria
(Oniiz y Betancourt, 1984). Al igual que las condiciones de salud, ya que en personas
parasitadas la CPC es mds lenta que en los individuos sanos (tHerrera et al, 2000; Montero

etal., 1989).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Los datos toxicolégicos muestran que ef ABZ provoca limitados efectos secundarios a corto
plazo. Sin embargo, sus efectos adversos a largo plazo han sido poco estudiados. Su
principal mecanismo de accion parasitocida est relacionado con su capacidad de provocar
alteraciones en la proliferacién celular in vifro, asi como en la pérdida del material genético
(Whittaker, 1989 y 1991). Lo que in vivo podria representar severas repercusiones en el
individuo ¢ inclusive en su descendencia, ya que alteraciones en la proliferacion celular
podrian estar muy relacionadas con el retraso en el crecimiento corporal, en tanto que la
pérdida de material genético en células somaticas e ha visto involucrada en procesos como
el cancer (Cavenee et al., 1991; Fearon y Vogelstein, 1990), mientras que a nivel germinal
se le ha relacionado con diversos sindromes genéticos (Dellarco et al., 1986). A causa de la
carencia de estudios sobre los efectos toxicos y genotdxicos del ABZ en seres humanos, no
se ha podido determinar ¢l tipo de riesgo que este compuesto representa en palses, como el

nuestro, en donde su uso s masivo en menores de edad.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos genotoxicos in vitro del ABZ y sus metabolitos (SOABZ y SO,ABZ),

asi como sus posibles efectos sobre la cinética de la proliferacion celutar en linfocitos de
humano tratados a concentraciones similares a las encontradas en ¢l plasma de pacientes

con parasitosis sistémicas.
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OBJETIVOS PARTICULARES
1.- Determinar la posible interaccion entre el ABZ o sus metabolitos con el solvente
(Dimetil sulfoxido, DMSO) utilizando resonancia magnética nuclear (RMN).
2.- Determinar las posibles alteraciones provocadas por el ABZ y sus metabolitos
sobre el ciclo celular, evaluando el indice mitdtico (IM) y la CPC.
3.- Estandarizar la técnica de MN en linfocit(;s humanos.
4.- Determinar el efecto del ABZ, SOABZ y la SO,ABZ sobre la frecuencia de MN

de linfocitos humanos tratados in vitro.

HIPOTESIS
El ABZ interfiere con la polimerizacién de la tubulina para formar MT, por lo que los
linfocitos tratados in vitro con diferentes dosis de ABZ o sus metabolitos, presentaran

alteraciones en la cinética de proliferacion celular, asi como un incremento en la frecuencia

de CBN con MN.
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MATERIAL Y METODOS

1.1 Evafuacidin de la posible interaccion ABZ / SOABZ - DMSO,

Debido a que el ABZ y sus metabolitos son insolubles en agua, para poder administrarlos a
los cultivos se disolvieron en DMSO, por lo que fue necesario evaluar si este solvente
interaccionaba con e! ABZ o con alguno de sus metabolitos formando un compuesto capaz
de producir efeclos sobre los pardmetros a evaluar. Para descartar esta posibilidad, se
realizaron pruebas de RMN, una para el ABZ-DMSO y la otra para SOABZ-DMSO. La
RMN se realizé en colaboracion con el laboratorio de Quimica Inorgénica del Dr.
Raymundo Cea en el Instituto de Quimica de la UNAM. Se disolvieron 100 mg de la
sustancia en DMSO deuterado, las muestras se colocaron dentro del aparato en capilares
especiales para RMN. Se obtuvicron los espectros de cada solucién y se analizaron

mediante un sistema computarizado.

1.2 Donadores

Se obtuvieron muestras de sangre de dos varones sanos (edad promedio: 30 afios), que no
estuvieran tomando ningén tipo de medicamento por lo menos 15 dias previos a la toma de
la muestra, asi como que no hubieran estado enfermos durante la semana anterior al

muestreo.
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1.3 Evaluacién del efecto del ABZ y sus metabolitos sobre la cindtica de proliferacion
linfocitaria.

Se sembraron por duplicado y en dos ocasiones por cada donador, 0.5 ml de sangre entera
en tubos de 15 ml (Falcon, EUA), a los que se adicionaron 6 mt de medio de cultivo RPMI-
1640 (Sigma, EUA) suplementado con 1 % de aminoécidos no esenciales (Gibco, EUA) ¥
glutamina (Sigma, EUA). Se agregaron 0.2 mt de fitohemaglutinina (PHA) (Gibco, EUA} ¥
0.3 m! de BrdU (concentracion final: 32 uM) en ausencia de luz. Los cultivos se incubaron
a 37 °C durante 48 h. Después de este periodo, los cultivos se trataron con ABZ, SOABZ o
SO,ABZ. Las dosis Utilizadas fueron: 0.1, 1, 10 y 100 uM, las dos primeras son similares a
las concentraciones de SOABZ encontradas en el suero de pacientes con neurocisticercosis
tratados con ABZ (Jung et al, 1992; Jung et al, 1997; Sanchez et al, 1993), Decidimos
utilizar estas dosis debido a que el ABZ se metaboliza ripidamente a SOABZ, siendo éste
el metabolito que posee el efecto terapéutico (Gottschall et al., 1990). Como testigo
negativo se adicionaron 7 pi de DMSO, los cuales correspondieron al volumen empleado de
solvente. Las células se incubaron a 37° C, durante 22 h mds y se adiciond Colcemid (0.2
pg/ml; Gibco, EUA), para detener la polimerizacién de los MT y poder evaluar eliIMyla
CPC. Dos h después. los cultivos se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 min, se extrajo el
sobrenadante y se aitadieron 5 m! de una solucion hipoténica de KCI (0.075 M), los cultivos
se incubaron durante 30 min, y al finalizar este tiempo se centrifugaron y se extrajeron 4 ml
de sobrenadante. para fijar el resto de cada tubo en una solucién de metanol y dcido acético

(3:1). Nuevamente se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 min, y se continu¢ con los
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Javados en la solucion ﬁfadora hasta obtener un botén celular limpio. Una vez obtenido el
boton celular limpio, este se resuséendic’) en 0.3 ml de fijador, se goted sobre una laminilla
bafiada en etanol al 70%, y se secd a la flama. Después de 24 h se tifieron las laminitlas de
acuerdo con el método diferencial de fluorescencia y Giemsa (Perry ¥ Wolff, 1974). Para
evaluar el IM se determiné el némero de células en metafase en un total de 2000 células.
Mientras que para la CPC se analizaron en 100 metafases consecutivas, entre las cuales se
diferencié a las células que se habian dividido una (M1), dos {M2) y tres (M3) o mas veces.
En los cultivos cada concentracion tenia su duplicado y cada de cada individuo se

realizaron dos cultivos.

}.4 Evaluacién del efecto sobre la frecuencia de MN,

Se sembraron pro duplicado y en dos ocasiones por cada donador, 0.5 ml de sangre entera
en tubos de 15 ml (Falcon, EUA), a los que se adicionaron 6.3 ml de medio de cultive
RPMI-1640 (Sigma, EUA) suplementado con 1 % de aminodcidos no esenciales (Gibco,
EUA) y glutamina (Sigma, EUA). Se agregaron 0.2 m! de PHA. Los cultivos se incubaron a
37 °C durante 48 h, después de las cuales las células se trataron con ABZ, SOABZ o
S0,ABZ. Las dosis utilizadas fueron 0.1, 1, 10 y 100 pM. Al igual que en los cultivos para
IM-CPC se utilizé6 DMSO como testigo negativo. Después de dar el tratamiento, se agregé
Cy1-B (concentracion final: 6 pg/ml; Sigma, EUA) para inhibir la citocinesis, la suspension
celular se homogeneizd y posteriormente se incubaron a 37 °C durante 24 h (Fenech y
Morley, 1985). A las 24 h de tratamiento los cultivos se centrifugaron a 1200 rpm durante

10 min. se extrajo el sobrenadante y se fijaron en una solucién de metanol y acido acético
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en proporcion 3:1. Nuevamente se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 min, para realizar
los lavados en la solucién fijadora hasta obtener un botén celular limpio. Después de
obtener el botén celular limpio, este se resuspendié en 0.3 ml de fijador y se goted
cuidadosamente, para evitar romper las membranas celulares, en laminillas frias bafiadas en
agua y se dejaron secar al aire. Finalmente las laminilas se tifieron con colorante de Wright,
y se evaluaron al microscopio. Para realizar la evaluacién de la frecuencia de células con
micronticleos se analizaron 1000 células binucleadas, que son aquellas que se dividieron
s6lo una vez en cultivo, de las cuales se identificaron las que tenian micronticteos segin los

criterios recomendados (Surrallés y Natarajan, 1997).
1.5 Andlisis estadistico.

En andlisis estadistico se realiz6 con la pruecba ANOVA. Se considerd como

estadisticamente significativo cualquier valor de p igual o menor de 0.05.
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RESULTADOS
Los andlisis de RMN indicaron que ni el ABZ ni ¢l SOABZ interaccionan con ¢} DMSO,
por lo que los datos que a continuacién se describen pueden considerarse resultado del
efecto de las sustancias evaluadas (histogramas 1 y 2). Debido al alto costo de la RMN, a
los resultados negativos con ABZ y SOABZ, asf como a las caracteristicas quimicas de la
SO;ABZ que permiten predecir que esta molécula, al igual que las otras dos, no
interacciona con el solvente empleado, no se realiz6 RMN de este ultimo metabolito

disuelto en DMSO.

Efecto sobre el IM y la CPC.

El ABZ indujo un incremento significativo en el nimero de células en metafase a partir de
la dosis 1 uM (Tabla 2, Figura 6). De manera similar, este compuesto aumento el nimero
de células que solo se dividieron una vez en cultivo (células M1) desde la dosis 1 pM
(Tabla 3, Figura 7). En los cultivos tratados con SQABZ se observé un incremento en el IM
estadisticamente significativo a partir de la dosis 10 uM (Tabla 2, figura 6), mientras que la
frecuencia de células M1 sélo se incrementd con la dosis 100 pM (Tabla 3, Figura 7). El
metabolito inactivo (SO,ABZ) no produjo ningun efecto en el IM, encontrdndose un ligero
incremento en la frecuencia de células M1 a fa concentracién 100 pM (Tablas 2y 3, Figuras

5y6).
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Efecto sobre la frecuencia de células micronucleadas.

El ABZ increment6 significativamente la frecuencia células con microntcleos a partir de la
dosis 10 pM (Tabla 4, Figura 8), mientras que al evaluar el dafio inducido por el SOABZ,
no se encontré un efecto como e} inducido por el ABZ. En este caso se observé un ligero
aumento, estadisticamente significativo sélo a la dosis més alta, 100 pM (Tabla 4, Figura

8). Ef metabolito inactivo (SO,ABZ) no produjo ningin efecto significativo.
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Tabla 2- Efecto del ABZ y sus metabolitos en el IM de linfocitos cultivados de hu:t;ano

tratados durante 24 h. Media de dos experimentos por denador.

CONCENTRACION ABZ SOABZ SO,ABZ
M X DE X DE X DE
DMSO 35 5 33 9 72 6
0.1 76 7 35 1 3] 5
.0 79+ 1 38 8 21 6
10 75+ 19 i 3 3 6
100 74 ¥ K 36 6 34 i

* p<0.0001, ** p<0.001, *** p<0.01
X= Media

DE= Desviacion estandar




Tabla 3- Efecto del ABZ y sus metabolitos en la frecuencia de células M1 de linfocitos

cultivados de humano tratados durante 24 h. Media de dos experimentes por

donador.
CONCENTRACION ABZ SOABZ SO;ABZ

(pM) X DE X DE X DE

DMSO 27 6 15 7 13 3

0.1 37 8 23 2 14 4

1.0 34 11 18 2 16 1

10 62 ** 9 25 3 19 3

100 63 ** 8 56%%* 7 26* 3

¥ p<0.001, ***p<0.01, * p=0.05

X= Media

DE= Desviacion estandar




Tabla 4- Efecto del ABZ y sus metabolitos en la frecuencia de células micrenucleadas
en linfocitos cultivados de humano tratades durante 24 h. Media de dos experimentos

por donador.

CONCENTRACION ABZ SOABZ SO,ABZ
(=M) X DE X DE X DE
DMSO 21 3 8 0 12 0
0.1 ' 30 ] 13 1 12 2
1.0 94 73 14 0 15 0
10 156% 27 16 I 15 3
100 724* 46 35 6 23 9
*p<0.03
X= Media

DE= Desviacion estandar
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Figura 7- Efecto de! ABZ y sus metabolitos en la frecuencia de células M1 en linfocitos cultivados
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Figura 8- Efecto del ABZ y sus metabolitos en ta frecuencia de células micronucleadas en linfocitos cultivados
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DISCUSION

Debido a su amplio espectro parasitocida, el ABZ se ha utilizado dentro de los esquemas de
tratamiento de diversas parasitosis, no sélo en nuestro pafs, sino en muchos otros en donde
las enfermedades causadas por helmintos ocupan un alto indice en la morbilidad de la
poblacién general, y un lugar muy importante en la mortalidad de menores de edad. A
pesar de su uso frecuente, poco se sabe de los efectos adversos que provoca a largo plazo en
seres humanos. Se sabe que el ABZ es teratogénico en ratas (Delatour et al,, 1981),
promueve alteraciones en la proliferacion cefular y en la frecuencia de MN in vifro, asi
como la formacion de células aneupléides (Mailhes y Aardema, 1992; Mailhes y Marchetti,
1994). En humanes, este compuesto provocd el retraso del crecimiento corporal de nifios
poco parasitados, a los que se les administrd una sola dosis de 400 mg dos veces al afio. Es
importante resaltar que no sélo este efecto, sino todos los reportados tanto in vitro como in
vivo, pueden estar directamente relacionados con el principal mecanismo de accién
parasitocida del farmaco, que es la inhibicion de la polimerizacién de los MT, ya que se ha
visto que otras sustancias inhibidoras de la formacién de MT producen alteraciones
similares a las reportadas para el ABZ (Davidse y Flach, 1978; Lacey, 1990; Styles, 1973).

Considerando el mecanismo de accion parasitocida, la farmacologia del ABZ y
sobre todo la carencia de datos acerca de los efectos adversos a largo plazo en humanos,
decidimos estudiar a citotoxicidad y genotoxicidad de este farmaco y sus metabolitos en
células de humano in vifro, Se utilizaron linfocitos de sangre periférica de humano por la

facilidad para obtener las muestras asi como para su manejo in vifro. Los pardmetros para
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medir alteraciones en la proliferacién de linfocitos humanos (el IM y la CPC) han sido
validados en estudios anteriores (Herrera et al., 2000; Rojas et al., 1992; Rojas et al., 1993).
Para analizar la genotoxicidad del ABZ y sus metabolitos se evalud la frecuencia de MN en
CBN (Fenech y Morley, 1985), ya que otros BZ como el benomil, la carbendazina, ¢! MBZ,
el nocodazol (NDZ), inducen MN como resultado de pérdida cromosémica provocadas por
alteraciones en el huso mitdtico (Banduhn y Obe, 1985; Georgieva et al., 1990; Lynch y
Parry, 1993; Miller et al,, 1998).

El incremento en el IM, asi como la acumulacién de células que solo se dividieron
una vez en los cultivos tratados con ABZ y SOABZ, sugieren la detencién del ciclo celular
en metafase. Estos efectos producidos sobre la cinética de proliferacion celular concuerdan
con 1o que se ha reporiado en otros estudios in vitro en sistemas animales no humanos, en
los que también se ha visto la detencion de la proliferacion celular en metafase por ABZ y
otros BZ (Andreassen et al., 1996; Whittaker, 1991). Este efecto estd relacionado con el
mecanismo de accién parasiticida del ABZ, ya que se ha visto que la segregacion
cromosémica depende de la formacién del huso mitdtico constituido bésicamente por MT
dindmicos cuya organizacién espacial es critica para la apropiada distribucién de la
informacién genética en las células hijas. Se sabe que BZ, como el NDZ, que interfieren
con los MT detienen la proliferacién celular (Andreassen et al., 1996; Li y Benezrra, 1996).
De igual forma, la inhibicién de la polimerizacion de los MT nos ayudaria a entender las
diferencias observadas en los efectos provocados por el ABZ y el SOABZ, ya que el

SOABZ tiene una menor afinidad por los dimeros de tubulina que el ABZ, por lo que su
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eficacia para detener e! ciclo celular mediante la interaccion SOABZ-tubulina es menor que
la esperada para ¢t ABZ ( Lacey, 1988).

El o los mecanismos por los cuales Ia inhibicién de la polimerizacion de los MT
promueve(n) Ia detencién del ciclo celular son ain poco claros. Una posibilidad es la
activacién de mecanismos mediante los cuales se verifique la alineacién de todos los
cinetocoros en la placa metafdsica, para que pueda iniciarse la segregacion durante la
anafase. Se ha visto que la administracién in vitro de NDZ a células Hel.a interfiere con la
polimerizacién del huso mitdtico, promoviendo la detencidn de la proliferacion celular
mediante la activacion de mecanismos de verificacion en la metafase. Esta verificacion se
realiza mediante la proteina del gen hsMAD?2, localizada en los cinetocoros ciue estan fuera
de la placa metafasica (Li y Benezrra, 1996), la cual es reconocida como una sefial de error
en la alineacién cromosdmica, desencadenando una cascada de eventos que inhiben la
progresién def ciclo celular hacia anafase, y deteniendo temporalmente el ciclo hasta que
todos los cromosomas se encuentren alineados correctamente (Rudner y Murray, 1996). A
pesar de que la verificacién de que la alineacién cromosémica en la metafase explicarfa la
detencién del ciclo celular cuando el ABZ o el SOABZ inhiben la polimerizacién de los
MT, ain no se sabe si estos eventos ocurren €n linfocitos de seres humanos.

Los resultados de la evaluacion del dafio genotoxico inducido tanto por el ABZ
como por el SOABZ mostraron gue ambos compuestos incrementaron la frecuencia de
CBN con MN, en tanto que la SO:ABZ no provocd ningin efecto. Es importante resaltar
que el ABZ tuvo una mayor eficacia para producir MN que ef SOABZ. lo que puede estar

relacionado con la diferencia en la afinidad por la tubulina entre ambos compuestos.
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Tomando en cuenta la dindmica de polimerizacién y depolimerizacion de los MT, las
células son susceptibles de sufriv dafio en la informacién genética aunque sea
indirectamente, atin después de que los cromosomas ingresen en anafase, ya que el ABZo
el SOABZ pueden inhibir el proceso de depolimerizacion de los MT retrasando la
segregacion de algunos cromosomas las células son susceptibles de sufrir dafic en la
informacién genética aunque sea indirectamente, lo que muy probablemente seria una de las
causas de formacién de MN. No obstante, ain no se puede descartar un posible efecto
clastogénico del ABZ o el SOABZ, para lo cual s necesario emplear otro tipo de
metodologias que nos permitan discernir entre los micrentcleos formados por cromosomas
completos y aqueflos que sélo contienen fragmentos cromosomicos. Por ejemplo, la
identificacién de cinetocoras mediante anticuerpos, o de centromeros y telomeros con
sondas cromosomicas especificas. Sélo asi podriamos afirmar que el efecto inducido por
estas sustancias se debe a la pérdida cromosémica causada por la interferencia con la
formacién del huso mitdtico.

Aunque la formacién de micronicleos con cromosomas completos puede resultar en
la generacion de células aneuploides, con repercusiones severas tanto en el individuo como
en su descendencia, es importante resaltar que las dosis a las cuales se observé el
incremento en la frecuencia de células micronucleadas son dos Ordenes de magnitud mas
elevadas que las encontradas normalmente en el plasma de los pacientes a los cuales se les
administra el ABZ (Jung et al, 1992; Sanchez et al, 1993; Jung et al, 1997}. De tal forma
que el dafio observado in vitro podria no tener significado bioldgice ya que estas dosis se

alcanzarian muy raramente in vivo, @ menos que sc traiara de individuos con dafio hepatico,
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en los cuales las concentraciones séricas de ABZ y SOABZ se incrementan (El-Muft] et al,
1993). También es importante considerar que las substancias que alteran la formacién del
huso mitdtico provocan eventos de no disyuncion mas frecuentemente que la pérdida de
cromosomas completos incluso a dosis mas bajas a las cuales se induce aneuploidia
(Aadema et al, 1998; Ethajouji et al., 1997, Marshall et al., 1996; Sgura et al., 1997; Zijno
et al, 1996), por lo que es necesario evaluar este tipo de dafio. La no disyuncion puede ser
determinada en los nicleos interfasicos de las células binucleadas mediante el uso de
sondas centroméricas especificas.

La utilidad de! ABZ como un medicamento antiparasitario es incuestionable,
sobretodo si consideramos que las helmintiosis contintian siendo una causa importante de
morbi-mortalidad en paises en desarrolio {Crompton, 1999; Horton, 1990), Nuestros datos
mostraron que a las concentraciones reportadas en el suero de pacientes tratados con varias
dosis de ABZ, este compuesto y sus principales metabolitos no provocaron alteraciones en
la cinética de proliferacion celular ni en la formacién de células micronucleadas. No
obstante, es importante evaluar otros eventos, como la no disyuncién de cromosomas, que
ocurren con mayor frecuencia que el dafio determinado en este estudio. Cabe sefialar que
muchos de los efectos a largo plazo dependen en gran medida de la susceptibilidad
individual, y del grado de exposicion. el cual a su vez estd influenciado por la
farmacocinética del medicamento en cada individuo, de tai forma que es necesario rcalizar

ta evaluacion de estos efectos in vivo.
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CONCLUSIONES

No existe ning(in tipo de interaccion entre el ABZ/SOABZ con el DMSO.

Tanto el ABZ como su metabolito activo (SOABZ) provocaron la detencion del ciclo
celular en metafase a dosis superiores a 1 pM.

La frecuencia de4 células con micronticleos en los linfocitos cultivados tratados con
ABZ v SOABZ, sin embargo, ¢l efecto de! ABZ es mucho mayor que el provocado pot
el SOABZ.

E1 metabolito inactive (SO2ABZ) no alteré ninguno de los pardmetros evaluados, lo
gue concuerda con otros estudios.

Es necesaria la evaluacién de otros efectos genotoxicos, como la no disyuncion que €s
muy frecuente a dosis bajas.

Aunque la utilidad del ABZ como antiparasitario es incuestionable. se¢ considera

necesaria la evaluacion de los efectos en seres humanos.
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ABREVIATURAS

ABZ - Albendazol

TBZ - Tiabendazol

BZ - Benzimidazol

FLBZ - Flubendazo!

MBZ - Mebendazol

NCC - Neurocisticercosis

BZc - Benzimidazoles carbamatados
SOABZ - Sulfoxido de albendazol
SO,ABZ - Sulfona de albendazol

CSF - Fluido cerebroespinal

PZQ - Praziquantel

CcYp - Citocromo P-450

FMO - Monoxigenasas dependientes de flavina
MT - Microtibulos

MN - Micronicleo

ADN - Acido desoxirtibonucléico
Cyt-B - Citocalasina B

CBN - Células binucleadas

IM - indice mitético

IR - {ndice de replicacion

CpC - Cinética de proliferacion celular
CC - Ciclo celular

RMN - Resonancia Magnética Nuclear
DMSO - Dimetil sulfoxido

KCl1 - Cloruro de Potasio

Ml - Células en 1%, Division

NDZ - Nocodazol
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