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I INTRODUCCION

Muchos de los medicamentos, utilizados en la quimioterapia de diferentes parasitosis, se lin
derivado de el uso empirico y tradicional. L.a quimioterapia racional se basa en el trabajo del patélogo
Paul Ehrlich en los afios 1870's y 1880's. La aplicacion por Ehrlich de Ia selectividad de los compuestos
en ¢l tratamiento de las infecciones por baclerias y protozoarios inicio la quimioterapia moderna (Croft,
1994).

Por otro lado, como consecuencia del progreso sustancial ocurrido con el descubrimiento y el
desarrollo de firmacos, particularmente en medicina veterinaria, el médico, en la actualidad dispone de
agentes efectivos capaces de curar o controlar la mayoria de las infecciones humanas producidas por
helmintos intestinales.

L.os helmintos son organismos muy diferentes, que varfan en su ciclo bioldgico, en la estructura
de su organismo, en su fisiologia, en su evolucion, en el habitat que ocupa dentro del huésped y en su
susceptibilidad a los quimioterdpicos. La gravedad de la infeccion, tanto en el hombre, como en otros
hospederos, esta dada por Ja intensidad de Ia exposicion.

Los farmacos antihelminticos que se emplean para climinar los pardsitos, actuan de forma local
climindndolos del tracto gastrointestinal, o actuando de forma sistéimica para eliminar los especimenes y
formas inmaduras de los helmintos que invaden drganos y tejidos.

A través del tiempo se han empleado una gran cantidad de compuestos; dentro de los que mis se
han utilizado se encuentran: compuestos de antimonio (tartas emético);, compuestos (riciclicos con
cadenas de dialquilamino (lucatona e hicantona); dihidroisoquinolinas (praziquantel); hidrocarburos
halogenados (CCly, hexacloroctano); fenoles y bisfenoles halogenados (hexaclorofeno); salicilanilidas
halogenadas (oxiclozanida); fenoxialcanos (dianfenetide); bencimidazoles (tiabendazol y albendazol) y
piperazinas (dictilcarbamazina),

Para el tratamiento de las diferentes parasitosis tisulares, se requiere de productos que alcancen
concentraciones plasmaticas adecuadas para erradicar la infeccion. Algunos medicamentos, tienen
actividad bioldgica o farmacologica adecuada, pero por lo general tlienen otras caracteristicas no
descables, por ejemplo, alta toxicidad, insolubilidad o problemas para su metabolismo; persistiendo Ja
imperiosa necesidad de disponer de farmacos adecuados para combatir distintos tipos de infecciones
sistémicas como Ia equinococosis, la filariasis y Ia triquinellosis causadas por helmintos con localizacion
tisular, las cuales requicren para su tratamiento de grandes dosis y trntamientos largos. Por lo que, se
requicre diselar nuevas estructuras, para minimizar o eliminar estas propiedades.



Dentro del diseiio de muevos farmacos, se han utilizado con éxito sistemas de liberacion
cantrolada, microencapsulacion de farmacos, recubrimicntos entéricos, el uso de liposomas, ademds se
han probado sistemas y terapias de reemplazo cnzimdtico; la utilizacion de la administracion
transdérmica, nasal y pulmonar, asimismo, tratamicntos para infecciones aculares.

Otra estrategin en ol discho de firmacos ha sido la sintesis de profarmacos. El término
profarmaco fue introducido por primera vez por Albert en 1971, ¢l cual se refiere a un compuesto
inactivo farmacologicamente nue es convertido # un firmaco activo por una biotransformacion
metabolica (Silverman, 1992). Algunos profirmacos pueden ser activados por un proceso ho
enzimitico, como reacciones intramoleculares. Esta conversion de profimiaco a farmaco pucde ocurrir
antes de fa absorcidn, durante in absorcion, o después de la absorcion, o en un sitio especifico del
cuerpo. En un caso ideal un profirmaco es convertido a firmaco en ¢l sitio de accion para €l que fue
disciado.

Los profarmacos sc utilizan por diferentes razones, entre estas; por problemas de solubilidad; de
absorcion y distribucion; impedimento para flegar a un sitio especifico; inestabilidad; toxicidad; pobre
aceplabilidad del paciente y por problemias de formulacion. En algunos casos los profirmacos no han
sido diseiados como lales; la biotranslormacion es lortvita, y en ¢l andlisis de los metabolitos sc observi
fa activacién (Martin, 1993).

Existen dos tipos de profarmacos: los derivados bioreversibles y los bioprecursores (Martin,
1993);

1) Un derivado bioreversible cs un compuesto que en su estructura presenta al firmaco unido a
una porcidn estructural denominada progrupo. Por reaccionies cnzimiticas o quimicas, ¢l derivado
bivreversible libera al firmaco para que sea este Bltimo ¢l que cjerza el efecto Lerapéutico.

2) Un bioprecursar s un compuesto que en su estructura no presenta al firmaco, sino que lo va
a formar cuando ¢s melabolizado por reacciones de oxidacian o reduccion, .

Walchschofer y cols. (1990) evaluaron la actividad de un profinuaco de un nuevo bencimidazol
contra lichinococcus multicnloris, cf cual se cicliza al bencimidazo! después de 1a reduccion del grupo
nitro por la microflora intestinal. Los autores encontraron por medio de microscopia de transmision,
daio significativo en ¢l Llegumento y los proloscoles del pardsito, después de 18 dias de tratamiento, Por
otro fado, Dawson y Watson (1983) sintctizaron un profirmaco del mebendazol, cf cual se administrd a
ratas por via oral, observiindose una mejor biodisponibilidad en comparacion con c! mebendazol,



Dentro de los bencimidazoles 2-carbamatos, el albendazol es el de mis amplio uso ¢n el
tratamiento de las helmintiasis. Sin embargo, su insolubilidad en agua dificulta su absorcion a nivel
intestinal, y por lo tanto, ¢l alcanzar concentraciones plasmaticas adecuadas, Al igua! que con otros
farmacos, se han empleado diferentes estrategias para mejorar las propiedades fisicoquimicas del
albendazol, dentro de las cuales se encuentra la produccion de profarmacos.

Un cjemplo de lo anterior, es ¢l Netobimin (Delatour y cols., 1986) e} cual se¢ administré por via
oral a ratas y a un borrego. Al analizarse por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion muestras de la
orina y plasma de ratas y del fluido del rumen de borrego, se detectd la presencia de albendazol y de 4
de_sus metabolitos. Asimismo, se demostro la participacion de la flora intestinal en la reduccion del
profarmaco a albendazol.

Basandose en el mecanismo metabdlico del Netobimin, Martinez y cols, (1994) sintetizaron dos
profirmacos del albendazol con posible actividad antihelmintica. Estas moléculas presentan diferencias
en la posicion del grupo nitro con respecto del grupo propiltio en et anillo det benceno. Los compuestos
sintetizados son ¢l N-Metoxicarbonil-N'-[(2-nitro-S-propiltio)fenil] tiourea (M3) y N-Metoxicarbonil
N'-[(2-nitro-4-propiltio)fenil]tiourea (G2). Sin embargo, tanto la producion de albendazol a partir de
M3y G2 como la actividad antibelmintica de cstos profiirmacos no ha sido evaluada,

Los profarmacos M3 y G2 son moléculas que necesitan sufrir una reaccion de reduccién de su
grupo nitro para producir un grupo amino el cual se cicliza con el grupo tio para producir albendazol.
Esta reduccion se considera que la realiza la flora intestinal de los animales tratados (Walchschofer y
cols. 1990; Delatour y cols. 1986) y ¢s el paso limitante en la reaccion de produccion det albendazol,
debido a que el siguicnte paso de ciclizacion intramolecular acurre en forma rapida (fig 1).

El estudio de la actividad antihelmintica de diferentes farmacos se ve limitado debido a que no se
cuenta con modelos experimentales adecuados. En este contexto, el estudio de Trichinella spiralis
resulta de gran interés porque ademds de representar un problema de salud en muchas partes del mundo,
permite establecer un modelo para of estudio de infecciones por helmintos, ya que su ciclo de vida, asi
como ‘los sintomas asociados con la enfermedad pueden ser reproducidos cn - animales -de
experimentacion incluyendo ratas y ratones. Asimismo, ¢l pardsito completa su ciclo de vida en un
tiempo relativamente corto en un mismo huésped,
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Fig 1. Transformacion de los profirmacos M3 y G2 a albendazol. La reduccién del grupo nitro a
un grupo amino y la posterior ciclizacion de M3 y G2 entre los grupos amino y tiol da como resultado la
produccion de albendazol (A). Esta reduccion posiblemente se realice en el intestino de los animalcs
tratados mediante la participacion de la microflora. El producto A es absorbido y posteriormente
oxidado para dar sulfoxico de albendazol (B).



2, FUNDAMENTACION TEOQRICA

2.1, Trichinella spirulis

GRUPO TAXONOMICO
Reino Animal
Superphylum Aschelminthes
Phylum Nemaimb
Clase Adenaforea :
Orden Enopliche ;
Familia Trichinellidoe :
Género Trichinella
Especie spiralis

2.1.1. MORFOLOGIA

Trichinella spiralis, es ¢l agente etiologico de Ja triquinellosis, fue  descubienta como larva
caquistada en Jos misculos de cadiveres humanos autopsiados en 1828, en Londres por Peacock
(Campbell, 1979).

Los gusanos adultos de Yrichivella spiralis son diminutos y hliformes (fig. 2). Los machos
miden aproximadamdnte de 1.2 a 1,58 mm de longitud por 60 pm de diametro. La extremidad posterior
lleva un par de papilas conicas bien visibles, una a cada lado del orificio cloacal, la.cloaca se evierle
durante la copulacion. Presenta un testiculo simple situado a corta distancia del extremo posterior del
cuerpo, sc extiende hacia adelante hasta aproximadamente Ia mitad del cuerpo, donde se une al ubo
genital, :

La hembra mide de 1,54 2 3.35 mm de Jongitud, casi o doble que ¢ macho, y tiene 1.5 veces
mas grosor. Un ovario (mico se sitia en la parte posterior del cuerpo, junto con el oviducto, <l
recepticulo seminal, ¢l ttero y la vagina forman un canal casi recto hasta la vulva, que esté situada en I
cara ventral del cuerpo,



En ambos sexos, la parte anterior del cuerpo esta ocupada en gran parte por cf esticosoma, que
¢s un cordén compacto de células glanduriformes dispuestas linealmente llamadas esticositos. En ambos
sexos, la boea lleva un estilete que puede perforar el epitelio intestinal. Wrigth (1979) demostré por
micrografia electronica que, al moverse de un sitio a otro, los gusanos atraviesan las células del epitelio
mucoso y pasan también entre ellas.

Fig 2. Larvas musculares de 7richinella spiralis. Tomadas con microscopia de barride.

O



2.1.2, CICLO DE VIDA DE Tvichinella spiralis

El ciclo de vida de 1: spiralis, se desarrolla completamente en un hiesped, inicia cuando se
ingiere carne que contienc larvas infectivas viables del parasito (lig. 3). La larva es liberada de la came
por efecto del medio estomacal, Las larvas liberadas se desenquistan en el estdmago o en el duodeno y
yeyuno (Despommier y cols., 1978), pasan al intestino delgado en donde, invaden el epitelio mucoso y
después de suftir cuatro mudas (aproximadamente a las 30 hr), maduran a sus formas adultas (Kosck,
1971). Al alcanzar este estadio, los adultos se localizan en las cavidades del duodeno y yeyuno, que es el
lugar donde se lleva a cabo Ia copula, que puede producirse ya a las 30 horas de infeccion, Una vez
llevada a cabo la copula, las hembras comienzan a producir huevos que se desarrollan en el ttero para
dar lugar a larvas diminutas (Chester y Clifton, 1986).

En el quinto o sexto dia .de la infeccion comienzan a aparccer larvas maoviles de
aproximadamente 100 wm de longitud y 6 pum de anchura, las larvas recién nacidas se liberan y
atraviesan la mucosa intestinal hasta legar a vasos linfiticos intestinales y corrienle sanguinea, desde
donde se diseminan por todos los organos. La larviposicion continta durante un periodo aproximado de
4 semanas y a veces alcanzan las 16 semanas. La fecundidad de la hembra varia de acuerdo a la especie
del huésped y es probablemente una funcién de la habilidad del huésped de montar una respuesta imune
ripida en contra del pardsito a nivel intestinal (Chester y Clifton, 1986).
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Fig 3. Ciclo de vida de Trichinelta spiralis. Tomado de Murrcll (1985),




El tiempo natural de vida de 7 spiralis en ¢l intestino sucle ser aproximadamente de 1 mes o
menos en el ratdn, es probable que sca de duracion similar en el ser humano. Durante este periodo
pueden producirse aproximadamente hasta 500 larvas por hembra, esto depende de algan modo del
nimero de parasitos presentes y de la existencia o no de infeccion previa, Chirasak (1971) y Kennedy
(1979) encontraron, que la produccién por hembra es menor en las infecciones intensas y en los
huéspedes previ;imence infectados.

Las larvas recién nacidas que atraviesan el epitelio intestinal pueden alojarse en diversos puntos
incluidos el corazdn, cerebro, liquido cefalorraquideo y cavidades corporales, desde donde vuelven a
entrar en la circulacion sanguinea y finalmente invaden las fibras musculares esqueléticas y llevan a cabo
una destruccion parcial de estas fibras invadidas, constituyendo un material protelco extrafio que
desencadena un proceso toxicoalérgico, que es en si ¢l responsable del cuadro clinico de la triquinellosis,
particularmente mialgia y Ia respuesta a la invasion del miocardio.

La mayor produccion de larvas tiene lugar durante la segunda semana de la infeccion, y la
invasion maxima se observa en misculos relativamente carentes de glucogeno, como el diafragma, los
musculos de la laringe, 1a lengua, ¢l abdomen, los espacios intercostales, los biceps, los pectorales, los
gemelos, el deltoides y otros misculos que mantienen una actividad constante.

Gonzilez y cols. (1988) encontraron, al investigar la distribucion de las larvas de 7. spiralis, en
diferentes grupos musculares de ratas AXC inoculadas por via bucal, que el parasito se distribuye en
forma desigual en los diferentes grupos de musculos examinados y encontraron la mayor cantidad de
larvas en el misculo del diafragma en todos los animales infectados, coincidiendo con lo reportado por
Stewart y Charniga (1980).

Las larvas que alcanzan las fibras musculares estriadas, penetran activamente a su interior,
crecen, maduran ¢ inducen un fendmeno de adaptacion con su célula huésped. El pardsito induce
modificaciones dentro de la célula muscular y llega a producir lo que se conoce como "célula nodriza”,
que es una unidad morfofisioldgicamente independiente y altamente especializada, La célula nodriza
desarrolla un fino plexo de vénulas periquisticas que facilita el intercambio metabolico con el huédsped y
la larva. En el interior de la célula ¢l pardsito no permanece inmovil, sino realiza movimientos
anteroposteriores y su extremidad anterior oscila constantemente como explorando el microambiente
que lo rodea (Chirasak, 1971).



2.2, TRIQUINELLOSIS

La triquinellosis se define como una infeccién parasitaria producida por nemdtodos del género
Trichinella. Se transmite por canibalismo entre animales domésticos y en algunas regiones del mundo,
entre animales silvestres,

2.2.1, EPIDEMIOLOGIA

E! hombre se infecta principalmente, al comer came de cerdo mal cocida o cruda, que contiene
larvas musculares de 7. spiralis. En ocasiones, suele infectarse por la ingestion de carnes infectadas de
otros animales como oso, caballo, foca, jabali, etc. (Ramisz y Balicka, 1994).

El cerdo se infecta, por la ingestion de ratas infectadas, principalmente, cuando es criado en
malas condiciones higiénicas o, cuando al vivir en forima silvestre, tiene que buscar su propio alimento
en sitios sucios o en basureros. Las ratas, debido a sus hbitos alimenticios, son las que mantienen y
propagan la infeccion en la naturaleza (Leiby y cols., 1990).

El problema de la triquinellosis en América Latina ha sido conocido desde el siglo pasado
(Schenone, 1984). En México, la triquincllosis fué descubierta por primera vez en 1891 por el doctor
Manuel Toussaint, en un trozo de tejido muscular que le llevd el Dr. Miguel Zudiga, preparador de la
clase de anatomia, a quién en varias ocasiones habla llamado Ia atencion el puntilleo blanquizco que
presentaban los misculos en algunos caddveres humanos (Barragdn, 1893). El mismo Toussaint
encontrd un niimero no precisado de casos en caddveres en el extinto hospital de San Andrds, de la
Ciudad de México (Mazzotti, 1953).

No hay datos de otra investigacion similar, sino hasta 43 afos despuds, en la Ciudad de México
en 1939, cuando Perrin examing 200 diafragmas, encontrando 25 cadiveres con 7. spiralis. Cuatro afos
mds tarde Mazzotti y Chavira- (1943), tilizando técnicas de compresion y digestion del muisculo,
encontraron 30 casos de triquinellosis, en 600 diafragmas examinados.

Asimisimo, Mazzotti y Pastrana (1943), demostraron que el método de digestion artificial de los
musculos esquélelicos mediante pepsina-HC! al 1% no tieue Ia eficacia que se le ha atribuido, ya que una
gran parte de los quisies con larvas muertas desaparccen por la accion digestiva. Por tal motivo
Mazzotti (1944), decidio realizar su investigacion comprimiendo 10 g de musculo, de esa forma de 400
muestras de diafragmas s¢ encontraron 46 con 1. spiralis.



En 1975 hubo una epidemia de triquinellosis en la Ciudad de México, que involuerd a 20
personas, probablemente originada por cecinas adquiridas en Yautepec, Morelos (Martinez Maraiton,
1979 a). En el periodo de 1975 a 1979, 7 epidemias que afectaron a 79 personas ocurrieron cn
Zacatecas. Uno de estos brotes fue causado por el consumo de carne de un cerdo, afectando a 18
miembros de un grupo familiar tural, en este caso murieron 6 personas. Se realizaron biopsias
musculares en 40 personas del total de 79, demostraron en 20 la presencia de larvas de 7. spiralis, en
tanta en otras 20 se abserv evidencia de miosistis (Martinez Maraiion, 1979 b; Fragoso, 1981).

En el municipio de Naucalpan, Estado de México, a mediados de 1978, hubo un brote, que
afcctd a 4 de 7 miembros de una familia, los cuales consumieron chorizo crudo procedente del estado de
Durango. En la biopsia muscular practicada a uno de los pacientes s¢ encontraron larvas de 1. spiralis,
asi como en un trozo de chorizo que habia sobrado del material que origind el brote (Martinez Maraiton,
1979 a).

Martinez Marafion (1985) indica que a partir de 1974 los casos de triquinellosis en México han
aumentado, mis de 200 casos se han diagnosticado con razonable seguridad, debido a que muchos
médicos han aprendido a recanocer las manifestaciones de la enfermedad.

- En 1986, Martinez y cols. presentan un caso de triquincllosis aguda en un paciente masculino de
15 ailos, el cual presentd severidad en las manifestaciones clinicas, la entermedad se diagndstico por
biopsia de masculo y compresion.

Rojas y cols. (1989) estudiaron las caracteristicas clinicas y de laboratorio en 13 casos de
triquinellosis aguda, del Instituto Nacional de la Nutricion "Salvador Zubirdn", que se presentaron en el
periodo de 1977 a 1986, Un afio mas larde, Zamora y cols. reportaron 4 casos de triquincllosis en una
familia de lztapalapa, que consumid chorizo crudo procedente de Villanueva, Zacatecas.

En 1992, Alvarcz y cols. realizaron una revision retrospectiva de los expedientes de 8 pacientes
con triquinellosis, comparandolos can 16 casos de ficbre tifoidea, durante el periodo de 1970 a 1990,
encontrando que la incidencia de triquinellosis prevalecio en pacientes entre 5 y 14 aitos, de bajos
¢stratos socioccondmicos y que habian ingerido carne de cerdo insuficientemente cocida,

Uno de los tltimos reportes (tlernandez y cols., 1992) indican que durante ¢l tltimo trimestre de
1987, 166 casos de triquinellosis aguda se delectaran en Ciudad Delicias, Chiluahua causado por el
consumo de carne de cerdo. EJ diagndstico de la enfermedad se llevé a cabo mediante una innovacion al
procedimiento normal de compresion, utilizando colorantes de uso comitn en el Jaboratorio de anatomia
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patoldgica. La mitad de los pacicntes se trataron con mebendazol y albendazol, la mitad restante se tratd
con tiabendazol. Sélo uno de los paciente fallecio.

2.2.2, SINTOMATOLOGIA

Tanto en ¢l hombre, como en los animales de experimentacion, ¢l curso de la cnfermedad
depende de la cantidad e intensidad de 1a infeccion.

En el transcurso de 1a enfermedad se distingen tres etapas sucesivas: 1. fase intestinal; 2. fase de
invasion muscular y 3. fase de convalescencia (Chester y Clifton, 1986).

1. Fase intestinal,

La inflamacion de la mucosa intestinal producida por la penctracion y desarrollo de los
organismos adultos, puede producir sintomas de malestar como dolor abdominal, diarrea y nauseas, Este
cuadro sintomatolégico puede confundirse como intoxicacién alimentaria aguda. En una pequefia
proporcion de pacientes aparece vomitos. En algunos casos se produce estreflimiento, en vez de diarrea.
Por lo general no sucle haber fiebre.

2, Fase de invasion muscular,

La presencia de ficbre, edema facial, dolor, hinchazan y debitidad de los mosculos afectados y
cosinofilia periférica. La ficbre suele aparccer al comienzo de la invasion muscular, alcanza un nivel
maximo en unos dias o una semana y persiste, por lo general, durante un periodo de otros 2 a 7 dias con
menor intensidad. La intensidad de fa ficbre es proporcional a la gravedad de la infeccion y supera los
40°C enlos casos fatales. Otros sintomas menos frecuentes son cefalea, enrojecimicento subito de la cara,
conjuntivitis, prurito, diaforesis, anorexia y sed.

Los ganglios linfiticos estin con frecuencia aumentados de tamailo ¢ hipersensibles a la
palpacion. La lesion de los misculos pucde provocar dificultad para ¢l movimiento de ojos, la
respiracion, la masticacion, Ia deglucion, la cmision de palabras o cf uso de las extremidades,

La cosinofilia en sangre periférica aparcce de modo caracteristico durante la segunda semana de
infeccion o al final de clla, alcanza un nivel maximo cn la tercera o cuartas semanas y disminuye de
forma gradual en un periodo de meses, La cosinofilia relativa sucle ser al menos del 20% y por lo
general excede det 50% y puede Hegar incluso al 90%.



La manifestacion mas grave de la enfermedad es la miocarditis, que a veces aparcce ya en la
segunda semana de cvolucion, aunque lo ms comin cs observarla después de la tercera. La muerte por
miocarditis suele producirse entre la cuarta y la octava semanas de evolucion. El paciente puede sufrir
también de encefalitis, meningitis y transtornos neurologicos (Chester y Clifton, 1986).

3, Fase de convalescencia.

La encapsulacion comienza a producirse hacia ¢l final de la tercera semana, La ficbre suele
desaparccer, los sintomas muscularcs comienzan a remitir y, si ¢l edema ha sido intenso, puede haber
diuresis. Finalmente, el paciente recupera el apetito y su estado general mejora. A veces persiste la
miocarditis, y el ejercicio fisico pucde precipitar una situacion de insuficiencia cardiaca congestiva.
Puede presentarse bronconeumonia, trombosis vascular y encefalitis. Con el tiempo, todos los sintomas
desaparccen, y la pared quistica, y Ja larva, terininan por calcificarse (Chester y Clifton, 1986).

En México no se le ha dado una real importancia a la enfermedad, ya que ha pesar de ser
conocida desde hace tiempo, los estudios clinicos que se han hecho son insuficientes para poner de
manifiesto la gravedad. Esto s¢ debe a que su sintomatologia es facilmente confundible con la de otros
padecimientos; Valenzuela (1981), hace mencion de que la sintoinatologia de la enfermedad coincide
con aproximadamente 50 padecimientos diferentes.

Sin embargo, Martinez Maraiton (1983), considera que los casos tipicos de esta parasitosis no
son dificiles de diagnosticar, indica que se caracterizan por:

a) Ficbre de tipo e intensidad muy variable, pero que casi nunca falta; sucle aleanzar 39 6 40°C
por algunos dias y persistir de una o tres semanas.

b) Dolores musculares, frecuentemente intensos y generalizados. Subrayando que los mismos
pacientes insisten en que el dolor cs muscular y no articular, 6sco o indefinible como sucle ser el
“quebrantamiento gencral” comin en tantas otras enfermedades infecciosas.

¢) Cefalea frontal y con menos frecuencia gencralizada, que puede ser muy molesta.

d) Un sintoma mucho mas comin y que ha constituido la clave para sospechar ¢f padecimiento
en los casos, es ¢l edewa bilateral intenso de los pirpados, a veces de toda la cara y menos
frecuentemente generalizado, acompafiado de congestion conjuntival. Este es un signo que rara vez falta
y que nunca debe dejarse pasar desapercibido, aunque frccuentemente es fugaz y desaparece
espontdneamente en 3 6 4 dias. Cuando se observe que existid al principio un proceso febril agudo, debe
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hacerse una biometria hematica y un cxamen general de orina. Si la biometria muestra, con o sin
leucocitos, cosinofitia de mis de 10% o si ésta aumenta rapidamente al repetir fos examencs, 1a sospecha
de triquinelosis se convicrte casi en certidumbre,

¢) Con mucha frecuencia, existen odiofagia y disfagia, con o sin congestién faringea, que puede
desviar ¢l diagnostico hacia la faringitis.

f) Los sintomas gastrointestinales, diarrea, dolor abdominal, ndusca o vomitos son en realidad
mas inconsistentes y transitorias de lo que se eree.

2.2.3. DIAGNOSTICO

Es muy raro f poder aislar Jos gusanos adultos y tarvas de las heces durante fa fase diarreica de
la enfermedad; en Ja sangre, Jiquido cefatorraquideo o fa feche durante el periodo de migracién. Tras la
ltegada de tas {arvas al musculo esquelético, puede establecerse especificamente ef diagndstico mediante
Ja demostracion de organismos libres o cucapsulados en pequefias muestras comprimidas de los
misculos deltoides, biceps, gemelos o pectorales, obtenidas por biopsia (triquinoscopia). Este método
tienc limitaciones, ya que el tamailo de mucstra es pequeio y restringe 1a deteccién de las farvas en ¢}
misculo de individuos alin con carges parasitarias altas; y pueden pasar desapercibidas infecciones con
cargas parasitarias bajas,

En México, desde 1942, se ha utilizado ¢l método de compresion entre laminillas de mucstras de
misculo fresco (Mazzoni, 1943), ¢l método de digestion de la muestra muscular con jugo géstrico
artificial (Mazzotti y Pastrana, 1943), y la prucba intracutinea de Bachman (Mazzotti y Lozano, 1944)
aplicando 0.01 c.c. de antigeno diluido 1:10,000, y realizando la fectura a los 30 minutos posteriores a la
aplicacién, midiendo el tamailo de la papula. Con respecto a Jos resultados abienidos con esta prueba, es
recomendable tener culdado con su interpretacion, ya que en individuos apareatemente sanos, con fa
prueba pueden ser positivos, micntras que para otros ésta puede ser negativa,

En la actuatidad, f diagndstico de fa triquincllosis se realiza, utilizando métodos seroldgicos, que
aln con la ausencia de sintomas clinicos caracteristicos, puede identificar las infecciones con el pardsito,
Estos métodos se basan en Ia presencia en el suero u otros fluidos corporales, de anticuerpos especificos
contra T, spiralis, Entre los métodos mas empleados se encuentran; ELISA, la deleccién de anticuerpos
por immunofluorescencia indirecta (JF) y 1a deteccion de antigenos por ensayo inmunoradiométrico, El
ELISA ha resultado ser un mélodo sumamente sensible y de fhici) realizacién. En este ensayo se han
empleado diferentes preparaciones antigénicas de Ja Jarva muscular del pardsito como son: exiracto
total, antlgenos de superficic y productos de secrecion-cxcrecion. La utilizacién de estos ultimos
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componentes permiten un diagnostico ademas de sensible, especifico de la triquinellosis (Yépez y
Ortega, 1994).

2.2.4, TRATAMIENTO

E! tratamicnto de la triquincllosis consiste de dos partes: Primero, parar la produccion de larvas
por los adultos en ¢! intestino y en segundo lugar matar a las larvas que migran a los musculos y se
enquistan.

Aunque s ha demostrado que algunos compuestos son capaces de destruir a 7. spiraliy o de
obstaculizar su oviposicion, no se ha establecido un tratamiento especifico para la triquinellosis.

El tiabendazol es el mas antiguo de los tirmacos utilizados en ¢l tratamicnto de la triquincllosis,
Este firmaco es muy aclivo contra una gran variedad de neméatodos que infestan el tracto
gastrointestinal de animales domésticos; tiene actividad larvicida y ovicida “in vitro" en concentraciones
muy bajas (Brown y cols., 1961). Aunque su mecanismo de accion primario se desconoce, s¢ cree que
inhibe el sistema fumarato reductasa especifico de las mitocondrias de los helmintos, posiblemente por
interaccion con una quinona endégena. Kean y Hoskins (1964) demostraron que cf tiabendazo! destruye
al parasito cuando se administra a ratones o cerdos, 24 horas despuds de Ja inoculacion. El tiabendazol a
dosis de 50 mg/kg de peso corporalldia, pucde evitar la aparicidn de sintomas adversos si se administra a
partir de! segtundo dia de la ingestion de carne infectada, o mitiga la enfermedad, si s da entre ¢f quinto
y el noveno dia tras la infeccion. El tiabendazol se absorbe ripidamente después de su administracion
oral, las concentraciones maximas cn plasma sc alcanzan 1 hora después de su administracidn, pero slo
un pequeiio porcentaje, cerca del 2% de la dosis adminisirada, liega a circulacion sangulnea. La mayor
parle de ésia, se excreta dentro de las 24 horas, por la orina, como S-hidroxitiabendazol conjugado
como glucurénido o como sullato. Aunado a lo anlerior Kean y Hoskins (1964) y Webster (1991)
encontraron una gran incidencia de reaccionces alérgicas graves hacia csie producto.

Por otro lado, ¢l mebendazol ha presentado un efccto letal ‘sobre: las fascs invasivas y
encapsuladas de 7. spiralis on ratones y ratas. El mebendazol es muy utilizado, particularmente contra
nematodos gastrointestinales donde su accion es independiente de su concentracidn sistématica, Este
firmaco es muy cfectivo cn ascaridiasis, capilariasis intestinal, cnterobiasis, (richuriasis y
anquilostamiasis, ya scan infecciones simples o mixtas. E! firmaco es activo tanto en los estadios
larvarios, como cn los adullos de los nemidtodos que producen estas infecciones y es ovicida para
Ascaris 'y Trichuris (Keystone y Murdoch, 1979). La  inmovilizacion y la muerte de parasitos
susceptibles se produce lentamente y su climinacién del tracto gastrointestinal puede no completarse
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hasta varios dias después del tratamiento con este farmaco, El fairmaco produce la desaparicion selectiva
de los microtibulos citoplasmiticos de las células tegumentarias e intestinales de los pardsitos afectados,
asl como la alteracion de las sustancias secretorias acumuladas en el aparato de Golgi, la secrecion de
acetilcolinesterasa, el consumo de glucosa y ¢l agotamiento del giucégeno (Watts y col., 1982; Bughio y
col., 1994). Boczon y cols. (1984) encontraron que esta accion se debe a que afecta al complejo
succinato deshidrogenasa-fumarato reductasa y afccta a la cadena del transporte de¢ electrones entre una
quinona y la NADH deshidrogenasa,

Sin embargo, ¢l mebendazol s¢ absorbe en forma deficiente y erritica y las concentraciones del
farmaco en el plasma son bajas y no reflcjan la dosis ingerida (Witassek y cols., 1981 y Levin 1983). El
mebendazol tiene un metabolisimo de primer paso rapido, origindndose principalmente dos metabolitos el
5-(u-hidroxibencil)- 1 H-bencimidazol-2-il-carbamato de metilo y 2-amino-5-benzoil-1-bencimidazol,

Otro farmaco antihelmintico de amplio espectro, que sc utiliza tanto en ¢l tratamiento de la
triquinellosis (Fourestic y cols., 1988; Andrews y cols., 1994), como en ¢l tratamiento de infecciones
producidas por tremitodos, céstodos y nematodos, en ganado vacuno, ovino, caballar y porcino es el
albendazol. Se ha observado que este farmaco es cficaz en ol tratamiento de pardsitosis del tipo de:
Ascariasis (Ascaris limbricoides), ‘Tricocefalosis (7rfchuris trichiria), Entcrobiasis (Lnterobing
vermicularis), Unciniariasis (Ancylostoma duodenale y Necatar americanns), Solitarias (Hymenolepsis
nana'y Taenia spp), Estrongiloidosis (Mrongylaides stercolaria).

El albendazol forma parte de un gran nimero de derivados bencimidazoies-2- carbamato, que
como ¢l mebendazol y ¢l flubendazol fucron desarrollados como antilielminticos de amplio espectro para
uso animal y humano. Este irmaco ha mostrado una mayor eficacia en el tratamiento de las helmintiasis
comparandolo con otros bencimidazoles, como ci flubendazol, mebendazol, ctc. (McCraken y
Lipkowitz, 1990; Katiyar y cols., 1994). Ademas, Saimont y cols. (1983), demostraron que el
albendazol es muy bicn tolerado por los pacientes.

El albendazol ejerce su cfecto antilichnintico, en forma similir al mebendazol, inhibiendo la
polimerizacion de la tubuling, produce Ia desaparicion sclectiva de los microtiibulos citoplasmiticos de
las células tegumentarias ¢ intestinales de los parisitos asi como la alteracion de las sustancias
secretorias acumuladas en e aparato de Golgi, la secrecion de acctilcolinesterasa y ¢of consumo de
glucosa y el agotamiento de las reservas de giucdgeno, baja los niveles encrgélicos hasta que éstos
llegan a ser insulicientes para la sobrevivencia de Jos parasitos (Ramalingam y cols., 1983).



Después de la administracion oral del albendazol, éste sc absorbe en forma répida, alcanzando
aproximadamente entre las dos y cuatro horas concentraciones pldsmaticas maximas, sin embargo sélo
el 5% de Ia dosis administrada se absorbe a nivel gastrointestinal.

El albendazol tiene un extenso metabolismo de primer paso, por lo que es dificil detectarlo en
plasma u orina, como tal. Sus principales metabolitos son el sulféxido de albendazol, que presenta una
gran actividad antihelmintica y una vida media en plasma de aproximadamente 8.5 horas; se encuentran
también Ja sulfona de albendazol, cf 2-pmino-5-propilsulfinil-1H-bencimidazol y ¢l 2-amino-5-
propilsuifonil-} H-bencimidazol.

El sulfoxido de albendazol alcanza su mixima concentracion entre las 2 y las 4 horas cn ¢
humano (Penicaut y cols., 1981; Marriner y cols., 1986), sc liga a protelnas plasmaticas cn forma
variable, aunque se ha obscrvado que fo hace en un 70%. Existe una gran variabilidad cn los niveles
plasmaticos miaximos alcanzados en individuos tralados, af igual que las arcas bajo la curva, se lia
considerado a) sulfoxido de albendazol como el responsable en realidad de la accion del albendazol;
debido principalmente a que ¢l albendazol no se encuentra como tal en ¢l plasma (McCraken y
Lipkowitz, 1990).

Aunque existen niuy pocos cstudios acerca de la farmacocinetica de) albendazol, en estos sc
reporta, que los tiempos de vida media plasmitica, fucron entre 14 a 20 horas; y los tiempos medio de
absorcidn aproximadamente entre 10 a 15 horas (Jung y cols., 1992).

Fourestié y cols. (£988) demostraron que ¢f albendazol es mis eficaz en el tratamicnto de la
triquinellosis, que ¢l tiabendazol-flubendazol, presentindose con estos Gltimos, cfectos adversos a nivel
digestivo, sintomas y signos atribuibles a la toxicidad propia del farmaco.

Recientemente, Andrews y cols, (1994) deseribieron un caso de triquinellosis diferente a fos
casos clisicos, descubriendo larvas moviles no cncapsuladas, identificadas como larvas de 7,
pyeudospiralis, el pacieme fue tralado exitosamente con albendazol acompadado de prednisona, para
evitar la posibilidad de anafilaxis por fa muerte de los parisitos, recuperdndose a las 3 semanas de
iniciado ¢} tratamiento,
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El albendazol ¢s un firmaco antihelmintico de amplio espectro, 0til en ¢l tratamiento de
parasitosis a nivel gastrointestinal y tisulares. Del grupo de los bencimidazoles, el albendazol, es ¢l que
mas se absorbe, alcanzando concentraciones plasmaticas (sulfoxido de albendazol) de 15 a 40 veces mds
alta que el mebendazol, sin embargo al igual que los demds bencimidazoles, su solubilidad cs baja,
ocasionando que sea escasamente absorbido en Ia luz intestinal,

Lo anterior ¢s un problema en el planteamicnto de una terapia adecuada para ¢l tratamiento de
las parasitosis con el albendazo), ademis sus parametros farmacocineticos tan variables entre individuos
ha ocasionado, ¢l que no se tenga una dosis Optima, ni se establezea la duracion del tratamiento.

Para tratar de optimizar las propiedades fisicoquimicas de principios activos, los cuales hacen
dificil su aplicacion en la terapéutica, debido a su baja solubilidad y por lo tanto baja absorcion
intestinal; se han disefiado profirmacos de estos activos que permiten implementar terapias adecuadas
para s aplicacion. Los profarmacos son moléculas muy similares a los principios activos, a las cuales
les falla; ya sea un paso en su reaccion hacia ¢l activo (bioprecursor), o contienen alguna porcion
estructural adicional (derivado bioreversible), las cuales al entrar en contacto con el organisino, en un
sitio especifico, mediante una transformacion tienden a dar el activo disefiado. Algunos profirmacos
utilizan la maquinaria biologica del organismo para dar lugar al farmaco, por cjemplo, utilizan las
reacciones que ocurren en la fora intestinal, como oxidaciones, reducciones, ete.

En ¢l caso del albendazol, el grupo de investigacion del Dr. Castillo en la Facultad de Quimica d¢
la UNAM (Martinez y cols., 1994) ha diseitado dos profirmacos de éste;

El primero de estos profirmacos, se denomind M3:
Nombre quimico:
N-Metoxicarbonil-N'-[(2-nitro-5-propiltio)fenil} tiourea
Formula estructural;
-89
o~ S NHCNHCOCH 3

NO ,



Solubilidad:
Soluble ¢n etanol, metanal, dimetilformamida y DMSO(dimetilsulféxido).
Peso molecular:

329.39 g/mol

El segundo de estos profirmacos se denominé G2:
Nombre quimico:
N-Metoxicarbonil N'-[(2-nitro-4-propiltio)feniltiourca

Formula estructural;

S NO,

NHCNHCOCH ,
W W
S 0

Solubilidad:

Soluble en ctanol, metanol y dimetilformamida y DMSO(dimetilsulfoxido).
Peso molecular:

329.39 g/mol

Estos profarmacos, presentan mejores caracteristicas de solubilidad en disolventes polares en
comparacién con ¢l albendazol (40 mg de cualquicra de fos profirmacos se disuelve en 2 ml de etano!
caliente, mientras que cl albendazo! forma una suspension). Considerando el diseiio de las moléculas;
G2 debe reducir mas facilmente su grupo nitro y por In tanto la generacion de albendazol debe ser
mjor, esto ¢s debido a la posicion para, que presenta ¢l grupo nitro con respecto al grupo propiltio en

, .
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¢f anilto del benceno; en contraste, en ef profirmaco M3 el grupo nitro esta en posicidn meta, to cual
dificulta la produccién de albendazol mediante una reaccion de reduccion del grupo nitro y ciclizacion
de la moléeula (ver fig 1). En base a lo anterior se espera una mejor produccion de albendazol a partir
de G2, asi como una mayor capacidad de scr absorbido a nivel gastrointestinal. Por las caracteristicas
de solubifidad, de este tipo de profirmacos se podrd realizar una terapéutica mas adecuada para cf
tratamiento de la triquinellosis, sin tanta variabilidad en los pardmetros farmacocinéticos. ‘

Asimismo, la formacian lenta del albendazol a pastir de M3 y G2 por parte de fa flora intestinal
y posterior ciclizacion molecular, permitird que ¢! albendazol pueda tener una mejor absorcion y por fo
tanto mejor biodisponibilidad.

La actividad anthelmintica de M3 y G2, asi como su biotransformacion a albendazol no ha sido
demostrada, por o que resultd de interds evaluar su efecto sobre el nemditodo 1. spiralis, ya que
ademds de representar la triquinellosis un problema de salud piblica en México, ya que ocupa el 5°
lugar de importancia en cuanto a las enfermedades transmiscibles por alimentos reportadas al Instituto
Nacional de Referencias Epidemiologicas (INDRE), provee de un buen modclo para el estudio de
infecciones hehmimicas, en general, E! ciclo de vida de 7. spirafiy se completa en un tiempo
refativamente corto, observandose diferentes estadios del pardsito en un solo hudsped: ef adulto a nivel
intestinal, la larva recién nacida circula en la sangre y fa farva muscular que permanece en tejido

muscular, las cuales pueden ser ablenidas ficiimente pudiendose determinar el efecto de diferentes
farmacos sobre el parésito,
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar a biotransformacion de los profirmacos M3 y G2 a albendazol y su efecto biologico

sobre Trichinella spiralis en ratones infectados experimentalmente con el pardsito.

4,2, OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar por Cromatografin Liquida de Alta Resolucién albendazol ylo sulféxido de
albendazol en ¢l plasma de ratas tratadas con los profinnacos M3 y G2 despuds de la biotransformacion

de éstos,

2, Evaluar “in vive" ¢! efecto bioldgico de M3, G2 y albendazol sobre el organismo preadulto de

Trichinella spiralis en ratones BALB/c infectados con el pardsito.

3. Evaluar "in vivo" ¢l cfecto biologico de M3, G2 y del albendazol sobre los adultos de

Trichinella spiralis en ratones BALB/c infectados con el parisito.

4. Evaluar "in vivo" ¢l efecto biologico de M3, G2 y albendazol sobre Ia fertilidad de las

hembras de Trichinella spiralis en ratones BALB/c infectados con el parasito.

5. Evaluar "in vivo" ¢l efecto biologico de M3, G2 y albendazol sobre las larvas musculares de

Trichinella spiralis en ratones BALB/c infectados con el parisito,

6. Evaluar *in vivo" ¢l efccto biologico de M3, G2 y albendazol sobre la infectividad de las

larvas musculares de Trichinella spivalis en ratones BALB/c infectados con el pardsito.
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5. lIIPOTESIS

Las mejores caracteristicas de ‘solubilidad de los profarmacos M3 y* G2, asi como su
bioreduccion y ciclizacion en forma lenta a albendazol, permiitird una mayor biodisponibilidad ¢n
comparacion con la administracion directa del albendazol, y por lo 1anto una reduccion més efectiva de
la carga parasitaria_de los diferentes estadios de . Vrichinella spiralis en animales infectados

experimentalimente.
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6. MATERIAL
6,1. MATERIAL Y EQUIPO

- Equipo de diseccion

- Picadora de carnc Moulinex

- Centrifuga clinica Sorvall RT 6000D (Ohio, USA)

- Aparato modificado de Bearman

- Tubos Falcon de 15 ml (Costar)

- Micropipetas (Gilson) de 20, 200 y 1000 p}

- Centrifuga de tubos eppendorf 5415C Brinkmann Instruments
- Microscopio biocular Nikon {19

- Canulas y jeringas

- Incubadora Water Jacketed, IR Autoflow Automatic CO; Incubator NU 2500E Nuaire
(Alemania)

- Agitador Gerhardt ROS (Gerbardi Bonn, Alemania)

6.2, REACTIVOS

- HCI fumante 37% (Merck, Alemania)
- Pepsina (Sigma de México)
- Alcohol Etilico absoluto (Merck, Alemania)
- Agar (Welcoll)
- Cloroformo (Sigma de México)
- Tween 80 (Sigma)
- Heparina 1000 (INHEEPAR)
. Albendazol (Emelak, Farmacduticos Lakeside)

6.3, MATERIAL BIOLOGICO
Animales:

Ratones de {a cepa BALB/e, de 7 a 9 semanas de nacidos se utilizaron para mantencr e ciclo de

vida del parasito, asi como en todos los experimentos de evaluacion del efecto bioldgico de M3, G2y

albendazol,
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Ratas de la cepa Sprague Dowley, de dos meses de edad sc utilizaron para determinar la
biotransformacion delos profirmacos, a albendnzol,

7. METODOLOGIA
7.1 EVALUACION DE LA BIOTRANSFORMACION

Se utilizaron 36 ratas de la cepa Sprague Dowley de 2 meses de edad y un peso aproximado de
300 g, Estos animales se dividicron en 3 grupos de 12 animales cada uno.

Al primer grupo de 12 animales se Ie aplicd una suspensian comercial de albendazol a una dosis
de 10 mg /kg de peso. A los dos grupos restantes se les aplicd una solucion de los profirmacos M3 y
G2 ala misima dosis, respectivamente.

Se tomaron de cada grupo muestras de 2 ml de sangre, mediante degollamiento del animal, a las
2,46, 8,10y 12 horas, sacrilicando a dos animalcs en cada tiempo wtilizando heparina (200 pl) cono
anticoagulante. Ef plasmit obtenido de cstas muestras se conservo a -20°C. E andlisis para albendazol y
sulfoxida de albendazol se realiz en la Facultad de Quimica de la UNAM, siguiendo 1a metodologia de
Cromatografia Liquida de- Alta Resolucion descrita por Hurtado y cols. (1989). Como-controles
ncgativos se incluyeron mucstras de plasma obtenidas de rasas no tratadas con los fanuacos.

72, OBTENCION DE LAS LARVAS MUSCULARES DE Trichinella spiralis Y
MANTENIMIENTO DEL CICLO DE VIDA

Ratones de la cepa BALDB/c infectados con 800 larvas musculares de 7. spiralis por via
intragdstrica, se sacrilicaron a los 28 dias post-infeccion (p.i.) empleando cloroformo; se les quitd la piel,
se cortaron la cabeza y las extremidades, se extrajeron las visceras, cuidando de no romper ¢l diafragma,
que es uno de los sitios de predileccion del pardsito.

Las larvas musculares se obtuvicron de acuerdo a Ia siguiente metodologfa descrita por Dennis y
cols, (1970):

El tejido 6sco y el tejido muscular se trituraron en una picadora Moulinex. Gl material asl
obtenido, se dejo incubando, e una solucion de pepsina-HCl al 1% por 3 hr a 37°C en agitacion
constante a 150 rpim, en un agitador Gerhardt ROS, Ll material digerido se paso a través de un tamiz,
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depositandolo en el aparato modificado de Bearman y se dejé que las larvas musculares se sedimentaran
por 20 minutos, Posteriormente las larvas se recuperaron del fondo del tubo y sc lavaron tres veces con
amortiguador de fosfatos salino pH 7.2 (PBS), centrifugando a 2500 rpm por 2 min, utilizando una
centrifuga clinica,

Con Ia finalidad de determinar ¢f nimero de larvas obtenidas, cstas se resuspendicron ¢n agar al
0.2%, sc tomaron 5 alicuotas de 10 ul y se contaron en forma directa, mediante un microscopio dptico
las larvas contenidas en la alicuota, hasta que la diferencia entre los conteos fuera de méximo S larvas
musculares y se calculd ¢l promedio con respecto al control,

Con las larvas asi obtenidas se mantuvo el ciclo de vida de 7. spiralis en ratones BALD/c, los
cuales se infectaron con 800 larvas musculares, resuspendidas en agar al 0.2% por via intragdstrica,

7.3, OBTENCION DE LOS ADULTOS DE Trichinellu spiralis

Para obtener a los adultos de 1. spiralis se siguié la metodologia descrita por Dennis y cols.
(1970): Ratones infectados con 800 larvas musculares de 7. spiralis, se sacrificaron a los 6 dias p.i.
empleando cloroformo. Se extrajo ef intestino delgado, cl cual se abrid longitudinalmente y se cortd en
segmentos de aproximadamente 2 ¢m de largo. Los segimentos se colocaron en ¢l aparato de Bearman,
conteniendo PBS y una capa de doble gasa.

Elaparato de Bearman se dejo incubando a 37°C por 4 hr. Los adultos se recuperaron del fondo
del tubo y se lavaron tres veces con PBS. Se determing ¢} nimero de adultos obtenidos, resuspendidos
en agar al 0.2%. Se tomaron 5 alicuotas de 10 pl y se contaron los adultos contenidos en la alicuola,
hasta que la diferencia entre los conteos fuera de maximo § adultos y se calculo el promedio,

74, EFECTO DE LOS PROFARMACOS G2, M3 Y DEL ALBENDAZOL SOBRE LOS
ORGANISMOS PREADULTOS DE Trichinellu spiralis

S infectaron 144 ratoncs BALB/e con 740 larvas musculares de 7. spiralis, los cuales se
dividieron en 4 grupos de 36 animales cada uno. A} primer grupo se le aplicd la solucion para disolver
Jos profarmacos, Etanol-Tween-Agua (50-25-25). A los grupos 2, 3 y 4 se les aplicd una solucion
comercial de albendazol, G2 y M3 a una dosis de 25 mg/kg de peso respectivamente,

Cada grupo se subdividio en 6 subgrupos de 6 animales cada uno, aplicindose los fiarmacos a las
2,8, 16, 24, 36 y 48 hr p.i. a cada grupo. Los animales s sacrificaron al sexto dia p.i. empleando
cloroformo y Jos adultos se obtuvieron como se describid anteriormente,
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7.5, EFECTO DE LOS PROFARMACOS G2, M3 Y DEL ALBENDAZOL SOBRE LOS
ORGANISMOS ADULTOS Y FERTILIDAD DE LA IEMBRA DE Trichinellu spiralix

Se infectaron 100 ratones de la cepa BALD/c con 800 larvas de 7. spiralis y se scpararon en 10
grupos de 10 ratones cada uno. Al dia 3 p.i. los grupos fucron tratados de la siguiente manera: al primer
grupo se le aplico la solucidn para disolver el profirmaco (grupo control), a los grupos 2, 3y 4 se les
aplicd una suspensién comercial de albendazol, a dosis de 5, 25 y 50 mg/ky de peso respectivamente, A
los grupos §, Gy 7 se les aplico la solucion del profdrmaco G2 a dosis de 5, 25 y 50 my/kg de peso
respectivamente, El profirmaco M3 se aplico a los grupos 8, 9'y 10 a una dosis de 5, 25 y 50 my/kg de
peso respectivamente. Los firmacos se aplicaron en dosis inica, por via intragdstrica. Los animales sc
sacrificaron al sexto dia p.i. empleando cloroformo y los adultos se obtuvieron como se describio
anteriormente. Para analizar el efecto de los profarmacos M3, G2 y del albendazol sobre la fertilidad de
las hembras de 7. spiralis, los adultos obtenidos se lavaron dos veces con PBS y una tercera vez con
medio RPMI complementado (descrito en ¢ Anexo), se quito el sobrenadante y los adultos sc colocaron
enun tubo de cultivo conteniendo medio de RPMI complementado. ‘

Los adultos se incubaron por 18 hr a 37°C en atmésfera de CO7 al 5% cn una incubadora Nuaire
modelo NU 2300E. Una vez realizada la incubacion las larvas recién nacidas se separaron de los adultos
por centrifugacion diferencial a baja velocidad (2000 rpin durante 30 segundos) en una centrifuga
clinica, Las larvas recién nacidas se lavaron con PBS y se contaron. Por otro lado, Ins hembras
contenidas en el tubo, también se contaron para calcular cuantas larvas nacicron por hembra durante el
pesiodo de incubacion, ’

7.6. EFECTO DE LOS PROFARMACOS G2, M3 Y DEL ALBENDAZQL SOBRE LAS
LARVAS MUSCULARES DE Trichinellu spiralis

Se infectaron 84 ratones de fa cepa BALB/c con 800 larvas musculares de 7. spiralis, Los
ratones se dividieron en 7 wrupos de 12 animales cada uno. Al primer grupo se le aplicd una solucion de
Etanol-Tween-Agua (50-25-25), utilizada para disolver los profinmacos (grupio control), A los grupos 2
y 3 se les aplico una suspension comercial de albendazol, a dosis de 25 y 50 mg/kg de peso
respectivamente. A los grupos 4y § se les aplicé el profirmaco G2, a dosis de 25 y 50 mg/kg de peso
respectivamente. A los grupos 6 y 7 se les aplicd una dosis de 25 y 50 mg/kg de peso respectivamente
del profarmaco M3,

Los profirmacos y cf albendazol, asi como la solucion para disolver el profirmacos sc
administraron al dia 28 p.i. por 7 dias en dosis unica, por vla intragdstrica. Los animales fcron
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sacrificados con cloroformo a los 7 dias después del Gltimo dla de aplicacian y las larvas musculares se
obtuvieron como se describio previamente (Dennis y cols., 1970).

Para evaluar la capacidad infectiva de las larvas musculares obtenidas de los grupos tratados con
G2, M3 y albendazol a una dosis de 25 mg/kg de peso, 800 larvas musculares obtenidas de cada uno de
estos grupos se inocularon a ratones de la cepa BALB/c. Los animales se sacrificaron a los 35 dias p.i. y
las larvas musculares se obtuvieron como se describié anteriormente.
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8 RESULTADOS

En este estudio, Ja biotransformacién de G2 y M3 a albendazol y suifoxido de albendazol se
demostsd por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion al analizarse muestras de plasma obtenidas de
ratas tratadas can 10 my/kg de peso de los profirmacos (Trbla 1) y obtenerse atbendazol y sulfoxitlo de
albendazo! siguiendo la metodologia descrita por Hurtado y cols. (1989). EI limite de cuantificacion del
método utilizado es de 10 ng/mi y en el caso de detectarse concentraciones menores de albendazol y/o
sulfoxida de albendazol se consideran como detectables na sienda posible cuantificar, En el casa de G2
y albendazol desde las dos horas post-aplicacién (p.a.) se detect6 en plasma albendazol y su taetabolito,
observindose en la mayoria de fas mucsiras en forma muy semcjante entre estos dos farmacos,
cuantificindose en ambos principalmente sulfoxido de albendazal. En relacidn a M3 la deteccitn de
sulfoxido de albendazol se realizé hasta Jas cuatro h; p.a. en una sola de las muestras, Sin embargo, un
aspecto interesante consistio en Ja deteccion de albendazol a las 6 y 8 hr pa., alcanzando
cancentraciones mucho mis alias que las detectadas con ¢l albendazol mismo y G2. Asimisimo, con M3

fue posible detectar y cuantificar sulldxitlo de albendazal a las 10y 12 hr p.a,

Con respecto a la actividad bioldgica de estos profirmacos sobre ¢l organismo preadulto de 7.
splvalis, se observa que M3 ticne un porcentaje de eficacia, obtenido con respecto al control, mayor al
70% ain hasta las 48 hr post-infeccion (p.). Sin embargo, G2 tuvo una baja cficacia en el tratamicato,
variando crtre un 7 y 37%, observandose que a partir de fas 36 hr p.i. no ticne efecto antilicimintico,
Con ¢l albendazol se observo que éste pierde eficacia conforme transeurre ¢l tiempo de la infeccidn,

obteniéndase a las 48 br p.i. una eficacia del 58% (Tabla 2).
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Tabla 1, Determinacién de albendazol y sulféxido de nlbendazol, en muestras de plasma

obtenidas de ratas tratndas con los profirmacos

M3, G2 y con albendazol a una dosis de 10

f mglkg de peso,
Albendazol G2
* Tiempo (hrs) Sulfoxido de  Albendazol  Sulfoxido de  Albendazol  Sulfoxido de  Albendazol
i alb (ug/ml)  (pe/ml) alb (pg/ml) (ng/ml) alb (pg/ml) (ngy/mi)
. 2 0,593 0,0555 ND ND 0,1802 D
2 0,245 D’ ND ND 0,1088 D
4 0,3084 D 0,096 ND 0,0927 ND
4 0,1935 ) ND ND 0,0958 ND
6 0,2875 D ND 0,15 ND D
6 0,408} D ND 0,7545 0,1633 ND
8 0,2803 D 3] 0,0792 ND D
S 0,113 b ND ND ND D
10 0,2696 D ND D ND D
10 0,1297 D 0,0889 D ND D
12 3,4802 0,0988 0,1622 ND 0,02704 D
. 12 0,5919 D ND ND 0,2789 ND

*Sc abtuvicron muestras de plasma de dos animales a diferentes ticnipos. Como control sc inchiycron niuestras de

B plasma dé ratas sin tratamicnto, ND= No detectable. D= Detectable < 10 ug/ml
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Tabla 2. Efecto de los profdrmacos M3, G2 y del albendazol a dosis iinica de 25 mg/kg
de peso sobre el organismo preadulto de Trichinella spiralis

Reduccién
(%)
Tic“(‘l‘:r(; Pi | Albendazol M3 G2
5 7 87 12
8. 100 80 3
6 99 89 3
24 91 -4 ¥
36 95 88 !
48 58 7 7

*Ratones de la cepa BALB/c sc infectaron con 800 larvas musculares de 1. spiralis y a diferentes
tiempos post-infeccion (p.i.) sc les aplicaron los finacos. Los animales sc sacrificaron al dia 6 p.i.
Como control sc¢ incluycron ratoncs tratados sélo con la solucién con la que sc disolvicron los
profirmaces, El porcicnto de reduccion se calculd con respecto al control.
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Al evaluar el efecto sobre el organismo adulto (fasc intestinal), se obtuvo que M3 tiene un efecto
¢l cual estd relacionado con la dosis aplicada, es decir al aumentar la dosis aumenta la eficacia del
tratamiento, Asimismo, a la dosis de 50 mg/kg de peso la cficacia observada fue mayor a la del
albendazo! (Tabla 3). Con respecto a G2, no se observo un aumento importante en la cficacia al
incrementar la dosis de § a 25 mg/kg de peso, ademas al aplicar una dosis de 50 mg/kg de peso no
aumento su cficacia. Con el albendazol se observa una disminucion cn la eficacia de! tratamiento al
aumentar la dosis de 5 a 25 mg/kg de peso, pero al aumentar la dosis a 50 mg se observa un aumento en
In eficacia, pero este cs similar al obtenido con 5 mg/kg de peso. Cabe mencionar que en los cuatro
experimentos realizados para determinar la actividad de los profirmacos, se observo al igual que con ¢l

albendazol variabilidad en cuanto a su elicacia.

Ademis, es evidente que tanto los profirmacos come ¢l albendazol tienen un efecto importante
sobre la fentilidad de la hembra, existiendo correlacion entre aumento de la dosis aplicada y aumento cn
a cficacia del tratamicnto, Asimismo, s¢ abservé que a una dosis de 50 my/kg de peso la eficacia
obtenida es similar entre los profirmacos y el albendazol, sin embargo, a dosis menores ¢l albendazol es
més eficaz que G2 y M3 (Tabla 3). Aligual que con el adulto, sc observd una variabilidad de la eficacia

de los firmacos sobre la fertilidad entre experiinentos, sin embargo ésta fue menor para M3.

Al evaluarse e] efecto de los profirmacos sobre la fase muscular de 7. spiralis, se observé que
M3 a una dosis de 25 mg/kg de peso, tuve mejor eficacia que G2, pero menor que ¢l albendazol, Por
otro lado, al aumentar la dosis de los profirmacos s¢ ve una disminucion en la cficacia del tratamiento,
no siendo asi para el albendazol (Tabla 4). Entre expesimentos (3) se observe variabilidad en la eficacia

del tratamiento.
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Tabla 3, Efecto de los profirmacos M3, G2 y del albendazol sobre ¢l adulto de Trichinella
spiralis.

Reduccidn (%)* Reduccién (%)*
Adultos Fertilidad
Dosis Albendazol M3 G2 Albendazol M3 G2

sd‘“g'Kg 50435  I11£11 38+20 | 67+26 28429 25£42
¢ peso

2(51mg/Kg 15417 14427 42+£39 | 8714 6918 45+£39
e peso
52‘“‘5"(3 50£29  60£33 15414 | 82£21  85%12 889
e peso

Ratones de la cepa BALB/c sc infectaron con 800 larvas muscularcs de 1. spiralis sc aplicaron los
farmacos a los 3 dias post-infeccion(p.i.). Los animales sc sacrificaron a los 6 dias p.i, Como control s¢
utilizaron ratoncs tratados sélo con la solucién utilizada para disolver los profarmacos. El poreicnto de
reduccion se calculd con respecto al control.

*Promicdio de reduccion obtenido de 4 cxperimentos.

]|

mmEmE

!
4
i
i

PR



Tabla 4. Efecto de los profirmacos M3, G2 y del albendazol sobre 1a larva muscular de
Trichinella spiralis.

Reduccion
(%)*
Dosis Albendazo! M3 G2
25 mg/kg 54 221 34x4 17+ 15
50 mg/kg 6939 1+1 0

Ratones dc la ccpa BALB/c s infectaron con 800 Larvas musculares (LM) de 7 spiralls, se hplicaron los
fanmacos a los 28 dias post-infeccion (p.i.) por 7 dias consccutivos. Los animales sc sacrificaron a los 7 dias
post-aplicacién, Como control sc incluycron ratoncs tratados sdlo con la solucién para disolver los

profinmacos.
*Promedio de reduccion obtenido de 3 experimentos
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Con la finalidad de evaluar la capacidad infectiva de las larvas musculares obtenidas de ratones
tratados con G2, M3 y albendazol, éstas se inocularon nuevamente en ratones y transcurridos 35 dias
p.i. se procedio a obtencr las larvas musculares de cada grupo. En este ensayo se observd una reduccion
en la infectividad de la larva muscular, al disminuir el nimero de larvas musculares recuperadas con

respecto al control, del 75% para el albendazol y de 66 y 35% para G2y M3 respectivamente (Tabla 5).

Tabla 5. Efecto de los profdirmacos M3, G2 y del albendazol sobre la infectividad de Ia
larva muscular de Trichinella spiralis.

Farmaco :{“:‘g;(::: g:ddz’/!s
Albendazol 7
M3 33
G2 66

*Ratones de la cepa BALB/c sc infectaron con 800 Larvas muscularcs (LM) de 7. spiralis
recuperadas de animales tratados con los firmacos a una dosis de 25 my/kg de peso, Los animales se
sacrificaron a los 35 dias post-infeccion y las LM de cada grupo sc obtuvieron de acucrdo a lo
descrito en la nictodologia.
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9. DISCUSION

El albendazol es un carbamato-bencimidazol, que se ha utilizado como farmaco antihelmintico de
amplio espectro, Util en el tratamiento de parasitosis a nivel gastrointestinal y tisular. Sin embargo, al
igual que los demas bencimidazoles, su solubilidad en agua es baja, lo que ocasiona una escasa absorcién
en la fuz intestinal. De los bencimidazoles, cf albendazol, es e} que mas se absorbe, ya que después de la
administracidn oral de 15 mg/kg, se alcanzan en plasma los valores miximos del firmaco entre las 2 hr
p.a. y las 6 hr p.a, Las concentraciones miximas varian de 0.453 a 2.967 pg/ml (Jung y cols., 1992;
Marriner y cols.,, 1986). Esta variabilidad en los pardmetros farmacocinéticos entre individuos, impide

que s¢ tenga una dosis Optima y se cstabiezea la duracion del tratamiento.

Dentro de las alternativas para mejorar Ia biodisponibilidad del albendazal, recientemente se
sintetizaron dos bioprecursores del albendazol, los cuales tienen mayor solubifidad y permiten, mediante
su reduccion por la flora intestinal, que ¢! albendnzol se produzea de manera eficiente pero lenta,

ayudando asl a su mejor absorcion a nivel inestinal.

Los profirmacos del albendazol se disedaron de tal forma que en la moiécula de G2 fuera mis
facil de reducirse ¢l grupo nitro, debido esto a su posicion para con respecto al grupo tio, lo cual
favorece electronicamente Ja reaccion. Por otro lado, en M3 la posicidn del grupo nitro esta en posicion
meta, Jo cual dificulta Ja reaccion de reduccion. Esta reaccion de reduccion del grupo nitro en las
moléculas de G2 y M3 es ef paso limitanie en la produccion del albendazol, ya que la ciclizacion a

albendazol, que es el paso siguiente se produce en forma ripida.

Esta hipbtesis en ¢ disefio de G2 y M3 sc confirmo con cf andlisis de las muestras de plasma por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion. En éste, con G2 se delectd cn forma gencral una mayor
cantidad de sulfoxido de albendazol y albendazol, en comparacién con M3, Al comparar la
conccnlrﬁcién de albendazol y sulfoxido de albendazo) alcanzada en plasma de ratas tratadas se observé

al igual que con ¢} albendazol, variabilidad en las concentraciones de albendazol y/o su metabolito, como
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sc observa en la tabla 1. Esto es similar a lo reportado por otros autores, en los que se reporta gran
variabilidad cn las cantidades de albendazol y sulfoxido de albendazol cuantificadas en plasma de

pacientes tratados (Hurtado y cols., 1989; Jung y cols., 1992 y Marriner y cols., 1986).

En relacion a la evaluacion del cfecto de los profirmacos contra ¢l preadulto de 7. spiralis,
cuyos resultados se presentan en la tabla 2, se puso de manifiesto que M3 es casi tan cficaz como el
albendazol y ademds manticne su eficacia cn un 70% hasta las 48 hr p.i., a diferencia del albendazo! cuya
eficacia disminuye hasta un 54%, Con G2 no s¢ observd un cfecto importante sobre esta fase de
desarrollo de 7. spiralis. Es evidente que entre mayor tiempo transcurre entre la infeccion del huésped y
¢l tiempo de inicio de la terapia, menor es la eficacia del tratamiento tanto con el albendazol como con
M3, Este resultado concuerda con lo demostrado por McCraken (1978), quien reportd que el
albendazol a una dosis de 6.25 mg/ky da una eficacia del 95% a las 2 hr p.i. 1a cual disminuye al
aumentar el tiempo de infeccion y el parasito madura a su estado adulto, sin-embargo, a las 36 hr p.i. ¢l
farmaco no tiene clecto, La diferencia encontrada en cste trabajo, en cuanto al tiempo post-infeccion en
¢l cual todavia es efectivo el albendazol puede deberse a la diferencia en la dosis aplicada, ya que en éste
se aplico en una dosis mayor (25 mg/kg de piso). Por otro lado, ¢l efecto observado con M3 hasta las
48 Iir p.i. podria indicar que éste se reduce y produce albendazol en forma lenta, lo cual puede aumentar

el tiempo de duracion del efecto.

El profirmaco M3 también fue mas efectivo que G2 contra cl adulto y la larva muscular de 7.
spiralis. En este aspecto, fue interesante observar que G2 tuvo menor efecto (15 y 0%), tanto contra la
fase intestinal como muscular de 7. spiralis cuando se empled una dosis de 50 mg/kg de peso (tabla 3 y
4), que cuando s empled a menor dosis, Esto fue contrario a lo esperado, considerando ¢l disefio de las
moléculas, ya que como se menciond anterionmente G2 es més Ficilmente reducido, por lo que la
produccion de albendazol es mas rapida y mejor, y de hecho, esto se pudo comprobar con la
determinacion plasmitica tanto de albendazol como de sulfoxido de albendazol. Una posible explicacion

a esto, s que, primeramente las moléeulas sufran una reaccion de oxidacion. en ¢l grupo azufre, en este

k)



caso la reduccion del grupo nitro se vera favorecida en la moléeula de M3 ¢ impedida en la molécula de
G2, dando como resultado una mejor produccion de albendazol a partir de M3. A este respecto, existen
reportes que indican que en las microvellocidades del intestino ocurren reacciones de oxidacién, ast
como, la evidencia sobre moléculas que inducen su propia oxidacion (Fargetton y cols., 1986 y
Villaverde y cols., 1995). Es posible que esto Gltimo suceda en ef caso de los profirmacos a nivel

intestinal a una dosis de 50 mg/kg de peso, resultando en una mejor eficacia en el tratamiento con M3,

En relacion a la variabilidad obscrvada entre los diferentes experimentos realizados para evaluar

Ia actividad antihelmintica del albendazol y de los profirmacos, existen reportes acerca de la variabilidad

en la farmacocinética del albendazol (Hurtado y cols., 1989; Jung y cols., ‘1992 y Marriner y cols.,

1986), lo cuaf aparentemente podria explicar la variabilidad en la clicacia del tratamiento obtenida en

este trabajo. Asimismo, es importante mencionar que de los profarmacos, G2 se comporta de mancra

similar al albendazol, sin embargo, M3 presenta una menor variabilidad. Lo anterior pudiera deberse a

que M3 como se menciond anteriormente es ficilmente oxidado y en consecuencia reducido cr; forma

‘lenta a albendazol, permitiendo mayor biodisponibilidad del farmaco, lo cual a su véz explicaria el que

M3 sea mas efectivo que G2.

Por otra lado, es posible que cl propio profirmaco M3 tenga aclividad contra 1. spiralis, sin
embargo, dado que cn ¢l anilisis por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion no se cuantifico en
plasma ni a G2 ni a M3, no tenemos evidencia de su presencia en plasma, por lo que seria conveniente
en un estudio posterior la inclusion en Ia determinacion de albendazol y su|féxido‘dc albendazol, también

la determinacion de M3y G2,

Asimismo, cn este estudio se observo que con M3y G2 cﬁxplcndos a una dosis de 25 mg/ky de
peso se obtiene una reduccién de la capacidad infectiva de la larva muscular comparada con el control
del 35y 66 % rc#pcctivamcn!c (tabla 5). Sin embargo, a esta dosis, con G2 solo se obtuvo una
reduccion de! 17% sobre de la carga parasitaria de larvas musculares (tabla 4), Una posible explicacion

a csto, seria ¢f que las Jarvas muscularcs no se mueran, pero que queden daiiadas en su organizacion
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interna, con lo cual en una posterior infeccion, el parisito no infecta al huésped con la misma intensidad

que las larvas sin tratamiento.

Finalmente, en cste estudio se demostrod la conveniencia de utilizar al pardsito neméitodo
Trichinella spiralis en la evaluacion del efecto antihelmintico de los dos profirmacos del albendazol,
debido a que ¢! ciclo de vida del parisito, permite evaluar esta actividad tanto a nivel intestinal como
sistémica, permitiendo probar rdpida y cfectivamente firmacos que actien a cstos dos niveles,

cempleando un modelo murino.
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10. CONCLUSIONES

1) Los profarmacos M3 y G2 fueron biotransformados a albendazol y/o sulféxido de albendazol,
aunque no se alcanzan concentraciones en plasma similares a fas obtenidas con el albendazol mismo, por

lo que los profiirmacos podrian no tener una mejor biodisponibitidad que ef albendazol.

2) La actividad de los profarmacos est principalmente dirigida contra el preaduito y la fentitidad

de fa hembra de 7. spivalis.

3) M3 mostro experimentalnente tener mayor actividad antihelmimica contra 7. spiralis, en

relacion a 1a molécula de G2, 1a cual se disefid para favorecer su reduccion a albendazol.

4) El empleo del parisito nemitodo 7. spiraliy en un modelo murino permitid fa evaluacion de la

actividad antihelmintica de G2 y M3, tanto a nivel intestinal como sistémico,
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11. PROPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES

A pesar de los avances logrados en los Gltimos aflos en medicina veterinaria y humana, con la
obtencion de nuevos productos y el diseffo de nuevas eslrategias terapéuticas, sigue existiendo la
necesidad de buscar productos mis cficaces y seguros en el tratamiento de difercntes enfermedades
infecciosas. El disedo y sintesis de profirmacos como metodologia para la obtencion de medicamentos
seguros y confiables, es un paso importante para lograrlo.

Los profarmacos sintetizados wtilizados en este trabajo, no presentaron una mejor eficacia con
respecto al albendazol, sin ecmbargo, son un paso importante en el diseilo de nuevas moléculas con mejor
cficacia. Es importante resaltar que al discilar estos profarmacos, se busco mejorar las propiedades
farmacoldgicas del albendazol. Para esto, se diseffaron dos moléculas con diferencias en la posicion del
grupo nitro, considerando a nivel tedrico que la molécula llamada G2 tuviera mejores propiedades
farmacologicas que la molécula M3; sin embargo, los resultados no concordaron con ¢l disefio

originalmente pensado, esto permitird ¢l rediseilar moléculas pensando en estos resultados obtenidos en
un sistema “in vivo".

El diseio de futuros bioprecursores de los bencimidazoles 2-carbamato deberdn corresponder a
la-distribucion estructural del M3, siempre y cuando tengan en la posicion para al grupo nitro, una
entidad quimica capaz de suftir oxidacion, Ademas los nucvos bioprecursores deberdn presentar mejor
solubilidad acuosa. En la actualidad ya se encuentran ch proceso de preparacion este tipo de
bioprecursores, asi como de derivados bioreversibles del albendazol, Los resultados obtenidos en este
trabajo sentaron las bases para lograr un mejor diseiio de profirmacos de otros compuestos
antiparasitarios del tipo del bencimidazof 2-carbamato.

Ademas, es necesario contar con modelos experimentales que permitan evaluar la actividad
biolégica y farmacolégica de nuevas moléculas, estos modelos deben ser sencillos, ficies de realizar en
poco tiempo y a bajo costo. En este contexto, el parisito Trichinella spiralis representa un buen modelo
experimental, para evaluar nuevas moléculas con posible actividad antihelmintica, no solo contra 7.
spiralis sino contra pardsitos helmintos en general, Este pardsito permite evaluar en un modelo murino,
de facil mancjo y mantenimiento, a nuevas moléculas y como se demostrd cn este trabajo de lesis, se
pueden evaluar diferentes fases de desarrollo del parasito, en diterentes focalidades dentro de un mismo
huésped.

Sip ﬁém‘{g ﬁ@ Proe



12, ANEXO

A continuacion se describen los contenidos del PBS 1X y del medio RPMI empleados en la
metodologla:

- BufYer de fosfatos salino (PBS 1X)

NaCl 8.76g

NagHPO4  2.20g

NaHoPO4  0.55g

KCi 0208

Disolver en 600 ml de agua destilada, esterilizada ajustar ¢l pH a 7.3. Aforar a 1 litro, filtrar y
esterilizar,

- Medio de cultivo RPMI 1640 GIBCO BRL
a) Medio incompleto.
Se disuelven 10.4 g de polvo en 900 ml de agua bidestilada y desionizada. Se adiciona 6.7 ml o

7.5 g de NaHCO3 y se ajusta ¢l pH a 7.2 con HCl IN. Se afora a | litro con agua bidestilada y
desionizada y se esteriliza por filtracion con filtro millipore 0.22 pm,

b) Medio completo

RPMI incompleto $7ml
L-Glutamina 200 mM 1l
Estreptomicina 1500 U/ml 1ml
Penicilina 2000 w/ml 1 ml
Suero fetal bovino 10 ml

Homogenizat y filirar con filtro millipore 0.22 pm y dejar en prucba de esterilidad por | dia.
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