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INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

La infeccién de seres humanos por Trypanosoma cruli provoca la enfermedad de
Chagas o tripanosominsis americana. Desde su descubrimiento por el doclor Carlog
Chagas, ésta zoonosis ha marcado un hito dentro de le parasitologla, ya que fue el primer
caso en que primero se describe al agente etioidgico, 8! ransmisor y finaimenle a la

enfermedad que ocasiona (Soberon y Pelaez, 1977).

La presencia de una alla variacion iniraespecifica de T. cruzi ha sido ampliamente
reconocida desde 108 inicios en la investigacion sobra este pardsilo. Es nolable la
extrema variabilidad de las formas clinicas en que se presenta la Enfermedad de Chagas,

. leniéndose cuadros severos de cardiopatias y/o dilatacién de segmentos del traclo
digestivo, hasia uné aparente ausencla de sintomas en muchos y variados pacientes en

la forma indeterminada (Faust y cols, 1980),



1.1.1 importancia de ia parasitosis
La importancia de la enfermedad de Chagas radica en:

a) Su amplia distribucién geogréfica desde el sur de Eslados Unidos de
Norteamérica hasta aproximadamente el paralelo 41 de latitud sur en Chile y Argaminé.

b)  Su aita morbilidad: se caicula que existen airededor de 24 millones de
personas infectadas. Es, después de la maleris, la enfermedad transmitida por
artrépodos més frecuente en Latincamérica.

c) Hasta el momento no hay medidas de conirol satisfactorias para este
padecimiento, ya que no existen vacunas; el control de los transmisores a través de
insecticidas es tan costoso que lo hace inoperante para gobiemos siempre en crisis, y la
quimioterapia es aun inadecuada, ya que los fdrmacos de eleccion presentan una alta
incidencia de efectos colaterales y ademds de que no esld claro si éstos farmacos

producen la cura parasitaria (Morello, 1987).

£n México el padecimiento s endémico y existen localidades en que se propone
que se considere a la enfermedad de Chagas un problema de salud publica (Velasco,

1987).

La enfermedad de Chagas afecla la mayor parle de Sudamérica, Centroamérica y
Meéxico, se calcula que existen 240,000 casos por aflo, por lo que se ha considerado
dentro de las seis enfermedades parasitarias mas importantes en el mundo (W.H.Q. 1982,

W.H.0. 1990). La forma aguda de (a enfermedad es tratada con compuestos nitrofuranos



{Lampit y Radanil), los cuales han mosirado, en algunos casos, buenJs resultadus, pero
como son altamente tdxices y carcinogénicos (W.H.O., 1990), estos compueslos no se
emplean en el tratamiento de la enfermedad en !a etapa cronica (los cuales representan
el 95% de los casos), por lo que eses personas enfermas no reciben tratamiento
(Gallerano, 1990), situecién que representa un problema epidemioldgico, ya que acluan

como reservorios del parasito (Velasco y cols., 1991).

Debido a la gran diversidad de cepas que existen de Trypanosoma cruzi, es
necesario e! probar los fdrmacos existenles para evidenciar en estas cepas las

diferencias de susceptibilidad y/o resistencia.

1.1.2 Situacién actual de la quimioterapia

La quimioterapia de la Enfermedad de Chagas es aun inadecuada ya que los
farmacos de eleccion, Nifurtimox (Lampit) y Benznidazol (Radanil), son parcialmente
efectivos en el tratamiento de la enfermedad aguda y son Ineficientes en el tratamiento de
la fase cronica de la enfermedad (W.H.Q., 1980). Ademas que se han descrilo cepas de!
parasito resistentes a ambos medicamenlos (Brener y cols, 1984) y la necesidad de
aplicar reglmenes de dosis elevadas durante periodos prolongados, debido a la relativa
falta de potencia del nifurtimox y del benznidazol, origina que frecuentemente se
presenten serios efeclos colaterales, tales como anorexia, urticaria, neuritis peritérica y
psicosis. Todo esto resulla finalmenle en que se reconozca, desde hace tiempo, la

necesidad critica de un mejor medicamento para ef tratamiento de la Enfermedad de

Chagas (Chabala, 1991, Schofield 1992).



Debido a que no se han desarrollade nuavas cuinpuestos “yuias" @ Waves do
sintesis al azar o por programas de ensayos de la actividad de numerosos compuestos,
las investigaciones recientes se han cenlirado en el estudio de ia Bioguimica y la Biclogia
molecular de los tripanosomas, buscando diferencias metabdlicas entre e} pardsito y el
hospedero que pudieran ser gxploledas como blancos para el desarrollo de nuevas

drogas (Nogueda y cols,, 1991).

.
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1.2 Objetivos
Objetivo General:

Evailuar la susceplibilidad de tres cepas de Trypanosoma cruz/ al Gosipol, Radanil
y Lampit.

Objetivos Particulares:

1, Evaluar la actividad tripanomicida ip yilco del Gosipol, Redanil y Lampit para las
cepas COMPOSTELA, PARRAy VILLA de Trypanosoma crui.

2 Evaluar la actividad tripanomicida in yiyg del Gosipol, Redanil y Lampit para las
cepas COMPOSTELA, PARRA y VILLA de Trypanosoma cruz.

3. Comparar la cofrelacion entre las pruebas jg yilto e {n vivo de evaluacion de

farmacos.
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ANTECEDENTES

2.1 Trypanosoma cruai.
El agente eliolégico de la onlor_modad de Chagas es Typanosoma cruzi, un

protozoario pardsito flagelado que es lransmitido al hombre y otros mamiferos por
insectos hematdfagos pertenecientes & la subfamilia Trlatominae (Hemiptera,

Reduviidae), por un mecanismo contaminativo astercorario

2.1.1 Posicién taxonémics ( Levine, i880 ).

Reino _ Animal

Subreino Protozoa

Phylum Sarcomastigophora

Subphylum Mastigophora

Clase. Zoomastigophora

Super orden Parabasalidea :
Orden Kinetoplastida
Suborden Tripanosomatina

Género Trypanosoma

Especie cruzi



2,1.2 Transmision del parasito

Los trialominos se infectan ai ingerir lripomastigoles de la sangre periférica de
mamiferos infectados. En la fuz del mesogastrio de los insectos, los organismos se
rultiplican asexuaimente en forma de epimastigole y, después de un periodo da 15 a 30
dias, su proliferecion conduce a la formacidn de lripomastigotes metaciclicos en el recto
del insecto. Estas formas infecciosas se expulsan con las heces del lriatomino y los
tripomastigotes inician la infeccion en nuevos huéspedes al penetrar por las abrasiones
de la pisl 0 por las membranas mucosss. Esla irenamisién se denomina "de estacion
posterior” o "por contaminacién®. En la tripanosomiasis africana Ias formas infecciosas
estbn asociadas a las paries bucaies del insacto vector y se introducen a los nuevos
huéspedes por la picadura del insecto (de “eslacion anterior” o transmision por

"inoculacion”).

Los tripanosomas infectanies del insecto penetran en las células y se multiplican
en forma de amastigoles formando los denominados pseudoquistes, que son células

repletas de amastigoles.

Posleriormente los amasligotes se transforman en tripomastigotes y, al romperse
. las células, quedan libres para invadir olras células o para ser ingeridas por un inseclo,

(Alarcén, 1976) (fig 1,2).



Fig. 1 CICLO DE TRANSMISION DE Trypanosoma cruzi.
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2.1.3 Mecanismos de patogenicidad

La entrada de los lripomastigoles melaciclicos produce una reaccion inflamatoria
agudalocai. En una o dos semanas se diseminan a los ganglios linfalicos regionales y se
empiezan a multiplicar en las células que los fagocitan. Los amastigotes intracelulares
efactuan repentinas divisionas formando grandes cantidades de pardsitos que producen
jos llamados pseudoquistes. Después de unos dias, algunos de los microorganismos se
transforman en iripomastigoles y salen del pseudoquiste destruyendo la célula que los
contiene. Entonces ocurre una parasilemia generalizada y casi cualquier tipo de tejido
puede ser invadido, aunque el parésito muesira marcads preferencia por los misculos y
células nerviosas. En las células recién invadidas, se 'ropito nuevamente el cambio a
amasligole, formacion del pseudoquiste, transformacion a tripomastigote y ruptura del
_pseudoquisle. Esta ruplura se acompafia de la respuesta inflamatoria local aguda con
degeneracion y necrosis de las células nerviosas de las regiones vecinas, especialmente
celulas ganglionares. Este es el cambio patoldgico mas importante en la enfermedad de
Chagas, cuyo mecanismo no se conoce bien, sin embargo, se ha atribuido a la fiberacién
de toxinas en el momento de la ruplura de los pseudoquistes y a la desiruccién de los

amastigotes reslantes.

La enfermedad de Chagas presenta un periodo agudo y uno crénico. El periodo
agudo se inicia con la entrada en la piel de los iripomastigotes contenidos en las heces de
las chinches. La inflamacion local produce un pequefo nédulo rojo conocido como
chagoma, con edama de los nddulos finféticos reglonales, En aproximadamente el 50%
de los casos los tripomastigoles penelran por la conjuntiva del ocular produciendo edema
parpebral y de la conjunliva, asl como hinchazén de [os ganglios linfalicos y

preauriculares, eslos sintomas se conocen como Signo de Romana. Al progresar la fase

11



aguda de la enfermedad, se pueden encontrar pseudoquistes en casi cualquier érgano
del cuerpo, aunque la intensidad en e} alaque varla de unos a otros. Genaralmente es
invadido el musculo cardiaco con la pérdida de casi el 80% de las células ganglionares
cardiacas. Entre los sintomas de |a fase aguda se incluyen anemia, pérdida de fuerza,
disturbios nerviosos, escalofrios, dolores de huesos y musculos, asl como algunos
transtornos cardiacos. La muerte suele presentarse de 3 @ 4 semanas después de la
infeccién. La fase aguda es més comun y grave entre los nifos menores de 5 afos de

edad.

La fase cronica se ve con mas frecuencia en adultos. Su espectro de sintomas es
debido a la disfuncién nerviosa central y periférica, la cual puede llegar a durar muchos
aflos. Algunos pacientes pueden estar vifugimente asintomaticos y repentinamente morir
de paro cardiaco. En las dreas endemicas de México, la onformodqd de Chagas, produce
alrededor del 70% de las muertes por paro cardiaco en los adultos j‘bvenes. Parte de la
insuficiencia de la funcidn cardiaca es producida por la pérdida dal tono muscular como
-consecuencia de la destruccidn de los ganglios nerviosos, el corazén crece mucho y se
hace flacido. En algunas regiones de Sudamérica es comin que se destiuyan los

* ganglios auténomas del esdfago y del colon. Esto altera el tono muscular, dando como
resuitado alleracion del peristallismo y la gradual HHacidez del érganc, el cual aumenla su
didmetro y es incapaz de pasar material. A estas condiciones avanzadas se les denomina

‘megaesdfago y magacolon respectivarhenle.

El megaesdfago avanzado es mortal cuando el paciente no puede deglutir. Se ha

demosirado en forma experimenial que los tibulos tesliculares y el epididimo se aliofian

en la enfermedad de Chagas. (Schmidt, 1981)



2.1.4 Biologla del parésito,

Como todos los prolozoarios de la familia Trypanosomatidae, Trypanosoma cruzi
posee una estructura celular caractarisiica, el cinetoplasto, constituido por ADN y une
doble membrana mitocondriai que lo envuelve y 8@ extiende a toda la célula constituyendo

de esa manera una milocondria gigante unica.

Trypanosoma cruzi presenla en preparaciones tefides, e perlir de frolis
sanguineos, una morfologla caracleristica, ya que adopta forma de "c" o de "u". Tiene
una longitud aproximade de 20 micras, un cinatoplasto muy grande de posicion
subterminal. Posee ademas, un flagelo libre y membrana ondulante estrecha. Este forma
corresponde e la de lripomastigole, ye que el parasito presente diferentes fases de

desarrollo, dependiendo del huésped en el que se encuenire.

Durante su ciclo de vida T. cruzi presenta varies formas que pueden ser
vistas facilmente en el microscopio optico. Le definicién de estas formas se basa en: 1) la
forma general de la célula 2) la posicién del cinetoplasto con relacién al nicleo y 3) la

region donde emerge el fiagelo a partir de le bolse flagelar. (Hoare, 1966).

De acuerdo a esle criterio, les siguientes formes pueden ser identificadas:

13



a) Amasligole.- Sin flagelo proluberante, son organismos
de forma esférica u ovalada, se reproducen
intracelularmente en el huésped vertebrado por fision
binaria; presenia un cineloplasio en forma de bastoncillo

y un nucleo grande.

b) Epimastigote.- Presenian el cineloplasio en posicion
anterior carca del nucleo y un flagelo que al principio lo
conlornea una pequefta membrana ondulante, son
organismos fusiformes, que se mulliplican en el tubo

digestivo del veclor y en medios de cultivo.

También se localizan dentro de las céiulas del vertabrado durante el final del ciclo
intracelular cuando los amastigotes se transforman an tripomastigotes o visceversa, en e}

comienzo de un nuevo ciclo (De Souza, 1984).

¢) Tripomastigote.- Provistos de un cinetoplasto siluado
delras del nicleo y un flagslo, asi como de una
membrana ondulante a lo largo del organismo; representa

una forma infectante no multiplicativa del parasito.

- Tripomasligole sanguineo.- Se encuenira en la
sangre 'del hospedero veriebrado y constiluye la fase
infeclanle para los frialominos, cuando estos ingieren

sangre de un hospedero infectado.

14



- Tripomasligote metaciclico.- Aparece a la luz del
intestino  del  insecto  transmisor,  (Reduviidas,
Trialominae) y representa la fase infectante para los
huéspedes vertebrados (Sénchez, 1887) (fig. 3).

Fig. 3 FASES DE Trypanosoma cruzi.

Flageio

(A)

8)
(A) Amasligote
(B) Epimasligote
(C) Tripomastigote
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2.1.5 Meotabolismo

La bioquimica de este protozoario implica procesos comunes a olros eucarioles:

a)  Transporte, asimilacién, biosintesis, y degradacién de moléculas orgénicas

{gldcidos, dcidos grasos, estercles y aminodcidos).

b)  Biosintesis y degradacién de moiécuias de DNA, RNA, proteinas y
polisacéridos).

c) Transporie de iones.

d)  Generacién y utilizacidn de energia (fermentacidn, respiracion, formacion

y utilizacidn para el movimiento.)
e)  Regulacion metabdlica, diferenciacion y mullipilcacion.

_Estudios de bioquimica comparada, han demositrado que (as estructuras
moleculares de T. cruzi y sus reacciones melabdlicas son similares en general a los
establecidos con [os organismos mds utilizados para ia inveé_tigacién biéqulmica como
son: levaduras, bacterias y aigunos vertebrados. Sin embargo, algunos procesos
metabolicos se han modificado coma cosecuencia de la adaplacién de T. cruzi a la vida

parasitaria. Enire estas modificaciones se deben mencionar:

a) laincapacidad para sintetizar basaes puricas y pirimidicas.

16



b)  laincapacidad de sinlelizar porfirinas.

c)  bajo contenido en peroxidasa.

d)  ausencia de calalasa.

e) bajo contenido de citocromo "C" oxidasa.
f) operacién restringida del Cicio de Krebs.

g)  allacapacidad para fermentar la glucosa en presencia de oxigeno, con la

formacion de dcidos orgdnicos.

h} ausencia de xantina oxidasa y ribonucleasa (Gutteridge, 1981; Stoppani,
1983).

2.1.5.1 Productas finales del metabolismo de la glucosa.
La glicolisis juega un papel muy importanie en el aporie energético para el parasito,

ya que a pesar de que se ha informade la presencia de lodas las enzimas del ciclo de

Krebs, esfe ciclo sdlo es utilizado parciaimente y ademds, en sentido inverso. La glucosa

17



es catabolizada sdlo parcialmente a COp aun bajo condiciones aerdbicas, con la
produccion principalmente de succinato, el cual es producido por la siguiente secuencia
de reacciones: la fijacién de CO por la fosfoenolpiruvalo carboxinasa produce acido
oxalacético, el cual es reducido a acido maiico, esto sucede deniro de los glicosomas. El
malalo sale al cilosoj y penelra a la mitocondria donde es convertido a fumarato y
finalmente a succinato. El succinato es el producto final dei metabolismo energético en T.
cruzi (Gutleridge, 1981) seguido por {a alanina y el acatato, este Ultimo en poca canlidad,

al iguat que el lactato, malato y piruvato (Cazzulo, 1992).
2.2 Quimioterapla

Sa conoce aclualmente que el tralamiento de la Enfarmedad de Chagas es lodavia
un problema no resuelto y entre los programas de investigacion da las organizaciones de
los paises mas afectados y de los organismos internacionales como ia Organizacion
Mundial de la Salud, destaca la bisqueda de nuevos medicamentos contra la Enfermedad

de Chagas (Turrens, 1986).

2.2,1 Desarrollo histérico de la quimioterapla

Después del descubrimiento de la enfermedad de Chagas en 1909, y hasla 1537,
no hgbia sido probado en humanos ningun campuesto quimica contra esta enfermedad,
A partir de ese afto se inicid 1a busqueda de farmacos con actividad conira T. cruzi por
diversas induslrias farmaceuticas. En la tabla 1 se enlistan los prlmeroé medicamuitos

que fueron evaluados quimicamenle. La mayoria de {os farmacos evaluados mostraron



poca actividad en ia eliminacion del parasito a excepcién de los derivados 5-mirofuranos y
2-nilroimidazoles. Los S-nilrofuranos fueron probades por Packchanian en 1952
encontrando que algunos de ellos presentaban actividad. Brener, en 1961, fue el primero
en demostrar que el tratamiento por un periodo largo con un nitrofurano (Nitrofurazona)

prasentaba efecto curativo en infecciones experimentales, hechos que mollvd el ensayo
dei farmaco en casos humanos. . En 1962 en Alemania, Herlinger, Mayer y Pelersen
sintetizaron para |la casa Bayer un derivado del nitrofurano al que Hamaron nifurtimox
{cuyo nombre comercial es Lampit), diez afios mas tarde se demosiré que este derivado
presentaba mayor actividad comparada con sus analogos estructurales enlé eliminacién

del parésito (Gutteridge, 1980; Brener, 1984).

Entre los derivados del 2-nitroimidazol, el depariamento de investigaciones de los
laboratorios Roche sintetizé el benznidazol (nombre comercial Radanil) cuyos primeros

resultados fueron presentados en 1977 (Brener, 1984; Gutteridge, 1980).

2.2.2 Blancos quimloterapetiticos en Typanosoma cruz/

Glicosomas. Entre los miembros de la familia Tripanosomatidae, la mayoria de las
. enzimas glicoliticas se localizan en organelos llamados glicosomas, Se piensa que estos
organelos estdn relacionados a peroxisomas o microcuerpos de ofras cblulas
eucarioticas. Esla division subcelular de la glicolisis en tripanosomas es
fundamentalmente diferente a todos los ofros organismos eucarioles esludiados, en

donde la glicolisis ocurre en el citosol. El glicosoma de T. cruzi es una vesicula de una
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sola membrana que va de 0.2 & 0.8 um de tamado y en las preparaciones al microscopio

electronico su aspecto es globoso.

En T. cruzi 1as primeras seis enzimas glicollticas (hexocinasa, fosfoglucomulasa ,
fosfohexosaisomerasa, fosfofructocinasa, aldolasa, ftriosafosfate isomerasa y

glicera!dehido-3-fosfalo deshidrogenasa) se localizan dentro de ios glicosomas.

La glicdlisis juega un papei imporiante en el aportamiento energético para e!
parasito, ya qua a pesar que se a informado la presencla de todas las enzimas en et Ciclo
de Krebs, éste ciclo sélo es ulilizado parcialmente y ademas en sentido inverso (Taylor,
1986).

Entre los farmacos con aclividad tripanomicida, que actuan utilizando las

diferencias del metabolismo glicolitico entre el parasito y su hospedero esta el gosipol.
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2.2.3 Modo de accidn de ios farmacon

GOSIPOL
El Gosipol es un componente polifentlico amarilio, aislado especiaimente en las

semillas de |a planta del algodon.

CHO ¢ OH HO -
0 UL,
HO~ “CHy  HaC- “OH

CH CH

- ~ ” ~
CH;  CH, CHy  CH,
GOSIPOL

La administracion oral de este medicamento produce oligospermia y azoospermia
en humanos y olrés especies. Su eficiencia como un agente anticonceplivo en humanos,
depende de los efeclos deletéreos que produce en epitelios seminiferos, también se ha
demostrado que alravieza la barrera sanguinea lesticular, lo cual indica que el farmaco
penetra  membranas celulares y olras barreras permeables. Los estudios clinicos
disponibles, sugieren que el compuesto es bien lolerado por humanos en dosis
controladas y que la espermatogénesis es completamente restablecida cuando el
tratamiento es interrumpido. E| gosipol inhibe la motilidad de los esparmatozoides tanto in

vitro (Poso y cols., 1980) como in vivo (Cameron y cols., 1982).
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Los espermatozoides y 7. cruzi presentan dos caracleristicas miuy importantos an

comun, que en el caso de los esparmatozoidesios hace ser diferentes a (as demas células

del hombre;

a)  Son muy sensibles a un esirés oxidativo. Se ha demostrado que ambas
células carecen de la catalasa, a pesar de ser capaces de generar peréxido de hidrégeno.

El pardsito es aln mas sensible a peroxidos dado que presentan baja actividad de

glutation peroxidasa.

b) La presencia de un flagelo que esld en conlinuo movimiento con el
subsacuente alto gasto energélico, ademas el parasilo tiende a replicarse mas rapido que

ias células del huésped, por lo que su gaslo energélico es aun mucho mayor.

 Porlo tanio, el interferir con el melabolismo energético es un blanco contra 7. cruzi
Se ha demosirado que el gosipol in vitro inhibe el crecimienio del parasilo a
concenlraciones semejantes a las requeridas para eliminar espermatozoides. Al parecer
e} farmaco actua inhibiendo deshidrogenesas cambiando e} eslado redox y afectando por

lo tanio e metabolismo energético (Turrens, 1986).
Pruebas in vitro han mosirado que el gosipol inhibe a la alfa-hidroxidcido y malato

deshidrogenasa, enzimas que ulilizan NAD* como coenzima. En la tabla 1 se citan las

enzimas que son inhibidas por el férmaco (De Burgos y Bianco, 19684; Eid, 1988)f
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TABLA1

Efecto del gosipol sobre oxirreductasas de 7. cruzi.

Gosipol INFIBICION

ENZIMA (M) (%)

o\ -hidroxiacido 05 45.0
deshidrogenasa

Malato 0.3 38.2
deshidrogenass

Glulamaio 5.0 688
deshidrogenass

Enzima mdlica 10.0 73

Glucosa&-P- 200 576
deshidrogenasa

Succinato 100.0 0.0
deshidrogenasa

(De Burgos y Blanco, 1984; Eid, 1988).
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_LAMPIT Y RADANIL

En T. cruzi se ha informado |a presencia de enzimas oxidativas que intervienen en
la produccion da peroxido de hidrogeno y del anion superéxido, como el citocromo P-450a
citocromo ¢ reductasa. En el parasito Ia eficiencia de eliminacién de los peroxidos y ios
superoxidos esté disminuida por la ausencia de catalasa, e - tocoferol, dcido ascdrbico y
de glutation peroxidasa. La actividad de superdxido dismulasa esla presente en el
protozoario, lo que aunado a |a carencia de un sistema afectivo dé eliminacion de H20 io

hace susceptible a los radicales libres (Nogueda y cols., 1991).

Clertas drogas anlitripanosoma actian a través de un incremento intracelular de
radicales libres. Estos radicales libres puaden reaccionar con macromoléculas y producir
alteraciones en enzimas, membranas y écidos nuclélcos; tienen ademds otros efectos que
originan la muerte del pardsito. En la primera reaccion del mecanismo generador de
radicales Il.bm por nilrocompuestos, se lleva a cabo la transferencia de un electién del
reductor NAD(P)H al grupo nitro catalizada por una enzima nitroreductasa. El segundo
paso consiste en la transferencia del alectrén libre al oxigeno; regenerando al
nitrocompuesto y formando al anién supertxido; - este a su vez dismula a peroxido de
hidrégeno de manera espontdnea o por accidn de le superdxido dismutasa. Por ultiino el
H203 reacciona con el anidn superdxido para dar origen al radical hidroxilo. Este radical

ha sido postulado como uno de bajo peso molecular mas dafino (Docampo, 1964).

El nifutimox y el benznidazol, ambos nitrocompuestos son los fdrmacos de
eleccion hasta el momento y su modo de accién es a través de la produccion de radicales

libres (Moreno, 1988),
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CAPITULO 1




PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Diagrama de flujo general

CONSERVACION DE CEPAS
INOGCULACION DE MEDIOS INOCULACION A
DE CULTIVO RATONES
OBTENCION DE APARICION DE
EPIMASTIGOTES PARASITEMIA

EVALUACION IN VITRO
DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE
CEPAS A FARMACOS

EVALUACION IN VivO
DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE
CEPAS A FARMACOS

ANALISIS DE RESULTADOS

27




3.2 'Mllorlal. reactivos y equipo

3.2.1 Material blalégico

- Trypanosoma cruzi cepas COMPOSTELA, PARRA y VILLA, aisladas
porxenodiagnostico, y mantenida en el Iaboratorio por pase raton-triatomino-ratén,
- Sangre de conejo desfibrinada.
- Sangre de carnero (viai).
- Animales de experimentacién;
- Ralones albinos (mus muscuius)
Cepa NiH
Hembras de 20 g de peso

3.2.2 Material de laboratorio

- Agitador de vidrio

- Asa bacteriolégica

- Balanza analitica

- Balanza granataria

- Celdas espectrofotomsélricas
- Espétula de acero inoxidable
- Guantes y cubreboca

- Jeringas de 3,5y 20 ml
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- Matraces Erlenmeyer con tapdn de rosca Pyrex (100, 250 y 500 ml)
- Mechero Bunsen

- Micropipetas (50, 100 y 1 000 ul

- Mortero y pistilo de porcelana

- Pipetas Pasteur

-~ Pipetas gradundiu Pyrex (1,2, 5§y 10 ml)
- Porta y cubreobjetos

- Porta y cubreobjelos

- Probetas (100 y 500 ml)

- Tela de organza

- Tubos de ensaye Pyrex de 13 x 100

- Tubos eppendorf (1 ml)

- Tubos para centrifugs con tapén

- Vasos de precipitado (100 y 250 ml)

3.2.3 Reactivos

- Acido caprdico (Sigma Chemical Co)

- Base de agar sangre (Dibico)

- Cloruro de sodio (Productos Quimicos Monterrey)
- Etanol (Merck)

Fenol (J.T. Baker)

Infuision cerebro corazon

Lampit: Benznidazo!" Ro 7-1051



- Penicilina g cristalina
- Radanil: Nifurtimox: Bayer 2502

3.2.4 Equipo

- Autoclave Indusirias Steele Presto modelo 21L

- Incubadora Preciso Gravity Convention Incubator G.C.a.
- Microscopio binocular Zeiss

- Refrigerador Csbhers

3.3 Prepsracion de soluciones

MEDIO DIFASICO AGAR SANGRE
~ Agarbase sangre 4git
Triptosa 20/t

Una vez que los componentes se solubilizaron, se eslerilizaron en autoclave.
‘ Cuando la temperatura del medio disminuyd se agregé la sangre estéril desfibrinada de
carnero (vial) hasta una concentracidn fingl del 10%. Una vez sdlido el medio, se agregd
la fase iiquida, la cual consiste e solucién salina al 0.85%. Se dejé una noche'previo ala

siembra, a 280¢,

CLORURO DE SODIO AL 0.85%

Se pesaron en |a balanza analitica 0.85 g de cloruro de sodio y se disolvieiu: en

100 ml de agua destilada,



FENOL AL 5%
Se pesaron 100 g de fenol y se disolvieron en 2 000 mide agua destilada. La solucion

se agitd y se conservé en un frasco ambar.

3.4 Metadologia

3.4.1 Determinacion de la actividad de los tirmacos inhibidores In

yitro.

La metodoiogla qué 20 8iguio as la propuesta por Montamat y Blanco (1962). Se
prepararon medios de cullivo difésicos y se inocularon ires series de seis con las cepas
COMPOSTELA, PARRA y VILLA raspectivaments. Los medios se incubaron a 289C por
12 dias, al cabo de estos, se revisd el crecimiento dela poblacion de los diferentes
medios. ‘

Se tomaron muestras de 500 ! en tubos eppandorf de ios medio can abundantes
parasitos no contaminados. Se prepararon dilucionas de cada fé¢maco y se afladieron 3

- ul de cada una de éstas a los tubos contenlendo al medio de cultivo; asi también en otro

tubo eppendorf con medio de cuitivo se aAadieron 3 i de etano! absoluto (disolvente de
los farmacos), como lestigo. Se tqmé una muestra con el asa becleriolégica, se coloco en
un portaobjetos y encima de éste, un cubreobjelos. Se revisé al microscopio (40X) a los
0,30, 60, 90 y 120 minutos daspués de haber aftadido el fdrmaco. Al final se deshecharon

los porta y cubreobjetos en fenol al 5%. Se reportaron los porcentajes de raduccion de la
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poblacion de cada cepa (parésitos no sobrevivientes), despuos de habol 1ovisadn el

parasitos en cada uno de diez campos,

3.4.2 Determinacion de ia actividad de ios tirmacos inhibidores in vivo.

Ratones hembra fueron Iinoculados intraperitoneaimente con 10,000
{ripomastigotes sanguineos. El dia de maxima parasitemia o 20 avo. dia (establecido en
ol laboratorio da Entomologia) se eplicd por via oral, una sola dosis de 500 mg/kg de los
farmacos a evaluar. El nimero de tripomastigotes circulanies se determiné de acuerdo al
método de Brener y cols. (1964) antes y 2, 4, 6 y 8 después de Ia aplicacion del fdrmaco.
Se emplearon como tastigo a ratones tratados de manera similar, pero se empled agua
como placebo. Los porcentajes de la reduccidn de la parasitemia se caicularon
comparando el numero da pardsitos obtenidos a cada intervalo de tiempo después de la

aplicacion de los medicamentos.

Calculo de las dosis administradas:

Radanit: Comprimidos de 260 mg al 38.46% de pureza se maceraron en mortero para
facilitar su suspension en agua y ademds para pesar la cantidad necesaria de cada dosis.
Para administrar una dosis de 500 mg/Kg a ratones de 20 g de peso, se pesaron 520 my

del comprimido y se suspendieron en 20 mi de agua destilada administrandole 1 ml a

cada ratdn,
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Lampit: Comprimidos de 400 mg al 30% de pureza se maceraron en un mortero para
facilitar su suspenaion en agua y ademds para pesar la cantidad necesaria de cada dosis,
Para administrar una dosis de 500 mg/Kg de peso, 38 pesaron 800 mg del comprimido y
se suspendieron en 20 m! de agua destilada adminisiréndosele 1 m! @ cada ratén,
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CAPITULO IV



i

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resuitados

4.1.1  Actividad tripsnomicida de los compuesios sobre epimastigotes de

Trypanosoma crual.

Los compuesios seleccionados para esteblecer la comparecion de la actividad
{ripanomicida, Gosipo! (Tablas I, Il y Ill), Lampit (Tablas IV, V y Vi) y el Radanil (Tablas
Vi, Vil y IX), presentaron actividedes que no eliminen las dosis de 1 pM, los
epimastigoles de las tres cepas (COMPOSTELA, PARRA Y VILLA) de Trypanosoms cruzi.
El Gosipol presentd una mejor aclividad entre los fdrmacos probados, asi mismo se
obssrva que ia cepa PARRA presenta una mayor susceplibilidad » éste fdrmaco.
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TABLA I,  EFECTQ DE DIFRVENIGLS

CONCENTRAZ JONES Like ounii v bues

EPIMASTIGOTES DE LA CEPA COMPOSTELA DE Trypanosoma cruzi.

CONCENTRACION TIEMPO (MINUTOS)
(MOLAR) 0 30 60 90 120
SOBREVIVENCIA (%)
0.1 100 85 60 50 20
0.01 100 85 65 55 2
0.001 100 80 10 60 45
0.0001 100 80 70 60 v
0.00001 100 80 80 15 10
0.000001 100 90 85 RO 80
TESTIGO 100 100 100 100 100

TABLA II, EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE GOSIPOL SOBRE
EPIMASTIGOTES DE LA CEPA PARRA DE Trypanosoma cruzi,

CONCENTRACION TIEMPO (MINUTOS)

(MOLAR) 0 30 60 90 120
SOBREVIVENCIA (%)

0.1 100 25 15 10 0

0.01 100 35 20 15 10
0.001 100 40 36 30 25
0.0001 100 50 50 50 50
0.00001 100 90 80 00 80
0.000001 100 90 80 80 80
TESTIGO 100 100 100 100 100




TABLA 111, EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL t031PUL SOBRE
EPIMASTIGOTES DE LA CEPA VILLA Di Trypanosoma cruzi,

CONCENTRACION TIEMPO (MINUTOS)

{MOLAR) 0 30 60 90 120
SOBREVIVENCIA (%)

0.1 100 70 65 30 15
0,01 100 80 70 35 25
0.001 100 85 80 70 30
0.0001 100 90 85 75 40
0.00001 100 90 85 - 85 70
0.000001 100 100 95 90 15
TESTIGO 100 100 100 100 100

TABLA 1V, EVALUACION IN VITRO DE LA ACTIVIDAD DEL GOSIPOL SOBRE
LAS CEPAS COMPOSTELA, PARRA y VILLA DE Trypanosoma cruzi.

CONCENTRACION REDUCCION DE LA
(MOLAR) POBLACION (%)

COMPOSTELA PARRA VILLA

0.1 20 0 15

0.01 25 10 25

0.001 45 25 30

0. 0001 30 50 40

0,00001 70 80 70

0.,000001 80 80 75
TESTIGO 100 100 100




L1

TABLA V,

EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LAMrIT SOBREL
EPIMASTIGOTES DE LA CEPA COMPOSTELA DE Trypanosoma cruzi.

CONCENTRACION

TIEMPO (MINUTOS)

(MOLAR) 0 30 60 90 120
SOBREVIVENCIA (%)

0.1 100 90 85 75 65

0.01 100 920 90 80 15

0,001 100 95 90 90 80

0.0001 100 95 90 90 80

0.00001 100 100 95 95 90

0.000001 100 100 100 100 95

TESTIGO 100 100 100 100 100

TABLA VI, EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ! AMPIT SCIRE
EPIMASTIGOTES DE LA CEPA PARRA DE Trypanosoma cruzi.
CONCENTRACION TIEMPO (MINUTOS)

(MOLAR ) 0 30 60 90 120
SOBREVIVENCIA (%)

0.1 100 50 40 30 25

0.01 100 66 50 40 30

0.001 100 18 66 55 45

0.0001 100 80 70 65 60

0.00001 100 88 85 80 70

0.000001 . 100 95 95 0 90

TESTIGO 100 100 100 100 100




TABLA VII,

EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LAMPIT SOBRE
EPIMASTIGOTES DE LA CEPA VILLA DE Trypanosoma cruzi.

CONCENTRACION

TIEMPO (MINUTOS}
90

(MOLAR) 0 30 60 120
SOBREVIVENCIA (9)

0.1 100 85 80 75 60

0.01 100 90 85 75 65

0.001 100 90 90 80 70
0,0001 100 95 95 85 80

0,00001 100 100 95 95 85
0,000001 100 100 100 95 90

TESTIGO 100 100 100 100 100
TABLA VIII., EVALUACION IN VITRO DE LA ACTIVIDAD DEL LAMPIT SOBRE

LAS CEPAS COMPOSTELA, PARRA y VILLA DE Trypanosoma cruzi.

CONCENTRACION REDUCCION DE LA
(MOLAR ) POBLACION (%)
COMPOSTELA PARRA VILLA
0.1 65 25 60
0.01 1% 30 65
0,001 80 45 70
0.0001 80 - 60 80
0.00001 90 70 05
0.000001 95 90 90
TESTIGO 100 100 100




TABLA IX. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE RADANIL SOBRE
EPIMASTIGOTES DE LA CEPA COMPOSTELA DE Trypanosoma cruzi. :

CONCENTRACION

TIEMPO (MINUTOS)

(MOLAR) 0 30 60 90 120
SOBREVIVENCIA (%)

0.1 100 85 80 75 55

0.01 100 85 80 80 65

0.001 100 85 85 80 15

0.0001 100 95 90 85 80

0.00001 100 100 95 90 90

0.000001 100 100 100 90 90

TESTIGO 100 100 100 100 100

TABLA X. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE RADANIL SOBRE

EPIMASTIGOTES DE LA CEPA PARRA DE Trypanosoma cruzi.

TIEMPO (MINUTOS)

CONCENTRACION

(MOLAR) 0 30 60 90 120

SOBREVIVENCIA (%)
0.1 100 66 50 . 46 35
0.01 100 70 60 50 45
0.001 100 80 70 60 10
0.0001 100 90 90 80 80
0.00001 100 95 95 a5 90
0,000001 100 100 100 95 90
TESTIGO 100 100 100 100 100




TABLA XI. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE RADANIL SOBRE
EPIMASTIGOTES DE LA CEPA VILLA DE Trypanosoma cruzi

CONCENTRACION TIEMPO (MINUTOS)
(MOLAR) 0 30 60 90 120

SOBREVIVENCIA (%)

0.1 100 15 75 65 60

0.01 100 80 75 15 65
0,001 100 80 85 80 70
0.0001 100 85 85 80 80
0.00001 100 95 85 85 80
0.000001 100 100 90 85 85
TESTIGO 100 100 100 100 100

TABLA XII., EVALUACION IN VITRO DE LA ACTIVIDAD DEL RADANIL SOBRE
LAS CEPAS COMPOSTELA, PARRA y VILLA DE Trypanosoma cruzi,

CONCENTRAC ION REDUCCION DE LA
(MOLAR) POBLACION (8)

COMPOSTELA PARRA VILLA

0.1 55 40 60

0.01 65 as 65

0.001 75 60 70

0.0001 80 80 80

0, 00001 : 90 95 80

0.000001 90 100 85

TESTIGO 100 100 100




TABLA X111. EVALUACION IN Vivo DE LA ACTIVIDAD DEL Gosliul, LAMP D,
Y RADANIL A UNA DOSIS DE 500 mg/Kg SOBRE LA PARASITEMLIA ORIG.iNADA
POR LA CEPA COMPOSTELA,

TIEMPO (hrs) 0 2 4 6 8
GOSIPOL 100 95 92 90 80
TESTIGO ' 100 100 100 100 100
LAMPIT 100 98 95 94 95
TESTIGO 100 100 100 100 100
RADANIL 100 a0 75 70 70
TESTIGO 100 100 100 100 100

. Porcentaje de sobrevivencia

Gradfica I, Evaluacién in vivo de la actividad del Gosipol, Lampit
y Radanil sobre la parasitemia originada por la cepa Compostela de
T, cruzi,
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TABLA XIV, EVALUACION IN VIVO DE LA ACTIVIDAD DEL GOSIPOL, LAMPIT
Y RADANIL A UNA DOSIS DE 500 mg/Kg SOBRE LA PARASITEMIA ORIGINADA

POR LA CEPA PARRA,

TIEMPO (hrs) 0 2 4 6 8
GOS1POL 100 90 80 75 45
TESTIGO 100 100 100 100 100
LAMPIT 100 75 50 43 70
TESTIGO 100 100 100 100 100
RADANIL 100 65 45 38 30
TESTIGO 100 100 100 100 100

pPorcentaje de sobrevivencia

Grafica II, Evaluacién in vivo de la actividad del Gosipol, Lampit
y Radanil sobre la parasitemia originada por la cepa Parra de T.
cruzi,
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TABLA XV, EVALUACION IN VIVO DE LA ACTIVIDAD DEL GOSIPOL, LAMPIT ¥
RADANIL A UNA DOSIS DE 500 my/Kg SOBRE LA PARASITEMIA ORIGINADA POR

LA CEPA VILLA.

TIEMPO (hrs) 0 2 4 6 8
GOSIPOL 100 95 90 88 88
TESTIGO 100 100 100 100 100
LAMPIT 100 98 95 90 90
TESTIGO 100 100 100 100 100
RADANIL 100 80 75 70 70
TESTIGO 100 100 100 100 100 .

Porcentaje de sobrevivencia

Grafica III. Evaluaciébn in vivo de la actividad del Gosipol,
Lampit y Radanil sobre la parasitemia originada por la cepa Villa

de T. crusi,
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4.2 Discuslén

Las cepas COMPOSTELA, PARRA y VILLA de Trypanosoma cruzi, se emplearon
para las determinaciones in vitro @ ip vivg de la actividad de tres férmacos; asi mismo se
comparé esta actividad mediante la evaluacion de la susceptibilidad y/o resistencia de

cada cepa al farmaco.
Los métodos utilizados para las determinaciones fueron:
e) inviiro, método propuesto por Bianco (descrito en Metodologia).

Los compuestos seleccionados para establecer ia comparacion da aclividad fueron
el Gosipol, Lampit y Redanil, los cusles presentaron actividades farmacologicas

importantes, aunqua no eliminan por completo @ los epimastigotes de las tree cepas de 7.

cruzi ain a conceniraciones elevades (500 mg/Kg). El Gosipol presenté una mejor
actividad que el Lampit y el Radanil, probsblemente debido a que el 'prlmo_ro por ser
menos polar (no se disueive en agua), tisne mucho mas afinidad por las membranas y las

atraviesa fécilmente interactuando as con las-hidroxidcido oxidorreductasa inhibiendo e! .

metabolismo energélico, con lo que se efecia ia motilidad y le sobrevivencia del parasito.
La cepa COMPOSTELA muestra a su vez una meyor resistencie ai Gosipol y al Lampit,
no asl al Radanii, en el que la cepa VILLA presenta la mayor resistencia. La cepa

PARRA, mosiré la mayor susceplibiiidad a los tres fdrmacos.
Las pruebas in vitro demuestran que al incrementarse la concentracion de los

farmacos, el porcentaje de reduccién de ia poblacion de las cepes aumentd durante los

120 minutos de la prueba.
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b) in vivo, método propuesto por Brener (descrito en Metodologla)

Este método permite determinar en un plazo corto |1a sensibilidad y/o resistencia
de las formas sanguineas de Trypanosoma cruzi a los férmacos, mostrando de manera
més real |a eficiencia de éstos contra el pardsito al ser el tretamiento semejante a las
condiciones presentadas en el ser humano, Las pruebas in vivo se llevaron a cabo a
partir del dia 20 evo., slegido como el de méxima parasitemie en base a un anéliéis de
gréficas oblenidss del comporiamiento de las cepas ensayadas en el Laboratario de
Entomologla. Los farmacos a eveluar se administraron por via orel evitando en lo posible
ol @strds a los animales por exceso de manipulacién, se debe observar mayor cuidado en
la introduccidn de |a aguje (despuntads), en la garganta del animal, ya que de este hecho
depende |a aplicacion correcia de la dosis estipulada.

La evaluacion de la aclividad de los fdrmacos en las pruebas [0 yiyo muestran que
la copa COMPOSTELA presenta mayor resistencia a éstos al iguel que en las pruebas in
vitro, ya que a las 8 horas |a sobrevivencie del pardsilo disminuyd. De igual manera la
cepa PARRA os mds susceptible a la aclividad da los férmacos, principalmente al

Radanil, con el que la sobrevivencia de los pardsitos a las 8 horas disminuy6 enun 70%.
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CAPITULO V



CONCLUSIONES

6.1 Conclusiones.

1, Ei estudio de tres cepas de Trypanosoma cruzi (PARRA, VILLA y COMPOSTELA),
mostré la heterogeneidad de Ias poblaciones del pardsito en cuanto a la susceplibilidad a

los farmacos comunmente empleados en el fratamiento de la enfermedad que ocasiona,

2. La cepa PARRA mostré la mayor susceptibilidad @ 10e férmacos elegidos (Gosipol,
Lampit y Radanil) en las pruebas {p vilig, como en ias ip yivg.

3 En las pruebas [p yitrg, el Gosipol presenté un buen efecto tripanomicida en las
tres cepas, mucho mejor que el Lampit y el Radanll. En tanto su efeclo tripanomicida en

las pruebas g yiyg, fue un poco menos pronunciado.

4, En las pruebas jp viyp, el Radenil mosird un efecto tripanomicida poco mejor

que el Gosipol y mucho mejor que el Lampit.
5. - Laadminlstracion del farmaco especifico en pacientes con enfermedad de Chagas,

se basa en el aislamiento’ del pardsito, su caracterizacién y en la evaluacién de los

farmacos, aumentando asf las propabilidades de una cura parasitoldgica.
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