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I. INTRODUCCION




Las enfermedades parasitarias helminticas producen dafios severos,
generalmente en los paises con poco desarrollo socioeconomico, éstas se presentan por falta
de cultura médica, condiciones climaticas v sanitarias deficientes, afectando principaimente
a nifios, en esta poblacién en la Repiiblica Mexicana las parasitosis helminticas con mas
alto porcentaje son ascariasis, enterobiasis, hymenolepiasis y teniasis, entre otras. De estas
infecciones los parasitos se alojan dentro del intestino y desarrollan la infeccidn y otros se
alojan fuera del intestino para desarrollarla, la mayoria de las parasitosis son transmitidas a
través de los huevecillos en la tierra, defecacion al aire libre, agua contarinada, verduras
regadas con aguas negras o mal lavadas, cames crudas o mal cocidas y animales
domésticos parasitados. Este tipo de infecciones produce en el humano sintomas como
nauseas, vomito, dolor abdominal y diarrea, los cuales pueden incrementarse o variar
dependiendo del tipo de parésito y de la magnitud de la infeccion. Para el tratamiento de
estas enfermedades existe en el mercado una gran lista de medicamentos de uso
antiparasitario de los cuales las sustancias activas mas comunes con la propiedad
antiparasitaria son el Albendazol (Zental, Vermin-plus, Vermilan), Mebendazol (Vermicol,
Vermox), Tiabendazol (Mintezol), Fenbendazol (Axilur, Panacur, Safe Guard),
Metronidazol. Quimicamente ia mayoria de estos farmacos son del grupo de los
benzimidazoles, los cuales se absorben rapidamente por via oral, se metabolizan por el
higado y son eliminados por la orina principalmente, sus reacciones secundarias son ieves ,
pero, presentan efectos teratogénicos y mutagénicos serios por lo cual estin contraindicados
en mujeres embarazadas y hembras prefiadas. Su principal mecanismo de accién lo realizan
inhibiendo la fumarato reductasa, una enzima clave en la produccion de ATP en

condiciones anaerobias, produciendo asi la inhibicién de los microtibulos citoplasmicos de



las células tegumentarias e intestinales de los parasitos, agotando los depdsitos de
glucogene, lo que disminuye la formacion de ATP necesario para la supervivencia y la
reproduccion del parasito, por lo cual es necesario desarrolfar nuevos medicamentos con
los menores efectos adversos y con mejor o igual actividad farmacoldgica, por lo que
nuestro objetivo principal es la realizacion de un estudio para evaluar el efecto
antiparasitario de compuestos andlogos de benzimidazoles y poder determinar su

efectividad tomando como referencia los compuestos existentes en el mercado (32, 13,10).
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La incidencia de enfermedades producidas por organismos helmintos es muy
alta a nivel mundial y el estudio de los mismos ha presentado algunas limitantes, debido a
que presentan caracteristicas diferentes, algunos son de infeccidn intraintestinal y algunos
lo son de infeccién extraintestinal por lo cual solo se puede coincidir en que la infeccion
proviene del consumo de larvas o huevecillos por el humano o el animal, debido a diversos
factores, esto se presenta comunmente en nifios de poblaciones de bajo nivel
socicecondmico y que habitan en un territorio cor un clima calido o templado el cual es
propicio para la procreacién de los parasitos. En este caso se tomaran dos tipos de parasitos
que presentan caracteristicas de infeccion diferente ya que uno se instala en misculo tal es
el caso de Trichinella spiralis que produce triquinosis y otro en el intestino para establecer

su infeccion tal es el caso de Hymenolepis nana que produce himenolepiasis(32).

1.1 Trichinella spiralis

Trichinella spiralis, es un helminto de localizacién extraintestinal que excreta

formas vivas parasitas por via digestiva y tienen como habitat definitivo el muisculo

esquelético (28).

CLASIFICACION (21).

Phyllum : Aschelminthes.
Sindmimo: Trichina spiralis.
Clase: Nematoda.
Superfamilia: Trichinelloidea.
Género y Especie: Trichinella spiralis.



La triquinosis es uma parasitosis producida por Trichinella spiralis, es un
padecimiento transmitido por alimentos contaminados por larvas de Trichinella spiralis, la
principal fuente de infeccion es el tejido muscular de algunos mamiferos. Trichinelln
spiralis es un protozoo que puede tener muchos hospederos como roedores de campo,
ZOITOS, ratas, perros, gatos, cobayos, cerdos, cualquier carnivore v omnivoro siendo el mas
importante como fuente de infeccién el cerdo por la cercania con el humano y porgue el
consumo de su carne es més frecuente por el hombre (17, 18).

1a morfologia de Irichinella spiralis es variada, el macho tiene de 12 ai4
mm. de longitud por 40 a 60 micras de didmetro, es mds delicado en Ia parte anterior que en
la posterior y presenta una boca pequefia, orbicular, sin papilas, presenta también una
curvatura ventral y dos apéndices caudales lobulares, su periodo de vida es de una semana,
la hembra presenta 2 mm. de longitud por 150 micras de grosor, presenta un solo ovario
con vulva en la quinta parte anterior ventral y un extremo posterior romo, redondeado y su
periodo de vida es de 4 a 6 semanas; en la larva de Trichinella spiralis sus dimensiones
son 100 por 6 micras de didmetro enquistadas al nacer, tienen una capsula eliptica de 400
por 250 micras con la larva enroscada de 1 mm de longitud, también presenta una punta
lanceolar en su extremidad anterior y tiene la habilidad de crecer poco hasta que penetra en
una fibra muscular donde alcanza el tamaiio de un adulto, su periodo de vida es de hasta 2
afios. Figura No.1 (14, 17, 18).

El ciclo vital del pardsito comienza cuando el hombre ingiere carne cruda o
poco cocida infectada con quistes de Trichinella spiralis, éstos quedan libres en el
estdmago y unas horas después de salidas las larvas de los quistes en el duodeno, invaden la
mucosa duodenal y yeyunal, aqui se desarrolian y al cabo de 3-5 dias se convierten en

6



gusanos diminutos y filiformes adultos (machos y hembras), a! principio los gusanos
adultos pueden alojarse en las criptas glandulares, después las hembras penetran en las
vellosidades, en la estroma interglandular, en Ias capas profundas de la pared intestinal o
aun en los ganglios linfaticos mesentéricos. Después de la fecundacion, las hembras
comienzan a depositar larvas, la mayoria de estas Hegan a los linfaticos intestinales o a las
vénulas mesentdricas y se distribuyen por todo el cuerpo. La postura de las larvas se realiza
durante 4 semanas © més, es decir duramnte el fiempo de vida de las hembras {cada hembra
deposita al menos 1500 larvas, aunque no todas llegan a convertirse en organismos
encapsulados). Las larvas migran a las cavidades derechas del corazon y a los pulmones, de
donde pasan después a la circulacion arterial, donde se les encuentra entre el 9° y el 20° dia
Pueden alojarse en diversos tgidos, incluse en el miocardio, en el encéfalo, en el liquido
cefalorraquideo y en las cavidades corporales, donde vuelven a penetrar en el torrente
circulatorio y por iltimo en los musculos estriados, donde se enquistan. Figura No.2 (8, 14.
17, 18).

Existen 3 ciclos principales de mantenimiento del parasito: 1) de cerdo a cerdo, en
zonas donde se acostumbran alimentarlos con desperdicios, 2) de rata a rata, con ia
presencia o ausencia de infeccién de cerdos, 3) selvitica, mantenida por los animales

carnivoros u omnivoros salvajes.



FIGURA No.l: Representacién esquemdtica de Trichirella spiralis: A) Hembra

adulta; B) Macho adulto; C, D, E) Extremos anterior y posterior del macho y la hembra;
F) Larvajoven; G) Larva en el musculo (17).
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FIGURA No.2: A) Representacién esquemdtica del ciclo bioldgico de Trichinella
spiralis; B) Diagrama de metodologia de exposicion a triquinosis (8,17,15).
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La mayor parte de las larvas se encuentran en los musculos pobres en
glucogeno y emplean el metabolismo de los lipidos para generar energia para su motilidad.

La cépsula es una vaina elipsoidal adventicia de extremos romas, resultante de
la infiltracién de células redondas y eosindfilas alrededor de las larvas estrechamente
enrolladas. El eje longitudinal del quiste es paralelo al de las fibras musculares, los
muisculos gue se encuentran més infectados son el diaffagma, los de la laringe v 1a lengua,
los intercostales y los del abdomen, Jos biceps, los pectorales, los gemelos y otros que estén
en constante actividad, lo que origina un cuadro clinico de modo que el individuo en las
siguientes 24 a 48 horas después de haber ingerido la carne contaminada presenta un
cuadro caracterizado por vomito, diarrea, malestar intestinal, ataque al estado general el
cual desaparece en forma espootanea en unas horas. La larva crece dentro de la capsula
hasta alcanzar de 0.8 a 1 mm de longitud, lo que origina degeneracién o tumefaccién de las
fibras musculares adyacentes, engrosamiento y alteraciones del sarcolema, con hipertrofia e
hiperplasia, fragmentacion de las fibras y depésito de la membrana capsular interna. En el
mecanismo de invasién del tejido, el dafio se produce con un mecanismo de defensa que
presenta un proceso inflamatorio intenso como respuesta al paso de la larva, el cual es

directamente proporcional al niumero de larvas que se distribuyen. Figura No.3 (14, 15, 17,

18)



FIGURA No.3: A) Quiste joven de 3 semanas en musculo; B} Quiste maduro, viable.

(15)




El grado de reaccion del huésped se refleja en la intensidad de la eosinofilia que
se produce La sintomatologia se divide en tres periodos sucesivos: 1) invasion
(incubacion); 2} migracion de las larvas y 3) enguistamiento y reparacion de los tejidos
{17). En el periodo de invasién su duracion es de 5 dias, hay irritacion e inflamacion del
epitelio del duodeno y yeyuno, se presentan sintomas como nauseas, vomito, diarrea, dolor
abdominal y cefalea este cuadro se presenta a las 24 horas de la infeccién y puede durar
hasta el siguiente periodo. Durante el periodo de postura y migracion de las larvas se
pueden presentar mialgias, se dificulta la respiracion, masticacion y deglucion, paralisis
espastica de los misculos, principalmente de las extremidades, los ganglios a veces son
muy dolorosos a la palpacién, la fiebre remanente, que se eleva hasta 40 - 41°C,
eosinofilia elevada, leucocitosis, vértigo, convulsiones, irritabilidad, bronquitis. En el
periodo de enquistamiento, puede haber caquexia, edema toxico ¢ deshidratacion extrema,
alucinaciones, delirio, encefalitis, debilidad muscular y pérdida de peso. En la profilaxis, el
ahumado, salado y secado de la carne no son medidas efectivas contra la Trichinella
spiralis, la congelacion a -15 °C resulta un buen tratamiento para la came de cerdo, ademas
de una alimentacién adecuada de los animales, control de ratas en zonas urbapas, manejo
adecuado de la came en los rastros, inspeccidn sanitaria y coccidn de la carne antes del
consumo humano (17). Para el tratamiento pueden emplearse medicamentos derivados de
los benzimidazoles, aunque no se han establecido tratamiento especifico se emplea la
piperazina para la fase intestinal, EL TIABENDAZOL, MEBENDAZOL Y
ALBENDAZOL para la fase tisular, y antiinflamatorios acompafiados de esteroides en la

fase complementaria (18)
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11.2 Hymenolepis nana

Hymenolepis nana es wn gusano parasito de la clase céstoda que se encuentra
practicamente en todo el mundo, prevaleciendo en climas calidos, habita en las vias

intestinales de vertebrados, es una enfermedad muy comin en nifios pero es muy rara en

adultos. (17)

CLASIFICACION (21)

Phyllum: Platyhetminthes (gusanos planos)

Clase: Cestoidea (céstodos 0 gusanos acintados, exclusivamente parasitos)
Subclase: Céstoda

Orden: Cyclophyllidea

Familia; Hymenolepididae

Género y especie:.  Hymenolepis nana (Tenia nana)
Hymenolepis diminuta (Tenia de la rata)

En México Ia helmintiasis se presenta con una frecuencia del 27% en nifios
debido a que es transmitida por fecalismo, la forma infectante es la ingestion del huevo de
Hymenolepis nana excretado por la materia fecal y por contaminacion fecal En esta
parasitosis el hombre funciona como huésped definitivo e intermediario. El habitat de esta
tenia es en el tercio superior del ileon. (18).

La morfologia de Hymenolepis nana adulto, es un gusano alargado en forma de
cinta aplanado en sentido dorsoventral, carece de vias digestivas y vasculares, y estan
divididos en segmentos o proglétides que no miden mas de 0.3 mm de largo por 1 mm de

ancho, que al madurar contienen drganos reproductores de ambos sexos. La extremidad
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ancho, que al madurar contienen organos reproductores de ambos sexos. La extremidad
anterior esti diferenciada como 6rganos de presion, el escolex globular pequefio (0.32 mm
de diametro), armado con 4 ventosas en forma de copa y rostelo con 20 a 40 ganchos o
espinas para la fijacion a la pared intestinal del huésped, un cuello largo y delgado cuya
porcién posterior es la zona de crecimiento seguido de las proglétides. La longitud varia de
25 a 40 mm de longitud por 1 mm de didmetro. Puede tener hasta 200 proglétides. Las
proglétides trapezoides maduras son cuatro veces mas anchas que largas, ticnen un poro
genital dnico, en el lado izquierdo, 3 testiculos redondos y un ovario bilobulado. En las
progldtides gravidas, el dtero sacular contiene de 80 a 180 huevos. Los huevos que se
liberan en el intestino al desintegrarse las proglétides son de forma oval o globular de 47
por 37 micras, tiene membranas que encierran al embrién, hexacanto u oncosfera, Ia cual
presenta una envoltura interna. La membrana interna tiene dos engrosamientos polares, de

cada uno de los cuales nacen 4 a 8 filamentos polares finos y 3 pares de ganchos. Figura

No.4 (14, 15, 17, 18, 21).
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FIGURA No.4: Representacion esquemafica de la morfologia A) Hymenolepis nana
adulta; B) escolex; C)Huevecillo; D) Proglétide madura (17).




Los huéspedes definitivos naturales son el hombre, los ratones y las ratas. La
Hymenolepis nona emplea pulgas y escarabajos como huéspedes intermediarios y la
infeccion del huésped definitivo es el resultado de la ingestion de éstos. La transmision
depende del contacto directo, ya que los lmevecillos, poco resistentes, son sensibles al calor
y @ la desecacién v no pueden sobrevivir fuera del huésped. Se transmiten directamente de
matto a boca y con mienos frec;;encia por agua o alimento contaminado (17,18).

El ciclo biologico de la Hymenolepis nana puede ser de dos tipos, directo e
indirecto, ¢l directo no requiere de un huésped intermediario, el indirecio necesita o pasa
por un huésped intermediario (21).

Para el ciclo biologicoe directo situamos a un adulto de Hymenolepis nana en el
intestino delgado de un hombre, como consecuencia del metabolismo y de la vida del
parasito, cuando estin en condiciones adecuadas, los dltimos segmentos o proglétides
gravidos se desprenden de la cadena estrobilar quedando libres en la luz intestinal, estas
progldtides se desintegran o destruyen quedando asi libres los huevos que estaban en el
interior del Otero de esos segmentos, los huevos son amrastrados con el contenido intestinal
y salen al medio extemno con ia materia fecal, los hueveciilos son inactivos cuando salen en
las heces, mediante contaminacién con materia fecal un individuo ingiere los huevos, €stos
descienden de la parte alta del tubo digestivo ¥ en el intestino delgado la cubierta se rompe
liberande al embrion, oncosfera o hexacanto, este embrion penetra en la vellosidad
intestinal donde pierde sus ganchos y en cuatro dizs se transforman en forma larvaria que
en esta etapa se denomina cisticercoide, ahi va madurando hasta que esta en condiciones de
convertirse en adulto, cuando esto ocurre salen de a vellosidad intestinal para fijarse con su

escolex a la pared del intestino delgado convirtiéndose en verme estrobilado en 102 12 dias
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donde crecen hasta formar una cadena estrobilar, la cual ya estando totalmente formada,
después de 30 dias de la infeccidn, aparecen huevecillos en las heces debido a que
nuevamente se liberan proglétides gravidos cerrando de este modo el ciclo bioldgico. Libre
et huevo en el intestino delgado puede eclosionar ahi mismo de tal forma que al eclosionar
se puede liberar el embrion y penetrar éste 1a vellosidad intestinal, esto sucede sin que salga
al medio ambiente, fendmeno que denominamos autoinfeccion interna, garantizando que un
individuo pueda llegar a tener himenolepiasis masiva o severa. Figura No.5 (17, 18, 21)

En lo que respecta al ciclo indirecto, los huevos de Hymenolepis nama al ser
excretados con la materia fecal quedan libres en el medio ambiente, llega un diptero y los
ingiere; en su intestino los huevos liberan Ia oncosfera, misma que tiene la particularidad de
poder penetrar en los tejidos del artropodo, en los cuales se transforma en un cisticercoide y
ahi permanece sin llegar nunca al estadio adulto, esto es porque no es el huésped adecuado;
lo que sucede es que ahora requiere de un mamifero, particularmente el hombre, para que
ingiera al artropodo, €l cual se puede encontrar en algin alimento, al ser ingerido el
artropodo, se libera el cisticercoide, el cual se fija a la pared intestinal y forma poco tiempo
después un estrobilo, de esa manera el individuo tiene un adulto de Hymenolepis nana; el
huésped intermediario mas importante para el hombre es el género Xenopsilla también
conocida como pulga. De este modo el hombre o alglin mamifero puede funcionar como
huésped definitivo e intermediario simultaneamente, es comiin la autoinfeccién interna por
lo cual las personas infectadas incrementan el mimero de pardsitos que albergan
constantemente. El dafio que produce Hymenolepis nana al huésped esta en relacién directa

con el niimero de parésitos que alberga el paciente. Figura No.6 (17, 18, 21).
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FIGURA No 3: Representacion esquemadtica: A) Huevo de Hymenolepis nana; B)
Forma Cisticercoide de Hymenolepis nana (17, 21).




FIGURA No.6: A) Representacion esquemdtica del ciclo bioldgico de Hymenolepis
nana, B) Ciclo infectivo de Hymenolepis nana (8, 17).
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Generalmente no hay lesién en la mucosa intestinal, pero puede producirse una
enteritis por infeccién masiva, (hasta 2000 vermes), uno de los elementos més importantes
en la hymenolepiasis son los productos que se liberan como consecuencia de su
metabolismo, estos son una serie de productos toxicos para ¢l organismo humano que se
absorben a nivel de la pared intestinal provocando asi disfuncién intestinal, otro mecanismo
de dafio es el sitio de fijacién donde se provoca una leve imtacién, o también
indirectamente a través del secuestro de material organica nutriente antes de que llegue a la
pared intestinal y sean absorbidos (14, 17, 18, 21). En personas adultas no presentan
sintomas, en nifios con infecciones ligeras, presentan sélo trastornos abdominales vagos.
En infecciones masivas, los nifios pueden sufrir anorexia, dolor abdominal con diarrea,
vOmito y vértigo. El diagndstico se realiza mediante el hallazgo de los huevos mediante
exdmenes coproparasitoscopicos cuantitativos para conocer cuantos huevos se observan por
unidad de heces. La himenolepiasis se trata con Niclosamida (2 g diarios durante 6 dias) o
Clorosalicilamida (40 a 50 mg como dosis finica), estas se administran durante una semana
para asegurar que todas las oncosferas que hayan penetrado a las vellosidades intestinales y
cisticercoides que darin origen a las nuevas Hymenolepis nama adultas sean alcanzados por
¢l farmaco. Pero como realmente este es uno de los pardsitos mas rebeldes, por estar dentro
de las vellosidades intestinales y porque los antihelminticos han demostrado eficacia
limitada, actualmente los mis empleados son la Niclosamida, Praziquantel, y Albendazol.
Como profilaxis no existe un procedimiento exacto ya que como la transmision es directa y
afecta un solo huésped, el control depende de mejorar los habitos higiénicos de los nifios,
tratamiento de personas infectadas, saneamiento del ambienig, control de alimentos y

roedores y buena dieta alimenticia (17, 18, 21).
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IL3.- FARMACOS ANTIPARASITARIOS

Los farmacos antiparasitarios se utilizan para erradicar o reducir las cantidades

de parasitos en las vias intestinales o tejidos. Estos parfsitos tienen muchos procesos

bioquimicos y fisiolégicos en comin con sus huéspedes mamiferos, aunque existen

diferencias leves sobre las cuales actuaran los farmacos. La mayoria de los antiparasitarios

de uso actual son activos contra parasitos especificos y algunos son toxicos, por lo tanto,

el tipo de pardsito debe identificarse antes de instituir ¢l tratamiento a seguir. A

continuacién se presentan las principales infestaciones helminticas y una guia de

medicamentos de eleccion y firmacos alternativos para cada infestacion. Cuadro No.1 (13).

CUADRO No.1 (13)

PARASITO INFECTANTE

MEDICAMENTO DE

ELECCION

MEDICAMENTOS

ALTERNATIVOS

GUSANOS REDONDOS (NEMATODOS)

Pamoato de pirantel

Piperacina, Mebendazol,

Ascaris hombricoides (gusano redonda) Levamisol, Albendazol

Trichuris trichura (gusano atiga) Mebendazol Albendazol, Levamisol.

Infestacién combinada con  Ascaris, | Albendazol, Pamoato de oxantel /

Trichuris y uncinaria Mebendazol Pirantel

Trichinella spiralis (Triquinosis) Albendazol, Fenbendazol, afiadir
Tiabendazol, corticostercides en las
Mebendazol infecciones graves

Larva migrans cutanea (erupcion rastrera) | Albendazol Tiabendazol

|
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CONTINUACION CUADRO No.1

Larva migrans visceral Albendazol, Mebendazol,
Tiabendazol Ivermectina
Capillaria philippinensis (intestinal) Albendazol Mebendazol,
Tiabendazol
DUELAS (TREMATODOS) Prazicuantel Metrifonato
Schistosoma haematobium (bilharciasis)
Clonorchis sinensis (duela hepatica) Prazicuantel Albendazol, Mebendazol
Fasciola hepdtica (duela hepatica  de | Bitionol Prazicuantel
carnero)
TENIAS (CESTODOS) Niclosamida, Albendazol, Mebendazol
Taenia saginata (tenia del ganado) Prazicuantel
Taenia solium (tenia porcina) Niclosaminda Prazicuantel
Cisticercosis (etapa larvaria de la tenia|Prazicuantel Niclosamida
porcina)
Hymenolepis nana (tenia enana) Prazicuantel Niclosamida,
Albendazol
Hymenolepis diminuta (tenia de las ratas) | Niclosamida Mebendazol

Estos medicamentos son empleados como antiparasitarios de amplio espectro

contra parasitos de importancia veterinaria y clinica, asi mismo tienen como caracteristica

principal que su accién no depende de la concentracién que alcanza a nivel sistémico

22




debido a su grado de absorcion y su metabolismo por el higado. Para el desarrollo de este
tipo de medicamentos empleados como tratamiento de triquinosis se han realizado estudios
y sintesis de nuevos compuestos, basados en las caracteristicas de evitar la ripida
inactivacion por e! metabolismo primario y se observd que los que mayor importancia
terapéutica presentaron, son aquellos que presentan una modificacion en la posicion 2 y 5 o
en ambas posiciones del anillo benzimidazol, surgiendo farmacos que con los cambios
aumentaron fa vida media, asi como redujo la velocidad de excrecion; surgiendo el
Mebendazol, parz uso en humanos; el Albendazol que a nivel clinico ha demostrado ser
efectivo, €l Tiabendazol y el Fenbendazol ElI mecanismo de accién de estos
antiparasitarios se puede dividir en tres categorias: 1) Inhibicion de la fumarato reductasa
de mitocondrias; 2) Inhibicion del transporte de Ia glucosa; 3) Interrupcion de la funcion
microtubular y desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa (9,35).

I.4.- MEBENDAZOL (3, 6, 10, 11, 12, 13, 15).

ESTRUCTURA QUIMICA:

4 S NHCOOCH:
|

H
NOMBRE QUIMICO: Ester metilico del acido (5-benzoil-1H-benzimidazol-2-il)-

carbamico; 5-benzoil-2-benzimidazol carbamato de metilo

NOMBRE GENERICOQ: Mebendazol
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NOMBRE COMERCIAL: Vermox, Vermirax, Telmin, Bersatin, Bendrax, Vermicol,
Mebenzol, Revapol, Vermin-dazol.

FORMULA QUIMICA: C16H13N3028

PESO MOLECULAR: 295297 g/ mol

PRESENTACION FARMACEUTICA: Masticables, Comprimidos, Suspension.

DOSIS: Tabletas 100 mg, Suspension 20 mg / mL, comprimidos 100 mg,

El Mebendazol es un benzimidazol S5-sustituido, es el prototipo de carbamato
benzimidazolico sintético que tiene un amplio espectro de accion antiparasitaria y una baja
incidencia de efectos adversos, es un polvo blanco o ligeramente amarillento insoluble en
agua, alcohol, éter o cloroformo v es soluble en aceites minerales y 4cido formico, el
mebendazol es un antiparasitario versatil contra los nemétodos gastrointestinales donde su
accion es independiente de su concentracion sistémica. Ei farmaco es activo tanto en los
estadios larvarios como en los adultos de los nematodos que producen infeccion.
FARMACOCINETICA: Siempre se administra en forma oral dado que su sabor no es
desagradable al gusto. El fairmaco es mal absorbido en el tracto gasirointestinal, se absorbe
cerca de 5 a 10 % y si su administracion se realiza con una comida grasa se presenta una
absorcion mayor. La absorcion varia ampliamente entre pacientes y la poca
biodisponibilidad sistémica del mebendazol es consecuencia de una combinacion de
absorcion deficiente y metabolismos rapidos de “primer paso” por el higado. En cuanto a su
distribucion esta altamente unido a proteinas plasmaticas en un 95% y tiene la capacidad de
atravesar placenta, Es rdpidamente metabolizado en dos metabolitos principales, el
carbamato de  metil-5-(alfa-hidroxibenzil)-2-benzimidazol y el  2-amino-3-
benzoilbenzimidazol, los cuales tienen velocidades mencres de eliminacién que el
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Mebendazol propio, su excrecion en su mayoria es por heces; del 2 al 10% se excreta en la
orina en 48 horas, ya sea como farmaco sin cambios ¢ como los dos metabolitos inactivos
obtenidos, en bilis se han detectado derivados de Mebendazol v sus metabolitos, aunque en
una cantidad minima y se desconoce si se excreta en la leche materna. La vida media del
mebendazol es de 9 horas.

FARMACODINAMIA: Ei mecanismo de accion que sigue el Mebendazol es debido a que
se une a la subunidad § de tubulina, impidiendo su polimerizacién a microtibulos e inhibe
de este modo la sintesis de microtabulos citopiasmicos de las células tegumentarias e
intestinales, de los parasitos afectados, ast como, la alteracion de las sustancias secretoras
acumuladas en el aparato de Golgi y altera la secrecion de acetilcolinesterasa y la captacién
de glucosa‘y otros nutrientes de bajo peso molecular en los helmintos susceptibles,
agotando de este modo los depositos de glucogeno dentro del parasito, esto determina una
menor formacién de trifosfato de adenosina (ATP) necesario para la supervivencia y la
reproduccion del helminto. Los efectos del Mebendazol se observan en diversas células,
incluyendo al huésped y el parésito, constituye un firmaco altamente eficaz en infecciones
debido a la afinidad del Mebendazol por la tubulina, lo que causa alteracién en ef transporte
de glucosa y la deplecién del glucogeno que es mas alta en los parasitos con respecto a la
de los mamiferos, por lo cual elimina los pardsitos con dafios minimos en el huésped a
dosis leves y por un periodo de tiempe corto,

CONTRAINDICACIONES: El medicamento esta contraindicado en el primer trimestre de
embarazo y durante la lactancia, debe de administrarse con precaucion en nifios menores de
2 aflos de edad, no debe ser empleado en pacientes que han experimentado reacciones

alérgicas a este farmaco,
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REACCIONES ADVERSAS: La dosificacion de Mebendazol a bajas dosis por 1 a 3 dias
para el tratamiento de las infestaciones intestinales por nematodos ha estado casi libre de
efectos adversos, incluso en pacientes debilitados, con poca frecuencia se han reportado
nauseas leves, vémito, diarrea v dolor abdominal, aunque, son més frecuentes en nifios muy
parasitados, en raras ocasiones se presentz dolor de cabeza leve y sedacion.

A dosis altas los efectos adversos son prurito, examtema, eosinofilia,
neutropenia revessible, dolor musculoesquelético, fiebre, dolor agudo en la zona de quistes,
irritacion gastrica, tos, anormalidades de la fincion hepatica y glomerulonefritis.
PRECAUCIONES: El Mebendazol es un embrotdxico concomitante de hidantoinas y
carbamacepinas.

INTERACCIONES FARMACOLOGICAS: Con el Acido valproico no tiene efecto, con
Cimetidina puede inhibir el metabolismo del Mebendazol en el higado lo que puede
permitir su eropleo en el ajuste de dosis.

IL5.- ALBENDAZOL(S, 10, 11, 12, 13).

ESTRUCTURA QUIMICA

CHaCH2CHz \>— NHCOQCHs

H

NOMBRE QUIMICO: Metil (5-(propiltio)-1H-benzimidazol-2-il)-carbamato; metil éster
de{S-propiltio)-1H-benzimidazol-2-il-acido carbamico.

NOMBRE GENERICO: Albendazol.
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NOMBRE COMERCIAL: Zentel, Valbazan, Alben, Bermosol, Digezanol, Gascap, Vermin-
plus, Eskazol.
FORMULA QUIMICA: C12HhsN3028
PESO MOLECULAR: 265.329 g/ mol
PRESENTACION FARMACEUTICA: Tabletas y suspensiéon.
DOSIS: Tabletas 200 mg, Tabletas 400 mg, suspensién 20 mg/mL, suspension 40 mg/mL.
El Albendazol es un carbamato de benzimidazol, compuesto casi insoluble en
agua, antihelmintico oral de amplio espectro que se utiliza para las infestaciones
gastrointestinales, incluidas las infecciones mixtas.
FARMACOCINETICA: Después de su administracion oral, el Albendazol se absorbe en
pequefias cantidades, aproximadamente menos del 5%, su absorcion puede mejorarse si se
consume con alimentos grasos a través de las mucosas gastrointestinales y alcanza las
concentraciones maximas a las 3 horas después de la administracién oral, las
concentraciones del farmaco en el plasma son bajas y no reflejan la dosis ingerida. Se
distribuye en todo el organismo y la mayor concentracion se obtiene en el higado y en los
rifiones. Después de la administracién oral se detecta el compuesto en el plasma porque es
metabolizado con rapidez en el higado hasta la forma de Sulfoxido de Albendazol el cual
presenta una potente actividad antiparasitaria; se liga en una proporcion de 70% a las
proteinas plasmaticas y su vida media en plasma es de 8 2 9 horas (la formacion del
Sulfdxido de albendazol es catalizada por la flavina monooxigenasa microsomica y por
formas del citocromo P45Q). La excrecion del Albendazol y su metabolito se realiza

principalmente por orina y en pequefia cantidad por heces.
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FARMACODINAMIA: El mecanismo de accidon del Albendazol se considera como
vermicida, ovicida y larvicida, actia produciendo la desaparicidn selectiva de los
microtibulos citoplasmaticos de las células tegumentarias e intestinales de los helmintos y
altera las sustancias secretoras del aparate de Golgi v la secrecion de acetilcolinesterasa,
por lo cual, reduce el consumo de glucosa y el agotamiento del glucagon, disminuyendo la
formacion de ATP lo cual depleta los niveles energéticos hasta que estos llegan a ser
insuficientes para la sobrevivencia del parasito.

CONTRAINDICACIONES: Esté contraindicado en caso de cirrosis, en mujeres
embarazadas, nifios menores de dos afios de edad, pacientes con perforaciones intestinales y
en pacientes que presenten hipersensibilidad al firmaco.

REACCIONES ADVERSAS: Cuando se administra por 1 a 3 dias, ¢l Albendazol parece
estar casi libre de efectos adversos importantes, se puede presentar vOmito, diarrea y
cefalea. A dosis muy altas se han reportado casos de alergia, alopecia, reutropenia
reversible, agranulocitosis e hipospermia.

PRECAUCIONES: Produce teratogenicidad y embriotoxicidad en fetos de ratas aun a dosis
muy bajas, no se administre a mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.
INTERACCIONES FARMACOLOGICAS: No se han reportado interacciones
farmacologicas. La administracién conjunta con bebidas alcohdlicas puede desencadenar

sindrome de abstinencia.
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IL6.- FENBENDAZOLAS, 16, 27, 39).

ESTRUCTURA QUIMICA.:

Q/ N@:;»— NHCOOCH:
H

NOMBRE QUIMICO: Metil 5-(feniltio)-1H - benzimidazol-2-il-carbamato.

NOMBRE GENERICO: Fenbendazol.

NOMBRE COMERCIAL: Axilur, Panacur, Pancacur, Safe Guard

FORMULA QUIMICA: C1sH13N302S.

PESO MOLECULAR: 299.347g/ mol

PRESENTACION FARMACEUTICA: Tabletas, suspension, solucion, granulos, polvos y
pellets.

DOSIS: Tabletas 100 mg; Suspensién 20 mg/mL; solucién 10%; granulos 222 mg/g;
polvos al 4%, pellets de 15 mg/g,

El Fenbendazol es un antiparasitaric sintético oral, de amplio espectro contra
nemétodos gastrointestinales y contra larvas hipobitticas, que posee una hidrosolubilidad
limitada y una baja incidencia de efectos adversos, su accion no depende de Ia
concentracion gue alcanza a nivel sistémico,

FARMACOCINETICA: De una administracién oral del Fenbendazol, se absorbe
aproximadamente un 10%, su absorcion se puede ver favorecida por la administracién con
alimentos grasos, sufre ripidamente metabolismo de primer paso por el higado

metabolizandose en dos metabolitos principales, el Sulfoxide de Fenbendazol y el
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Oxifenbendazol que producen el metabolismo de sulfonas por oxidacidn irreversible, ya en
el organismo se encuentra altamente unido a proteinas plasmaticas en un 90%, su excrecion
en su mayoria es por heces y una cantidad muy pequefia es por orina, ya sea como farmaco
sin cambios 0 como metabolitos inactivos.

FARMACODINAMIA: El mecanismo de accidon que sigue el Fenbendazol, inhibe la
sintesis de microtitbulos citoplasmicos de las células tegumentarias ¢ intestinales de los
parasitos y alteran las sustancias secretoras del aparato de Golgi afectando asi la captacion
de glucosa y agotando los depdsitos de glucdgeno dentro del parasito lo que origina una
menor formacién de ATP el cual es necesario para la sobrevivencia v la reproduccion del
helminto.

CONTRAINDICACIONES: Medicamento contraindicado en el primer trimestre de
embarazo y durante el periodo de lactancia, no administrarse a nifios menores de dos afios
de edad, no debe emplearse en pacientes que han presentado reacciones alérgicas al
farmaco.

REACCIONES ADVERSAS: A bajas dosis para ¢l tratamiento de las infestaciones
intestinales no presenta efectos adversos, a dosis mayores puede presentar nauseas, vomito,
diarrea y dolor abdominal, en raras ocasiones y a dosis muy altas puede presentar
hemorragias gastrointestinales. No presenta dosis letales establecidas.

PRECAUCIONES: El Fenbendazol tiene propiedades embriotoxicas y teratogénicas y
puede ejercer este efecto en ratas prefiadas La administracion de este medicamento en
mujeres embarazadas o en periodo de lactancia esta prohibido.

INTERACCIONES FARMACOLOGICAS: No se han reportado interacciones

farmacologicas.
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I1.7.- TIABENDAZOL (6, 11, 12, 13, 20).

ESTRUCTURA QUIMICA

gadv
N S
L

NOMBRE QUIMICO: 2-(4-Tiazolil)-1H-benzimidazol.
NOMBRE GENERICO: Tiabendazol
NOMBRE COMERCIAL: Mintezol, thibenzole
FORMULA QUIMICA: C1cH/N3S
PESO MOLECULAR: 201.25 g/ mol
PRESENTACION FARMACEUTICA: Masticables, Comprimidos, Suspension, Tabletas
DOSIS: Tabletas 500 mg, Suspension orat de 560 mg/SmL, comprimidos 500 mg

El Tizbendazol es un polvo blanco, inodoro ¢ insipido;, estable & la luz, no
higroscopico, practicamente insoluble en agua, poco soluble en acetona o alcohol y muy
poco soluble en cloroformo o éter. Aun cuando es un agente quelante que forma complejos
estables con diversos metales, incluyendo el hierro, no se fija al calcio. Es un farmaco de
eleccién para el tratamiento de larva migrans cutdnea y triquinosis debido a que posee un
anillo tiazol en la posicién 2.
FARMACOCINETICA' El farmaco es absorbido rapidamente y con facilidad después de

una dosts oral, tembién, puede ser sbsorbido por la piel. Las concentraciones que se

alcanzan séricamente son en un lapso de 1 a 3 horas y son poco detectables después de 8
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horas. En cuanto a Ia distribucidn del Tiabendazol se sabe poco, se sabe que se metaboliza
casi completamente 2 fa forma de S5-hidroxitiabendazol mediante hidroxilacion y
conjugacion, casi el 90% de una dosis de Tiabendazol se excreta por orina como
metabolitos conjugados de glucuronido o sulfonato en un lapso de 24 a 48 horas, y en un
5% se excreta por heces.

FARMACODINAMIA: El mecanismo de accion que sigue el Tiabendazol es debido a que
se une a la subunidad 8 de tubulina, impidiendo su polimerizacion a micronibulos e inhibe
de este modo la sintesis de microtibulos citoplasmicos de las células tegumentarias e
intestinales de los parésitos afectados asi como la alteracion de las sustancias secretoras
acumnuladas en ¢l aparato de Golgi y altera la secrecion de acetilcolinesterasa y la captacion
de glucosa y otros nutrientes de bajo peso molecular en los helmintos susceptibles,
agotando de este modo los depdsitos de ghlucdgeno dentro del parasito, esto determina una
menor formacion de trifosfato de adenosina (ATP) necesario para la supervivencia y la
reproduccion del helminto. El Tiabendazol presenta propiedades antiinflamatorias, tiene
efectos inmunomoduladores sobre la funcién de las células T, parece ser un agente
inmunorestaurador, demostrando una inmunopotenciacién méxima en el buésped
inmunosuprimido, tiene acciones antipiréticas y antimicoOticas.

CONTRAINDICACIONES: El medicamento esta contraindicado en el primer trimestre de
embarazo y durante la lactancia, debe de administrarse con precaucion en nifios menores de
2 afios de edad o con un peso menor de 15 Kg, no debe ser empleado en pacientes que han
experimentado reacciones alérgicas a este farmaco, contraindicado en casos con deterioro

de la funciém renal o hepatica, también en aquellos con desnutricién o anemia y en
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pacientes en quienes ef vomito podria ser peligroso, no utilizarse durante el dia en pacientes
cuyo trabajo o actividad los obligan a estar alerta ya que provoca sedacion.

REACCIONES ADVERSAS: A la dosis de 25 mg/ Kg, 2 veces al dia por 2 dias, se
presentan efectos adversos en 7 a 50% de los pacientes por lo general 3 a 4 horas después
de la ingestion del medicamento y duran de 2 a 8 horas. Dosis mayores o tratamientos por
més de 2 dias aumentan los sintomas, lo mas comtin es desfallecimiento, anorexia, ndnseas
y vomito, Las reacciones menos frecuentes son dolor epigastrico, cdlicos abdominales,
diarrea, prurito, cefalea, somnolencia, vértigo, trastornos neuropsiquiatricos, leucopenia,
hipertension, bradicardia, hematuria, convulsiones, entre otros.

PRECAUCIONES: El Tiabendazol es un embriotdxico y presenta capacidad hepatotoxica,
por los que se requiere utilizarlo con precaucidon en individuos con hepatopatias o
disminucion de la funcién hepatica.

INTERACCIONES FARMACOLOGICAS: No se han reportado casos de interacciones

farmacoldgicas.
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JUSTIFICACION




En la actualidad existe un alto indice de parasitosis en la poblacion de México,
principalmente en la poblacién infantil las cuales presentan caracteristicas diferentes y
presentan resistencia a los medicamentos tal es el caso de Trichinella spiraiis 1a cual
requiere de un tratamiento mas largo, la mayoria de estas infecciones es tratada con
medicamentos antihelminticos que en dosis mayores y en periodos prolongados de
administracion pueden llegar a provocar trastornos al organismo, por fo cual es
indispensable realizar estudios para obtener medicamentos o compuestos que presenten
efecto antihelmintico en una dosificacién menor para posteriormente realizar el estudio de
toxicidad y poder determinar si el farmaco es seguro al consumo humano, debido a ello se
realizaron estudios en compuestos sintetizados andlogos de fenbendazol para conocer su
efectividad vy de este modo poder establecer un posible sustituto a los medicamentos

existentes en el mercado
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IV. OBJETIVOS




IV. 1.- OBJETIVO GENERAL:

- Evaluar el efecto antiparasitario de nuevos analogos benzimidazélicos (Fenbendazol)
empleando ratones infectados con Trichinella spiralis y ratones infectados con

Hymenolepis nana.

1V.2.- OBJETIVOS PARTICULARES:
- Determinar las caracteristicas de solubilidad de los compuestos AH-0-0, AH-I-1, AH-I-2.
AH-I-3, AH-I-4, AH-I-5, AH-I-6, AH-I-8, AH-I-9 AH-I1-10; empleando diversos vehiculos

como disolventes y a diferentes concentraciones.

- Determinar la DL50 para cada uno de ios compuestos que presenten actividad biclégica;

empleando la técnica para Artemia salina.

- Realizar pruebas “In vivo™ con ratones infectados con Trichinella spiralis y ratones

infectados con Hymenolepis nana para discernir los compuestos anilogos

benzimidazolicos (fenbendazol) que presenten el efecto antiparasitario.
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- La especies Trichinella spiralis e Hymenolepis nana son parasitos que actian a nivel
nuscular (Trichinella spiralis) y a nivel gastrointestinal (Hymenolepis nana), provocando
triquinosis & himenolepiasis con reacciones severas importantes, lo que nos ayudara a
determinar el efecto farmacolégico de los compuestos andlogos del fenbendazol con

propiedades antiparasitarias.

- Existen en el mercado sustancias para el tratamiento contra lz triquinosis y la
himenolepiasis, que producen reacciones adversas severas, por lo tanto se han sintetizado
sustancias analogas y al evaluarlas esperamos que produzcan el mismo efecto
farmacoldgico en dosis igual o menor que los ya existentes, para su posterior estudio

toxicologico.

-Si los andlogos benzimidazélicos del Fenbendazol en el estudio tienen propiedades
antiparasitarias, estas seran detectadas mediante el modelo triquineloscopia y biopsias en
ratones para ¢l caso de Trichinella spiralis y mediante la diseccion del intestino en el caso

de Hymenolepis nana.
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| VI. MATERIAL, EQUIPO
Y REACTIVOS
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PROCEDIMIENTOS:

9.

PRUEBAS DE SOLUBILIDAD
PRUEBAS DE TOXICIDAD DE DISOLVENTES
PRUEBA DE ACTIVIDAD PARA ARTEMIA SALINA
INFECCION A RATONES CON Trichinella spiralis
DIGESTION DEL TEIDO MUSCULAR DE RATONES INFECTADOS CON
Trichinella spiralis
INFECCION GENERAL A RATONES CON Trichinella spiralis
TRATAMIENTO A RATONES INFECTADOQS CON Trichinella spiralis

DIGESTION FINAL DEL TEJIDO MUSCULAR Y CONTEO DE LARVAS EN
RATONES CON Trichinella spiralis.

INFECCION A RATONES CON Hymenolepis nana

10. TRATAMIENTO A RATONES CON Hymenlepis nana

11 .CONTEQ FINAL DE Hyvmenolepis nana EN RATONES INFECTADOS

MATERIAL DE VIDRIO

*

*

10 Vasos de precipitado de 50 mL. (Pyrex)
10 Vasos de precipitado de 100mL. (Pyrex)
10 Vasos de precipitado de 250mL (Pyrex)
2 Matraces Erlenmeyer de 1L (Pyrex)
4 Matraces Erlenmeyer de 500mL (Pyrex)
10 Matraces Erlenmeyer de 250mE. (Pyrex)

5 Matraces Aforados de 100mL (Pyrex)
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* 5 Pipetas graduadas de 1mL (Pyrex)

* 5 Pipetas graduadas de SmL (Pyrex)

* 10 Pipetas Pastenr con bulbo (Pyrex)
80 Frascos viales

* 2 Probetas de S00mL (Pyrex)

* 5 Agitadores de vidrio (Pyrex)

* 100 Tubos de ensaye de 13X100 (Pyrex)
5 Tamizadores de porcelana {Coors)
2 Termbmetros (Brannan)

* 100 Portaobjetos (Kimbie)

* 100 Cubreobjetos (Kimble)

* 1 Frasco de vidriode 1 L.

* 25 Cajas de Petmi (Pyrex)

* 25 Vidrios de reloj (Pyrex)

5 Placas de cerdmica con oradaciones (Pyrex)

EQUIPO

* 1 Léimpara de escritorio con foco de 100W (General Electric)
* ! Balanza analitica (Mettler Toledo AG 204)

* 5 Parrillas de catentamiento con agitacién (Thermolyne)

* 1 Microscopio (Iroscope)

* 1 Balanza Granataria (Triple Bream balance)

* 1 Centrifuga (Sigma,Laborzentrifugen)
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MATERIAL, DE CURACION

*

*

*

100 Pares de guantes de cirujano (Protect)
2 Paquetes de algodon (Cisne)

100 Jeringas de 1 mL (Plastipak)

MATERIAL QUIRURGICO

*

*

*

5 Tablas de corcho para diseccion
5 Agujas e hilo para sutura {Curex)

3 Estuches de diseccion (Rochester, doktor)

MATERIAL DIVERSO

*

5 Espatulas de cromo-niquel dos puntas (Stainless)

100 Aplicadores de madera (Pingiiino)

2 Reglas (Baco)

5 Canulas esofagicas para ratones (Rochester)
2 Rollos de Masking Tape (Janel)

3 Marcadores (Sterbook)

5 Propipetas (Brand)

3 Micropipetas de 100 pL y 200pL. (Brand Transferpette)

25 Cajas de acrilico con rejilla de acero inoxidable (Hazleton system)

REACTIVOS

*

*

*

Tween 80 (CANAMEX)
Propilenglicol (MERCK)

Etanol (BAKER ANALIZED)
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* Metilcelulosa (MERCK)

* Agua destilada (Pisa)

* Polietilenglicol (MERCK)

* Solucion salina al 0.9 %(Abbott-Liter)

* Solucion de Ringer (J.T Baker)

*  Acido clorhidrico (J.T Baker)

Pepsina pancrestica (Sigma)

* Fter (Merck)

* Compuestos a probar AH-0-0 - AH-I-10

* Solucion salina saturada

MATERIAL BIOLOGICO

19  Ratones hembras de la cepa CFW peso promedio de 25-30 g,
1 Tubo de Artemia Salina Leach (ohuira)

290 Ratones hembras cepa Balb/c peso promedio de 25 - 30 g,
1 Rata winstar infectada con Trichinella spiralis

3 Ratones machos cepa INH infectados con Hymenolepis nana



| VILMETODOLOGIA
Y DIAGRAMAS




VIL.1.- PRUEBA DE SOLUBILIDAD:

Para iniciar el estudio del efecto antiparasitario de los compuestos
benzimidazdlicos (analogos del Fenbendazol), primero se realizé la prueba de solubilidad
para encontrar el disolvente 0 mezcla de disolventes que no sean toxicos a organismos
vivos y que solubilicen los compuestos en un 90-100 %. Para ello se pesd lmg del
compuesto y se coloco en cada una de las oradaciones de la placa de ceramica, se agrego el
disolvente a prucba gota a gota, mezclando con una espitula para obsetvar con ayuda de
una lampara ¢l grado de solubilidad y la cantidad de disolvente empleado para solubilizar el
compuesto (maximo 1mL de disolvente para 1 mg). Este procedimiento se repitié para cada
uno de los compuestos v los disolventes (Diagrama No.1).

DIAGRAMA No. 1

Pesar Img de compuesto

Registrar la solubidad y repetir con

cada uno de 1os compuestos y los

disolventes




VIL2.- PRUEBA DE TOXICIDAD DE DISOLVENTES(30).

Parz poder emplear un disolvente hay que verificar que este no sea toxico y que
no produzca algiin dafio al organismo que lo consuma (animales y humanos) por lo cual se
realiza la prueba de toxicidad de disolventes en ratones donde podemos verificar si existe
algn dafio fisico o conductual después del comsumo del disolvente a diferentes
concentraciones y poder encontrar un intervalo de manejo sin riesgo a que el disolvente
presente interacciones toxicas.

- Se preparoé el disolvente en la concentraciéon adecuada para su uso. En este caso probamos
el Tween 80al 10 % elegido en base a las pruebas de solubilidad.

- Se pesaron los ratones uno a uno (ires para cada rango de toxicidad) y se calculd el
volumen de disolvente que se administréd tomando en cuenta el range de 10, 100 y 1000
mg/Kg. v la densidad del disolvente que en este caso es de 1.09 g/ml.

-Se administré el disolvente por via intraperitoneal y se monitored la conducta y efectos
adversos en el animal durante 10 dias, primero en espacios de horas y posteriormente en
espacios de dias (1, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192,216,240 h).
-Transcurrido este tiempo se realizé una autopsia a cada uno de los animales y se examind
macroscopicamente si se presentaron dafios patologicos.

-Se regjstraron las observaciones correspondientes y se determiné si ocurrié un dafio toxico

en el animal. (DIAGRAMA No. 2).
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DIAGRAMA No. 2:

Preparar el disolvente a -»> 9.0 ml de agua destilada
emplear (Tween 20 al 10%) + 1.0mL detween 80 |

!

Pesar 3 ratones para cada grupo

y calcular ef volumen a administrar

v

Administrar el disolvente a

los ratones por via IP

2

Monitorear conducta y efectos de cada

animal, por 10 dias (horas y por dias.)

y

Después de 10 dias se hace una autopsia de cada

ratén para examinarlo macroscopicamente

v

Anotar las ohservaciones y determinar dafio e

T

macroscopico por toxicidad
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VIL3.- PRUEBA DE BIOENSAYO PARA ARTEMIA SALINA (39).

La determinacion de la citotoxicidad de un compuesto por medio del bioensayo
para ¢l crustaceo de Artemia salina constituye un ensayo rapido, debido a que posee una
buena correlacton con los ensayos de bioactividad.

- Los quistes def crusticeo de Artemia salina se incuban en un medio salino artificial
saturado por 48 horas expuestos directamente a la luz de una lampara con foco de 100W.

- Se peso 30 mg del compuesto para evaluacién y se disolvieron en 3 mL del disolvente en
el que se solubilizd en la prueba VIL1 (Tween 80 al 10%). De esta solucién se transfirieron
5, 50 0 500 pL a frascos vizles y se dejé evaporar el disolvente a temperatura ambiente,
cada concentracion se realizé por triplicado y de cada uno de los compuestos a probar.

- Se tansﬁeﬁeronn 10 crustaceos en cada uno de los frascos viales que contienen las
muestras 4 evaluar y se aford a 5 ml con medio salino artificial para obtener una
concentracion final de 10, 100 y 1000 pg/ml. respectivamente.

- Los frascos se mantuvieron con iluminacién artificial (IOOW'j durante 24 horas,
transcurrido este tiempo se procedio a contar el nimero de crusticeos vivos y el piimero de
Crustaceos muertos.

- Se realizd el céleuto de la concentracidn letal media (CL50) utilizando el grifico de
crustaceos acumulados vivos y crustaceos acumulados muertos contra el log. de fa dosis

- Para que un extracto o fraccion se considere activo la CL50 debe ser menor a

1000pg/ml. y en el caso de un compuesto puro la CL50 debe ser menor a

200pg/mL.(DIAGRAMA No. 3)
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DIAGRAMA No. 3 (39):

Cultivo de crustaceos (48 h. en medio salino artificial

medio salino artificial saturado)

l

30 mg de compuesto disueltos en
3 mL de disolvente (Tween 80 al 10%)

Transferencia a frascos viales 5, 50 0 500pL

Por triplicado, por compuesto

noeiar evaporar el disolvente

y

Agregar 10 crustaceos a cada frasco v

Aforar 2 5 mL con medio salino artificial.

v

Mantener los frascos con luminacion

y realizar el recuento de vivas y

muertas después de 24 horas

i

Calcular la CL50 mediante las graficas de acumuladas VS log Dosis segiin

el criterio: CL50 < 2001g/ mL en compuestos puros son considerados activos
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VIL4.- INFECCION A RATONES CON Trichinella spiralis

Para tratar la infeccion con Trichinella spiralis en los ratones fue necesario

primero infectarlos por lo cual se tom6 en cuenta el ciclo biolégico del parasito y las

caracteristicas de} raton a infectar siguiendo esta metodologia.

Los ratones a evaluar (10 CFW y 10 Balb/c) se privaron de alimento por un lapso de 18
— 24 horas.
Posteriormente, la rata infectada se anestesié con éter y se colocd en una tabla de
corcho, se le realizd asepsia con una torunda de algoddn impregnada con alcohol en la
pata trasera, a la cual se le realizoé un corte en Ia region del muslo para poder extraer un
trozo de masculo (0.5 cm?2), el cual se colocd v se presiond entre dos portaobjetos
sellandolos por las orillas con masking-tape para observarse al microscopio e identificar
las larvas,
Se diseccionaron trozos de muscule los cuales contenian aproximadamente 10 larvas
cada uno y estos sirvieron como alimento a los ratones (5 CFW y 5 ratones Balb/c).
A los ratones restantes se les administraron dosis mas altas de larvas:
50 larvas a1 raton Balb/c y 1 ratdn CFW
100 larvas a 2 ratones CFW
180 larvas a 2 ratones CFW y 2 ratones Balb/c.
Después de la administracidn de las farvas, los ratones se colocaron los ratones en cajas
de acrilico limpias con aserrin, alimento (rat chow) y agua ad - Libitum,

Después de extraerle a la rata el misculo se suturé la piel y se dejo recuperar de la

anestesia, se colocd en una caja de acrilico con aserrin, alimento (Rat Chow} y agua.
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- Se deid que se desarrollara Ia infeccién por un periodo de tres semanas v se prosiguid a
realizar una biopsia en la pata trasera de cada uno de los ratones para identificar al
microscopio si estaba establecida la infeccién y poder continuar con el recuento de
larvas por ratén y por gramo de misculo, para la infeccidon general de ratones.

(DIAGRAMA No. 4).

DIAGRAMA No. 4:

Rata mfectadada con T nchmella spzra!ts

Someter a los ratones a ayuno

por 18 24 horas

Anestesiar a la rata infectada con éter y realizar

aseps:a en la pata trasera a la aItura del muslo

Realizar una biopsia del muisculo de la rata

y observar al mu:roscopm entre dos portaobjetos

Se administro a cada raton un trozo de musculo

conun nimero determinado de larvas (10, 50, 100 ¢ 180

Colocar los ratones infectados en cajas con

alimento y agua por un periodo de tres semanas.
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Después de tres semanas se realiza una biopsia

en la pata trasera de cada uno de los ratones para

VIL5.- DIGESTION DE TEJIDO MUSCULAR DE RATONES
INFECTADOQOS Y CONTEO DE LARVAS DE Trichinella spiralis.

Para Ja infeccién general de los ratones con Trichinelia spiralis se requieren un
gran nimero de larvas, por lo cual se emplea todo el misculo de los ratones infectados,
éste es llevado a un medio gastrico artificial para obtener las larvas en solucion y poder
administrarlas a los ratones por via oral.

- Se sacrifico al raton por dislocacion cervical, se pesé, se eviscerd y se disectd todo el
muisculo. Se dividio el ratdn en cuatro partes (Extremidades superiores, Extremidades
inferiores, cabeza y tronco), de cada parte se separé el hueso del masculo y se tomd una
fraccion, la cual se peso y se colocd entre dos portaobjetos para observar al
microscopio y hacer el conteo de las larvas. Se peso el total de musculo obtenido por

raton y se determind el nimero de larvas por gramo de misculo para cada fraccidn, un
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promedio del mimero de larvas por gramo de misculo por ratén y segin los gramos de
milsculo obtenidos se obtuvo el nmero de larvas por raton completo.

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se colocaron 100 mlL. de solucién de pepsina y
HClal 1%y todo el masculo del raton, para realizar la digestion por espacio de 1-2
horas a 37°C con agitacion constante. Posteriormente, se tamizo la suspension y se
coloct en tubos de ensaye para centrifugarla a 3000 rpm por 15 minutos.

Se separd la solucién sobrenadante de pepsina — HCI al 1% la cual se reutilizd hasta 3
veces, se resuspendieron los sedimentos con solucion de Ringer y se lavaron los tubos
con la misma solucion Ringer. Se acumularon las soluciones en un tubo de ensayo y se
ajusté a un volumen conocido, se centrifugd el tubo con las sohiciones por 15 minutos a
3000 rpm; se eliminé el sobrenadante y se resuspendi el sedimento con solucién de
Ringer, se ajusté a un volumen de 5 mL con la solucion de Ringer y se tomd una
alicuota de 10 pL, se colocd en un portacbjetos con cubreobjetos y se contaron las
larvas al microscopio.

Se hicieron los céleulos para obtener el nimero de larvas en los 5 mL finales y se

expresaron como nameros de larvas por raton (DIAGRAMA No. 5).
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DIAGRAMA No, S:

Sacrificar y pesar al ratén

VEviscerar, disectar al raton y dividirlo en E
4 partes (ES, EL, Cabeza y Tronco).

|

Observar cada una de las

fracciones al microscopio .

Realizar el conteo de Tarvas y calcular el

No.Larvas/ gr. de came y No.larvas /Ratén &

Digerir la carne en 100mL. de HCl-Pepsina

tacion constante |3

Tamizar y centrifugar 2 3000 rpm por 15 min. g

Separar el sobrenadante y resuspender con g

Solucién de Ringer aforando a un volumegn

conocido.
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Eliminar el sobrenadante y resuspender con

Solucién de Ringer a SmL.

Tomar 10 pL, observar al microscopio ¥

larvas_

VIL6.- INFECCION GENERAL A RATONES CON Trichinella
spiralis.

Para realizar la parte experimental de este proyecto debemos contar con un gran
namero  de ratones infectados con Trichinella spiralis por lo cual con la suspensién
obtenida en el procedimiente VILS se infectan los ratones por via oral,

- Se formaron lotes de 10 ratones cada uno y se colocaron por separado en cajas de
acrilico con rejilla con aserrin, comida y agua ad-Libitum. Se peso, se marc cada ratdn
y se le administraron 0.1mL de la suspension de larvas que equivalen a 100 larvas por
raton y se dej¢ desarrollar Iz infeccidon por 30-45 dias para proseguir con el tratamiento

con los compuestos a estudiar (DTAGRAMA No.6).




DIAGRAMA No.6:

Lotes de 10 ratones, pesados y marcados

VIL7.- TRATAMIENTO A RATONES INFECTADOS CON

Trichinella spiralis (11,12,13,15).

Para saber si los compuestos presentan propiedades antiparasitarias se
administran 4 ratones infectados con Trichinella spiralis v se comparan con un control para
evaluar su efecto farmaceldgico.

- Basados en las dosis reportadas en la literatura y en el peso promedio de los ratones se
realizaron los calculos para las dosis de cada compuesto por raton, incluyendo los
controles. Tomando en cuenta que el tratamiento es por tres dias.

- Se pesaron 10 mg de compuesto por cada dosis, es decir que cada compuesto se hace
por triplicado (para tener 1 mg por raton por 3 dias). Se solubilizaron en 0.15mL. de
Tween 80 y se aforo a 1.5 mL con agua para tener una concentracion de 6.7mg/mL

- Se administrd por via oral 150 pl de compuesto a cada ratén, durante 3 dias

(DIAGRAMA No.7).
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DIAGRAMA No.7

Pesar 10 mg de compuesto por ratdn Pesar 10 mg. de Albendazol y

{

otes problemas)

Administrar 150 pL de solucidn a cada

ratdn por tres dias

VIL8.- DIGESTION DE TEJIDO MUSCULAR DE RATONES
INFECTADOS, TRATADOS Y CONTEO FINAL DE LARVAS DE

Trichinella spiralis.

Se llevo a cabo el mismo procedimiento que en el inciso VIS pero con la
diferencia de que no se realizo la obtencion del namero de larvas/ gramo de musculo y el

No. de larvas/ raton de manera tedrica (DIAGRAMA No.5).
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VILY.- INFECCION A RATONES CON Hymenolepis nana (17,18)

La determinacion del efecto antiparasitario de los compuestos con el parasito

intraintestinal, Hymenolepis nana, se realizé infectando los ratonmes previamente al

tratamiento para poder compararlo con un control.

Se sacrificaron tres ratones de la cepa NIH infectados con Hymenolepis nana por
dislocacién cervical v se procedio a diseccionarles el intestino los cuales se colocaron
en solucion salina al 0.9 %.

Se disectaron los intestinos y se localizaron los Hymenolepis nana, se colocaron en una
caja Petri, donde se trituraron y se elaboré una suspension de los huevecillos de este
parasito con solucidn salina al 0.9 %.

Se colocaron 10 ul de esta solucidn en un portacbjetos con cubreobjetos y se hizo el
recuento de huevecillos, se realizaron los célculos para conocer el mimero de
huevecilios/ mL de suspension vy se calculé la cantidad que se administré a cada raton
equivalente a 150 huevecillos por raton tomando en cuenta su peso promedio def lote de
ratones v se administrd por via oral 0.5SmL de suspensién con huevecillos a cada ratén
que equivalen a 150 huevecillos por raton

Se colocaron los ratones en cajas de acrilico con aserrin, comida y agua ad Libitum y

se dejo desarrollar la infeccién por 20 - 30 dias {DIAGRAMA No.9)
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DIAGRAMA No.9

Sacrificar 3 ratones infectados con

Hymenolepis nana y disecar los intestinof

Se trituran los Hymenolepis nana'y se elabora una [2
ilk

Suspension de buev

—

Colocar 10 pL de suspension en un portaobjetos B

olucién sali

con cubreobjetos y observar al microscopio

Contar los huevecillos y hacer 1a relacidén por mL de
suspension y realizar los calculos de No. de huevecillos/ mL

Administrar a cada ratén 0.5mlL de suspension que

equivalen a 150 huevecillos

VL10.- TRATAMIENTO A RATONES INFECTADOS CON

Hymenolepis nana

Se procedid a la misma metodologia que en el tratamiento a ratones infectados

con Trichinella spiralis. (DIAGRAMA No.7)



V.11.- CONTEO FINAL DE Hymenolepis nana

El conmteo final se realizé comparando con un lote control para saber si los

compuestos en estudio presentan propiedades antiparasitarias.

Se sacrificd por distocacién cervical a cada ratén infectado con Hymenolepis nana y
tratado con los compuestos a eshudiar, se les extrajo el intestino y se coloca en una caja
de Petri con solucion salina al 0.9 %, se realizd6 la diseccién del intestino y la
localizacion de los Hymenolepis nana.
Se hace un recuenio del nimero de parasitos y el tamafio de cada uno y se hace la

comparacion con los ratones infectados y tratados con los controles. (DIAGRAMA

DIAGRAMA No.t1

Sacrificar el ratén infectado con

Hymenolepis nana y tratado con los

compuestos

Extraer el intestino y colocarlo en una caja

Petri con solucidn salina al 0.9 %

Realizar la diseccion del intestino y

localizar los Hymenolepis

Hacer el conteo de parasitos por raton y medir ef

tamafio de cada uno. Comparar con controles
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VIilL.1.- PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Cuadro No. 2:

Compuesto | AH-i-1 | AH-I-2 | AH-I-3 | AH-I4 | AH-I-5 | ABH-1-6 | AH-1-8 | AH-I-9 | AH-I-10

" Disolvente

Metilcelulosa e s + ++ + + + + + +
al 100%

Agua al 100 % - - - - - - - - -

Polietilenglicol | +H+ | +H | 4+ | 0 | 4 | B | e | e | e
al 100 %

Tween80al | +H+ | 4+ |+ | A+ | 34+ | | B | |
100 %

Propilenglicol | ++ +H+ ++ + + + = + ++
at 100 %

Polietilenglicol | ++++ | 4+ |+ |+ | e | R | R A | e
al 50 %

Tween 802l | +H++ | ++H | 4+ | 4+ | - | ] A | -+
50 %

Polietilenglicol | ++ ++ 4 et et + + ++ +
al25%

Tween 80 al | +H+ |+ |+ | R | A | R | e | |
25%

Polietilenglicol | + ++ ek + i +H+ - + -
al 10 %

Tween 80 2l | +H++ | ++ | b+ | A | A | R | e | e |
10 %

( - ) Insoluble; { + ) Casi insoluble; ( ++ ) Poco soluble; ( ++ ) Soluble; ( ++++} Muy

oluble.
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VIIL2.- TOXICIDAD DE DISOLVENTES

CUADRO No. 3
GRUPO NUMERQ DE RATON |OBSERVACIONES DE CONDUCTA Y DANOS
. PATOLOGICOS.

GRUPO 1 RATON 1 Sin dafios patoldgicos o conductuales notables.

10 mg/ Kg RATON 2 Sin dafios patolégicos o conductuales notables.
RATON 3 Sin dafios patol6gicos o conductuales notables.

GRUPO 2 RATON 1 Sin dafios patologicos o conductuales notables

100 mg/ Kg RATON 2 Sin dafios patologicos o conductuales notables.
RATON 3 Sin dafios patologicos o conductuales notables.

GRUPO 3 RATON 1 Sin dafios patolégicos o conductuales notables.

1000 mg/ Kg [RATON2 Sin dafios patoldgicos o conductuales notables.
RATON 3 Sin dafios patoldgicos o conductuales notables.

VIIL3.- PRUEBA DE BIOENSAYO PARA ARTEMIA SALINA

GRAFICA No. 1 “CONTROL NEGATIVO ( TWEEN 80 AL 10 %), DL50: 1000 ppm”

Dosis Log |No. De artemias|No. De artemias| Acumuladas | Acumuladas
{ppm) Dosis muertas Vivas Vivas muertas
10 1 5 25 65 5
100 2 8 22 47 13
1000 3 12 18 25 25
Determinacién de DL50
» 80 ]
s60d = - — Acurnuladas
& I - vivas
§ 40 -! -— Acumuladas
2 20'1 e e T muertas
0+
1 2 3
Log dosis




GRAFICA No. 2 “CONTROL POSITIVO Fenbendazol (AH-0-0); DL50: 7.9 ppm”

Dosis Log | No. De artemias [No. De artemias| Acumuladas |Acumuiadas
{ppm) | Dosis vivas Muertas Vivas Muerias
10 1 11 19 15 19
100 2 4 26 4 45

100G 3 0 30 0 75
Determinacién de DL50
w 80 ;
-§ 80 / { | —=—Acumuladas
= ‘ vivas
2 40 1 .
E - |—==—Acumuladas
g 20 i muertas
< g : ————]
1 2 3
Log dosis
GRAFICA No. 3 “COMPUESTO AH-I-1; DL50: 8.4 ppm”

Dosis Leg |No. De artemias|No. De arfemias| Acumuladas | Acumuladas
{ppm) 1 Dosis Vivas Muertas vivas Muertas
10 1 11 19 16 19
100 2 4 26 s 45
1000 3 1 29 1 74
Determinacion de DL50

o 80 =

S 60 4 / | |—=—Acumuladas
3 40 & § vivas

£ 7 | | ~=—Acumuiadas
g 207 é ! muertas |
< 0 e

1 2 3
Log dosis
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GRAFICA No. 4 “COMPUESTO AH-I.2; DL50:4.2 ppm™

Dosis Log | No. De artemias |No. De artemias| Acumuladas | Acumuladas
{ppm) | Dosis Vivas Muertas vivas muertas
1 6 24 9 24
100 2 2 28 3 52
1000 3 1 29 1 81
[
. Determinacion de DL50 .
f
-, 100
S 80 - Acumuladas
£ o \ vivas
g 40 ) —a—Acumuladas
£ 23 ] ‘"5 | muertas
4 2 3
Log dosis

GRAFICA No. 5 “COMPUESTO AH-I-3; DL50: 4.6 ppm™

Dosis Log No. De artemias |No. De artemias |Acumuladas |Acumuladas
(ppm) [Dosis [Vivas Muertas vivas Muertas
1 8 22 9 22
100 2 1 28 1 51
1000 3 0 30 0 81
T Determinacion de DL50
‘;
4 100
} £ 80 W ~&— Acumuladas
| ('_BU &0 4 I vivas
- E 404 | | —a— Acumuladas
| 2 20 ! muertas J
0 __—’“:zba—_ﬁ_J i
1 2 3 f
~ Log dosis 5




GRAFICA No. 6 “COMPUESTO AH-I-4; DLS50: 1 ppm”

Dosis log |No. De Artemias|No. De Artemias] Acumuladas Acumuladas
{ppm Dosis Vivas Muertas vivas Muertas
10 1 0 30 0 30
100 2 Q 30 Q 60
1000 3 0 30 0 80
DETERMINACION DE DL50
g 100
0 80 —— Acumuladas
j 60 - muertas ‘
% 40 A —— Acumuladas
2 204 vivas
(3]
< 0 4 ; & +

1 2 3

LOG DOSIS J

GRAFICA No. 7 “COMPUESTO AH-I-5; DL50: 1 ppm”

Dosis Log (No. De Arfemias|No. De Artemias| Acumuladas | Acumuladas
(ppm) | Dosis Vivas Muertas vivas muertas
10 1 3 27 4 27

100 2 1 29 1 56
1000 3 0 30 0 86
F ]
Determinacion de DL50
100

& 80 -

B 60 —=— Acumuladas

E 0 / muertas

3 401 —s— Acumuladas

< 204 vivas

0 [ — - , -

] 1 2 3 !
i Log Dosis ‘g
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GRAFICA No. 8 “COMPUESTO AH-I-6; DL50; 1 ppm”

Dosis Log | No. De Artemias [No, De Artemias| Acumuladas | Acumuladas
pm) | Dosis Vivas Muertas vivas muertas
10 1 0 30 0 30
100 2 0 30 0 60

1000 3 Q 30 Q a0

| o ]
i Detenrinacion de DLS0 !
o1 — |
S —~ i i
g | [~=—Powmuiats muetzs | |

! g | e—Aormdadmvies | >
| 2 |
<L . . . . L‘
3 |

GRAFICA No. 9 “COMPUESTO AH-I-8; DL50: I ppm”

Dosis Log |[No. De Artemias|No. De Artemias} Acurnuladas | Acumuladas
{ppm) { Dosis Vivas Muertas vivas muertas
10 1 0 30 0 30
100 2 0 30 0 60
1000 3 0 30 0 20
Determinacion de DL50
i‘ « 100 - ‘

S T !
o T [ —— Acumuladas ||
g 50 I ! vivas I
§ i -a-—AcunmIadas!f

) 0- ' muertas i
| 1 2 3 1
Log Dosis ’
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GRAFICA No. 10 “COMPUESTO AH-I-9; DL50: T ppm”

Dosis | Log [No. De Artemias No. De Acumuladas| Acumuladas
Artemias
{ppm) | Dosis Vivas Muertas vivas Muertas
10 1 1 29 1 29
100 2 0 30 0 59
1000 3 0 30 0 89
Determinacion de DL50
100 =
% a0
g &0 e ——Acurmuiadas
| E fruertas
| 3 g - —— Acurniladas vivas
Y
D + o - — . o
1 2 3
| Log Doss B
GRAFICA No. 11 “COMPUESTO AH-I-10; DL50: 1 ppm”
Dosis | Log No. De No. De Arternias|Acumuladas|Acumuladas
Artemias
{ppm)} 1 Dosis Vivas Muerias Vivas muertas
10 1 0 30 0 30
100 2 0 30 0 60
1000 3 0 30 0 20
Determinacién de DL50
100 7 —— ‘
a0 - |
80 - 1
«70 ] o ‘. ——]
Eeo |~ Acumuladas vivas
B | '
3 | ~ Acumuladas
30 L__Mmuertas
20 i
10 \

0+

2
Log Dosis
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VIIL4.- DIGESTION DEL TEJIDO MUSCULAR DE RATONES
INFECTADOS CON Trichinella spiralis Y CONTEQ DE LARVAS

PARA INFECCION GENERAL.
CUADRO No. 4
No. Cepa Peso Peso No.Larvas/ | No.Larvas/g. {No.Larvas/ |No.Larvas/g
Ratdn inicial (g) | misculo (g) |ratén (T) [(T) raton (P} | (®)
1 CFW 23.37 6.18 12515 2025 16218 2624
2 CFW 2514 6.43 13210 2137 18910 2941
3 CFW 2234 6.02 10480 1695 12450 2068
4 CFW 25.46 5.98 15040 2433 14140 2364
5 CFW 27.03 6.60 12930 2092 16363 2479
1 Balb/c 18.74 5.88 3650 620 5821 990
2 | Balb/c 17.46 5.13 2800 475 4204 819
3 |Balb/e| 19.13 6.09 4120 699 4030 661
4 |[Balb/c| 18.39 545 3339 567 4926 903

(P} Resultado obtenido practicamente a partir de la digestion total del ratén
(T) Resultado obtenido tedricamente a partir de una biopsia del ratén

No. Larvas/ raton: larvas presentes en el raton completo
No. Larvas/ gramo: larvas presentes por gramo de misculo
(g) peso expresado en gramos

0




VIILS.-

REGISTRO DE LOTES DE RATONES Y TRATAMIENTOS

EMPLEADOS EN EL PROYECTO.

CUADRONo. 5

No. LOTE

NOMBRE DE 1OTE

1

CONTROL GENERAL (ratones sin infeccién y sin tratamiento)

CONTROL NEGATIVO I (ratones sin infeccion, tratados con albendazol)

CONTROL NEGATIVO II (ratones sin infeccion, tratados con fenbendazol)

CONTROL NEGATIVO III (ratones sin infeccion, tratados con AH-I-1)

CONTROL NEGATIVO IV (ratones sin infeccién, tratados con AH-1-2)

CONTROL NEGATIVO V (ratones sin infeccidn, tratados con AH-1-3)

CONTROL NEGATIVO VI (ratones sin infeccién, tratados con AH-1-4)

CONTROL NEGATIVO VII (ratones sin infeccién, tratades con ATI-I-5)

O oeo) N ] W) ) W B

CONTROL NEGATIVO VIII (ratones sin infeccion, tratades con AH-I-6)

—
[=]

CONTROL POSITIVO Trichinella spiralis {ratones con infeccion, sin
tratamiento)

—
[

CONTROL POSITIVO I Trichinella spiralis (ratones con infeccion, tratados
con albendazol)

12

CONTROL POSITIVO U Trichinella spiralis (ratones con infeccién, tratados
con fenbendazol)

13

LOTE DE PRUEEA. I Trichinella spiralis (ratones con infeccion, tratados con
AH-F1)

14

LOTE DE PRUEBA 1I Trichinella spiralis (ratones con infeccidn, tratados con
AHL-1-2)

15

|LOTE DE PRUEBA Il Trichinella spiralis (ratones con infeccion, tratados con
AH-1-3)

16

LOTE DE PRUEBA IV Trichinella spiralis (ratones con infeccién, tratados con
AH-I-4)

1




17

LOTE DE PRUEBA V Trichinella spiralis (ratones con infeccion, tratados con
AH-I-5)

18 LOTE DE PRUEBA VI Trichineila spiralis (raiones con infeccién, tratados con
AH-I-6)

19 CONTROL DE DISOLVENTES I Trichinella spiralis (ratones con infeccidn,
tratados con tween 80 al 10 %)

20 CONTROL DE DISOLVENTES 11 Trichinella spiralis (ratones con infeccion,
tratados con Solucidén Ringer)

21 CONTROL POSITIVO Hymenolepis nana (Ratones con infeccion y sin
{ratamienio)

22 CONTROL POSITIVO 1 Hymenolepis nana (Ratones con infeccion tratados
con albendazol)

23 CONTROL POSITIVO I Hymenolepis nana (Ratones con infeccion tratados
con fenbendazol)

24 LOTE DE PRUERA 1 Hymenolepis ncma (Ratones con infeccion tratados con
AH-I-1)

25 LOTE DE PRUERBA. Il Hymenolepis nama (Ratones con infeccion tratados con
AH-I-2)

26 LOTE DE PRUEBA. Il Hymenolepis nana (Ratones con infeccion tratados con
AH-I-3)

27 CONTROL DE DISOLVENTES 1 Hymenolepis nana (Ratones con infeccion,
tratados con Tween 80 al 10 %)

28 CONTROL DE DISOLVENTES II Hymenolepis nana (Ratones con infeccién

tratados con Solucion Ringer)
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VHL6.- RESULTADOS DE LOS LOTES DE RATONES
EMPLEADOS COMO CONTROLES NEGATIVOS PARA
Trichinella spiralis Y PARA Hymenolepis nana.

CUADRO No. 6 “LOTE No. 1: CONTROL GENERAL (Ratones sin infeccion y sin
tratarmento)”

No. Raton | Peso inicial | Peso final Presencia de Estudio macroscopico (*) y
T.spiraiis / Hnana observaciones
1 11.2 10.6 (-)/(-) Se sacrificd (presentaba dafio en
la pata derecha que se produjo
por canibalisimo),
2 14.1 146 (-3/(-) Sin dafios macroscopicos
3 12.7 12.9 (-)/(-) Sin dafios macroscopicos
4 142 i4.8 {(-)/(-) Sin dafios macroscopicos
5 15.2 15.8 (-)/ (=) Sin dafios macroscopicos
6 145 153 (-)/(9) Sin dafios macroscopicos
7 13.8 13.6 {-)/(-) Sin dafios macroscdpicos
8 13.6 14.2 {(-)Y/(~) Sin dafios macroscdpicos
9 133 134 {-Y/{-) Sin dafios macroscopicos
10 14.6 14.9 (-)/(-) Sin dafios macroscépicos

{ -3/ (-)No se localizaron larvas de T. spirafis en el masculo (biopsia) / no se focalizaron
parasitos de Hymenolepis nana en el intestino (inversién del intestino)
* El estudio macroscopico se realizd mediante la biopsia a cada ratdn

CUADRO No. 7“LOTE No.2: CONTROL NEGATIVO I”

No. Peso | Peso |Presenciade Estudio macroscépico y observaciones
Ratén | inicial | final | Tspiralis/H.nana
1 15.0 15.2 ()/(-) No presenta dafios macroscopicos
2 153 15.5 (/) No presenta dafios macroscdpicos
3 123 12.5 {(3/(-) No presenta dafios macroscopicos
4 139 14.0 (/(~) No presenta dafios macroscopicos
5 159 16.1 ()/(-) No presenta dafios macroscopicos
6 17.0 17.2 (/(-) No presenta dafios macroscépicos
7 13.8 13.6 (/) No presenta dafios macroscopicos
8 152 15.1 ()/(-) No presenta dafiog macroscépicos
9 14.0 14.0 {}/(-) No presenta dafios macroscopicos
10 13.8 13.9 {(-)/ () No presenta dafios macroscépicos
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CUADRO No. 8 “LOTE No.3: CONTROL NEGATIVQ II”

No. Peso Peso Presencia de Estudio macroscopico y
Ratdn | inicial final T spiralis/H nana observaciones
1 15.9 15.7 (2/(-) No presenta dafios macroscopicos
2 13.2 13.3 ()/(-) No presenta dafios macroscopicos
3 15.6 15.7 ()/(-) No presenta dafios macroscopicos
4 14.2 142 (A/(-) No presenta dafios macroscOpicos
] 14.0 142 (I (-} No presenta dafios macroscdpicos
6 15.7 156 {(3/(-) No presenta dafios macroscopicos
7 14.9 149 () () No presenta dafios macroscopicos
8 14.8 14.9 (IH/(-)_ No presenta dafios macroscdpicos
9 13.7 13.9 {(/(-) No presenta dafios macroscopicos
10 16.9 16.8 ()/(-) No presenta dafios macroscdpicos
CUADRO No.9 “LOTE No.4: CONTROL NEGATIVO III”
No. Peso Peso Presencia de Estudio macroseopico y
Ratdn | inicial final T spiralis/H nana observaciones
1 13.8 13.6 ()/(-) No presenta dafios macroscopicos
2 16.9 17.1 (/=) No presenta dafios macroscopicos
3 143 14.5 (/) No presenta dafios macroscopicos
4 152 15.1 (H(-) No presenta dafios macroscOpicos
5 14.6 14.4 () (-) No presenta dafios macroscOpicos
6 15.5 15.6 (/) No presenta dafios macroscopicos
7 15.2 15.4 ()/(-) No presenta dafios macroscopicos
g 15.4 152 {(3/{(-) No presenta dafios macroscopicos
9 13.7 13.8 (I)/(-) No presenta daiios macroscopicos
10 14.7 14.9 {)/¢(-) No presenta dafios macroscdpicos
CUADRO No 10 “LOTE No. 5: CONTROL NEGATIVO IV”
No. Peso Peso Presencia de Estudio macroscopico y
Ratén | inicial final T.spiralis/H.nann observaciones
1 15.6 15.4 (/) No presenta dafios macroscopicos
2 12.9 12.8 (-} /(-) No presenta dafios macroscopicos
3 15.5 15.7 {(A/(-) No presenta dafios macroscopicos
4 13.6 13.9 {-)/(-)  [No presenta dafips macroscOpicos
5 14.1 143 ()/(-)__ [No presenta dafios macroscopicas
6 4.1 14.4 (-} () No presenta dafios macroscopicos
7 16.1 16.6 ()/(-) No presenta dafios macroscopicos
8 15.6 16.0 (/7 (-) No presenta dafios macroscOpicos
9 13.1 13.2 {(-}/(-) No presenta dafios macroscopicos
10 14.6 14.8 {(-)/(-) No presenta dafios macroscopicos
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CUADRO No 11 “LOTE No. 6: CONTROL NEGATIVO vV~

No. Peso Peso Presencia de Estudio macroscopico y
Raton ; inicial final I.spiralis/H.nama observaciones
1 15.5 15.7 (2/(-) No presenta dafios macroscopicos
2 14.5 14.4 ()/(-) No presenta dafios macroscopicos
3 15.2 15.1 ()7 (-) No presenta dafios macroscopicos
4 14.0 14.1 ()/(-) No presenta daftos macroscopicos
5 13.6 13.7 {(3/(-) No presenta dafios macroscopicos
6 14.3 14.4 (/(~) No presenta dafios macroscopicos
7 15.9 15.9 (1) Mo presenta dafios macrascOpicos
8 15.6 154 (/(-) No presenta daiios macroscopicos
9 153 15.5 ()/(-) No presenta dafios macroscopicos
i0 13.8 13.9 (/) No presenta dafios macroscdpicos

CUADRO No 12 “LOTE No.

7. CONTROL NEGATIVO VI’

No. Peso Peso Presencia de Estudio macroscopico y
Raton | inicial final | Tspiralis/H.nana observaciones
1 15.1 15.1 ()/(-) No presenta dafios macroscépicos
2 14.3 14.5 ()/(-) No presenta dafios macroscopicos
3 15.2 15.5 {}/{~) No presenta dafios macroscdpicos
4 12.5 12.3 (-)/(-) No presenta dafios macroscdpicos
5 12.8 12.9 (/) No presenta dafios macroscopicos
6 11.9 118 (I () No presenta dafios macros¢opicos
7 14.8 14.8 {(-)/(-) No presenta dafios macroscopicos
8 14.7 14.9 (-} () No presenta dafios macroscopicos
9 12.6 12.7 {(-)/(-)__ |No presenta dafios macroscopicos
10 15.2 153 (/(-) No presenta dafios macroscopicos

CUADRO No 13 “LOTE No. 8: CONTROL NEGATIVO VII”

No. Peso Peso Presencia de Estudio macroscdpico y
Raton | inicial final T.spiralis/H.nana observaciones
1 13.8 i3.9 {()/(-) No presenta dafios macroscopicos
2 143 142 (-)}/(-) No presenta dafios macroscopicos
3 15.4 153 () /() No presenta dafios macroscdpicos
4 15.3 15,5 (3/(-)_ No presenta dafios macroscopicos
5 13.8 13.9 {(/{-) No presenta dafios macroscopicos
6 14.6 14.8 (Y (-) No presenta dafios macroscopicos
7 11.7 11.5 ()/(-) No presenta dafios macroscopicos
3 15.3 15.5 ()} (=) No presenta dafios macroscopicos
9 11.9 12.1 ()/(~) No presenta dafios macroscdpicos
L 10 12.8 12.9 (-3 (=) No presenta dafios macroscdpicos
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CUADRO No 14 “LOTE No. 9: CONTROL NEGATIVO Vill”

No. Peso Peso Presencia de Estudio macroscpico y
Ratéon | inicial final T.spiralis’H.nana observaciones
1 15.7 15.8 (/=) No presenta dafios macroscopicos
2 14.0 14.2 {2}/ () No presenta dafios macroscépicos
3 15.6 15.7 {()/(-) No presenta dafios macroscdpicos
4 15.1 152 ()/(-) No presenta dafios macroscopicos
5 14.3 14.5 () (-} No presenta dafios macroscopicos
6 14.4 14.5 {(3/(-) No presenta dafios macroscapicos
7 15.6 15.5 (95/(-) No presenta dafios macroscopicos
8 15.7 15.8 ()/{-) No presents dafios macroscopicos
9 15.7 15.7 () /(-) No presenta dafios macroscopicos
10 13.8 13.7 ()/{-) No presenta dafios macroscopicos
VIIL6.- DIGESTION DEL TEJIDO MUSCULAR DE RATONES

INFECTADOS CON Trichinella spiralis Y CONTEO FINAL DE
LARVAS
CUADRO No 15 “LOTE No. 10: CONTROL POSITIVO Trickinella spiralis”

No. Raton | Peso inicial-final | Gramos de carne | No.Larvas/raton | No larvas/gr. miisculo
1 83 -19.89 6.06 4,750 784
2 831646 5.93 6,000 1,011
3 7.0-15.85 5.20 9,750 1,875
4 11.0-1733 5.46 5,750 1,053
5 13.5--14.56 4.85 4,250 876
6 7.7-14.43 5.43 7,000 1,289
7 13.0-17.01 5.14 7,000 1,361
8 11.1-19.97 5.64 5,500 975
9 103-17.73 4.43 4,500 1,015

L 10 11.5-17.73 3.91 6,500 1,662
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CUADRC Ne.16 "LOTE No. 11: CONTROL POSITIVO | Trichinelia spiralis”

No. Ratén | Peso inicial-final | Gramos carne | No.Larvas/raton | No . Jarvas/gr.misculo
1 139-185 4.93 3,000 608
2 132189 5.03 1,750 347
3 10.0—15.0 3.41 2.500 733
4 105182 5.83 2,000 343
5 77-275 7.62 2,000 262
6 116-178 5.61 0 0
7 1061935 452 0 0
8 102—-182 1.28 250 195
9 12.0-198 4.05 1,500 370
10 12.4-18.9 534 1,250 234

CUADRO No. 17 "LOTE No.12: CONTROL POSITIVO 1l Trickineila spiralis™

No. Ratén | Peso inicial-final | Gramos carne | No.Larvasfratdn | No.larvas/gr.misculo
1 10.0~ 166 5.41 0 0
2 113-168 447 250 55
3 103 -18.9 2.12 0 0
4 11.2-18,5 4.51 500 110
5 113-191 5.00 1,000 200
6 11.4-164 4.56 1,000 219
7 8.7-18.1 3.92 0 0
8 13.8—175 1.26 0 0
9 10.5-16.6 0.28 0 0
10 124-148 0.83 G 0

CUADRO No. 18 "LOTE Ne. 13: LOTE DE PRUEBA I Trichinella spiralis™

No. Ratdn | Peso inicial-final | Gramos carne | No.Larvasfraton | No larvas/er masculo
1 148-16.1 103 250 242
2 113-188 1.84 250 235
3 96- 184 5.44 2250 413
4 14.4-156 470 250 53
5 13.9-17.0 518 750 144
6 11.8-128 298 1,750 587
7 11.0-179 546 1,500 274
8 13.5-17.4 2.96 0 0
9 111 -129 4.02 500 124
10 95148 3.89 0 ¢
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CUADRO No.19 "LOTE No. 14 LOTE DE PRUERA 1l Trichinella spiralis”

No. Ratén | Peso inicial-final | Gramos came | No.Larvas/raton { No.Jarvas/gr.misculo

1 11.9- 1588 3.82 0 G

2 7.4—-1525 3.50 3,250 928

3 59.2 - 1583 0.20 250 1,250

4 7.9-15.30 3.7¢ 750 197

5 10.1-14.28 2.86 0 0

6 9.4 —-14.06 2.32 3,750 1,616

7 13.8-13.00 1.67 2,250 1,347

3 12.1-14.68 1.68 750 421

9 10.7-15.42 2.74 250 91

CUADRO No.20 "LOTE No. 15: LOTE DE PRUEBA I Trichinella spiralis”

No. Raton | Pese inicial-final | Gramos carne | No.Larvas/ratén | No.larvas/gr miisculo
1 129-184 5.74 1,500 261
2 108175 5.05 1,500 297
3 11.3-17.71 6.21 500 80
4 10.6 —19.67 5.16 0 0
5 99-13.80 4.20 1,500 340
6 9.4 -16.90 441 250 56
7 8.7-19.72 2.98 500 167
8 14.3 — 14.85 4.03 0 0
9 143 - 1640 3.67 750 204

10 10.5-17.35 3.28 1,000 304

CUADRO No. 21 "LOTE No. 16: LOTE DE PRUEBA IV Trichinella spiralis”

No. Raton { Peso inicial-final | Gramos carne | No.Larvas/raton | No.larvas/gr misculo
1 9.1-18.77 5.12 2,000 390
2 8.0-16.72 4.62 2,250 487
3 10.6 —17.51 5.68 1,750 308
4 12.3-17.93 5.54 750 135
5 1091742 3.82 500 130
6 7.4-17.62 5.7 250 43
7 7.0-12.56 3.56 1,750 491
3 122 -17.13 4.71 4,250 902
o 10.1 - 16.36 4.41 500 113
10 12.1 -17.99 2.66 1,000 375
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CUADRO No.22 "LOTE No. 17  LOTE DE PRUEBA V Trichinella spiralis”

No. Ratén | Peso inicial-final | Gramos camne | No.Larvas/ratén | No.larvas/gr. misculo
1 122 -16.52 3.03 500 165
2 12.8-15.15 3.54 5,250 1,483
3 11.0-18.70 2.23 1,500 662
4 11,6 - 16.37 3.80 4,250 1,118
5 11.7-17.57 4.40 750 176
& 12.1-17.65 4.56 2250 493
7 130-18.63 6.17 2,000 324
8 15.0-17.11 523 2,000 382
9 11.0~19.19 6.43 2,500 360
10 146-17.12 5.48 3,500 638

CUADRO No.23 "LOTE No.

18: LOTE DE PRUEBA VI Trichinella spiralis”

No. Ratén | Pesc inicial-final | Gramos carne | No.Larvas/ratén | No.larvas/gr. misculo
1 13.9 - 18.66 5.18 1,250 241
2 12.8-16.87 5.51 1.000 181
3 12.1-17.14 5.44 3,000 551
4 14.1~17.46 4.74 750 158
5 82-17.15 5.10 750 147
6 12.1 - 16.80 3.97 1,500 377
7 12.0-16.54 4,10 1,750 426
8 10.4-16.28 4.92 750 152
9 12.9-19.29 4,58 750 163
10 12.7-17.28 4.55 3,500 724

CUADRO No.24 "LOTE No. 19: CONTROL DE DISOLVENTES 1 Trichinella spiralis™

No. Peso Peso Presencia de Estudio macroscdpico y
Ratdén | inicial final T.spiralis/H.nana observaciones
1 11.5 11.6 (2/(-) No presenta dafios macroscopicos
2 15,6 15.8 ()/(-) No presenta dafios macroscéopicos
3 14.0 13.6 (/0D No presenta dafios macroscopicos
4 14.9 14.7 {()/(-}) No presenta dafios tacroscopicos
5 i3.8 15.6 (9/(-) No presenta dafios macroscopicos
6 14.6 14.8 ()/{-) No presenta dafios macroscdpicos
7 13.3 13.7 (-)/(-) No presenta dafios macroscopicos
8 13.4 13.7 ()/¢-) No presenta dafios macroscopicos
9 14.4 14.2 (-)/{-)  [No presenta dafios macroscépicos
10 14.0 14.3 {()/(-) No presenta dafios macroscopicos
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CUADRO No.25 "LOTE No. 20: CONTROL DE DISOLVENTES It Trichinella spirafis”

No. Peso Peso Presencia de Estudio macroscopico y
Raton | inicial final T.spiralis’H nana observaciones
1 12.4 12.5 {-)/(-) No presenta dafios macroscopicos
2 13.7 13.8 (/{) No presenta dafios macroscdpicos
3 15.1 15.5 () () No presenta dafios macroscdpicos
4 14.3 14.1 ()/(-) No presenta dafios macroscopicos
5 14.9 14.7 ()/(-) No presenta dafios macroscopicos
6 15.4 15.6 ()/(-) No presenta dafios macroscopicos
7 12.8 13.1 (-}/(-) No presenta dafios macroscdpicos
8 13.7 13.9 {)/(-) No presenta dafios macroscopicos
9 14.8 14.7 ()/(-) No presenta dafiog macroscopicos
10 i1.9 11.9 (-}/(-) No presenta dafios macroscopicos

CUADRO No.26 “CUADRO COMPARATIVQ DE LOTES CONTROL VS LOTES DE
PRUEBA”

LOTE COMPUESTO | No.Larvas/raton ( *) | No.Larvas/gr came ( * )
10) Control (+) Gral. - 6,100 1,190

11) Control (1) I Albendazol 1,425 309

12) Control (1} I Fenbendazol 275 58

13} Pruebal AH-I-1 750 246

14) Prueba II AH-I-2 1,225 830

15) Prueba Il AH-1-3 750 171

16) Prueba IV AH-1-4 1,500 337

17) Prueba V AH-1-5 2,450 580

18) Prueba VI AH-1-6 1500 312

( *) Namero promedio de larva por ratén y por gramo de misculo en cada lote.
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GRAFICA No. 12 “Grafica de comparacién de los lotes de controles contra los lotes de
los compuestos problemas™
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GRAFICA No. 13 “Grifica de comparacion de los lotes control contra los lotes de los
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VIILS.- CONTEQO FINAL DE PARASITOS DE Hymenolepis nana Y
MEDICION DE PARASITOS.

CUADRO No 27 “LOTE No.21 CONTROL POSITIVO Hymenolepis nana™

No. |mg de jNo. No. Medidas de parésitos ( cm )
raton theces  |huevecillos | Parasitos

1 5.0 0 1 1)3.5

2 7.1 1 I 1)5.0

3 11.7 0 0 0

4 7.5 1 1 1)7.5

5 9.4 1 6 131.7,2)2.8,3)4.0,4)2.3, 4)2.3, 5}1.5, 6)3.0
6 6.8 0 0 0

7 53 1 1 1)6.5

8 0.1 0 0 0

9 14.7 0 2 1)0.5, 2)5.5

10 10.2 G 3 1)0.5, 2)6.5, 3)6.0

CUADRO No. 28 “LOTE No.22 LOTE CONTROL I Hymenolepis nana”

No. |mg de |No. No. Medidas de parésitos (cm )
raton | heces |bhuevecillos | Parasitos

1 36 0 0 0
2 2.4 0 0 0
3 3.8 0 0 0
4 8.7 0 0 0
5 34 0 0 0
6 52 0 0 0
7 4.3 0 0 0
8 92 0 0 0
9 2.6 0 0 0
10 23 0 0 0
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CUADRO No. 29 “LOTE No.23 LOTE CONTROL. II Hymenolepis nana™

No. mg de iNo No. Medidas de parésitos {cm )
raton | heces | huevecillos | pardsitos

i 3.0 0 0 0

2 1.1 1 4 11.5,2)2.0,3)1.5, 4)0.5

3 47 1 4 1)4.0,2)2.5,3)2.0, 4)1.0

4 1.4 0 0 0

5 3.5 0 0 0

6 32 1 1 1.5

7 3.7 0 0 0

8 12.6 0 4 1.5, 1.0, 3)2.5, 4)2.5

9 5.0 0 1 1.0

10 8.2 0 0 0

CUADRO No. 30 “LOTE No.24 LOTE DE PRUEBA 1 Hymenolepis nana”
No. Jmg de {No. No. Medidas de parésitos (cm )}
Raton |heces {huevecillos | pardsitos

1 4.1 1 4 1)0.5, 2)4.0, 3)5.0, 4)3.5

2 3.9 0 0 0

3 15.0 0 0 0

4 6.7 0 0 0

5 144 |0 1 1)6.0

6 1.1 0 0 0

7 9.5 0 0 0

8 4.1 0 0 0

9 11.0 0 1 1)6.0

10 7.1 1 1 1)2.0

CUADRO No. 31 “LOTE No.25 LOTE DE PRUEBA. II Hymenolepis nana”

Z
=

. 1mg de |No. No. Medidas de pardsitos {cm )
Raton {heces  |huevecillos | Parasitos

26

0.6

4.1

7.4

30

6.3 Y10

1.2

5.5

29

i ofoe|~r]onfun] B fua)ro|—
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Y a1 = "l (==} =] (=] =]

0 |16 )2.5, 2)2.5, 3)2.0
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CUADRO No 32 “LOTE No.26 LOTE DE PRUEBA III Hymenolepis nana”

No. mg de {No. No. Medidas de parasitos (cm )
ratén | heces  |huevecillos | Pardsitos

1 49 0 0 ¢]

2 47 |0 1 1%4.0

3 7.1 0 1 1)3.5

4 77 1 1 1)5.5

5 59 ¢ 0 0

[ 0 4] 0O 0

7 54 0 3 130.8, 2)3.0, 3)2.0

8 5.7 1 4 1)2.5,2)1.5, 3)4.0, 4.5

9 42 0 0 0

10 6.3 ¢] 0 0

CUADRO No. 33 “LOTE No.27 LOTE CONTROL DE DISOLVENTES I Hymenolepis
nana”

No. mg de [No. No. Medidas de parasitos (cm )
raton | heces | huevecillos | parasitos

1 28 0 0 0

2 4.6 1 3 1)1.5,2)3.5,3)0.5

3 9.5 1 3 140, 2)2.5, H1.5

4 1.8 0 0 0

5 4.2 0 1 13.5

6 3.8 1 1 1)2.5

7 10.4 0 0 0

8 16.1 i 2 1.5, 21.5,3)3.5,4)2.5

9 6.3 0 1 1)3.4

10 8.6 0 0 4]

CUADRO No. 34 “LOTE No.28 LOTE CONTROL DE DISOLVENTES II Hymenolepis

nana”

No. |mg de |No. No. Medidas de parasitos ( cm )
Ratén |heces  huevecillos | parasitos

1 3.8 1 3 1.5, 2)4.0,3)3.5
2 4.9 0 0 0

3 8.0 0 1 1)2.5

4 58 1 3 1)0.5, 2)3.5, 3/4.0
5 136 |0 1 1)6.0

6 10.5 1 2 D1.5,2)3.0

7 42 0 0 0

8 46 0 1 1)0.5

9 8.4 0 1 13.0

10 6.9 1 12 152.0, 2)2.5
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CUADRO No. 35 “CUADRO COMPARATIVO DE LOTES CONTROLES VS LOTES
DE PRUEBA”

COMPUESTO |CPS(+)No. de| CPS(+) %de | Parasitos (+) Parasitos (+)
ratones ratones * No._deratones | % deratones *

Control { -) 4 100 7 100
Control (+)1 0 0 90 0
Control { +) 11 3 75 5 71
Compuesto I 2 50 4 57
Compuesto II 2 50 5 71
Compuesto 1T 0 0 2 29
Control de dis. I 4 100 6 86
Control de dis. I 3 75 6 86

* 3 Considerando que el control negativo como el 100 %
(*) q gati

GRAFICA No. 14 “Gréfica de comparacion entre Jotes controles y lotes de prueba para el
examen coproparasitoscopico en Hymenolepis nana ™
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GRAFICA No.15 “Grifica de comparacion entre lotes de controles y lotes de prueba para
la presencia (+) de parésitos en ¢l intestino para Hymenolepis nana.
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IX. ANALISIS DE
RESULTADOS




El principal objetivo de este proyecto fue determinar si los compuestos
proporcionados por el Ingtituto de Quimica, presentaban actividad antibelmintica, para ello
fue necesario solubilizar los compuestos para facilitar su administracién, de este modo,
considerando que los compuestos en base a su estructura presentaban caracteristicas
débilmente basicas, se eligieron vehiculos que presentaban propiedades que podian ser
fitiles para la solubilizacién de los compuestos (ver cuadro 2, VI, 1).

Empleamos agua que es un disolvente polar y presentd una solubilidad nula,
empleamos disolventes estables a los alcalis y que solubilizan compuestos orgénicos como
el propilenglicol y la metilcelulosa pero su disolucidn fue moderada, también probamos el
polietilengticol que es un disolvente polar y que presenta caracteristicas débilmente acidas
(pH= 6.5) €l cual solubilizé los compuestos empleindolo a cl()nccntraciones altas y al
disminuirlas su grado de solubilidad disminuyd, el Tween 80 se probd a concentraciones
altas (100 %) y mostré una buena solubilidad y al reducir la concentracion (10 %) mostrd
el mismo comportamiento, esto posiblemente se debe a que la actividad del tween 80 es
como tensoactivo o surfactante principalmente, o cval pudo permitir un equilibrio entre la
parte hidrofilica del agva y la parte hidrofobica del compuesto, permitiendo asi su
solubilidad, ademas de que presenta un bajo grado de toxicidad por lo cual podemos decir
que el riesgo de dafio toxico por su administracién es minimo. Para emplear este disolvente
se realizd un estudic para determinar si era taxico al consumo humano, para ello se
emplearon ratones y se observé que a una concentracion de 1000 mg/ Kg administrada por
via IP no se observaban dafios toxicos macroscopicos ni de conducta (ver cuadro 3, VHI.2),

en la literatura (30) la concentracion maxima permitida reportada para el Tween 80 es del
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32 %, en base a esto podemos decir que, como s¢ empled el Tween 80 al 10 % el riesgo de
que produzca dafio al organismo es muy bajo.

Para poder realizar el ensayo “In vivo™ primero se determind si los compuestos a
estudiar presentaban actividad bioldgica, para €llo se realizd un estudio de actividad para
Artemia salina, y podemos observar en las graficas obtenidas (VIIL3) que todos los
compuestos considerandolos como compuestos puros presentaron actividad —obtenemos
DL50 menores a 200 ppm lo cual nos indica que son biblégicamente activos segun el
programa de analisis de Finney (39), también, se observo que en el caso del bioensayo con
Artemia salina para el Tween 80 al 10 % se presenta una DL50 de 1000 ppm o cual indica
que no tiene actividad citotdxica y esto apoya el resultado obtenido en el cuadro 3, VIIL2.
De los 10 compuestos que presentaron actividad se eligieron 7 para el ensayo “In vivo”,
basandonos en la estructura de los compuestos y sus similitudes entre ellas como se observa

en ¢l siguiente cuadro:

Compuestos probados con Compuestos elegidos para ensayo
Artemia salina: “In vivo™
1. AH-0-0 1. AH-0-0

2. AH-I-1 2. AH-I-1

3 AH-I-2 3, AH-I-2

4, AH-I-3 4. AH-I-3

5. AH-14 5. AH-1-4

6. AH.I-5 6. AH-I-5

7. AH-I-6 7. AR-I-6

3. AH-I-3

9. A9

10. AH-I-10
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Los 7 compuestos elegidos se administraron como tratamiento a ratones
infectados con Trichinella spiralis (VIILT7) e Hymenolepis nana (VIL3), asi como
también, se les administrd a los controles (VIIL5). Después del tratamiento correspondiente
se realizé la evaluacién correspondiente donde a fos controles negativos se les realizdé una
biopsia para determinar la presencia de larvas de Trichinella spiralis en el musculo, la
diseccién del intestino para determinar la presencia de parasitos de Hymenolepis nana y la
evaluacién de dafios macroscopicos por medio de una autopsia (cuadros, VIILG) y
observamos que ningin ratdn presentd dafios macroscopicos, ni dafios en su conducta, lo
cual nos indica que ni Jos compuestos, ni los disolventes provocan dafios al organismo y
pueden ser administrados sin riesgo de toxicidad, del mismo modo no se observd presencia
de parasitos, 1o cual nos indica que los ratones fueron manejados del modo correcto y no
hubo infeccidn entre cajas o lotes de ratones.

En la evaluacién de los compuestos, los controles positivos y negativos de los
lotes de ratones que presentaban infeccion con Trichinella spiralis (VII.7) observamos una
gran variacion del nimero de larvas/ raton y rimero de larvas/ gramo de misculo entre lote
y lote a una dosis determinada (100 mg/ Kg), por lo cual se realizaron graficas de
comparacion para poder evaluar la actividad de los compuestos, de este modo, de las
graficas 12 y 13 (VIIL.7) podemos observar que de los controles (fenbendazol y albendazol
comerciales), el que presentd mejor actividad antihelmintica fue el fenbendazol (58 larvas/
gr de misculo) posiblemente se debe al fenilo que esta situado junto al azufre (5) v le
confiere mayor actividad va que disminuyd maés notablemente el nimero de larvas que el
albendazol (309 larvas/ gr de misculo) el cual pudo presentar una actividad menor debido a
su sustituyente alifatico pegado al azufre (8), lo cual varia su actividad, en cuanto a los
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compuestos de prueba, el que presentd mayor actividad antihelmintica fue el AH-I-3 (171
larvas/ gr. de musculo) al cual se le elimind en su estructura ¢l COOCH3 de la posicion 2
del grupo carbazato y se sustituyd por una amina la cual le aumenta polaridad y aumenta la
actividad antibelmintica sin llegar a iguaiar ia actividad del fenbendazol comercial. El que
presentO menor actividad antthelmintica fue el AH-I-2 (330 larvas/ gr. de miisculo) al cual
se le elimind el grupo fenilo y el azufre (8) v se sustituyé por un haldgeno (Ci) v ya en
comparacién controles oconira compuestos podemos observar que los compuestos
comerciales presentan mejor actividad antihelmintica que los compuestos de prueba ain en
el caso del compuesto AH-I-1 que es el fenbendazol sintetizado en el Instituto de Quimica
¥ que presenta menos actividad que el fenbendazol comercial lo cual se pudo deber a que
trabajamos con un compuesto con impurezas y en realidad la dosis administrada no fue la
requerida para eliminar el parésito, quedando en el signiente orden ascendente seglin su
actividad antihelmintica:

1. Fenbendazol comercial AH-0-0

2. Compuesto AH-I-3

3. Fenbendazol sintetizado AH-I-1

4. Albendazol comercial

5. Compuesto AH-I-6

6. Compuesto AH-I-4

7 Compuesto AH-I-5

8. Compuesto AH-I-2

Para el ensayo de Hymenolepis nana se eligieron los compuestos extremos

obtenidos de la prueba de Trichinella spiralis es decir los compuestos AH-I-3 y AH-I-2, asi
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como el fenbendazol sintetizado (AH-I-1), ademaés de los controles positivos, negativos v
de disolventes. En los resultados obtenidos (VI.8) podemos notar que existe una variacion
marcada entre un lote y otro, por lo cual, al igual que en el caso anterior se realizaron
graficas de comparacién, en este caso la grifica de porcentajes de CPS (+) VS los
compuestos (Gréfica No. 14) podriz no ser tan confiable ya que la muestra tomada a cada
raton no fue significativa pero la tendencia que presenta es la misma que la grafica de
ratones infectados V'S los compuestos (Grafica No.15). Ademds, se tuvieron que considerar
los resuitados como porcentaje tomando come 100 % el lote de ratones infectados y sin
tratamiento para poder obtener resultados mas claros ya que ademas del nimero de gusanos
por intestino, también variaba Ia longitud de cada uno, es decir, habia intestinos con poco
namero de pardsitos pero la longitud de estos era mayor que otros que presentaban un
niimero grande de parasitos por intestino pero la longitud de estos era menor, fo cual refleja
el grado de infeccion de cada raton. Observando las graficas 14 y 15 del inciso VIIL8
podemos notar que en el caso de los controles el albendazol comercial presentd una mayor
actividad antihelmintica que el fenbendazol comercial, el cual presentd una actividad pobre,
asi en el caso de los compuestos, el AH-I-3 presentd mayor actividad antihelmintica que el
AH-I-2, posiblemente influya que en el compuesto AH-I-3 que tenemos la sustitucién de
una amina se presente una conjugacion en los enlaces del anillo de 5 4tomos lo que puede
influir en el grado de solubilidad y absorcién .en este bicensayo el fenbendazol sintetizado
presentd mayor actividad antihelmintica que el fenbendazol comercial v ya de modo
general y en orden ascendente de actividad antihelmintica quedan de la siguiente manera
1. Albendazo comercial

2, Compuesto AH-I-3
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3. Compuesto AH-I-1, Fenbendazol sintetizado

4. Compuesto AH-1-2

5. Fenbendazol comercial

Comparando de manera general los lotes de ratones tratados con los

compuestos y los controles en ambos casos de infecciones (Trichinella spiralis ¢
Hymenolepis nana) podemos observar que asi como para Trickinella spiralis ¢l
fenbendazol comercial resultd ser el més favorable, para Hymenolepis nana el albendazol
fue el mejor, v ya que sus pesos moleculares son muy cercanos y en sus estructuras ambas
presentan el anillo benzimidazolico, solo varian en que el fenbendazol presenta un fenilo vy
el albendazol presenta un propilo como sustituyente unido a un azufye (S), aunado a que los
dos sufren metabolismo de primer paso en ¢! higado v dan como productos sulfoxidos de
albendazol y fenbendazol, respectivamente, en este caso el comportamiento podria
explicarse tomando en cuenta el grado de absorcion de cada uno, asi como el lugar de
absorcion v el grade de unién a proteinas ya que el albendazol es casi insoluble y se
absorbe a nivel gastrointestinal en un 5 % lo que origina una estancia mas prolongada en el
tracto gastrointestinal ¥ un mayor contacto con los parasitos de Hymenolepis rana el cual
habita en el intestino por lo cual el albendazol actia mejor a este nivel, mientras el
fenbendazol tiene una solubilidad mas alta v una absorcién mayor que la del albendazol,
por lo cual su metabolismo es mas ripido y su distribucion es mejor lo que origina que
Hegue en mayor proporcion al misculo donde se encuentran las larvas de Trichinella
spiralis y entre en comtacto con ellas actuando mejor a este nivel. En el caso de los
compuestos de prueba observamos que su estructura es similar, presentan el anillo
benzimidazélico y algunos tienen caracteristicas similares a las del Fenbendazol solo que
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presentan grupos sustituidos como cloruros, metilos y metoxilos lo cual causa la variacién
en su actividad antihelmintica, en este caso podemos ver que el compuesto que presentd
mayor actividad antihelmintica es aquel que presenta la sustitucion del fenilo y ¢l azufre (8)
por un cloro (Cl} en el aniflo benzimidazélico aunado a que se sustituye el COOCHs por
una amina, lo cual puede influir en Ia actividad del compuesto, del mismo modo el
compuesto que presentd menor actividad antihelmintica es el que tiene un clore (Cl) como
sustituyente en el anillo benzimidazolico, lo cual podemos decir que disminuye su
actividad y podemos pensar que toda la estructura completa del anilio benzimidazélico es
la que le confiere la actividad antihelmintica a los compuestos. En el caso del fenbendazol
comercial y el sintetizado en el Instituto de Quimica podemos pensar que la ruta de sintesis
o purificacijn no es la adecuada ya que la coloracién de ambos fenbendazoles era distinta y
esto podria indicar 1a variacién de los resultados obtenidos ya que la dosificacion que se
tratd con el Fenbendazol sintetizado en el Instituto de Quimica pudo ser menor que el
Fenbendazol comercial debido a que se consideraron las impurezas presentes en el AH-I-1.

Considerando todos Ios compuestos y los controles empleados podemos decir
que si se colocan sustituyentes en el fenilo unido al azufre (8) la actividad antthelmintica
del compuesto se disminuye, del mismo modo que si se sustituyen el fenilo y ¢l azufre (S)
por un grupe halégeno. Pero si se sustituye por un halégeno y se sustituye el COOCHs por
una NHz, su actividad es un poco mayor que en los demas casos.

De modo general podemos decir que los compuestos proporcionados no
cumplen con las expectativas ya que si presentan la actividad antihelmintica pero a dosis
mas zltas que las empleadas con los productos comerciales y esto podria aumentar el riesgo

de dafio toxico en ¢l organismo que Io consuma.
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[X.CONCLUSIONES




El vehiculo empleado es el Tween 80 al 10 % por que produce mejor solubilidad y

menor irdice de toxicidad.

Todos los compuestos estudiados presentan actividad en el ensayo para Artemia salina.

A las dosis reportadas en la literatura para la infeccion por Trichinella spiralis €
Hymenolepis nana los compuestos anglogos de fenbendazol presentan menor actividad

antiparasitaria que los compuestos comerciales,

En este ensayo el albendazol comercial es el compuesto con mejores resultados contra

Hymenolepis nana y el fenbendazol comercial es el mejor contra Trichinella spiralis.

De los 7 compuestos probados ¢l gue presenté mejor actividad antihelmintica fue el
compuesto AH--3 para ambos parasitos, pero ain asi su actividad es menor que la de

los compuestos empleados comercialmente,

El albendazol es menos activo contra Trichinella spiralis v mas activo contra
Hymenolepis nana por el sustituyente alifatico (CH2CH:zCHs), que estd unido al azufre

(8)-

El fenbendazol es mas activo contra Trichinella spiralis que contra Hymenolepis nana,

por el grupo fenilo que esta unido al azufre.



e Los compuestos AH-1-2 y AH-I-4 son mas activos que el albendazol pero menos

activos que el fenbendazol en el caso de Trichinella spiralis.

El compuesto AH-I-3, presenta mayor actividad que el compuesto AH-I-2, pero no es

similar al fenbendazol en el caso de Hymenolepis nana.

SUGERENCIAS:

* Se podrian realizar estudios con el fenbendazol pero eliminando ¢l grupo carboximetilo

y dejando lz amina para variar su actividad.

¢ Se podrian realizar estudios colocando sustituyentes en orto, meta o para de probables

grupos activos principalmente halogenos, para aumentar la polaridad vy la basicidad.

¢ Se podria probar con otro tipo de pardsitos, otra via de administracién y en dosis

mayores sin exceder los limites de toxicidad.
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XILL- ANEXO “PROPIEDADES DE LOS VEHICULOS” (24,26)

PROPILENGLICOL O 1,2-PROPANODIQL: Solvente organico, emoliente, humectante y
conservador para productos farmaceéuticos, vehiculo para drogas, liquido viscoso claro de
olor caracteristico miscibie con agua, acetona, cloroforme, ligeramente acre, higroscopico,

soluble en éter. Presenta una densidad de 1.037 g/mL y una DL50 de 25 ml/ Kg.

POLIETILENGLICOL O PEG: Liquido viscoso claro de olor caracteristico, baja toxicidad,
se disuelve en agua y solventes organicos. Su DL50 en ratas es de 400 a 6000 ppm. Se

emplea como base para supositorios, lubricante de tabletas y capsulas.

ETANOL O ALCOHOL ETILICO: C2H60. Se obtiene por destilacion destructiva, es
flamable, de olor caracteristico, su ingestién puede producir interacciones farmacoldgicas,
desorientacion, pérdida del equilibrio, hiperactividad, seguida de depresion. Se emplea
como antimicrobiano, desinfectante y solvente, se emplea en la fabricacion de productos

cosmeticos.

METILCELULOSA O ETER METILICO DE CELULOSA: Solvente en farmacia,
conservador en alimentos, laxante, emulsionante, dispersante, soluble en agua fria, éter y
acido acetico e insoluble en soluciones salinas saturadas; liquido viscoso miscible en agua,
acetona y cloroformo, aumenta su viscosidad con sales inorganicas, estable a los alcalis y
acidos grasos. Su DL50 en ratas es de 25 mL/ Kg. Se emplea como desintegrante v

diluente.



TWEEN 80 [ Ester de sorbitan, derivados de poli (oxi.1,2-etanodiilo)] C64H124026,
P.M.1310; Liquido oleoso, color limén a ambar, olor suave caracteristico, sabor calido,
algo amargo, pH entre 6 y 8 en soluciones acuesas. Su densidad es de 1.09 g/mi y su DL30

en ratas y ratones es de 7.5 y 6.3 mL/Kg. Respectivamente por via intraperitoneal.

XIL2.- ANEXO 2

“CARACTERISTICAS, CLAVES Y ESTRUCTURAS DE LOS

COMPUESTOS ANALOGOS BENZIMIDAZOLICOS”

COMPUESTO R P.F(°C) | RENDIMIENTO %
C C1 Mayor a 285 92
D CI, NH2 | Mayor a 285 86
E H 230 40
F o-Metilo 200 70
G o-Metoxi | Mayor a 270 50

105




ESTRUCTURAS
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RUTA DE SINTESIS.

Los compuestos intermediarios y productos finales se obtienen a través de
la siguiente ruta de sintesis,

SH

NO,
~ | nes K,CO, A 7~ ! /@(
. )
R/\ & DMF ﬂ Vs

R=(0-p-) H.CI.Br,OCII, !

RE(e-PICIBT | ety 21,0

NaBH,

NO;
S NH;
(A O e . (0
“"- bl
/ H, 601b/in? 2
S 2
R NH; R/ s NH;
I

11

R=(o-.p-) HOCH,

R=(0-.p-) H.Cl Br.OCH,
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XIL4.- ANEXO 4 “PATRON DE FRAGMENTACION DE LOS
COMPUESTOS ANALOGOS BENZIMIDAZOLICOS”.

PATRON GENERAL DE FRAGMENTACION
t.os lones que aparecen en este patrén corresponden a todos los
compuestos donde: R= H, (0-, m-, p-) CH3, CH30; (o-, p-) €I, Br

OfS

¢ Rrnfz [M-60) *

[M-G‘H

N
. miz(Maz

R .
miz [M-74) R
‘.0“\% l

miz[76+R] *

miz 76

miz M-75] *
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XIL5.- ANEXO 5 “ESPECTROS DE ESTUDIO DE LOS

COMPUESTOS ANALOGOS BENZIMIDAZOLICOS”

1} Espectroscopia de masas del Fenbendazo! comercial

2) Espectroscopia de masas del compuesto AH-I1-3

3) Espectroscopia de masas del compuesto AH-I-2

4y Espectroscopia de masas del compuesto AH-1-6

5) Espectroscopia de infrarrojo del compuesto AH-I-6

6) Espectroscopia de resonancia protonica del compuesto AH-1-6

7) Espectroscopia de Carbono 13 del compuesto AH-I-6
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Espectroscopia de masas del Fenbendazol comercial
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Espectroscopia de masas del compuesto AH-1-6
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Espectroscopia de iofrarrojo y resonancia proténica del compuesto
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