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1. INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias son uno de los principales
problemas de salud publica y veterinaria alrededor del mundo,
principalmente por la morbilidad y mortalidad que causan.
Estimaciones hechas airededor de 1980, con una poblacion mundial
aproximada de 4.3 billones de personas, existian entre 1100-1300
millones de casos de ascariasis, 1000 millones de uncinariasis, 500-
1000 millones de personas con trichuriasis, 300-500 millones con
enterobiasis, 400 millones con filariasis y entre 50-100 millones con
strongyloidiasis*®. De acuerdo a una estimacion hecha por la
Organizacion Mundial de la Salud ({ OMS ) en 1992, anualmente
mueren alrededor del mundo aproximadamente 2.5 millones de
personas a causa de enfermedades parasitarias, siendo 2 causadas
por protozoarios ( malaria y amebiasis ) y una por helmintos
( uncinariasis )*®. Aunque este problema se agudiza en paises con
clima tropical, no sélo es responsabilidad de estos paises buscar Ia
manera de remediar la situacion, ya que debido a la globalizacion
tanto econdmica como social que existe hoy en dia, es obligacién
de todos buscar nuevas alternativas para el control, prevencion y
tratamiento de las enfermedades causadas por estos parasitos.

Dentro de las helmintiasis, la triquinelosis causada por el nematodo
Trichinella spiralis resulta de importancia, ya que tiene una
distribucion mundial y no respeta condicion social, asi lo
demuestran los brotes que se han presentado en paises de primer
mundo como Francia, Alemania, Italia y Estados Unidos por citar
algunos®., Estos brotes han sido asociados principalmente al
consumo de derivados carnicos de cerdo y caballo mal cocidos.
México no es la excepcion y esta parasitosis ocupaba en 1990 el
quinto lugar en cuanto a morbilidad'. Tomando en consideracion los
pobres estandares higiénicos en cuanto a la obtencion, manejo,
procesamiento y distribucion de los productos derivados de carne
tanto porcina como equina, que se practican en Meéxico, este
problema podria ir en aumento.

Los esfuerzos en el control de infecciones por parasitos helmintos
se basan principalmente en el tratamiento con antiparasitarios. Los
agentes terapéuticos con los que se cuenta en la
actualidad incluyen a los derivados  bencimidazolicos
( albendazol, mebendazol, oxfendazol, triclabendazol, entre otros ),
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tetrahidropirimidinas ( pyrantel y morantel ), imidazotiazoles
( levamisol ), lactonas macrociclicas ( ivermectina y moxidectina ) y
praziquantel; estos farmacos atacan tanto parasitosis intestinales
como sistémicas® '*

En el caso de la triquinelosis, la terapia antiparasitaria que se utiliza
en su control estd basada en los derivados bencimidazélicos como
mebendazol, albendazol, oxfendazol, entre otros®. De éstos, el que
presenta mayor actividad a nivel intestinal es el albendazol, pero a
nivel sistémico ninguno de estos compuestos es realmente eficaz,
puesto que para alcanzar niveles plasmaticos adecuados se
necesitan tratamientos muy prolongados®. Lo anterior es debido
principalmente a la poca absorcién intestinal que tienen los
derivados bencimidazélicos ( solo se absorbe aproximadamente un
5% de una dosis de albendazol administrada por via oral ). La
insolubilidad de estos compuestos es una caracteristica negativa
que limita su "»so a tratamientos largos y costosos y en
consecuencia poco efectivos.

En cuanto al mecanismo de accion de los derivados
bencimidazélicos se tiene conocimiento de que éstos inhiben la
polimerizacién de la tubulina para la formacion de microtubulos, lo
que desencadena una serie de eventos bioquimicos que traen como
consecuencia la muerte del parasito, este es el mecanismo principal
para explicar su actividad antihelmintica: .

Un aspecto de interés en el control de la triquinelosis, es la
creciente aparicion de parasitos resistentes a los derivados
bencimidazolicos' ' %% 4% %3 Enes y Coles ( 1990 ) demostraron en
el nematodo Caenorhabditis elegans una mutacion en la subunidad-
B de fa tubulina, que conferia resistencia a dicho parasito al efecto
de mebendazol, albendazol, parbendazol y cambendazol’®.
Estudios moleculares realizados por Kwa y cols. ( 1994 ), usando
técnicas de PCR, demostraron en el nematodo Haemonchus
contortus una correlacion total entre la resistencia a los derivados
bencimidazoélicos con el reemplazo de un aminoacido ( fenilalanina
por tirosina ) en la posicién 200 de la B-tubulina®®. Resultados
similares fueron reportados por Elard y Humbert ( 1999 ) en el
helminto Teladorsagia circumcinta'®. Considerando lo anterior, es
de vital importancia el disefio, sintesis y evaluacién de nuevos
compuestos con actividad antiparasitaria. Con esta finalidad, se ha
escogido la molécula del bencimidazol, como fuente generadora de
nuevos farmacaos, por ser un heterociclo muy versatil, susceptible de
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un sin numero de modificaciones quimicas, que dan como resultado
una gran variedad de compuestos con diferentes caracteristicas en
cuanto a su comportamiento farmacocinético y farmacodinamico,
asi como su actividad bioldgica.

En el disefio y sintesis de nuevos compuestos hay que considerar
una caracteristica relevante como lo es la solubilidad: compuestos
mas solubles tendran una mejor absorcion a nivel intestinal y asi
tener efectividad a nivel sistémico, aumentando los niveles
plasmaticos y en consecuencia requiriéndose la administracion de
dosis bajas y por periodos mas cortos. Con lo anterior, se
combatiria de manera mas eficiente parasitosis sistémicas y en et
caso de la triquinelosis la fase de larva muscular.

El paso siguiente a la sintesis de nuevos compuestos es la
evaluacion de su actividad biolégica * in vitro “, que funciona como
un primer paso en el tamizaje. Sin embargo, la evaluacion de la
actividad antiparasitaria “ in vitro " no permite determinar la
permeabilidad de estos nuevos compuestos, que en el caso de
infecciones sistémicas es una de las principales limitantes en su
biodisponibilidad y por consiguiente en su eficacia antiparasitaria,
siendo necesario evaluar la actividad * in vivo " de los compuestos
de interés seleccionados " in vitro “.

Una vez que se evallGa la actividad antiparasitaria de los nuevos
compuestos, se pueden realizar estudios relacionados con la
estructura-actividad de una molécula determinada, dando la pauta
en la sintesis de otras moleculas con mayor actividad
antiparasitaria.

TESIS CON
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2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1 TAXONOMIA DEL GENERO Trichinella

El género Trichinella, conformado por parasitos helmintos, infecta a
un buen numero de especies animales tanto carnivoros como
herbivoros e inclusive al humano. La clasificacion taxonémica de
este parasito es la siguiente:

Reino Animal

Superphylum J/Aschelminthes |

Phylum Nematoda
Clase Adenoforea
Orden Enoplida
Género mmella

Tomado de Beaver (1986)".

En funcion de la comparacion de patrones isoenzimaticos,
secuencias de DNA repetitivo y algunas caracteristicas biolégicas
que incluyen; numero de larvas recién nacidas por hembra, tiempo
de formacion de la célula nodriza, indice de capacidad reproductiva
en ratones 3//0 pollos y resistencia de la larva muscular a la
congelacion®® 3% * diferentes aislados de Trichinella han sido
clasificados en 7 especies y 3 genotipos ( Tabla 1 ). Todas estas
especies son potencialmente capaces de infectar al ser humano,
aunque la mayoria de los casos de triquinelosis en humanos son
causados por T. spiralis.
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Tabla 1. Especies y genotipos del género Trichinella y su distribucion

geografica

Especie o genotipo Distribucién geografica

T. spiralis Cosmopolita

T. nativa Regiones articas y subarticas

T. britovi Areas templadas de la region paleartica
T. murrelli Estados Unidos

T. nelsoni Africa del sur

T. pseudospiralis Cosmopolita

T. papuae Papua Nueva Guinea
Trichinella T6 Sur de Canada, Norte de Estados Unidos
Trichinella T8 Sur de Africa y Namibia
Trichinella T9 R Japén

Tomada y modificada de Murrell y Pozio { 2000 )”.

2.2 CICLO BIOLOGICO DE T. spiralis

El n'ematodo T. spiralis es un parasito intracelular que lleva acabo
todos sus estadios de desarrollo en un solo hospedero'.

El ciclo de vida de este parasito ( Figura 1 ) presenta dos fases:
una fase entérica, donde el parasito pasa por cuatro estadios
larvarios y el adulto; y la fase parenteral, que incluye la larva recién
nacida ( LRN ) y la larva muscular (LM o L, ).

Durante la fase entérica, el huésped potencial adquiere la
triquinelosis al ingerir carne de cerdo, caballo, animales silvestres,
infectada con fa larva muscular enquistada L,. En el estémago las
larvas son liberadas migrando e invadiendo el epitelio columnar y la
ldamina propia del intestino delgado, preferentemente en
duodeno®'%2,

Treinta horas después de la infeccion, larva Ly pasa por cuatro
mudas que se llevan acabo durante este tiempo y sufre una
morfogénesis extensa hasta desarrollar al estado adulto en donde
ya existe diferenciaciobn de sexos. La copula se efectua
presumiblemente entre las 37-40 h posteriores a la infeccién.
Después, los machos mueren y son expulsados; las hembras

7 TESIS CON
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aumentan de tamaro penetrando mas profundamente la mucosa
intestinal, llegando incluso a peritoneo y a los ganglios linfaticos
mesentéricos. La embriogénesis dura alrededor de 90 h, ya que las
larvas recién nacidas en el caso de 7. spiralis, son liberadas hasta
el quinto dia después de la infeccion.

Figura 1. Ciclo biologico de T. spiralis.

TRICHINELLA SPIRALIS

fHvA RECIEN NACIDA
SPEULA TN aTIMA
SANHUINEQ

s Lawva ENGots-ana |
LATA PECEN NADIA EHMUSCULY ESTHIATD |
PASA K TRAVES CF. r
SSTEMA LINRETXC {

-
4 E,
LN '
Ay — T
,—-L G WIFESTAGA NGERY
- il
- soWARE
7 ZERNOR
- ANMALEN S IVLSTRES

LAV 1t HENETRA FOIFL D
BEL IRTESTIND ¥ WMALHIHA A
nou_"n

Tomado de Yépez y Ortega ( 1994 ),

Durante la fase parenteral, las larvas recién nacidas se introducen
en la lamina propia del intestino y entran a la circulacion arteiial via
conducto toracico, pasan por el corazon y los pulmones hasta llegar
a invadir células del masculo esquelético y desarrollandose a larva
muscular. Los musculos que principalmente invade son diafragma,
laringe, lengua, intercostales, biceps y pectorales. LM induce en la
célula muscular cambios que culminan en una nueva unidad
hospedera llamada célula nodriza, cuyas funciones se han

moldeado para proveer al parasito con nutrientes y exportar
desechos.

TESIS CON
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Cada célula nodriza tiene un plexo de vénulas, que ayudan al
transporte de dichas sustancias, la transformacion de la célula
muscular a célula nodriza involucra la reubicacion de todos los
componentes musculares especificos con espirales de membranas
lisas y agregados de mitocondrias parcialmente disfuncionales,
formacion de varios nucleos, hipertrofia del glicocalix en un
revestimiento externo de colagena y angiogénesis''. El complejo L;-
célula nodriza puede permanecer estable durante toda la vida del
hospedero y no calcificarse; sin embargo, este proceso puede
ocurrir a partir de diferentes tiempos de la infeccion, dependiendo
de la especie del hospedero. El ciclo se inicia nuevamente cuando
la larva L, es transmitida a través del consumo de carne a otro
hospedero de la misma especie o de otra diferente.

2.3 CUADRO CLINICO DE LA TRIQUINELOSIS

Las manifestaciones clinicas que se presentan al adquirir una
infeccion por T. spiralis son sumamente variadas y no siguen un
patron definido como en otros padecimientos causados por
helmintos. Una de las principales causas de esta variabilidad es el
hecho de que el cuadro clinico que presenta el paciente es
dependiente de la carga parasitaria con que se infecta®®,

En la Tabla 2 se presentan algunos signos clinicos relacionados
con la fase de desarrollo del parasito.

Una de las manifestaciones mas graves de la triquinelosis es la
miocarditis, que no es provocada por la invasion directa de la larva
en el musculo cardiaco, sino por la respuesta inmune inflamatoria
que provoca la larva recién nacida durante su transporte a través
del torrente sanguineo. La muerte por esta causa suele presentarse
entre la cuarta y octava semanas de evolucion de la enfermedad, en
esta fase el paciente puede sufrir encefalitis y meningitis®®.
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Tabla 2. Fases biologicas progresivas del desarrollo de Trichinella spiralis y los
correspondientes cuadros clinicos

E o - —

Las larvas ingeridas se des- Sintomas gastrointestinales
enquistan y penetran en el 2-4 horas { dolor abdominal, nauseas.
epitelio intestinal. diarrea, espasmos abdomi-
nales y vomito ).
Los gusanos copulan y ma- 30 horas
duran.
Las hembras depositan las
larvas recién nacidas que 6 dias Edema de cara y fiebre
invaden musculo esquelético.
7 dias .
Invasion maxima de la fibra 10 dlas Fiebre maxima (4041 C)
muscular.
. 11 dias Miositis y dolores “reumaticos”

Disminucién de la larvipo- 14 dias Eosinofilia y anticuerpos circu-
sicion. lantes.
Larvas en los musculos to- 17 dias
taimente diferenciadas.

20 dlas Eosinofilia en su maximo.
Encapsulacién precoz. 21 dias Miocarditis o encefalitis.
Intestinos practicamente li-
bres de formas aduitas. 23 dias

26 dias Sintomas respiratorios.
Encapsulacion practica-
mente completa.

1mes

2 meses Desaparece la fiebre.
Vida maxima de los 3 meses Gran probabilidad de muerte
gusanos en el intestino. por miocarditis o encefalitis.
Puede empezar la cal- 6 meses Convalecencia lenta.
cificacion de la célula

nodriza
8 meses Desaparecen los sintomas

neuroldgicos y la miocarditis.
La calcificacién de la
célula nodriza puede 1&i0
ser completa.

Las larvas pueden seguir
siendo viables dentro de 6 afios.
las capsulas calcificadas.

Tomada de Beaver ( 1986 )®.
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El cuadro clinico descrito anteriormente estd sujeto a muchas
modificaciones en el comienzo y evolucién de la enfermedad,
ademas de que en la mayoria de las infecciones leves no existe una
sintomatologia caracteristica y la fase temprana de ta enfermedad
puede confundirse con padecimientos gastrointestinales®,

2.4 EPIDEMIOLOGIA

El género Trichinella esta ampliamente distribuido alrededor del
mundo, en un gran nimero de animales carnivoros que funcionan
como huéspedes incidentales ( ej. zorro, jabali, oso polar,
mapache, etc. ), inclusive en humanos™.

La principal fuente de contagio en humanos es el consumo de carne
porcina o equina de animales infectados con T. spiralis. Estos
animales se infectan ya sea por consumo de desechos de comida
infectados con la LM del parasito, por la ingesta de ratas infectadas
e inclusive por la mordedura entre ellos mismos'.

En México, los primeros reportes de triquinelosis en humanos
fueron hechas por Olvera ( 1896 ) estudiando 12 cadaveres en los
que no fue diagnosticada la enfermedad®*'.

Entre 1952-1997, aproximadamente 758 casos de triquinelosis
humana fueron reportados oficialmente en México*', en la mayoria
de los casos, las epidemias ocurrieron por el consumo de carne
porcina mal cocinada. Los principales estados en que ocurrieron
epidemias documentadas oficialmente son: Zacatecas, Estado de
México, Durango, Sonora, Chihuahua, Jalisco, Michoacan y en
Distrito Federal ( Figura 2 ).

En el periodo correspondiente entre 1991-1995, en Europa fueron
oficialmente reportados 282 casos en humanos en 7 epidemias
diferentes®. E! numero de pacientes que fallecieron fue muy bajo en
comparacién con el nimero de individuos que mostraron sintomas
clinicos de la enfermedad.
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Figura 2. Estados de la Republica Mexicana en los cuales se han reportado
brotes de triquinelosis humana.

Fig. 2. Estados de alta incidencia (@ ) incluyen: Durango (1), Zacatecas (2), Estado
de México (3), Ciudad de México (4); estados de mediana incidencia ( ) incluyen:
Chihuahua (5), Jalisco (6). Michoacan (7); estados con baja incidencia (3 ) incluyen:
Aguascalientes (8), Sonora (9), Hidalgo (10), Querétaro (11), Guerrero (12),
Guanajuato (13), Veracruz (14) y Nuevo Ledn (15). Tomado de Ortega y cols. (2000)*".

En Meéxico el consumo de carne de cerdo es generalizado, las
condiciones de crianza y sacrifico de este animal en rastros
clandestinos son deficientes y en condiciones insalubres, razon por
la cual es probable que la enfermedad vaya en aumento, ademas
de que es posible que la transmisidén se produzca por la ingesta de
otras especies de mamiferos ( como el caballo ). Es necesario
realizar estudios epidemioldgicos en nuestro pais que permitan
mejorar el conocimiento de la distribucion geografica del género
Trichinella en México, asi como su prevalencia actual.
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2.5 DIAGNOSTICO

Considerando que los pacientes con sintomas presuntivos de
triquinelosis tienen como constante el antecedente de consumo de
came de cerdo ylo caballo mal cocinada, es necesario que se
apliquen estrategias diagndsticas que permitan detectar de manera
mas confiable y especifica si los animales utilizados para el
consumo humano estan infectados con T. spiralis®®.

Durante la fase intestinal de la infeccion, rara vez es posible aislar
los parasitos adultos o las larvas musculares en las heces durante
la fase diarreica de la enfermedad, ni de fluidos biolégicos como
sangre, liquido cefalorraquideo o leche, durante la fase de
migracion®.

Sin embargo cuando las larvas musculares se encuentran
enquistadas, el diagnostico puede establecerse mediante la
demostracion del parasito en pequenas muestras de musculo
estriado. En 1959, Prost demostré la presencia de la larva muscular
de T. spiralis en muestras obtenidas de los musculos deltoides,
biceps, gemelos y pectorales que eran comprimidos entre 2
portaobjetos y posteriormente se observaban al microscopio, esta
técnica fue denominada triquinoscopia > %°,

Sin embargo, este método tiene un uso limitado, ya que se pueden
pasar por alto hasta un 25% de los animales positivos con cargas
parasitarias bajas.

Los paises europeos, suelen utilizar como método diagnostico en
los rastros porcinos y/o equinos la digestion artificial de una biopsia
de musculo obtenido de diafragma o lengua de los animales a
examinar empieando pepsina/HCI al 1%. Este método es mucho
mas sensible que la triquinoscopia y ?ermite la deteccion de
infecciones con una carga parasitaria baja®.

En la actualidad, una alternativa que se emplea en el diagnostico de
la triquinelosis es el uso de métodos serologicos para la deteccion
en suero u otro fluido biolégico de anticuerpos o antigenos
especificos de T. spiralis, sin la necesidad de aislar al parasito. Uno
de los métodos mas conocidos es el ensayo de ELISA, que es
sumamente sensible para la deteccion tanto de anticuerpos como

de antigenos®®.
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A partir de que en 1975 se demostrd la utilidad practica del ELISA,
su sensibilidad y especificidad han sido numerosamente estudiadas.
Su eficacia con respecto a otros meétodos empleados
rutinariamente como la triquinoscopia y la digestion artificial ha sido
comparada, inclusive contra otros métodos serologicos como
inmunofluorescencia, contrainmunoelectroforesis y fijacion de
complemento®.

La tecnica de ELISA tiene una alta sensibilidad para la deteccion de
cerdos infectados con T. spiralis, sin embargo la especificidad
alcanzada no es del todo satisfactoria. Cuando se utiliza un extracto
total de la larva muscular del parasito con la finalidad de rastrear
anticuerpos en suero, el hecho de no usar un antigeno purificado
reduce la posibilidad de detectar niveles bajos de anticuerpos
especificos, ademas de provocar un nimero considerable de falsos
positivos. Por lo que, se han utilizado antigenos de superficie y
an'‘genos de secrecion-excrecién purificados con anticuerros
monoclonales, obteniéndose incrementos tanto en la sensibilidad
como en la especificidad®®.

Estudios inmunolégicos han demostrado la existencia de un epitopo
muy inmunogénico en estas moléculas, el carbohidrato tivelosa, un
azlcar especifico del género Trichinella, ya que ningiun otro
helminto lo presenta. En base a esto, se ha sugerido su uso para el
diagnostico de la triquinelosis en cerdos, sin embargo este azucar
también esta presente en la pared celular de bacterias como
Escherichia coli y Salmonella typhi, las cuales estan involucradas
frecuentemente en infecciones porcinas, razén por la cual ésta
latente la posibilidad de encontrar reacciones cruzadas®.

Por dltimo, un nuevo enfoque que se ha buscado es la utilizacion de
la técnica de amplificacion de DNA ( PCR ) del parasito, usando
oligonucledtidos complementarios a una secuencia repetida de DNA
de 1700 pares de bases de T. spiralis, detectandose
especificamente infecciones por este parasito’.
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2.6 TRATAMIENTO

Los principales farmacos utilizados para tratar de combatir la
infeccidn causada por el nematodo T. spiralis son en su mayoria
derivados bencimidazolicos®.

El primer farmaco utilizado para erradicar la triquinelosis a nivel
intestinal con resultados alentadores fue el tiabendazol, sintetizado
por los laboratorios Merck Sharp y Dohme a mediados de 1960% 48,
Desafortunadamente este bencimidazol provocaba reacciones
colaterales indeseables, entre ellas, anorexia, vértigo, diarrea,
hipoglucemia, bradicardia e hipotension. Ademas, el hecho de que
el tiabendazol tiene descubiertas las posiciones 5 y 6 del anilio
bencimidazolico, incrementa su metabolismo de primer paso, razon
por la cual su tiempo de vida media era de 11 minutos en ratas. Por
tales motivos, el tiabendazol tuvo un uso limitado®®,

Con la introduccion de este farmaco se inicié una nueva generacion
de antiparasitarios, con lo cual se estimulo la investigacion y
sintesis en varias partes del mundo de diferentes derivados
bencimidazélicos, hasta que los laboratorios Janssen lanzaron al
mercado el mebendazol, un nuevo farmaco ampliamente usado y
que tuvo un enorme impacto en el tratamiento de infecciones
intestinales causadas por helmintos®. Sin embargo, indudablemente
con el descubrimiento del albendazo! en 1979 por los laboratorios
Smith-Kline-French, se encontré6 al mas efectivo agente
antihelmintico, de mayor espectro de accion y sobre todo, que
combate con mayor eficacia las infecciones sistémicas causadas
por helmintos, entre ellos T. spiralis®'.

McCracken en 1978 demostré en un estudio comparativo entre
albendazol y mebendazol contra 7. spiralis en ratones, que la
eficacia de ambos compuestos es directamente proporcional a la
dosis administrada, ademas encontré que el albendazol era mas
activo que el mebendazol contra la fase adulta, mientras que el
mebendazo! fue mas activo que el albendazol contra la larva
migratoria ( a una dosis de 50 mg/kg de peso ). Este mismo estudio
reveld, que para el tratamiento de la fase enteral es fundamental el
momento en que se administra el farmaco; utilizando las mismas
dosis pero a diferentes tiempos ( 2 hrs y 72 hrs post-infeccion
respectivamente ), la eficacia practicamente se duplica ( 100%
contra 45-56% ) para ambos compuestos®,
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Por otra parte, McCracken y cols. ( 1982 ) utilizaron diferentes
formas de dosificacion del mebendazol sobre la fase enteral de la
triquinelosis en ratones y obtuvieron resultados interesantes®. Una
dosis Unica de 150 mg/Kg de peso de mebendazol administrada al
tercer dia post-infeccion o dividida en tres dosis diarias de 50 mg/Kg
peso entre los dias 3-5 post-infeccion, redujo la carga parasitaria en
un 78% y 62% respectivamente.

De igual forma, cuando se comparé el efecto producido por 15
mg/Kg de peso de mebendazol sobre la fase adulta de T. spiralis
dosificados al tercer dia post-infeccién, administrandose 3 dosis de
5 mg/Kg de peso o 2 dosis de 7.5 mg/Kg de peso cada 8 horas
respectivamente, se observo una eficacia terapéutica del 8% de
reduccion de la carga parasitaria con el primer método y un 51%
con el segundo método.

Grzywinski y Karmanska ( 1990 ) mostraron en ratones la eficacia
del luxabendazol sobre las diferentes fases de la triquinelosis'®.
Administrando una dosis diaria de 20 mg/Kg de peso de dicho
farmaco entre los dias 5-9 post-infeccién se obtuvo un 100% de
reduccion de los parasitos adultos. La misma dosis administrada
diariamente entre los dias 10-14 post-infeccion elimind el 98.9% de
las larvas recién nacidas y entre los dias 35-39% post-infeccion
redujo 99.9% la cantidad de larvas musculares del parasito.

Loépez-Garcia y cols. ( 1997 ) demostraron en ratones la mayor
eficacia terapéutica del albendazol ( 94.7% ) sobre su derivado
sulféxido, ricobendazol ( 65.5 ) contra la fase larva muscular de T.
spiralis®.

Con estos estudios se pone de manifiesto la importancia del
régimen de dosificacion del farmaco.

Como se puede observar, los resultados obtenidos en animales son
muy alentadores para algunos derivados bencimidazélicos, sin
embargo en el caso de otros farmacos antiparasitarios clasicos
como ivermectina y algunas otras avermectinas®, sobre la fase
muscular del parasito, han tenido resultados negativos.

Actualmente, los farmacos usados para combatir la fase enteral y
parenteral de la triquinelosis en humanos incluyen al mebendazol
( 5 mg/Kg/dia durante 7 dias ) , una combinacion de tiabendazol y
flubendazol, asi como albendazol que es el farmaco de eleccién por
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ser menos téxico, mas barato y con una actividad similar a la del
mebendazol® 2!

Una de las alternativas que se ha buscado para mejorar la
biodisponibilidad del albendazol, es en funcién de su reformulacion.

Asi, Lopez Garcia y cols. ( 1993 ) demostraron una mayor eficacia
del albendazol sobre |la fase larva muscular de T. spiralis al emplear
una solucién liquida de etoxidiglicol”®

Penicaut y cols. ( 1981 ) determinaron el perfil farmacocinético del
albendazol tanto en ratas como en humanos. Estos autores
encontraron que dicho farmaco se elimina principalmente en orina
(87 % ) y heces ( 13 %). Otro dato revelador en este estudio es el
hecho de que el 97% del farmaco es eliminado como sulféxido o
sulfona de albendazol durante las primeras 24 h posteriores a la
administracion de albendazoi por via oral en ratas Wistar. Con
respecto a su distribucion, se encontré que el nivel plasmatico
maximo se alcanzd a las 3 h posteriores a la administracion del
farmaco, aunque cabe resaltar que este valor maximo soélo
constituye un 5% de la dosis total administrada (10 mg/Kg de peso)
en ratas, disminuyendo rapidamente para practicamente
desaparecer entre las 12-18 h. En humanos sigue un patréon de
distribucion similar ya que el nivel plasmatlco maxumo se encontrd a
las 3 h con un tiempo de vida media de 8.5 h*?

2.7 MECANISMO DE ACCION DE LOS COMPUESTOS
BENCIMIDAZOLICOS

El mecanismo de accion de los bencimidazoles ha sido revisado
ampliamente, ain cuando no se conoce con precision el mecanismo
exacto de todos los bencimidazoles, actualmente se reconoce que
los bencimidazoles pueden ejercer su efecto antihelmintico al inhibir
el complejo enzimatico succinato deshidrogenasa-fumarato
reductasa, la incorporacién de glucosa por parte del parasito y/o
inhibiendo la polimerizacién de la tubulma para formar microtibulos
e inhibiendo la fosforilacion oxidativa 7 282

17 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Gonzailez A. Jose Determinacion de ia actividad...

De estos mecanismos propuestos, el mas revisado es el que implica
la inhibicion de la polimerizacion de la tubulina para la formacion de
microtubulos. Actualmente se sabe que los bencimidazoles se unen
irreversiblemente a la subunidad-f de la tubulina, lo cual trae como
resultado que no se puedan ensamblar mas subunidades y que no
se lleve acabo la polimerizacidon con la subunidad-«, lo cual evita la
formacion de los microtubulos, indispensables para el transporte y
desecho de nutrientes en el parasito®” 24,

Estudios realizados recientemente han demostrado que el
mebendazol, uno de los mas representativos e importantes
compuestos bencimidazodlicos, se une con mucha mayor afinidad a
la subunidad-a de la tubulina que a la subunidad-f, antes de Ila
polimerizacion de ambas subunidades, después de que se lleva
acabo la polimerizacion, se incrementa la afinidad del mebendazol a
la tubulina, esto probablemente por la formacion de nuevos
recuptores originados por la unién de « y f tubulina®.

Para que exista un adecuado acoplamiento al sitio de union con la
tubulina, en la estructura quimica de los derivados bencimidazolicos
es obligatoria la presencia de un atomo de hidrogeno en posicion 1
del anillo bencimidazolico® y un grupo carbamato de metilo en
posicion 2%,

Por otra parte, se sugiere ( McCraken y Lipkowitz, 1990; McCraken
y Stillwell, 1991 ) que uno de los posibles mecanismos implicados
para una oOptima actividad biologica de los compuestos
bencimidazoélicos, es su capacidad para actuar como
desacopladores de la fosforilacion oxidativa, disipando el gradiente
de protones que se genera normalmente en la membrana
mitocondrial , con este fenémeno se vuelve permeable la membrana
mitocondrial a los protones ( en condiciones normales noloes ) y
con esto se interrumpe el proceso de fosforilacion oxidativa® ¥, Se
tienen datos de la capacidad desacopladora del grupo trifluorometilo
( McCraken y Stiliwell, 1991 ) en posicion 2 del anillo
bencimidazolico, por lo que el desacoplar la fosforilacion oxidativa
trae como resultado una disminucion en la sintesis de ATP,
privando con esto a la célula de su principal fuente energética,
llevando al parasito a un estado de paralisis e inclusive a la
muerte®’.
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2.8 RELACION ESTRUCTURA QUIMICA-ACTIVIDAD
BIOLOGICA DE COMPUESTOS DERIVADOS DEL
BENCIMIDAZOL

Para el estudio de la relacion estructura-actividad de los
bencimidazoles, es necesario por principio de cuentas, conocer los
sitios susceptibles de modificaciones quimicas ( Figura 3 ) en dicha
molécuia.

F E D C B
R21-X N
| H—-Nt-COR,
TR
A

Figura 3. Estructura desglosada del anillo bencimidazoélico ( Tomada de
Sharma, 1994 )*7.

Ahora bien, para la posicion A, el sustituyente R puede ser H, CH3,
COR, ( CHz )iR, etc, aunque la actividad éptima se obtiene con la
presencia del atomo de hidroégeno, lo cual favorece la unién de los
compuestos bencimidazélicos al sitio de acciéon en la tubulina. Por
otra parte, se ha demostrado que la presencia del grupo metilo
(-CHj ) en esta posicién reduce la capacidad para desacoplar la
fosforilacion oxidativa a nivel mitocondrial, lo cual trae como
resultado una menor actividad 3% 7.
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La posicion B es crucial para la actividad biol6gica de los derivados
bencimidazolicos, salvo el tiabendazol y el triclabendazol que
presentan el grupo tiazoil y metiitio respectivamente, los deméas
compuestos con actividad antihelmintica comprobada presentan el
grupo metoxicarbonilamino ( -NHCOOCH; ), indispensable para la
inhibicion de la polimerizacion tubulina-microtubulos®. La actividad
obtenida puede ser de moderada a buena, con los derivados
acllicos ( Ri= metil o etil ) y ureas ( Ry=NRR' ). También se han
probado otro tipo de atomos directamente unidos al anillo
imidazolico del bencimidazol, entre estos se encuentran: -SH, -SR, -
OR, etc, aunque el resultado es poco alentador, pues ninguno de
los compuestos evaluados ha logrado alcanzar la actividad biolégica
de los compuestos ya existentes.

La posicion C, que implica la presencia del grupo guanidino
( Figura 3 ), practicamente se mantiene constante, ya que el
reemplazo de alguno de los atomos de nitrogeo, ya sea por
oxigeno, azufre o carbono disminuye la actividad, aunque no se
sabe con claridad la razén de esto.

La posicion D generalmente se mantiene también constante, ya que
la insercion de un atomo de nitrégeno en el anillo bencénico da
como resultado una pobre actividad antihelmintica.

Por ultimo, las posiciones E y F estan implicadas en la selectividad
contra helmintos intestinales y sistémicos, ademas de influir en el
perfil farmacocinético de los compuestos bencimidazolicos. En la
posicién E, los grupos que favorecen mas la actividad biologica son:
0, S, 80O, SO, 0S0O, CO, CONH, NHCO y CH,. En la posicién F se
encuentran normaimente alquilos, cicloalquilos, alquenos, arilos y
heteroarilos*®.

Al respecto, Lacey y Watson { 1985 ) demostraron la irfluencia de
diferentes sustituyentes en la posicion 5 yio 6 (E y/o F de la figura 3)
del anillo bencimidazélico en una serie de 2-( carbamato de metil )-
bencimidazoles sobre la polimerizacidon de tubulina obtenida de
cerebro de oveja®®. Los resultados obtenidos muestran que si el
sustituyente es de naturaleza polar, la actividad de dichos
compuestos disminuye ( ej. grupos nitro, hidroxilo o amino ).
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Por otra parte, la presencia de un haldégeno grande ( Cl o Br )
incrementan la capacidad para inhibir la polimerizacion de tubulina,
mientras que el halégeno mas pequefio ( F ) disminuye dicha
actividad. El tamarfio del sustituyente también tiene influencia sobre
la actividad de estos compuestos, se analizaron 2 series de
compuestos con una cadena de atomos de carbono con longitud
variable. La primera fue del grupo metoxi ( 1 carbono ) al octiloxi
( 8 carbonos ), en esta serie se encontréo que la actividad se
incrementa conforme aumenta el tamano de la cadena, aunque €l
cambio mas notable se obtiene del metoxi al propoxi ( 3 carbonos ),
a partir de este grupo y hasta el octiloxi el incremento es minimo. La
segunda serie fue del grupo metil ( 1 carbono ) al butil ( 4 carbonos),
el comportamiento fue similar ya que la actividad se incremento del
grupo metil al propil ( 3 carbonos ) mientras que con el grupo butil la
actividad disminuydo. La explicacién propuesta para este
comportamiento se basa en la hidrofobicidad de estos compuestos,
ya que existe una correlacién Jde tipo no lineal sino parabélico entre
este parametro y la capacidad para inhibir la polimerizaciéon de
tubulina, es decir que existe un valor limitante en el punto maximo
de la parabola, por lo que al alejarse de este punto ( en ambas
direcciones ) la actividad disminuye.

Ademas, las posiciones E y F estan directamente relacionadas con
el metabolismo de los compuestos bencimidazdlicos.

En un estudio realizado por Hennessy (1991) con cuatro
compuestos bencimidazdlicos' (albendazol, fenbendazol,
triclabendazol y oxfendazol), se demostrd que cuando en la posicion
F se encuentra una cadena alifatica ( como en el caso del
albendazol ), la posicibn E es susceptible de sufrir una pronta
oxidacion, con la formacion de metabolitos mas polares y por
consecuencia mas solubles, que son transportados con mayor
facilidad en el plasma. De hecho atora también se sabe que dichos
metabolitos mantienen cierta actividad biolégica, aunque dicha
actividad es menor que la mostrada por el compuesto que
inicialmente se administra®"®,

Por lo contrario, cuando en la posiciéon F se encuentra un grupo
aromatico o voluminoso ( como en el caso del fenbendazol y
oxfendazol ), la posicion E esta mas protegida y se ve disminuida su
oxidacion, lo cual trae como resultado una mayor vida media del
farmaco pero un menor transporte en plasma y por lo tanto, menor
actividad sistémica'®,
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Por otra parte, estos compuestos evaluados sufren un gran
metabolismo de primer paso en el higado, con la formacion de
metabolitos hidroxilados, mas solubles que el compuesto original,
las posiciones que sufren tal efecto son: la cadena alifatica o
aromatica ( posiciones E y F de la figura 3 ) y la posicion 4 del anillo
benceénico.

Posteriormente estos metabolitos hidroxilados sufren un
metabolismo de segunda fase, via conjugacidon con acido
glucuronico, sulfatos o glutation, para ser eliminados posteriormente
a través de la orina y la bilis'®.

Este mecanismo permite una rapida destoxificacion del organismo,
lo que no permite alcanzar concentraciones plasmaticas adecuadas
de dichos compuestos y por lo tanto su eficacia terapéutica a nivel
sistémico es limitada, ya que se requieren altas dosis y tratamientos
prolongados para sostener las concentraciones necesarias y asi
obtener resultados satisfactorios.

De manera interesante, Solana y cols. ( 2001 ) realizaron un estudio
comparativo del metabolismo del albendazol por diferentes
parasitos helmintos; Fasciola hepatica ( trematodo ), Moniezia
expansa ( cestodo ) y Ascaris suum ( nematodo )*. Los resultados
obtenidos mostraron que la actividad suifoxidativa de los parasitos a
nivel hepatico se divide en 2 vias: microsdmica ( via citocromo
P-450 ) y citosolica (via sistema enzimatico Flavin Mono-Oxigensa).
La mayor actividad se observo en la via microsdmica para los 3
parasitos, aunque con una diferencia significativamente mayor en el
metabolismo del trematodo con respecto del cestodo y nematodo.
Este comportamiento, explica la menor susceptibilidad de F.
hepadtica con respecto a M. expansa y A. suum al tratamiento con
albendazol ya que metaboliza mas rapida e intensamente dicho
compuesto a su metabolito suiféxido, que es menos activo que el
albendazol, razén por la cual son necesarias dosis elevadas por
tiempos prolongados para erradicar a la duela hepatica. Este trabajo
reveld también, que este mecanismo sulfoxidativo no es enantio-
selectivo, es decir que al metabolizarse el albendazol se obtiene
una mezcia racémica constituida por aproximadamente 50% de (-)-
sulféxido de albendazol y 50% del (+)-suiféxido de albendazol®.
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Otro estudio que contribuye a entender el modo de accion
antihelmintica de los derivados bencimidazdlicos es el realizado por
Alvarez y cols. {( 2001 ). Los autores realizaron un estudio
comparativo de la difusion * ex vivo “ del albendazol y su metabolito
sulfoxido en dos diferentes parasitos: Ascaris suum y Fasciola
hepética®. Los resultados muestran que el albendazol tuvo una
mayor difusion que su metabolito sulfoxido en ambos parasitos, sin
embargo, el valor maximo de difusion para el trematodo fue un poco
mas del doble que el obtenido para el nematodo. Lo anterior puede
deberse a la diferencia de lipofilicidad, ya que un farmaco como el
albendazol puede tener una mayor captacion a través de la
superficie externa de los parasitos ( llamada cuticula en nematodos
y tegumento en trematodos y cestodos ) que su metabolito sulféxido
que es mas hidrofilico. Por otra parte, la complejidad de la
estructura cuticular con respecto al tegumento puede explicar la
menor difusién observada en A. suum con respecto a F. hepatica.
Las grandes regiones lipidicas de la cuticula representan una
barrera determinante para la velocidad de transporte pasivo.
Aunado a esto, la mayor superficie de contacto del trematodo con
respecto al nematodo favorece el proceso de transporte pasivo, con
lo cual se complementa la explicacién de los resultados obtenidos?.

McCraken y Lipkowitz ( 1990 ) realizaron una descripcion quimica
de cinco derivados bencimidazolicos; sulféxido de albendazol,
oxfendazol, oxibendazol, cambendazol y triclabendazol ( Tabla 3 ).
De los parametros calculados, dos presentan una estrecha
correlacion con su actividad “ in vivo “ sobre el parasito
Hymenolepis diminuta. Por principio de cuentas, un farmaco con un
elevado porcentaje de superficie polar accesible a un disolvente,
sera mas soluble en disolventes polares como el agua y sera
transportado mas facilmente al sitio donde ejerce su accion, de tal
forma que la actividad de un farmaco se incrementa de manera no
lineal con el incremento del porcentaje de superficie polar. La
segunda relacion es entre el momento dipolar y la actividad. Este
parametro probablemente afecta las propiedades de transporte dei
farmaco, especialmente a través de un medio hidrofobico en el cual
el farmaco no es muy soluble. De tal forma, moléculas con
momento dipolar alto serdn mas solubles en disolventes polares,
pero lo mas importante es que se generaran interacciones dipolo-
dipolo que favorecen el reconocimiento y la union con su sitio
activo®.
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Tabla 3. Descripcion molecular de sulféxido de ABZ, OXF, OBZ,CBZ y TBZ.'

Calor de Momento Potencial HOMO LUMO  Area polar
Molécula formacién dipolar de ionizacién (Kcal/mol) (Kcal/mol) (A%)
{Kcal) (Debye) (Kcal/mol)

Sulféxido ABZ 14.8 6.20 8.99 -8.99 -0.45 101.5
OXF 65.4 6.09 9.0t -9.01 -0.38 104.7
oBz -58.0 2.62 8.51 -8.51 -0.18 80.3
cBZ 314 1.67 8.45 -8.45 -0.81 77.0
TBZ 117.9 217 8.69 -8.69 -0.76 38.0

Tomada y modificada de McCraken y Lipkowitz { 1990 )*
* ABZ, albendazol; OXF, oxfendazol; OBZ, oxibendazol; CBZ, cambendazo!; TBZ
triclabendazol.

Resultados similares fueron obtenidos por estos mismos
investigadores al realizar un estudio comparativo * in vivo * entre
sulféxido de albendazol y oxibendazol sobre el parasito H. diminuta.
Aportaron la idea de que las energias tanto del Maximo Orbital
Molecular Ocupado ( HOMO ) como del Mimino Orbital Molecular
Desocupado ( LUMO ) estan implicadas en las reacciones redox
que sufren los derivados bencimidazélicos y que indirectamente
tienen implicaciones en su metabolismo. Una molécula que tenga
una mayor energia HOMO sera mas facilmente oxidada y su
metabolismo se incrementara por la accibn de complejos
enzimaticos que implique intermediarios electrofilicos, mientras que
la molécula que tenga una menor energia LUMO sera mas
facilmente reducida y en consecuencia sera rapidamente
metabolizada por reacciones enzimaticas que implique
intermediarios nucleofilicos®

Es evidente que existen diferentes sustituyentes en el anilio
bencimidazélico que afectan de manera directa la actividad
antiparasitaria de los derivados bencimidazoélicos, por lo que resulta
de gran interés que en el disefio y sintesis de nuevos compuestos
se consideren estos aspectos, ademas de realizar estudios de
relacion estructura-actividad.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los compuestos bencimidazolicos son la mejor opcion para el
tratamiento de infecciones por parasitos helmintos, entre ellas la
triquinelosis. El compuesto derivado del bencimidazol que presenta
mayor actividad a nivel intestinal es el albendazol, pero a nivel
sistémico ninguno de los compuestos antiparasitarios es realmente
eficaz, puesto que para alcanzar niveles plasméaticos adecuados se
necesitan tratamientos con dosis altas y muy prolongados, esto
debido a la poca absorcion intestinal que tienen los derivados
bencimidazodlicos.

Ademas, la aparicion de parasitos resistentes a los tratamientos
antihelminticos de uso comun es cada vez mas frecuente y aunado
a las, pocas opciones de tratamiento eficaz existentes actuaimente.,
cobra primordial importancia el estudio constante e intensivo de
moléculas nuevas con actividad antihelmintica de amplio espectro
de accion y de sintesis menos costosa.

Es por esto que el grupo de investigacion del Dr. Castillo del
Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica, UNAM, ha
sintetizado compuestos derivados de bencimidazol, con mejores
caracteristicas de solubilidad, cuya actividad antiparasitaria contra
los protozoarios Giardia lamblia, Trichomona vaginalis y Entamoeba
histolytica y contra el helminto T. spiralis ha sido evaluada en
colaboracion con la Dra. Lilian Yépez Mulia en el Laboratorio de
Parasitologia de la Unidad de Investigacién Meédica en
Enfermedades infecciosas y Parasitarias ( UIMEIP ) del Hospital de
Pediatria, Centro Médico Nacional ( CMN ) Siglo XXI, Instituto
Mexicano del Seguro Social ( IMSS ). Estos estudios han permitido
realizar la correlacion estructura quimica-actividad, y continuar con
la sintesis de nuevos compuestos derivados del bencimidazol.

Entre estos nuevos compuestos, se encuentran los derivados
bencimidazdlicos con sustituyente trifluorometilo en posicion 2,
reportados por Navarrete y cols. en 2001 ( Figura 4 ). La potencial
actividad antiparasitaria “in vitro" contra los parasitos G. lamblia, E.
histolytica y T. spiralis fue evaluada, asi como la capacidad de estos
compuestos para inhibir la polimerizacion de la tubulina de cerebro
de rata*,
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Figura 4. 2-( Triflucrometil )-bencimidazoles sintetizados

Compuesto - --© ~iR'" TVR? L R

16 RS o o B H- H
17 - Cl H H
18 : C.Cl Cl H
19 H H CH;
20 - Cl H CHs
21 H Cl CHs
22 [o]] Cl CH,

Tomado de Navarrete y cols. ( 2001 )*°,

Los resultados obtenidos en este estudio, indicaron que los
compuestos 16, 18, 19, 20, 21 y 22 fueron mas activos contra G.
lamblia que el metronidazol, farmaco de eleccion en el tratamiento
de la giardiasis. Por otra parte, el compuesto 20 presenta una
actividad similar a la del albendazol contra el mismo parasito. En
relacion a la eficacia contra E. histolytica, todos los compuestos
fueron ampliamente superiores al metronidazol! y albendazol. Con
respecto al efecto sobre la larva muscular de 7. spiralis, solo el
compuesto 20 presentd una actividad similar al albendazol, los
demas compuestos fueron menos activos*®.

La evaluacion del efecto de estos compuestos sobre la

polimerizacion de la tubulina, reveld que ninguno de estos
compuestos inhibe este proceso. Los autores sugieren que para
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dicho proceso es indispensable la presencia de un grupo carbamato
de metilo en posicion 2 y un atomo de hidrégeno en posicion 1, esto
uitimo es concordante con lo propuesto por Lacey ( 1990 )2,

Otros compuestos sintetizados por este grupo de investigacion,
incluyen 7 derivados del bencimidazol denominados RCB14-RCB16
y RCB19-RCB22 ( Figura 5 ). La actividad biologica “ in vitro * de
estos compuestos a diferentes concentraciones ( 0.01, 0.1, 0.5, 1.0
pg/mL ) ha sido determinada en contra de la fase LM de T. spiralis,
mediante el método enzimatico-colorimétrico del MTT [ Bromuro de
(3,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniitetrazolio ]. Los resuitados obtenidos
mostraron que uno de los compuestos, el RCB20, a todas las
concentraciones utilizadas tuvo, una eficacia similar a la del
albendazol. El porcentaje maximo de reduccion de la actividad
metabolica con respecto al control fue de 56% y se obtuvo a la
concentracion de 1.0 ng/mL, comparada con un 48% del albendazol
a la misma concentracion.

“ “

En el primer paso de seleccion “ in vitro * el compuesto RCB20
presenté buena actividad antihelmintica sin embargo, este ensayo
no proporciona informacion acerca de la capacidad del compuesto
para atravesar la barrera intestinal y ser efectivo a nivel sistémico. A
este respecto, el parasito nematodo T. spiralis tiene una fase de
desarrollo intestinal representada por el organismo adulto y otra
fase sistémica representada por la larva muscular, de tal forma que
el compuesto RCB20 puede ser evaluado a ambos niveles.

Por otro lado, con la finalidad de tratar de establecer una relacion
estructura-actividad y considerando que el compuesto RCB16 tiene
los mismos sustituyentes en posiciones 1, 5 y/o 6 ( Figura 5 ) que el
compuesto RCB20 pero difieren en el sustituyente en la posicién del
anillo bencimidazoélico, trifluorometilo para RCB20 y metiltio para
RCB16, es de interés comparar " in vivo “ la actividad de estos
compuestos. Los resultados obtenidos permitirén determinar el
efecto de esta modificacion quimica sobre la eficacia de dichos
compuestos.
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Figura 5. Estructura quimica de los derivados bencimidazoélicos RCB14-KCB16 y
RCB19-RCB22.

Ry

X |

4 N.

|

R N

3

Compuesto R, Rz Ra R

14 H SH 1-naftoxi/Cl Cl/1-naftoxi
16 H CF, 2,3-dlclorofenqx|/CI Cl/2,3-diclorofenoxi
16 H . SCH, inafioxiCl  Cli-naftox
e CH, ': . : o
20 M CRtnatoxicl Cirt-naftoxi
21 CHy SCHy tnafioxl cl
22 CH, 7 SCH, 1 -naftoxi H

Los ensayos de actividad “ in vitro “ contra la fase muscular de T.
spiralis sirvieron como primer método de seleccion de nuevos
compuestos, sin embargo, es necesario realizar la evaluacioén de la
actividad antihelmintica * in vivo “ del compuesto RCB20 ya que de
esta forma se pueden valorar otras caracteristicas fisicoquimicas
del compuesto, como son su solubilidad y permeabilidad. Estos dos
parametros son importantes ya que de ellos depende en gran
medida que el compuesto pueda atravesar la barrera intestinal y
alcanzar concentraciones en plasma optimas para tener actividad
antiparasitaria a nivel sistémico.
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Considerando lo anterior, en el presente trabajo de tesis se propuso
la evaluacién de la actividad biolégica de los compuestos RCB16 y
RCB20 " in vivo “ contra las fases entérica ( fase adulta ) y sistémica
( fase LM ) de T. spiralis, incluyendo al albendazol como control
positivo.

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad biolégica de dos nuevos derivados
bencimidazoélicos en contra de la fase enteral y sistémica de 7.
spiralis en ratones infectados con este parasito. .

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la actividad antihelmintica “ in vivo * de los compuestos
RCB16 y RCB20 sobre la fase adulta ( enteral ) del nematodo
T. spiralis comparandola con la del albendazol.

Determinar l|la actividad antiheimintica

comparandola con la del albendazol.

Establecer una relacién estructura-actividad para los compuestos‘ .
bencimidazdlicos RCB16 y RCB20, en funcion a su ef'cacla 5
sobre la fase enteral y sistémica de T. spiralis.

“in vivo “ de los .
compuestos derivados del bencimidazol RCB16 y RCB20 .sobre -
la fase larva muscular ( sistémica ) del parasito T. splra/ls S
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5. HIPOTESIS DE TRABAJO

Estudios realizados previamente han puesto de manifiesto que el
sustituyente trifluorometilo en posicion 2 del anillo bencimidazolico
confiere una mayor capacidad desacopladora de la fosforilacion
oxidativa, por lo que el compuestoc RCB20 tendra una mayor
actividad antihelmintica que el albendazo! y el compuesto RCB16
contra LM y adulto del nematodo T. spiralis.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1.1 EQUIPO

- Agitador Gerhardt RO5 ( Gerhardt. Bonn, Alemania )

- Agitador para tubos ( Vortex Genie 2 Fisher )

- Aparato madificado de Bearman

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

- Centrifuga de tubos eppendorf ( 5415C, Brinkmann instruments )

- Incubadora de CO. ( Water/lJacketed, NU2500E. Nuaire,
"Alemania )

- Micrbscopioiéptico ( Nikon 119 )
-  Picadora de carne Moulinex

- Ultraturrax type 18/10 S1 lkawerk Janke and Kunkel
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6.1.2 MATERIAL
- Céanulas de 1.7mm diametro
- Equipo de diseccion
- Micropipetas ( Gilson ) de.20, 200, 1000 uL

- Puntas plastlcas de 200 y 1000 pL (' Biological )

- Tamlz metallco # 40

- Tubos eppendorf de 1 y2 0mL

- »Tubos falcon de 15 mL ( Costar)

6 1 3 REACTIVOS

- Amdo clorhldrlco concentrado Merck Mex1co)

- :}E'ter etillcov( |grﬁa de Mexléo )

- Fosfato honobasnco de potaslo ( Baker Mexlco )

- Fosfato dibasico de sodio ( Baker, Mexxco )

- Pepsina. 1:2500, 140U/mg; sdlido 920 U/mg de protema obtenida

de mucosa estomacal porcina. Lote 45H0867 ( Sigma Chemlcai :
C.O. St. Louis M.O, USA)

31




Gonzalez A. José Determinacion de la actividad...

6.2 METODOLOGIA

La sintesis de los derivados bencimidazélicos RCB16 y RCB20, se
realizé por el grupo del Dr. Castilio del Departamento de Farmacia
del anexo de la Facultad de Quimica, UNAM. Las pruebas de
actividad biolégica “ in vivo “ sobre la fase sistémica (larva
muscular) y la fase enteral ( adultos ) de T. spiralis se llevaron a
cabo en el laboratorio de Parasitologia de la Unidad de
Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias,
Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS, con
la asesoria de la Dra. Lilian Yépez Mulia.

6.2.1 DESPARASITACION DE LOS ANIMALES DE
EXPERIMFNTACION

A ratones machos de la cepa BALB/c de entre 20-30g de peso, se
les administraron 100 pl. de una mezcla ( 20mg-20mg/Kg de peso )
de albendazol-nitazoxanida por via oral, con la ayuda de una sonda
gastrica.

La dosificacion se distribuyd de la siguiente manera: durante los
primeros 7 dias consecutivos se administré la mezcla
desparasitante, posteriormente se dejo un periodo de 7 dias de
reposo, al cabo de este tiempo se administré nuevamente la mezcla
desparasitante durante el mismo tiempo que la primera dosis y se
dejé transcurrir un nuevo periodo de 7 dias de reposo.

Al término del ultimo periodo de reposo, se recolectaron por grupo
( 10 ratones ) muestras de heces, las cuales fueron analizadas en
fresco. De no encontrarse parasitos. los animales podian ser
infectados con larvas musculares de T. spiralis, para mantener el
ciclo de vida del parasito o para evaluar la actividad de los
compuestos. En caso contrario, se administraba nuevamente la
mezcla desparasitante por 7 dias consecutivos con sus respectivos
7 dias de descanso, al cabo de este periodo, se recolectaban
nuevamente muestras de heces para analizarse en fresco.

Esta dinamica se siguié hasta que no se encontraron parasitos en el
analisis de las heces.
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6.2.2 PRESERVACION DEL CICLO DE VIDA DEL PARASITO

Ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley o ratones machos de la
cepa BALB/c fueron infectados con 5000 o 700 LM
respectivamente, por via oral con la ayuda de una sonda gastrica.

Los animales se mantuvieron bajo. condiciones = normales de
alimentacion en el bioterio durante un minimo de 28 dias, tlempo en
el cual se completa el ciclode vnda del parasito: .

Sy de T.-spiralis-se. obtuvneron sngunendo el procedlmlento descnto
por Marti y cols. (:1987°) con'algunas modificaciones®

Ratas de la cepa Sprague-Dawley o ratones de ia cepa BALBI/c
infectados con T. spiralis fueron sacrificados y se les despoj6é de la
piel, cabeza, cola, extremidades y visceras, dejandose tunicamente
musculo esquelético, teniendo cuidado de no remover el diafragma.
El musculo se corté en pequerios trozos, se trituré en una picadora
y se vertieron en una solucion de pepsina al 1% (P/v )y HCl al 1%
( VIV ) en agua destilada, durante 3 h a 37°C.

Para la purificacion de LM, se monté un aparato de Bearman
modificado, que consistié en un embudo plastico con una manguera
en el tallo que tenia adaptado un tubo Falcén de 15 mL; pasadas
3 h se pasé el digerido de musculo a través de un tamiz # 40 ( para
eliminar restos de musculo no digerido ) que se colocé por encima
del embudo, las LM se dejaron sedimentar durante 20 min.

A
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LM sedimentadas en el tubo Falcén se lavaron con solucién
amortiguadora de fosfatos ( PBS ) pH 7.4 con antibioticos ( 200 U.I.
de penicilina y 200 pg de estreptomicina ) tratando de retirar la
mayor cantidad posible de desechos muscuiares. LM obtenidas se
resuspendieron en aproximadamente 4-5 mL de PBS vy
posteriormente se contaron. Para este fin, se realizé una dilucion
1:10 de la suspensién de parasitos (10 pL de la suspensién de
parasitos y 90ul de bacto agar al 0.2%). En un portaobjetos limpio y
desengrasado, se colocaron de la dilucién, 10 gotas de 5 pl cada
una. Se contaron los parasitos con el objetivo seco débil { 10 x ), se
determiné el promedio de parasitos contabilizados por gota ( 5 plL )
y se calculd el nimero de parasitos totales en la muestra inicial ( 4-5
mL ). Las larvas obtenidas fueron usadas para el ensayo “ in vivo *
de la evaluacion de la actividad antiparasitaria de los compuestos o
para mantener el ciclo de vida ratas o ratones.

6.2.4 OBTENCION DE ADULTOS DE T. spiralis

Los adultos del parasito se obtuvieron de acuerdo al procedimiento
descrito por Dennis y cols ( 1970 ) con algunas modificaciones'®.

Ratones infectados con T. spiralis fueron sacrificados al sexto dia
post-infeccion. La zona abdominal se limpi6 con alcohol y se realizé
una incision en esta regién, se sacaron los intestinos tratando de
no maltratarios, se seleccionod el intestino delgado y se separd de
todo el contenido de la region abdominal. El intestino se colocd en
una caja petri con solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4
( PBS ), se abri6 longitudinaimente y se cortdé en pequefos pedazos
de 3-4 cm de longitud, !los cuales se colocaron en un aparato de
Bearman modificado que contenia PBS en su interior. Los intestinos
se incubaron durante 3 h a 37°C.

Los adultos sedimentados en el tubo Falcon se lavaron con PBS

mas antibidticos ( igual que para LM ) tratando de retirar la mayor
cantidad posible de desechos.
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6.2.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA * in vivo *
DE LOS COMPUESTOS BENCIMIDAZOLICOS RCB16 Y RCB20
CONTRA LA FASE ENTERAL (ADULTOS ) DE T. spiralis .

Treinta y dos ratones de la cepa BALB/c de 20-30g de peso
previamente desparasitados, se infectaron con 700 LM de T.
spiralis, formandose grupos de ocho ratones cada uno. Al tercer dia
post-infeccion, al primer grupo { control negativo ) se le administro el
mismo volumen ( 100 ul ) de la formulacidn en la cual se
suspendieron los compuestos a probar; al segundo y tercer grupos
se les administraron los compuestos RCB16 y RCB20 a una dosis
equivalente a 50 mg/Kg de peso de albendazol. El cuarto grupo se
incluyd como control positivo y a los animales se les administraron
50 mg/Kg de peso de albendazol. Los compuestos se administraron
por via oral con la ayuda de una sonda gastrica.

A los seis dias post-infeccion, los cuatro grupos de animales fueron
sacrificados y se obtuvieron los parasitos adultos siguiendo la
metodologia descrita anteriormente. Los parasitos se contaron y se
determind el porcentaje de reduccion de la carga parasitaria con
respecto al control negativo. Se realizaron dos ensayos para cada
dosis usada. De la misma forma se evaluo la dosis de 75 mg/Kg de
peso.

6.2.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA “in vivo * —
DE LOS COMPUESTOS BE_NCIMIDAZOLICOS RCB16 Y RCB20 -
CONTRA LA FASE SISTEMICA ( LARVA MUSCULAR ) DE
T. spiralis . :

Cuarenta ratones de la cepa BALB/c de 20-30g de peso se
infectaron con 700 LM de T. spiralis, formandose cuatro grupos de
10 ratones cada uno. A partir del dia 28 post-infeccién, se les
administré por via oral con la ayuda de una sonda gastrica una
dosis diaria por 7 dias consecutivos de los compuestos a evaluar. Al
primer grupo ( control negativo ) se le administré el mismo volumen
( 100 pL ), de la formulacién en la cual se suspendieron los
compuestos a evaluar; al segundo y tercer grupos se les
administraron los compuestos RCB16 y RCB20 a una dosis
equivalente a 75 mg/Kg de peso de albendazol.
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Al cuarto grupo ( control positivo ) se le administraron 75 mg/Kg de
peso de albendazol. Siete dias después de la ultima dosis, los
animales fueron sacrificados por grupo, las LM se obtuvieron como
se indico anteriormente y se procedio a contarlas. El porcentaje de
reduccion de la carga parasitaria se determind con respecto al
control negativo. Se realizaron dos ensayos para cada dosis
utilizada. La dosis de 100 mg/Kg de peso se evalud de la misma
manera previamente descrita.

6.3 TIPO DE ESTUDIO

Retrospectivo, comparativo, transversal, experimental.

6.4 POBLACION

- Ratones machos de la cepa BALB/c

6.5 CRITERIOS

6.5.1 Inclusion: Ratones macho de la cepa BALB/c de 8-10
semanas de nacidos, de 20-30g de peso, sanos y debidamente
desparasitados.

6.5.2 Exclusion: Pérdidas de animales por muerte durante el
estudio.

6.5.3 Eliminacion: Ratones que presenten cualquier tipo de lesion o
enfermedad antes y durante el estudio.
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6.6 VARIABLES

6.6.1 INDEPENDIENTES:

- Especie de ratén: ratones de la cepa BALB/c.

- Peso del ratdon: 20-30g.

- Dosis administrada de los compuestos a probar: 50 y 75 mg/Kg
de peso para adultos, 75 y 100 mg/Kg de peso para larva
muscular, equivalentes a 50, 75 y 100 mg/Kg de peso de
albendazol.

- Régimen de dosificacion: Para el estudio del efecto sobre la fase
adulto, se aplica una dosis al tercer dia post-infecccion. Para el
estudio del efecto sobre la fase larva muscular, a partir del dia 28
post-infeccion se aplica una dosis diaria durante 7 dias.

6.6.2 DEPENDIENTES:

- Reduccién de la carga  parasitaria, de adultos o larvas
musculares de T. spiralis en funcién del control negativo.
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7. RESULTADOS

En el presente trabajo, se determino la actividad biolégica “ in vivo *
de los derivados bencimidazdlicos RCB16 y RCB20, sobre las fases
entérica ( adulta ) y sistémica ( LM ) de T. spiralis, incluyendo de
manera comparativa al albendazol.

Con respecto a la actividad bioldgica del albendazol, RCB16 y
RCB20 scobre la fase adulta de T. spiralis ( Tablas 4 y 5, Figura 6 ),
se encontréd que la reduccion de la carga parasitaria de estos
compuestos a las dosis empleadas fue mayor con respecto al
control negativo ( p<0.05 ).

A una dosis de 50 mg/Kg de peso, la eficacia de RCB20 fue similar
a la mostrada por el albendazol ( 69% y 62% respectivamente ) y
ambas fueron significativamente superiores ( p<0.05 ) a la actividad
mostrada por RCB16 cuyo porcentaje de 1educcion fue de 28%.

Con la finalidad de determinar si la actividad del compuesto RCB20
se incrementaba al aumentar la dosis, se procedio a evaluar la
dosis de 75 mg/Kg de peso. A esta concentracién se obtuvo una
reduccién de la carga parasitaria del 73%, en relacion con 80%
obtenido con el albendazol, siendo estadisticamente semejante
( p<0.05).
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Tabla 4. Comparaciéon de la eficacia * in vivo * del albendazo!,
compuesto RCB20 y compuesto RCB16 sobre la fase adulta de T.
spiralis a una dosis equivalente a 50mg/Kg de peso de albendazol.

No. promic;dio de Yo Rt;d:(;cié; de carga
Compuesto adultos/raton ( tD.S. ) parasitaria ( £D. S. )
o Control _ 110.5 (ﬂ"’s*)“" o
77777 7A1bendazol 415 (3.5 )° 62 (£2.0)
i RCB20 35.07;;.0 e 69 (+1.5)
o RCB16 80.5 ( ::;5,5;:777 .’;87 (+2.5)

« Ratones de la cepa BALB/c ( 8 por grupo ) fueron infectados con 700 LM
de T. spiralis por via oral con la ayuda de una sonda gastrica. A los 3 dias
post-infeccion los compuestos RCB20 y RCB16 se administraron por via
oral a una dosis Unica equivalente a 50 mg/Kg peso de albendazol. Al
grupo control sbélo se le administré6 la suspension en la cual se
suspendieron los otros farmacos. Como control positivo se incluyd el
albendazol a la misma dosis. A los 6 dias post-infeccion se obtuvieron los
parasitos adultos de T. spiralis como se indicd en la metodologia. Los
resultados obtenidos se reportan como el valor promedio de 2
experimentos + desviacion estandar.

a) Estadisticamente diferente con respecto al control { p<0.05 ).

b) Estadisticamente diferente con respecto a RCB16 ( p<0.05).
c) Estadisticamente semejante con respecto al albendazo! ( p<0.05 ).
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Tabla 5. Comparacion de la eficacia * in vivo * del albendazol y
compuesto RCB20 sobre la fase adulta de T. spiralis a una dosis

equivalente a 75mg/Kg de peso de albendazol.

No. promedio de

% Reduccion de carga

Compuesto adultos/raton ( £D.S. ) parasitaria (tD. S. )
Control 116.5 (x3.5) P

Albendazol 32.0 (z5.0) 73 (£3.5)
RCB20 235 (£35) 80 (+2.4)

* Ratones de la cepa BALB/c ( 8 por grupo ) fueron infectados con 700 LM de
T. spiralis por via oral con la ayuda de una sonda gastrica. A los 3 dias post-
infeccion el compuesto RCB20 se administrd por via oral una dosis Unica
equivalente a 75 mg/Kg peso de albendazol. Ei albendazol se incluyé a la
misma dosis como control positivo. Al grupo control sélo se le administro la
suspension en la cual se suspendieron los otros farmacos. A los 6 dias
post-infeccion se obtuvieron los parasitos adultos de T. spiralis como se
indicd en la metodologia. Los resultados obtenidos se reportan como el
promedio de los valores obtenidos de 2 experimentos + desviacién

estandar.

a) Estadisticamente diferente con respecto al control ( p<0.05 )
b) Estadisticamente semejante con respecto al albendazol ( p<0.05)
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Figura 6. Comparacion de la eficacia " in vivo "
de los compuestos RCB20, RCB16 y
albendazol sobre la fase adulta de T. spiralis
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En relacion a la actividad antihelmintica de los compuestos RCB16,
RCB20 y albendazol sobre la fase LM de T. spiralis ( Tablas 6 y
figura 7 ), se observo que la disminucién de la carga parasitaria a
las dosis evaluadas fue mayor con respecto al control negativo
( p<0.05).

A una dosis de 75 mg/Kg de peso, la eficacia del albendazol fue de
70%, resultado significativamente mayor ( p<0.05 ) con respecto a
la obtenida por RCB20 y RCB16 ( 41% y 24% respectivamente ).

Al incrementar a 100 mg/Kg de peso la dosis del compuesto
RCB20, también se incrementoé su actividad contra la fase sistémica
del parasito, consiguiendo una reduccion del 56%, que fue
significativamente menor ( p<0.05 ) a la obtenida con el albendazol
(80% ).
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Tabla 6. Comparacion de la eficacia “ in vivo * del albendazol,
compuesto RCB20 y compuesto RCB16 sobre la fase larva
muscular de T. spiralis a una dosis equivalente a 75 mg/Kg de peso
de albendazol

No. promedio de larvas % Reduccién de carga
Compuesto musculares/raton (xD.S. ) parasitaria ( +D. S.)
o Control 18,044 .5 (£1844.5) e
 bendazol | sem(sosar | 7o (s2r)
RCB20 10775 ( £1325 )* B 40 (#1.7)
) RCB16 13687 (938 )° 24 (+26)

+» Ratones de la cepa BALB/c ( 10 por grupo ) fueron infectados con 700 LM
de T. spiralis por via oral con |la ayuda de una sonda gastrica. A los 28 dias
post-infeccion los compuestos RCB20 y RCB16 se administraron
diariamente por via oral durante 7 dias una dosis equivalente a 75 mg/Kg
peso de albendazol. Se incluyo el albendazol a la misma dosis como control
positivo. Al grupo control sélo se le administrd la suspension en la cual se
suspendieron los otros farmacos. Siete dias después de que se administro
la tltima dosis, se obtuvieron las LM como se indico en la metodologia. Los
resuitados obtenidos se reportan como el valor promedio de 2 experimentos
+ desviacion estandar.

a) Estadisticamente diferente con respecto al control ( p<0.05 ).

b) Estadisticamente diferente con respecto a RCB20 y RCB16 ( p<0.05 ).
c) Estadisticamente diferente con respecto a RCB16 ( p<0.05 ).
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Tabla 7. Comparacion de la eficacia “ in vivo “ del albendazol y
compuesto RCB20 sobre la fase larva muscular de T. spiralis a una
dosis equivalente a 100 mg/Kg de peso de albendazol.

No. promedio de larvas

% Reduccion de carga

Compuesto musculares/ratéon (¢D.S.) parasitaria (¢D.S.)
Control (- ) 19,620 (+2880) f @00 ee-e
Albendazol 3,990 (870 ) 80 (£1.5)
RCB20 8,490 (x810) 56 (£2.3)

» Ratones de la cepa BALB/c ( 10 por grupo ) fueron infectados con 700 LM
de T. spiralis por via oral con la ayuda de una sonda gastrica. A los 28 dias
post-infeccion el compuesto RCB20 se administro diariamente por via oral
durante 7 dias una dosis equivalente a 100 mg/Kg peso de albendazol. Se
incluyé al albendazol a la misma dosis como control positivo. Al grupo
controf sdlo se le administro la suspension en la cual se suspendieron los
otros farmacos. Siete dias después de que se administré la Gltima dosis se
obtuvieron las LM como se indicé en la metodologia. Los resultados
obtenidos se reportan como el valor promedio de 2 experimentos %

desviacion estandar.

a) Estadisticamente diferente con respecto al control ( p<0.05 ).
b) Estadisticamente diferente con respecto al compuesto RCB20 ( p<0.05 ).
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Figura 7. Comparacion de la eficacia "in vivo" de
los compuestos RCB20, RCB16 y albendazol sobre
la fase LM de T. spiralis
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio la actividad biolégica " in vivo " de dos
nuevos derivados bencimidazélicos fue evaluada en contra del
adulto y LM del nematodo T. spiralis, incluyendo al albendazol como
control positivo.

A nivel intestinal tanto el albendazol como el compuesto RCB20
redujeron de manera significativa con respecto al control la carga
parasitaria en los animales infectados con el parasito,
incrementandose la actividad de estos compuestos al incrementarse
la dosis de ambos compuestos. Sin embargo, a nivel sistémico, el
compuesto RCB20 no fue tan activo como el albendazol, aun al
incrementarse la dosis. En cambio, el compuesto RCB16

Los compuestos RCB16 ( el cual no tuvo actividad a nivel enteral ni
sistémico, razén por la cual ya no se evalué su actividad a otra
dosis ), y RCB20 difieren tnicamente en el sustituyente en posicién
2, siendo un trifluorometilo para el RCB20 y un metiltio para RCB16.
Los resultados de la actividad “ in vivo " de estos compuestos
sugieren que la diferencia en su actividad reside en este
sustituyente.

McCraken y Stillwell en 1891, demostraron la capacidad para
desacoplar la fosforilacion  oxidativa®” de compuestos
bencimidazoélicos trifluorometilados en posicion 2. Lo anterior
pudiera deberse a la gran electronegatividad del atomo de fltor, lo
que favorece la disipacion de cargas y a su vez de protones.

Durante la evaluacién “ in vitro " que previamente se habia realizado
del compuesto RCB20 contra LM de T. spiralis empleando el
método del MTT # 5% 55 se observo una reduccion importante de la
actividad metabdlica del parasito ( 56% con respecto al control )
reflejando una disminucién de la actividad de las deshidrogenasas,
lo cual pudo inducir una disminucion importante en la sintesis de
ATP. Estos resultados sugieren que la eficacia antihelmintica  in
vivo " del compuesto RCB20 pudiera deberse a una actividad
desacopladora de la fosforilacion oxidativa trayendo como resuitado
una disminucién en la sintesis de ATP, privando a la célula de su
principal fuente energética, provocando la muerte del parasito.
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El grupo metiltio presente en el compuesto RCB16 muestra una
menor capacidad para disipar protones, influenciado por la menor
electronegatividad y mayor tamafo atomico del atomo de azufre, lo
cual probablemente trajo como consecuencia un decremento en la
actividad biolégica de dicho compuesto.

Por otra parte, se sabe que los derivados bencimidazélicos como el
albendazol se unen a la tubulina del parasito, inhibiendo asi su
polimerizaciéon a microtubulos, lo que desencadena una serie de
eventos bioquimicos que traen como consecuencia la muerte del
parasito. Lacey en 1988 demostrdé que es necesario que en la
estructura quimica de los derivados bencimidazolicos este presente
un atomo de hidrégeno en posicion 1 del anillo bencimidazdlico para
que se favorezca la union a la tubulina®®. Ademas, Navarrete y cols.
en 2001 demostraron que también es necesaria la presencia de un
grupo carbamato de metilo en posicion 2 para favorecer la inhibicion
de la polimerizacion de la tubulina a microtubulos®.

Existen asi mismo evidencias que indican que el atomo de cloro en
posicion 5 y/o 6 incrementa la unidon de los compuestos
bencimidazolicos a la tubulina®. Si se analiza la estructura quimica
del compuesto RCB20, es evidente que carece del grupo carbamato
de metilo en posicion 2, pero mantiene el hidrogeno en posicién 1y
ademas tiene un halégeno como el cloro en posicién 5 y/o 6, por lo
que es posible que aun pueda presentar cierta unién a la tubulina,
por lo que resulta de interés futuro determinar experimentalmente
dicha actividad.

El hecho de que el compuesto RCB20 tuviera una actividad
estadisticamente similar a la del albendazol contra la fase enteral
del parasito, pero que su actividad disminuyera contra la fase
sistémica de T. spiralis, sugiere la existencia de un problema de
permeabilidad a nivel intestinal, lo cual trae como consecuencia que
no se alcancen las concentraciones plasmaticas 6ptimas, con lo que
su capacidad antihelmintica se ve disminuida.

Una manera de caracterizar la permeabilidad del compuesto RCB20
es mediante el empleo de la linea celular Caco-2, la cual en cuitivo
presenta caracteristicas de células del epitelio intestinal. Esta linea
celular es actualmente empleada para determinar “ in vitro " el
coeficiente de permeabilidad de diversos compuestos * >, que se
correlaciona con la absorcion oral de estos compuestos en
humanos.
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De esta forma se determinaria si la permeabilidad del compuesto
RCB20 fue la limitante para la actividad a nivel sistémico.

Aunado a esto, el estudio farmacocinético del compuesto RCB20 en
modelos bioldgicos, facilitaria determinar su biodisponibilidad, ya
que aparte de la permeabilidad del compuesto, existen otros
aspectos como su unién a proteinas, metabolismo, entre otros que
afectan la actividad antihelminitca de los compuestos.

Finalmente en cuanto a la relacidén estructura-actividad, se encontrd
que el grupo trifluorometilo en posicidon 2 del anillo bencimidazélico,
un grupo 1-naftoxi en posicién 5 o 6, un atomo de cloro en posicion
5 o0 6 y un atomo de hidrogeno en posicion 1 confieren una buena
actividad antihelmintica. Es importante resaltar, que si se compara
la actividad “ in vitro " contra LM de T. spiralis que mostré el
compuesto 20 de Navarrete y cols. ( Figura 4 ) que no contiene el
grupo 1-naftoxi en posicion 5 y/o 6 con la obtenida co-. el compuesto
RCB20 que si lo presenta ( 32% contra 56% respectivamente a la
méaxima concentracion evaluada ). El sustituyente 1-naftoxi pudiera
incrementar la actividad antihelminitca de los derivados
bencimidazdlicos, posiblemente al disminuir su metabolismo de
primer paso con lo que su eliminacién se retardaria y su actividad
se veria favorecida.
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9. CONCLUSIONES

. El compuesto RCB20 demostro “ in vivo " tener una eficacia
similar al albendazol contra la fase entérica de T. spiralis.

ll. Los compuestos RCB20 y RCB16 mostraron una actividad
menor que el albendazol contra la fase LM del parasito.

. Bl grupo trifluorometiio en la posicion 2 del anillo
bencimidazolico confirié al compuesto RCB20 mayor actividad
antihelmintica que el sustituyente metiltio al compuesto RCB16.

IV. Los sustituyentes trifulorometilo en posicion 2 y el 1-naftoxi/Cl
en posicion 5 y/n 6 confieren a la molécula del compuesto
RCB20 una activiaad antihelmintica similar a la del albendazo! a
nivel intestinal, sin embargo, tienen una contribucion negatlva a
nivel sistémico.

V. La disminucion de la actividad del compuesto RCB20 a nivel .

sistémico pudiera deberse a una. baja permeablhdad del
compuesto a nivel intestinal. o
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10. APORTACIONES Y SUGERENCIAS

++ Estudios de permeabilidad “ in vitro * del compuesto RCB20
empleando la linea celular Caco-2.

<+ Determinar los parametros farmacocinéticos del compuesto
RCB20 en modelos experimentales.

+ Establecer el mecanismo de accion probabie de este derivado
bencimidazdlico.

+» Mejorar y optimizar las propiedades fisicas del vehiculo en el

cual el compuesto se suspende, con el fin de aumentar su
permeabilidad.
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11. ANEXOS

11. 1 F’REPARACION DE SOLUCION REGULADORA DE
. FOSFATOS pH 7.4

Se disolvieron 1.38g de fosfato dibasico de sodio, 190mg de fosfato
monobasico ‘de : potasio y 8.0g de cloruro de sodio en agua y se
“diluyé - aproximadamente: a 1L. Antes de completar el volumen se
ajusto el pH a 7.4 con la ayuda de un potenciémetro.

11.2 PREPARACION DE BACTO AGAR AL 0.2%

Se pesaron 200 mg de bacto agar y se suspendieron en 100mL de
agua destilada. Se calienta hasta conseguir solubilizar por completo
el polvo ( cerca de ebullicion ) y se completa con agua destilada
tibia a un volumen final de 100 mL.
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11.3 FORMULACION EN QUE SE SUSPENDIERON LOS
COMPUESTOS EVALUADOS

Bl o= To 1 T- T U SR 1.5%
- Carboximetilcelulosa ( CMC ) de baja viscosidad....... 0.5%
- Carboximetilcelulosa ( CMC ) de media viscosidad.....
- Sacarina sodica RIS
- Metilparabeno........ccceeveeunen

- Propilparabeno.......ccccconvueniis
- Agua

+eeei C.D.P, 1000mL

11.4 ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar si existe diferencia estadisticamente significativa
(. p<0.05 ) entre la actividad antihelmintica del albendazol y del
compuesto RCB20 contra ambas fases de T. spiralis a las dosis
empleadas, se realizé un analisis de varianza ( ANDEVA ) de un
factor completamente aleatorio, empleando como estadigrafo de
contraste la distribucién F de Fischer. La tabla de ANDEVA utilizada
es la siguiente:
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Tabla 8. Analisis de Varianza de 1 factor completamente aleatorio

i
Fuente de Grados Media de
variacion de Suma de Cuadrados§ Cuadrados f Calculada
libertad
Tratamiento n-1 Tyl - y'.. =SCT |SCT =MCT {MCT = f calc.
(w) n N n-1 MCE
Error N-n  I5Y y?ij - yZi.= SCEISCE = MCE
experimental n N-n
SUPUESTOS

Ho 1 = La actividad antihelmintica del aibendazol sobre el organismo adulto de
7. spiralis es semejante a 50 y 75 mg/Kg de peso.

Ha 1 = La actividad antihelmintica del albendazol sobre el organismo adulto de
T. spiralis es diferente a 50 y 75 mg/Kg de peso.

Ho 2 = La actividad antihelmintica de! compuesto RCB20 sobre el organismo
adulto de T. spiralis es semejante a 50 y 75 mg/Kg de peso.

Ha 2 = La actividad antihelmintica del compuesto RCB20 sobre el organismo
adulto de 7. spiralis es diferente a 50 y 75 mg/Kg de peso.

Ho 3 = La actividad antihelmintica de! albendazol sobre la fase LM de T. spiralis
es semejante a 75 y 100 mg/Kg de peso.

Ha 3 = L.a actividad antihelmintica del albendazol sobre la fase LM de T. spiralis
es diferente a 75 y 100 mg/Kg de peso.

Ho 4 = La actividad antihelmintica del compuesto RCB20 sobre la fase LM de
T. spiralis es semejante a 75 y 100 mg/Kg de peso. .

Ha 4 = La actividad antihelmintica del compuesto RCB20 sobre la fase LM de
T. spiralis es diferente a 75 y 100 mg/Kg de peso.
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