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1. INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias son un problema que aqueja no
solamente a paises en vias de desarrollo, sino también a los paises
desarrollados como Estados Unidos, Francia, Alemania, entre otros; y aunque
en estos paises se toman medidas higiénicas rigurosas, no quedan exentos de
adquirir alguna enfermedad parasitaria.

Las parasitosis son un problema que no es facil de erradicar, aun en
paises desarrollados, pues la constante emigracion de personas de sus paises
de origen es un factor predisponente que facilita en gran medida la propagacioén
de dichas enfermedades a nivel mundial.

La quimioterapia es, hasta la fecha, el método mas efectivo con que se
cuenta para el control de las helmintiasis. Los antihelminticos mas empleados
actualmente son los compuestos bencimidazoélicos (BZD), los cuales con
diferentes sustituyentes en su molécula han proporcionado mejores farmacos
para el tratamiento de infecciones helminticas intra y extraintestinales. Los
compuestos bencimidazol-metilcarbamatos, como lo son el mebendazol (MBZ),
albendazol (ABZ), oxfendazol, entre otros, son los compuestos BZD mas
utilizados, ya que tienen un amplio espectro de accion antiparasitaria. Sin
embargo, el sustituyente 2-metilcarbamato de estos compuestos limita su
solubilidad y, por ende, presentan una baja absorcidén a nivel intestinal y una
pobre disponibilidad que limita su eficacia contra parasitos sistémicos. Aunado
a lo anterior, debido al uso excesivo e indiscriminado de estos farmacos, se ha
dado lugar a la aparicibn de cepas de parasitos helmintos (nematodos)
resistentes (Campos, 1990; Wolstenhome et al., 2004).

Otro antiparasitario de uso actual es la nitazoxanida (NTZ), que es un
derivado nitrotiazol, con amplio espectro de actividad antiparasitaria. Sin
embargo este farmaco, al igual que los BZD, no es 100% efectivo contra
parasitosis sistémicas, del tipo de las neurocisticercosis o la triquinosis. Esta
limitante pone de manifiesto la necesidad de contar con alternativas en el

tratamiento de estas parasitosis.



Con la finalidad de contar con nuevos antihelminticos que tengan
mejores caracteristicas fisicoquimicas, se requiere llevar a cabo el disefo,
sintesis y evaluacion biolégica de nuevos compuestos. La evaluacion de la
actividad antihelmintica de los nuevos compuestos inicialmente se realiza
mediante ensayos in vitro, a partir de los cuales se seleccionan aquellos
compuestos con actividad antiparasitaria, que posteriormente seran evaluados
in vivo empleando modelos experimentales. Los resultados de actividad de
nuevos compuestos pueden alimentar un banco de datos que permitan el
modelado molecular a partir del cual se haga la prediccion de nuevas
estructuras con actividad antihelmintica, la cual tendrd que ser posteriormente
validada. Aunado a esto, con los resultados de la actividad biolégica que se
obtengan se podran realizar estudios de estructura-actividad que permitan
conocer los requerimientos de las moléculas para tener actividad

antihelmintica.



2. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades

Las infecciones helminticas son un grave problema de salud publica que
afectan tanto a humanos como a animales domeésticos. El control de estas
parasitosis se realiza mediante el empleo de farmacos y, como consecuencia,
éstos comprendes el sector mas grande de la industria farmacéutica por
volumen y valor. La investigacion y desarrollo de antihelminticos en el campo
veterinario tiene, de esta manera, un gran apoyo y es probablemente un area
de investigacion en donde los esfuerzos y éxito exceden a los realizados en
salud humana (Waller, 2003).

Para que un antiparasitario, que previamente haya mostrado efectividad
terapéutica, se considere un candidato para ser utilizado en forma periodica en
intervenciones poblacionales, necesita demostrar tener un amplio espectro de
accion en la erradicacion de los parasitos mas frecuentes, tener un amplio
margen de seguridad, contar con esquemas de facil administracién (dosis
anica) y tener un adecuado costo-beneficio (Morales-Espinosa et al, 2003).

Asi, los agentes terapéuticos con los que se cuenta actualmente se
incluyen a los derivados bencimidazdlicos del tipo del ABZ MBZ, oxfendazol,
triclabendazol, entre otros (Fig. 1), las tetrahidropirimidinas (pyrantel y
morantel) y prazicuantel. Estos farmacos se usan para el tratamiento de

parasitosis intestinales y sistémicas (Cook, 1990; De Silva et al., 1997).

S N
( \©: H—NHCOOCH,

\

H

Albendazol

o

N
O O S—NHcooCH,
N

|
H

Mebendazol



i
S N
( \©: H—NHCOOCH,
\
H

Oxfendazol

cl
cl 0 N
;@[ H—scH,
cl N
H

Triclabendazol

Figura 1. Algunos derivados del bencimidazol con actividad antiparasitaria.

De todos estos, los compuestos bencimidazol-metilcarbamatos son los
que principalmente son empleados en el tratamiento de las helmintiasis. Sin
embargo, su uso en el tratamiento de las parasitosis sistémicas se ve limitado,
ya que debido a su baja solubilidad, alcanzan bajas concentraciones
plasmaticas y su eficacia se ve reducida. Aunado a esto, su uso frecuente e
indiscriminado en el campo veterinario ha propiciado el desarrollo de
resistencia a ellos, debido a que en cada tratamiento sobrevive un porcentaje
de parasitos resistentes al efecto de estos compuestos y al cabo de varias
desparasitaciones, esta poblacion se vuelve dominante y muestra una
verdadera resistencia al antihelmintico empleado (Kelly y Hall, 1983).

Lo anterior pone de manifiesto la necesidad de contar con alternativas
en el tratamiento de las helmintiasis, por lo que es importante el disefio,
sintesis y evaluacion bioldgica de nuevas moléculas con potencial actividad
antiparasitaria.

Cabe mencionar que para la evaluacion in vitro de la actividad
antihelmintica de nuevos compuestos sintetizados se requiere contar con
métodos que permitan realizar una seleccion inicial de los compuestos con
potencial antiparasitario para su posterior evaluacién in vivo.

A este respecto, el método del MTT es un método colorimétrico, que se

basa en la reduccion de la sal de tetrazolio (3(-4,5 dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil



bromuro de tetrazolio) a formazan por la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenada, y ha sido muy util paras determinar la sobrevivencia y
proliferacion celular. La reduccién sélo se realiza en células vivas y la cantidad
de formazan reducido es proporcional al nUmero de células presentes (Guerra,
2001). Este método aplicado a la evaluacion de la actividad antihelmintica de
nuevos compuestos, ha permitido determinar el efecto de éstos en la actividad
metabdlica de los parasitos (Towson et al., 1989; Navarrete et al., 2001; Valdéz
et al., 2002). Por otro lado, el nematodo T. spiralis ha sido empleado como
modelo de helminto para evaluar la actividad biolégica in vitro e in vivo de
nuevos compuestos, ya que el ciclo de vida de este parasito puede ser
mantenido en animales de experimentacién, e incluye las fases enteral y
sistémica, las cuales pueden ser facilmente obtenidas para su uso en los
ensayos de la actividad in vitro de nuevos compuestos. Ademas, debido a su
ciclo de vida, este parasito permite evaluar la actividad in vivo de los
compuestos a estos niveles.

Con el interés de conocer los requerimientos estructurales de una
molécula con actividad antihelmintica, nuestro grupo de investigacion ha
sintetizado nuevos compuestos derivados BZD, cuya actividad in vitro ha sido

evaluada contra la larva muscular (LM) de Trichinella spiralis (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad in vitro de nuevos derivados bencimidazélicos contra la LM de T.

spiralis.



R17ENF 1N
R4
REDUCCION
COMPUESTO R1 R2 R3 R4 ACTIVIDAD
METABOLICA
(%)
82 H Cl SCHs CHs 24
92 Cl H CHs CHs 14
10° Cl H NH, CHs 14
11° Cl H SCHs H 15
162 Cl Cl SCHs CHs 22
17° Cl H CFs H NR
19° H H CFs3 H 12
20° Cl H CFs3 CHs 39
ABZ 22

a)Sanchez-Diaz, 1999; b)Valdéz et al., 2002; c)Navarrete et al., 2001.

Los resultados obtenidos de la actividad de los nuevos compuestos
bencimidazdlicos contra T. spiralis, muestran que los compuestos 8, 16 y 20
fueron mas activos que el ABZ a la misma concentracion (1ug/mL). En el
analisis de la estructura-actividad resulta que los sustituyentes CF3 y SCH3 en
la posicion 2, asi como el CH3; en posicion 1 le confieren a la molécula
bencimidazoélica una mayor actividad antihelmintica. De manera importante, se
demostré en estos estudios que los compuestos 1-metilbencimidazolicos a
diferencia de los 1-H-bencimidazoles no inhiben la polimerizacion de la
tubulina.

Dentro de los métodos para la obtencion de farmacos mediante
modificacion molecular, se encuentra el proceso de asociacion molecular, el
cual se basa en la unidon de dos estructuras con actividad determinada, con el
fin de potenciarla. La nueva molécula formada incorpora algunas o todas las
caracteristicas de los compuestos originales, cuando la asociacion es de partes




distintas o mixtas por formacién de enlace covalente, entonces, dicho proceso
se denomina hibridacién molecular.

Considerando que el ABZ y la NTZ son los farmacos que actualmente se
emplean en el tratamiento de las helmintiasis, y los dos tienen mecanismos de
accion diferentes, recientemente nuestro grupo de investigacion generé
compuestos hibridos que tienen los grupos farmacoféricos del ABZ y la NTZ,
obteniéndose moléculas hibridas del bencimidazol con el 2-amino-5-nitrotiazol.
En estos compuestos hibridos se conservaron los sustituyentes CF3; y/o SCH3
en posicion 2 'y el CHz 6 H en la posicion 1 de la molécula bencimidazélica, que
con anterioridad mostraron buena actividad antihelmintica.

Las moléculas hibridas se presentan en la tabla 2

Tabla 2. Moléculas hibridas sintetizadas.

No. de Clave R1 R2 R3 R4 Peso
Compuesto Molecular

60 VMASG60 | Nitrotia | H H CF3 357.269 g/mol
62 VMAS62 | Nitrotia | H H SCH3 334.356 g/mol
72 VMAS72 | Nitrotia | H CHs CF; 371.296 g/mol
74 VMAS74 | Nitrotia | H CHs SCH3 349.390 g/mol

En este trabajo de tesis se evalud la actividad antihelmintica in vitro de
estas moléculas hibridas empleando como modelo de helminto la LM de T.

spiralis. La evaluacion se realiz6 mediante el método colorimétrico del MTT.

2.1.1. TRIQUINOSIS

Dentro de las helmintiasis se encuentra la triquinosis, enfermedad
causada por el nematodo del género Trichinella, que aunque no se encuentra
dentro de las helmintiasis mas comunes, es de importancia ya que esta
parasitosis tiene una distribucion mundial y no hay una poblacion especifica ni

condicion social a la cual infecte con mayor frecuencia, asi lo demuestran los



brotes que se han presentado en paises de primer mundo como Francia,
Alemania, Italia y Estados Unidos entre otros (Murrell y Pozio, 2000).

Hay que tener presente que esta parasitosis no se adquiere por malos
hébitos higiénicos de los consumidores, sino por las malas condiciones
sanitarias en la crianza de los cerdos, que son la principal fuente de infeccion.

En México esta parasitosis ocupaba en 1990 el quinto lugar en cuanto a
morbilidad (Alcantara et al., 1992). La ausencia de reportes oficiales de
triquinosis humana en nuestro pais, puede no estar reflejando la situacién real
en areas endémicas, ya que no es estrictamente obligatorio reportar la
existencia de casos de triquinosis a las autoridades sanitarias (Ortega-Pierres
et al., 2000).

Este parésito fue identificado por primera vez en 1835 por Paget y
Owen. La larva fue observada bajo el microscopio en un fragmento del
diafragma infectado obtenido de un albafiil de 51 afios de edad quien murié de
tuberculosis. (Capo et al., 1996). La designacién del nombre corresponde a
Owen, 1835, y fue identificado en México como T. spiralis por Toussaint
enl1893.

Desde el momento de su descubrimiento, hasta 1990, era comun
asumir que todas las triquinosis eran causadas por una misma especie, T.
spiralis. Sin embargo actualmente se tiene conocimiento de la existencia de al
menos 7 especies de trichinella.

Las infecciones por las diferentes especies de Trichinella estan
ampliamente distribuidas por todo el mundo, incluyendo el Artico, climas
templados y zonas tropicales. Practicamente todos los mamiferos son
susceptibles a infectarse por una o0 mas especies de este parasito; aunque los
humanos parecen ser especialmente propensos a desarrollar enfermedad
clinica (Bruschi y Murrell, 2002).

2.1.2. Taxonomia del Género Trichinella

El género Trichinella, que estd conformado por parasitos helmintos,
infecta a un amplio niumero de especies animales tanto a carnivoros como a
herbivoros, incluyendo al ser humano. La clasificaciéon taxonémica de este

parasito es la siguiente:



Superphylum: Aschelminthes

Clasificacion taxondmica de Trichinella (Beaver, 1986).

En funcion de la comparacion de patrones isoenzimaticos, secuencias
de DNA repetitivo y algunas caracteristicas biologicas que incluyen: numero de
larvas recién nacidas por hembra, tiempo de formacién de la célula nodriza,
indice de capacidad reproductiva en ratones y/o pollos y resistencia de la larva
muscular a la congelacion; diferentes aislados de Trichinella han sido
clasificados en 7 especies y 3 genotipos como se muestra en la tabla 3 (Murrell
y Pazio, 2000). Todas estas especies tienen la capacidad de infectar al ser
humano, aunque la mayoria de los casos de triquinosis en humanos son

causados por T. spiralis.

Tabla 3. Especies, genotipos y distribucion geografica de Trichinella (Murrell y Pozio,
2000)

Especies
Y Distribucion geogréafica
genotipos

T. spiralis Cosmopolita




T. nativa Regiones articas y subarticas

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

T. nelson Africa del sur

T. pseudospiralis Cosmopolita

T. papuae Papua Nueva Guinea

Trichinella T6 Sur de Canad4, Norte de E.U.
Trichinella T8 Sur de Africa y Namibia

Trichinella T9 Japon

2.1.3. Ciclo de Vida

La ingestion de carne cruda infectada por este parasito constituye el

mecanismo de transmision de la triquinosis.

El ciclo de vida de este parasito (Fig. 2) 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).




Figura 2. Ciclo biologico de T. spiralis. (Tay-Lara, 1993)

a) Fase Entérica

Durante la fase entérica, el hospedero potencial adquiere la triquinosis al
ingerir carne de cerdo, caballo, animales silvestres, infectada con la LM
enquistada. En el estdmago las larvas son liberadas migrando e invadiendo el
epitelio columnar y la lamina propia del intestino delgado, principalmente en
duodeno (Sukhdeo, 1991).

Treinta horas después de la infeccion, la LM 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 diferenciacion de sexos. La
copula se efectia presumiblemente entre las 37-40 h posteriores a la infeccion;
después de ella, los machos mueren y son expulsados; las hembras aumentan

de tamafio penetrando mas profundamente la mucosa intestinal. La



embriogénesis dura alrededor de 90 h., ya que LRN en el caso de T. spiralis,

son liberadas hasta el quinto dia después de la infeccion.

b) Fase Parenteral

Durante la fase parenteral, LRN se introducen en la lamina propia del
intestino y entran a la circulacion arterial via conducto toracico, pasan por el
corazén y los pulmones hasta llegar a invadir células del musculo esquelético y
desarrollandose a LM. Los musculos que principalmente invade son diafragma,
laringe, lengua, intercostales, biceps y pectorales. La larva induce en la célula
muscular cambios que culminan en una nueva unidad hospedera llamada

célula nodriza (Fig. 3).

Figura 3. Célula nodriza aislada.

Tomada de http://www.trichinella.org/bio_nursecell.htm

El término célula nodriza es usado debido a que dicha célula funciona
como una placenta, ayudando al parasito a obtener nutrientes y eliminar
desechos. Cada célula nodriza tiene un plexo de vénulas, que ayudan al

transporte de dichas sustancias (Fig. 4).

Larva

Sinusoids

Collagen Capsule

Figura 4. Célula nodriza rodeada por plexos de vénulas.

Tomada de http://www.trichinella.org/bio_nursecell.htm




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 (Despommier, 1998). La transformacion de
célula muscular a célula nodriza-parasito se completa en veinte dias (Fig. 5),
desde el momento de entrada del nematodo al interior de la célula muscular
(Despommier, et al., 1975). Esta unidad infecciosa puede sobrevivir en algun
huésped animal por toda la vida (ej. ratones o ratas). En otros como los
humanos, eventualmente se llega a calcificar y en ese momento muere la

célulay el parasito.

. \J
K %0

Vaso capilar de
musculo normal

Figura 5. Angiogénesis en la célula nodriza

Tomada de http://www.trichinella.org/bio _nursecell.htm

Cuando el hospedero animal muere, la LM se mantiene en estado
infeccioso que va desde algunos dias hasta semanas mas tarde e incluso por
meses en el caso del ciclo artico (Dick y Chadee, 1981).

El complejo LM-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 infeccién, dependiendo de la especie del
hospedero. El ciclo se inicia nuevamente cuando la LM es transmitida a través
del consumo de carne a otro hospedero de la misma especie o de otra
diferente.

2.1.4. Cuadro Clinico de la Triquinosis

Las manifestaciones clinicas son sumamente variadas y se asemejan al
de una intoxicacién alimenticia aguda; el paciente presenta nauseas, vomitos,
diarrea, dolor abdominal tipo célico localizado en mesogastrio, cefalea,
diaforesis y postracion general (Tay et al., 1993). 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 (Yépez y
Ortega, 1994).

Las infecciones leves suelen ser asintomaticas o cursar con datos
inespecificos. Es util recordar que casi siempre existe el antecedente de
ingesta de carne de cerdo, moronga, y embutidos (chorizo, longaniza).

Una de las manifestaciones mas graves de la triquinosis 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 (Yépez y Ortega 1994).

En la Tabla 4 se presentan algunos signos clinicos relacionados con la
fase de desarrollo del parasito. Tales signos clinicos estan sujetos a muchas
modificaciones en el comienzo y evolucion de la enfermedad (Beaver, 1986).



Tabla 4. Fases bioldgicas de T. spiralis y cuadros clinicos correspondientes (Beaver et al.,

1986 ).
Fase bioldgica Comienzo Cuadros clinicos
Las larvas ingeridas se des- Sintomas  gastrointestinales  (dolor
enquistan y penetran en el 2-4 horas abdominal, nauseas, diarrea, espasmos
epitelio intestinal. abdominales y vomito).
Los gusanos copulan y maduran. 30 horas
Las hembras depositan las
larvas recién nacidas que 6 dias Edema de cara y fiebre
invaden musculo esquelético.
7 dias .
Invasion méxima de la fibra 10 dias Fiebre maxima (40-41 C)
muscular.
11 dias Miositis y dolores “reumaticos”
Disminucién de la larviposicién. 14 dias Eosinofilia y anticuerpos circulantes.
Larvas en los musculos 17 dias
totalmente diferenciadas.
20 dias Eosinofilia en su maximo.
Encapsulacion precoz. 21 dias Miocarditis o encefalitis.
Intestinos practicamente libres de
formas adultas. 23 dias
26 dias Sintomas respiratorios.
Encapsulacion practicamente
completa.
1 mes
2 meses Desaparece la fiebre.
Vida maxima de los gusanos en 3 meses Gran probabilidad de muerte por
el intestino. miocarditis o encefalitis.
Puede empezar la calcificacién 6 meses Convalecencia lenta.
de la célula nodriza
8 meses Desaparecen los sintomas
neurologicos y la miocarditis.
La calcificacion de la
célula nodriza puede 1 afio
ser completa.
Las larvas pueden seguir
siendo viables dentro de
las capsulas calcificadas. 6 afios.




2.1.5. Epidemiologia

La caracteristica mas sobresaliente en la epidemiologia de este parasito
es la obligatoria transmision a través de la ingesta de carne infectada. Una
segunda caracteristica cardinal es su existencia en dos sistemas ecologicos
separados, el selvatico y el doméstico (Pozio, 2000).

El género Trichinella esta ampliamente distribuido alrededor del mundo,
en un gran numero de animales carnivoros (ej. zorro, jabali, oso polar,
mapache, etc.), humanos y hospederos incidentales (Yépez y Ortega, 1994).

La principal fuente de contagio en humanos es el consumo de carne
porcina 0 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 (Alcantara et al., 1992).

En México, los primeros reportes de triquinosis en humanos fueron
hechos por Olvera en 1896, estudiando 12 cadaveres en los que no fue
diagnosticada la enfermedad (Ortega-Pierres et al., 2000).

Entre 1952-1997, aproximadamente 758 casos de triquinosis humana
fueron reportados oficialmente en México, en la mayoria de los casos, las
epidemias ocurrieron por el consumo de carne porcina mal cocinada. La Unica
manera en que el parasito puede introducirse a un huésped es, precisamente
por la ingestion de carne infectada por dicho parasito y parcialmente cocida
(Cap6é y Despommier, 1996). Los principales estados en que ocurrieron
epidemias documentadas oficialmente son: Zacatecas, el Estado de México,
Durango, Sonora, Chihuahua, Jalisco, Michoacén y en Distrito Federal.

A pesar de que la triquinosis en México ha sido poco estudiada, en
estudios epidemiolégicos obtenidos por histopatologias post mortem de
diafragmas humanos, se han observado frecuencias que varian del 4 al 15%.
Para el decenio de 1976 a 1985, se registraron brotes en Zacatecas, Durango,
Estado de México, Guanajuato y Ciudad de México. En Chihuahua se registro
el brote epidemiolégico mas grande de triquinosis con 166 casos, de los cuales

59 correspondian a casos hospitalizados; en este brote, la causa de la



infeccion fue la carne de cerdo que se presentd y consumié en forma de
chorizo, a pesar de que las piezas anatémicas de los animales infectados
presentaban los sellos de revision sanitaria (Martinez-Barbabosa et al., 2001)

La infeccion por T. spiralis en cerdos, ratones, caballos, gatos y perros
ha sido reportada en algunos estados de la Republica Mexicana. (Ortega-
Pierres et al., 2000).

En el periodo correspondiente entre 1991-1995, en Europa fueron
oficialmente reportados 282 casos en humanos en 7 epidemias diferentes
(Murrell y Pozio, 2000). El numero de pacientes que fallecieron fue muy bajo en
comparacion con el numero de individuos que mostraron sintomas clinicos de
la enfermedad.

Tomando en consideracion los pobres estandares higiénicos en cuanto a
la obtencién, manejo, procesamiento y distribucién de los productos derivados
de carne tanto porcina como equina que se practican en México, es muy
probable que se agudice este problema en los proximos afios. Sin embargo,
actualmente no se cuenta con registros oficiales de brotes y/o casos de

triquinosis.

2.1.6. Tratamiento

Los principales farmacos que han sido utilizados en el tratamiento de la
infecciébn causada por el nematodo T. spiralis son en su mayoria derivados
bencimidazolicos (Cook , 1990).

El primer farmaco utilizado para erradicar la triquinosis a nivel intestinal
con resultados alentadores fue el tiabendazol (TBZ), sintetizado por los
laboratorios Merck Sharp y Dohme a mediados de 1960 (Sharma y Anand,
1997; Cook , 1990). Desafortunadamente este BZD provocaba reacciones
colaterales indeseables, entre ellas, anorexia, vértigo, diarrea, hipoglucemia,
bradicardia e hipotension. Ademas, el hecho de que el TBZ tiene descubiertas
las posiciones 5y 6 del anillo bencimidazdlico, incrementa su metabolismo de
primer paso, razén por la cual su tiempo de vida media era de 11 minutos en

ratas. Por tales motivos, el TBZ tuvo un uso limitado (Sharma y Anand, 1997).



Con la introduccion de este farmaco se inicié una nueva generacion de
antiparasitarios, lo cual estimul6 la investigacion y sintesis en varias partes del
mundo de diferentes compuestos derivados bencimidazélicos, hasta que los
laboratorios Janssen lanzaron al mercado el mebendazol (MBZ), un nuevo
farmaco ampliamente usado y que tuvo un enorme impacto en el tratamiento
de infecciones intestinales causadas por helmintos (Cook, 1990). Sin embargo,
indudablemente con el descubrimiento del albendazol (ABZ) 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 (Horton et al., 1990).

McCracken (1978) demostro en un estudio comparativo de la eficacia del
ABZ y MBZ contra T. spiralis en ratones, que ésta es directamente proporcional
a la dosis administrada, ademas encontré que el ABZ era mas activo que el
MBZ contra la fase adulta, mientras que el MBZ fue mas activo que el ABZ
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 h y 72 h post-infeccién respectivamente ), la eficacia
practicamente se duplica ( 100% contra 45-56% ) para ambos compuestos.

Posteriormente, McCracken et al. (1982) utilizaron diferentes formas de
dosificacion del MBZ sobre la fase enteral de la triquinosis en ratones y
obtuvieron resultados interesantes. Una dosis Unica de 150 mg/Kg de peso de
MBZ administrada al tercer dia post-infeccion o dividida en tres dosis diarias de
50 mg/Kg peso entre los dias 3-5 post-infeccién, redujo la carga parasitaria en
un 78% y 62% respectivamente.

De igual forma, cuando se compar6 el efecto producido por 15 mg/Kg de
peso de MBZ sobre la fase adulta de T. spiralis dosificados al tercer dia post-
infeccion, administrandose 3 dosis de 5 mg/Kg de peso 6 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.

Con estos estudios se pone de manifiesto la importancia del régimen de

dosificacion del farmaco.



Lopez-Garcia et al. (1997) demostraron en ratones la mayor eficacia
terapéutica del ABZ ( 94.7% ) sobre su derivado sulfoxido, ricobendazol (
65.5%) contra la fase larva muscular de T. spiralis.

Grzywinski y Karmanska (1993) mostraron en ratones la eficacia del
luxabendazol sobre las diferentes fases de la triquinosis. 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 elimino 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.

Actualmente, los farmacos usados para combatir la fase enteral y
parenteral de la triquinosis en humanos incluyen al MBZ (5 mg/Kg/dia durante 7
dias) , asi como ABZ en adultos (400 mg/dia por tres dias) y en nifios (5 mg/kg
de peso por 4 dias) pues es el farmaco de eleccién por ser menos toxico, mas
barato y con una actividad similar a la del MBZ (Cook , 1990; Horton et al.,
1990; Cap6 y Despommier, 1996).

Estos farmacos presentan una buena actividad antihelmintica frente a
nematodos, cestodos y trematodos, gracias a su capacidad para inhibir la
polimerizacion de la tubulina parasitaria durante la mitosis. También presenta
un efecto inhibidor del metabolismo energético de los parasitos (Lacey, 1990) y
han demostrado ser eficaces contra formas adultas y larvas de nematodos,

céstodos y trematodos.

2.2. ALBENDAZOL
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2.2.1. Farmacocinética del Albendazol



Recientes estudios han demostrado que esta molécula presenta una
buena actividad antihelmintica, pero al igual que los otros BZD, tiene la
capacidad de desarrollar trastornos durante el desarrollo embrionario (Cristofol
et al., 1997; Delatour et al., 1984). Sin embargo el ABZ es altamente insoluble,
lo que influye enormemente en su absorcion y, por lo tanto, en el caso de
infecciones sistémicas se requieren dosis altas, ya que solo el 5% de ABZ
administrado es absorbido a nivel intestinal.

Después de la administracion oral, el ABZ es oxidado a albendazol
sulfoxido (ABZSO) el cual es su principal metabolito in vivo. Parte de la eficacia
del ABZ es atribuida a la accion de este metabolito, que presenta una actividad
similar al ABZ. La formacion de ABZSO esta directamente asociado con dos
diferentes enzimas del sistema microsomal: citocromo P-450 y Flavin-
Monooxigenasa (FMO). Estudios previos de microsomas en intestino e higado
de rata, han demostrado que ambos sistemas estan involucrados de manera
muy similar (Redondo et al., 1999).

El ABZ, asi como otros BZD, posee un elevado grado de uniéon a las
proteinas plasmaticas. Hennessy et al. (1989) observaron al administrar ABZ
en ovejas, que la union de sus metabolitos se modificaba con el tiempo
postadministracion, pudiendo alcanzar niveles desde un 47% en las primeras
horas, hasta un 87% de union pasada las 24 h.

La vida media plasmatica del sulfoxido de albendazol es de 8,5 horas.
Después de una administracion oral unica de 400 mg de albendazol tomado en
el desayuno, se ha comunicado que el metabolito farmacol6gicamente activo
alcanza concentraciones plasmaticas desde 1,6 a 6,0 mmol/L. El efecto
farmacoldgico sistémico de albendazol aumenta si la dosis se administra con
una comida rica en grasas, que aumenta aproximadamente 5 veces la

absorcion.

2.2.2. Metabolismo hepatico

Varios estudios han demostrado que el ABZ es metabolizado a ABZSO
en un proceso de sulfoxidacion en el que participan las enzimas oxidativas

microsomales NADPH dependientes del sistema Cit. P450. Esto fue observado



en microsomas hepaticos de terneras (Lanusse et al., 1993b), ovejas (Galtier et
al., 1986), ratas (Solana et al., 2000) y humanos (Rawden et al., 2000).

2.2.3. Metabolismo gastrointestinal

A nivel intestinal también se ha podido observar el metabolismo del ABZ
a ABZSO en los microsomas de enterocitos, con la participacion de las
enzimas FMO vy del citocromo P-450 (Cit. P-450). En ratas se observd que el
ABZ era captado por los enterocitos y era metabolizado a ABZSO (Villaverde
et al., 1995).

2.2.4. Excrecion

La excrecion de ABZ y sus metabolitos se lleva a cabo principalmente
por via renal y en menor grado por via biliar. Por lo general, de los metabolitos
resultantes, los mas polares se excretan por via renal (en rumiantes en una
proporcion del 60%) y los menos polares se excretan como conjugados en
forma de sulfato o glucoronoconjugados por via renal y biliar (Gyurik et al.,
1981).

2.2.5. Mecanismo de accion

El ABZ, ABZSO, asi como otros BZD, actian sobre los parasitos a
través de dos mecanismos: inhibiendo el metabolismo energético del parasito e
inhibiendo la polimerizacion de la tubulina de los microtubulos de los parasitos
(Lacey, 1988; 1990).

a) Inhibicién del metabolismo energeético

Los BZD inhiben el metabolismo energético de los parasitos gracias a la
capacidad de actuar sobre los sistemas enzimaticos y sobre la captacion de
sus fuentes energéticas. Esta interferencia provoca una disminucion en la
disponibilidad de la energia necesaria para el funcionamiento normal de los
organos vitales de los parasitos, lo cual conduce a un agotamiento de sus

fuentes energéticas y provoca su muerte.



Diferentes estudios han demostrado la accion de estos farmacos sobre
ciertas enzimas parasitarias tales como la enzima fumaratoreductasa (Criado-
Fornelio et al.,, 1990), la malatodeshidrogenasa (Tejada et al.,, 1987), la
succinato deshidrogenasa (Bokzon, 1976) y sobre las enzimas del ciclo
fosfoenolpiruvato (Rahman y Bryant, 1977). También se ha observado que los
BZD disminuyen la captaciéon de la glucosa por parte del parasito (Criado-
Fornelio et al., 1990). La interferencia en el metabolismo energético de los
parasitos también fue observada al incubar Echinococcus granulosus en
presencia de ABZSO, el cual causaba una disminucion de las reservas de

glucogeno del paréasito (Pérez-Serrano et al., 1994).

b) Inhibicion de la polimerizacion de la tubulina

Los microtubulos son estructuras cilindricas localizadas en células
eucarioticas los cuales participan en diversos procesos celulares, incluyendo la
mitosis, movimiento de cilios y flagelos asi como transporte intracelular de
vesiculas y organelos y, en adicién, son el componente mas comun del
citoesqueleto, jugando un importante papel en la determinacion de la
morfologia celular. Los microtubulos flagelares y microtabulos de otras fuentes
consisten principalmente en las dos mismas proteinas, las cuales son similares
en todos los microtubulos y fueron designados a y B-tubulina. Ellos forman un
dimero que es la principal estructura del microtdbulo (Campanati et al., 2003).

Por muchos afios se creyd que la tubulina a y B eran los Unicos
miembros de la familia de la tubulina hasta que se descubrio la y-tubulina
(Oakley y Oakley, 1989). Ciertamente parece ser que se encuentra en todos los
eucariotas, aunque las familias de la y-tubulina son méas pequefias que las
familias de las a y B- tubulina. y-tubulina est4 asociado usualmente con los
centriolos organizacion- microtubulos y con el proceso de mitosis. 6-€ y (-
tubulina son otros miembros de la superfamilia de la tubulina cuyas funciones
aun no estan completamente comprendidas ya que recientemente fueron
descubiertas (Oakley, 2000).

En la actualidad se sabe que los BZD se unen de forma irreversible a la
subunidad-p de la tubulina, lo cual trae como resultado que no se puedan

ensamblar mas subunidades y que no se lleve acabo la polimerizacion con la



subunidad-a, lo cual evita la formacion de los microtibulos, indispensables
para el transporte y desecho de nutrientes en el parasito (Kwa et al., 1993;
Lacey, 1988).

El ABZ, asi como otros BZD metilcarbamatos presentan una gran
afinidad por la tubulina de las células de los parasitos, inhibiendo de esta forma
la polimerizacion de la misma. Su unién a la tubulina durante el crecimiento de
los microtubulos provoca la inhibicion de la mitosis (Lacey, 1990). La inhibicion
de la polimerizacion de la tubulina puede provocar una desaparicion de los
microtubulos citoplasmaticos de los parasitos, provocando una interrupcion de
la migracion de los organulos intracelulares, bloqueando de esta manera el
transporte de los organulos secretores. En estudios realizados in vitro se ha
observado que diferentes BZD (mebendazol, fenbendazol, oxibendazol,
luxabendazol y albendazol) inhibian eficazmente la unién colchicina-tubulina
en la fraccion citosélica de T. spiralis, indicando que estas subunidades
presentan afinidad por el mismo locus de union de la colchicina a la tubulina
(Criado-Fornelio et al., 1990; Jiménez-Gonzélez et al., 1991). En incubaciones
de tubulina de protoescélex de Echinoccocus granulosus en presencia de ABZ
y ABZSO por separado o combinados se han observado alteraciones
inmunohistoquimicas de dicha proteina (Pérez-Serrano et al.,, 1995). Aunque
en estudios realizados por Pérez-Serrano y cols. (1994) se observo que las
mayores alteraciones a nivel estructural en protoescolex ocurrian al incubar
conjuntamente al ABZ y ABZSO, esto pone en evidencia que ambas moléculas
producen un sinergismo al actuar conjuntamente. Aunque tanto el ABZ como el
ABZSO inhiben la polimerizacion de la tubulina evitando el desarrollo del
parasito, el ABZ es el que presenta mayor actividad antiparasitaria (Lacey et
al., 1987; Lubega y Prichard, 1991). La diferencia de actividad entre el ABZ y el
ABZSO puede ser debida a que el ABZ presenta mayor afinidad por la tubulina
de los parasitos en comparacion con el ABZSO, aunque hay que tener en
cuenta que las caracteristicas lipofilicas de los farmacos afectan directamente
su capacidad de penetracién al interior de los parasitos a través de sus
membranas y, en este caso el ABZ es mas liposoluble que el ABZSO.

Estos farmacos también presentan afinidad por la tubulina de los
mamiferos (Lacey et al., 1987). Aunque la afinidad por la tubulina de los

parasitos se haya encontrado superior a la de la tubulina de los mamiferos, es



a este mecanismo de accion al que se le atribuye el efecto teratogénico de los
BZD. Por su mecanismo de accidn que implica una perturbacion de la
estructura y de la funcion microtubular durante la divisién mitética, se espera un
desarrollo de anormalidades embrionarias y fetales cuando se administra
ABZSO a hembras gestantes, ya que en estas fases existe gran cantidad de
divisiones mitéticas y migraciones celulares en las que interviene la tubulina

como factor principal.

c) Resistenciaalos BZD

En México, se notifico la presencia de una poblacién de Haemonchus
contortus resistente a los BZD (Campos, 1990). En 1992, en borregos se
Identificaron tres poblaciones més resistentes al ABZ, febendazol, oxfendazol y
febantel (Campos et al., 1992). El uso frecuente de estos farmacos es lo que ha
propiciado el desarrollo de resistencia a ellos. Por esta razén, es de gran
importancia iniciar una busqueda de nuevas opciones alternas de
quimioprevencion poblacional usando farmacos que demuestren tener un
amplio espectro de efectividad, facil via de administracién, buen perfil de
bioseguridad y que, ademas, el andlisis costo-beneficio justifique su uso en el
ambito poblacional (Petri, 2003).

2.3. Nitazoxanida
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La nitazoxanida (NTZ), 2-acetiloxi-N-(5-nitro-2-tiazol) benzamida, es un
nuevo compuesto derivado nitrotiazol utilizado en el tratamiento de infecciones

parasitarias producidas por protozoarios y helmintos.



La NTZ fue descrita por primera vez en 1975 por Jean Francois
Rossignol en el Instituto Pasteur en Francia y fue inicialmente desarrollada para
su uso como antihelmintico a nivel veterinario con una muy buena actividad
contra nematodos intestinales, céstodos y trematodos hepaticos. En humanos,
se ha reportado que la NTZ tiene actividad contra un amplio rango de parasitos,
incluyendo Giardia lamblia, Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis,
Taenia saginata, Himenolepis nana, y Fasciola hepatica (Rossignol-
Maisonneuve, 1984; Rossignol et al., 1984; Rossignol et al., 1998). En estudios
in vitro, incluso se ha demostrado que NTZ tiene también actividad
antibacteriana contra numerosas bacterias Gram positivos y bacterias
anaerobias Gram negativas que afectan tanto a animales como a humanos
(Fox y Saravolatz, 2005). Sin embargo, estudios clinicos en humanos han
confirmado la efectividad de la NTZ, asi como en estudios in vitro e in vivo con
diversos animales dando como resultado un amplio espectro de actividad con
tan solo una toma. En humanos la alta eficacia incluye protozoarios flagelados
y ciliados, protozoarios coccidios como lo son Cryptosporidium parvum e
Isospora belli, microsporidios como lo son Septata intestinales y Vittaforma

cornae, y las amibas. (Dubreuil et al., 1996).

2.3.1. Mecanismo de accién de la NTZ

En protozoarios y bacterias anaerobias se ha demostrado que la NTZ
inhibe la enzima piruvato-ferrodoxin oxidoreductasa (PFOR), la cual es una
enzima esencial en el metabolismo energético anaerobio. La interferencia con
la PFOR enzima-dependiente de la reaccidn de transferencia de electrones
puede no ser la Unica ruta por la cual la NTZ demuestra actividad
antiprotozoaria, y el mecanismo de la actividad de la NTZ contra helmintos es
desconocida (Fox y Saravolatz, 2005).

En ensayos in vitro, la NTZ ha mostrado actividad contra C. parvum
inhibiendo el crecimiento de los esporozoitos. También se ha demostrado
actividad in vitro combinado con azitromicina y rifampicina, suprimiendo el
crecimiento de C. parvum en un 83.9% y 79.8% respectivamente, comparado
con 56.1% cuando se usa sola. Del mismo modo, en estudios in vitro de la

NTZ y su derivado Tizoxanida (TZD) han manifestado mayor eficacia que el



metronidazol contra G. intestinalis. Especificamente, TZD ha demostrado ser 8
veces mas activo que el metronidazol contra cepas susceptibles de G.
intestinalis al metronidazol y dos veces mas activo contra cepas resistentes
(Fox y Saravolatz, 2005).

En otros ensayos realizados in vitro, la NTZ (100 pM) mostré una
actividad muy baja contra C. elegans y no tuvo efecto alguno sobre la fase
embrionaria en los huevos de H. polygyrus, ademas en ratones, la NTZ a una
concentracion de 1 g/kg demostré ser inactivo contra los preadultos de T.
spiralis mientras que el MBZ a una concentracion de 10 mg/kg redujo la carga

de las larvas por arriba del 83% (Fonseca-Salamanca et al., 2003).

2.3.2. Vias de Administracion y Metabolismo de la NTZ

NTZ estéa disponible en suspension oral a dosis de 100 mg por 5 mL o en
formulacion de tabletas a dosis de 500 mg. La suspension oral al ser
reconstituida con agua toma un color rosa con sabor fresa. La dosis
recomendada para nifios con edad entre 12 y 47 meses es de 100 mg diarios
por tres dias, y para nifios en edades que van de los 4 y 11 afios la dosis
recomendada es de 200 mg diarios por tres dias. La dosis recomendada en
adultos es de 500 mg diarios por tres dias. La biodisponibilidad de la NTZ

aumenta casi el doble cuando se administra con los alimentos.

2.3.3. Farmacocinéticade la NTZ

Estudios de la farmacocinética de la NTZ en humanos han demostrado
que es absorbida en el tracto gastrointestinal, sufriendo una rapida
metabolizacién por oxidacién de la cadena acetil en 2-hidroxi 1-N-(5-nitro 2-
tiazol/benzamida). La concentracion maxima (Cnax. de 1.9 pug/mL) de NTZ
puede ser detectada en sangre 2 h después de la administracion de una dosis
tnica de 500 mg por via oral. El principal metabolito se excreta sin cambios por
orina en las siguientes 24 h, aproximadamente una tercera parte de la dosis

oral, las dos terceras partes restantes son excretadas en las heces. En sangre,



NTZ es rapidamente hidrolizada por esterasas presentes en el plasma hacia su
derivado desacetil TZD (desacetil-nitazoxanida). La TZD es el metabolito activo
in vivo y la Unica especie cuantificable en el plasma. Después de la
administracion oral de NTZ, se puede encontrar una concentracion maxima de
TZD de 2 mg/L dentro de 1 - 4 h. La TZD es distribuida por todo el organismo
por medio de proteinas plasmaticas (>99%), y su eliminacién urinaria con un
tiempo de vida media de 7.3 h. Después, la TZD pasa a la fase Il de la
biotransformacion en la cual ocurre una glucoronidacién dando lugar al
glucorénido-tizoxanida (Fig. 6). La NTZ no es, a diferencia de la TZD,
detectada en plasma, orina, bilis o heces; de igual forma el glucorénido-
tizoxanida es encontrado en plasma, orina y bilis (Fox y Saravolatz, 2005).

Aunque estudios del metabolismo in vitro han demostrado que TZD no
tiene un efecto inhibitorio significativo en enzimas del Cit. P-450, la
farmacocinética de NTZ en pacientes con funcion renal y hepéatica
comprometidos no ha sido estudiada, y NTZ debe ser administrada a estos
pacientes con precaucion. Por afiadidura, la seguridad de NTZ en mujeres
embarazadas o en lactancia no se ha probado, ya que no se han realizado los
estudios adecuados para su administracion a esta poblacién (Fox y Saravolatz,
2005).
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Figura 6. Metabolismo de la Nitazoxanida.

2.3.4. Tratamiento

Este compuesto (NTZ) no se ha
identificado en plasma, orina o
heces de humanos

La TZD ha sido identificado en
el plasma, orina, bilis y heces
del hombre

Glucoroénido-tizoxanida ha sido
identificado en el plasma, orina
y bilis del hombre

La dosis adecuada de tratamiento de la NTZ es de 200-400 mg/dia

divididos en dos tomas por tres dias consecutivos. Aunque, existe evidencia de

gue en dosis Unica la NTZ puede ser eficaz como tratamiento de erradicacion

de ciertos parasitos, tales como Taenia saginata e Himenolepis nana (50

mg/kg) (Rossignol y Maisonneuve, 1984). No obstante, se carece de reportes

poblacionales de quimioprevencion en masa cuyo estudio sea la efectividad de

la NTZ administrada en dosis Unica.



2.3.5. Interaccion Medicamentosa

Hasta el momento, no se han conducido estudios sobre la interaccion
droga-droga con NTZ in vivo. Mas del 99% de TZD est4 ligado a proteinas
plasmaticas, por lo que se debe tener precaucion cuando se administra NTZ al
mismo tiempo que otro medicamento que de la misma manera es acarreado
por proteinas plasmaticas. Se recomienda monitorear el tiempo de protrombina

a los pacientes que, al mismo tiempo estan tomando warfarinay NTZ.



3. Planteamiento del Problema

En México, el control de las helmintiosis se lleva a cabo mediante el
empleo de la quimioterapia. Los farmacos empleados son principalmente el
ABZ y recientemente la NTZ. El ABZ es muy eficaz en el tratamiento de
helmintos intestinales, sin embargo, a nivel sistémico su eficacia se ve limitada,
esto debido a una pobre biodisponibilidad (sélo el 5% administrado por via
oral), ocasionada principalmente por su baja solubilidad y absorcién.

Con la finalidad de contar con nuevos compuestos antiparasitarios,
recientemente nuestro grupo de investigacién, sintetiz6 moléculas hibridas del
bencimidazol con el nitrotiazol, conservando los sustituyentes CF3 y/o SCH3 en
posicién 2 y el CH; 0 H en posicién 1 de la molécula bencimidazdlica (tabla 5),
los cuales le confieren mayor actividad antihelmintica (compuestos VMAS-60,
VMAS-62, VMAS-72 y VMAS-74).

En este trabajo de tesis se analizd si la unién de los dos grupos
farmacoforicos potencia la actividad in vitro de estas moléculas hibridas contra
la LM de T. spiralis.

Tabla 5. Moléculas hibridas sintetizadas.

No. de Clave R1 R2 R3 R4 Peso
Compuesto Molecular
60 VMAS60 | Nitrotia | H H CF3 357.269 g/mol
62 VMAS62 | Nitrotia | H H SCH3 334.356 g/mol
72 VMAS72 | Nitrotia | H CH; | CF3 371.296 g/mol
74 VMAS74 | Nitrotia | H CH; | SCH3 349.390 g/mol
R1 N
Bencimidazol :@[ \%R4
R2 N
R3
Nitrotiazol: 0 o)

L H
A



4. Objetivos

4.1. Objetivo General

Evaluar la actividad bioldégica “in vitro” de compuestos hibridos del

bencimidazol y nitrotiazol contra la larva muscular de T. spiralis.

4.2. Objetivos Particulares

Determinar la actividad bioldgica de cuatro compuestos hibridos (VMAS-60,
VMAS-62, VMAS-72 Y VMAS-74) derivados del bencimidazol y nitrotiazol
contra la fase sistémica (larva muscular) del nematodo T. spiralis,

mediante el método colorimétrico del MTT.

Comparar la actividad bioldgica de los compuestos hibridos con la actividad
del albendazol y la nitazoxanida contra la larva muscular de T. spiralis



5. Hipotesis

Los compuestos hibridos tienen el grupo farmacoférico del ABZ y de la
NTZ, por lo que tendrdn mayor y/o similar actividad in vitro que el albendazol y

la nitazoxanida contra la larva muscular de Trichinella spiralis.
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6. MATERIALES Y METODO

6.1. EQUIPOS

- Agitador Gerhardt RO5 ( Gerhardt. Bonn, Alemania )

- Aparato modificado de Bearman

- Balanza analitica digital peso max.: 210g, d= 0.0001g (Scientech)
- Balanza de 2 platillos, capacidad 2 Kg (Ohaus)

- Campana de extraccion tipo FG2P (Squarred)

- Campana de flujo laminar (Class Il, Type A2. Nuaire, Alemania)

- Cénulas de 1.7mm diametro

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

- Centrifuga de tubos eppendorf ( 5415C, Brinkmann Instruments )
- Cubre objetos de 22 X 22 mm (Madesa)

- Equipo de diseccion

- Espatula de acero inoxidable (Fisher Stainless)

- Frascos de vidrio graduados de 100, 250, 500, y 1000 mbL (Schott)
- Gasas estériles secas cortadas de 10 X 10 cm (Curity)

- Guantes desechables de nitrilo (High Five)

- Invertoscopio (Olympus CK2)

- Incubadora de CO, (Water/Jacketed, NU2500E. Nuaire, Alemania)
- Lector para placas de ELISA (Multiscan Ascent, Labsystems)

- Matraz Erlenmeyer de vidrio para 4000 mL (Pyrex)

- Mezcladora digital para matraces (Gerhardt)

- Micropipetas ( Gilson ) de 20, 200, 1000 uL

- Microscopio optico ( Nikon 119 )

- Papel parafilm “M”
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- Picadora de carne Moulinex

- Pinza metalica de un diente (Atco)

- Pipetas graduadas de vidrio de 5 y 10 mL (Brand)

- Pizeta de plastico para 500 mL

- Placas con 24 pozos de poliestireno estériles (Corning)

- Placas con 96 pozos fondo plana de poliestireno (Corning)

- Pipetas Pasteur

- Porta objetos pulidos de 25.4 X 76.2 mm, espesor = 1-1.2 mm (Crisa)
- Probetas graduadas de vidrio de 100, 500 y 1000 mL (Pyrex)
- Puntas plasticas de 200 y 1000 pL ( Biological )

- Rack reversible para 96 tubos de 1.5 mL

- Refrigerador a temperatura 4 - 8° C

- Tamiz metalico malla # 40

- Tubos eppendorf de 1.5y 2.0 mL

- Tubos falcdn de 15 mL { Corning )

- Vaso de precipitados de plastico de 1000 mL (Nalgene)

- Vortex-2 Modelo G-560 (Genie)

6.1.1. REACTIVOS

- Acido clorhidrico concentrado ( Merck, México )

- Agua bidestilada

- Albendazol ( Smithkline Beecham, México )

- Bacto agar al 0.2% ( 0140-01, Difco laboratories. Michigan, USA )
- Cloroformo (J.T. Baker)

- Cloruro de sodio { Merck, México )

- Dimetilsulfoxido (J.T. Baker)

- Eter etilico(J.T. Baker)
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Fosfato monobasico de potasio ( Baker, México )

Fosfato dibasico de sodio ( Baker, México )

Medio RPMI-1640 con L-Glutamina, sin bicarbonato de sodio

Metasulfato de Fenacina (PMS) FW= 306.3 (Sigma)

Mezcia de Penicilina-Estreptomicina 10,000 U/ug/mL en solucién salina de NaCi
al 0.85%

MTT (3-(4,5 dimethylthiazol-2-yi)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide), aprox. 98%
(TLC) (Sigma)

Nitazoxanida (Laboratorios Columbia)

Pepsina. 1:2500, 140U/mg; sélido 920 U/mg de proteina obtenida de mucosa
estomacal porcina. Lote 45H0867 (Sigma)

Solucion PBS 1X

Suero de ternera (Gibco)

36



6.2. METODOLOGIA

6.2.1. Mantenimiento del ciclo de vida de T. spiralis

Ratas machos de la cepa Sprague-Dawley fueron infectados con 5000
LM de T. spiralis, 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, tiempo en el cual se completa el
ciclo de vida del parasito.

6.2.2. Obtencidn de las larvas musculares de T. spiralis

Se siguid el procedimiento descrito por Marti et al. (1987), con algunas
modificaciones.

Ratas machos de la cepa Sprague-Dawley infectados con larvas de T.
spiralis fueron sacrificados a los 28 dias después de la infeccion. Se les
despoj6 de la piel, cabeza, cola, extremidades y visceras (se trabaja s6lo con
musculo esquelético y diafragma). El masculo esquelético y el diafragma se
cortaron en pequefios trozos, se trituraron en una picadora y se vertieron en
una solucion de pepsina al 1% (P/V) y HCI al 1% (V/V) en agua destilada,
durante 3 h a 37°C, esto con el fin de digerir el musculo para liberar las LM.

Se monté un aparato de Baerman modificado, que consistié en un
embudo plastico con una manguera en el tallo que tenia adaptado un tubo
Falcon de 15 mL; transcurridas 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, se dej6 que las LM sedimentaran durante 20 min.

Las LM sedimentadas en el tubo Falcon se lavaron con solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS 1X) pH 7.4 con antibiéticos (200 U.l. de
penicilina y 200 ng de estreptomicina), tratando de retirar la mayor cantidad
posible de desechos musculares. Las LM obtenidas se resuspendieron en 4-5
mL de solucion basica de fosfatos (PBS) y posteriormente se contaron. Para
este fin, se realizd una dilucion 1:10 de la suspension de parasitos (10 uL de la

suspension de parasitos y 90uL de bactoagar al 0.2%). En un portaobjetos



limpio y desengrasado, se colocaron de la dilucién, 5 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 uL) y se calculd el nUmero de
parasitos totales en la muestra inicial ( 4-5 mL ).

Ejemplo:
Volumen total (larvas + sol. PBS) =5 mL

Gota1= 15LM
Gota2 = 18 LM
Gota3 = 14 LM
Gota4 = 17 LM
Gota5= 16 LM

> =80LM

Promedio = 16 LM por cada 5 pyL

Si el volumen total de la muestra es de 5 mL, entonces:

X =16 000 LM. Esta cantidad se multiplica por 10, ya que
es el factor de dilucién de la muestra, por lo tanto:
16 000 (10) = 160 000 LM existentes en los 5 mL de la muestra.



7. Evaluacion de Ila actividad biologica de los
compuestos hibridos VMAS-60, VMAS-62, VMAS-72 Y
VMAS-74 contra la fase sistémica (LM) de T. spiralis

Para evaluar la actividad de los compuestos sobre el parasito se empled
el método colorimétrico del MTT, de acuerdo a lo descrito por Towson et al.
(1989).

La reduccion de la sal de tetrazolio (3-(4,5 dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil
bromuro de tetrazolio) (MTT) a formazan por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa, ha sido muy util para ensayar la sobrevivencia y proliferacion
celular. La conversion solo se realiza en células vivas y la cantidad de
formazan producido es proporcional al numero de células presentes (Guerra,
2001).

Se prepard una solucion stock de 10 mg/mL de cada uno de los
compuestos hibridos empleando DMSO, a partir de la cual se realizaron
diluciones para obtener los compuestos a diferentes concentraciones (0.001,
0.005, 0.01, 0.05y 0.1 pg/mL).

En este ensayo se colocaron 1000 LM por pozo en una placa de cultivo
de 16 pozos, se afnadieron 20 pL de los compuestos a las diferentes
concentraciones y se ajustd el volumen a 2 mL en medio RPMI-1640
complementado con suero de ternera al 10% y penicilina-estreptomicina
(10,000 U/ug/mL). Como controles positivos se incluyeron al ABZy ala NTZ a
las mismas concentraciones empleadas con los compuestos hibridos.

Una vez montados los ensayos, las placas se incubaron a 37° C en una
atmosfera al 5% de CO. durante tres dias (72 h), realizando un cambio de
medio y compuestos cada 24 h.

Transcurridos los tres dias de incubacion, el contenido de cada pozo se
colocé en tubos eppendorf de 2 mL y se centrifugaron a 2500 rpm por 3 min. El
sobrenadante se desechd cuidando que no se fueran larvas al retirar el liquido
y se realizd un lavado con 1 mL de PBS 1X a cada tubo, se centrifugaron
nuevamente a 2500 rpm por 3 min. Lo anterior se realizd 2 veces y finalmente

se retird el sobrenadante quedando en el fondo Unicamente las larvas a las



cuales se le adicion6 1 mL de MTT, 20 uL de metasulfato de fenacina (PMS)
como catalizador y finalmente 100 yL de DMSO. Una vez completados estos
pasos, se homogeniz6 el contenido de cada tubo y posteriormente se
incubaron durante 1 hora a 37° C en una atmésfera al 5% de COs.

Concluida la incubacién, el sobrenadante se retird y al paquete de larvas
se le realizé un lavado con 1 mL de PBS 1X, se centrifugaron a 2500 rpm
durante 3 min y se desechd el sobrenadante. Al paquete de larvas se le
adicionaron 500 yL de DMSO y se incubaron a temperatura ambiente por 1 h'y
posteriormente se centrifugaron nuevamente a 2500 rpm durante 3 min.

De cada uno de los sobrenedantes se tomaron 200 pL y se depositaron
en una placa de ELISA de 96 pozos. La absorbancia de los sobrenadantes se
determin6 en un lector de ELISA Multiscan Ascent a 492 nm usando DMSO
como blanco.

Se realizaron 3 experimentos independientes por triplicado a cada uno
de los compuestos hibridos, incluyendo al ABZ y la NTZ.

El porcentaje de reducciéon de la actividad metabdlica se calculé con
respecto al control.



8. Resultados

Se determind la actividad biolégica in vitro de los hibridos derivados del
bencimidazol y nitrotiazol (VMAS-60, VMAS-62, VMAS-72 Y VMAS-74) contra
la fase sistémica (LM) de T. spiralis, incluyendo de manera comparativa al ABZ
y NTZ mediante el método colorimétrico del MTT.

El método se estandarizd primeramente empleando al ABZ a diferentes
concentraciones.

En las tablas 6 y 7 se presentan los resultados de dos ensayos
independientes y por triplicado cada uno de ellos. Como puede observarse, en
ambas tablas, la actividad del ABZ se incrementa a partir de 0.005 pg/mL,
alcanzando la maxima actividad a 0.1 pg/mL, reduciendo 79 y 80% la actividad
metabdlica de la LM de T. spiralis. De manera importante se muestra que el
ensayo es reproducible empleando al ABZ.
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Tabla 6. Actividad del Albendazol contra la LM de T. spiralis empleando el método del

MTT.
CONCENTRACION ABSORBANCIA | ACTIVIDAD REDUCCION  DE
DEL FARMACO | 492 nm* METABOLICA | LA ACTIVIDAD
ug/mi] %) METABOLICA (%)
Control 0.407 + 0.004 100
0.001 0.401 + 0.005 98
0.005 0.094 + 0.004 23 77
0.01 0.080 + 0.003 20 80
0.05 0.079 + 0.004 19 81
0.1 0.080 + 0.003 20 80

*Promedio de la D.O.

Tabla 7. Actividad del Albendazol contra la LM de T. spiralis empleando el método del
MTT.

CONCENTRACION

ABSORBANCIA

ACTIVIDAD

REDUCCION

DE




DEL FARMACO | 492 nm’ METABOLICA |LA  ACTIVIDAD
[ug/mL] (%) METABOLICA (%)
Control 0.415 + 0.004 | 100 0
0.001 0.393 + 0.005 |95 5
0.005 0.099 + 0.006 |24 76
0.01 0.088 + 0.003 |21 79
0.05 0.087 + 0.004 |21 79
0.1 0.089 + 0.004 |21 79

*Promedio de la D.O.

Se procedi6 a evaluar el efecto larvicida de la NTZ contra T. spiralis bajo
el mismo procedimiento que el ABZ. En las tablas 8 y 9 se presentan los
resultados obtenidos. Es evidente que la NTZ presenté menor actividad que el
ABZ contra la LM de T. spiralis, aun con la concentracion mas alta evaluada
(0.1 pg/mL); la reduccion metabdlica fue de 25%. En los dos ensayos se

obtuvieron resultados similares.
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Tabla 8. Actividad de la Nitazoxanida contra la LM de T. spiralis empleando el método del

MTT.

CONCENTRACION [ ABSORBANCIA |ACTIVIDAD | REDUCCION DE
DEL FARMACO | 492 nm* METABOLICA |LA  ACTIVIDAD
ug/mL] %) METABOLICA (%)
Control 0.286 * 0.003 | 100

0.001 0.269 * 0.004 |94

0.005 0.228 + 0.006 |80 20

0.01 0.220 + 0.004 |77 23

0.05 0.218 + 0.003 |76 24

0.1 0.215 £0.004 |75 25

*Promedio de la D.O.

Tabla 9. Actividad de la Nitazoxanida contra la LM de T. spiralis empleando el método del MTT.

CONCENTRACION [ ABSORBANCIA | ACTIVIDAD | REDUCCION  DE
DEL FARMACO | 492 nm’ METABOLICA | LA ACTIVIDAD
ug/mi] %) METABOLICA (%)
Control 0.276 + 0.004 | 100

0.001 0.258 + 0.004 |94

0.005 0.217 + 0.005 |79 21

0.01 0.216 + 0.003 |78 22

0.05 0.210 + 0.004 |76 24

0.1 0.208 + 0.003 |75 25

*Promedio de la D.O.

Una vez estandarizado el método se procedié a la evaluacion de la
actividad de los compuestos hibridos VMAS-60, VMAS-62, VMAS-72 Y VMAS-

74.




En la tabla 10 se presentan los resultados del compuesto VMAS-60. Es

evidente que la actividad del compuesto es practicamente insignificante, ya que

aun en la concentracién mas alta evaluada (0.1 pg/mL) sélo se observo una

reduccion metabdlica maxima del 4%.
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Tabla 10. Actividad del compuesto hibrido VMAS-60 contra la LM de T. spiralis.

CONCENTRACION [ ABSORBANCIA | ACTIVIDAD REDUCCION DE

DEL FARMACO | 492 nm’ METABOLICA |LA  ACTIVIDAD
METABOLICA (%)

[ng/mL] (%)

Control 0.314 £ 0.003 | 100 0

0.001 0.310 £ 0.004 |99 1

0.005 0.312 £ 0.006 |99 1

0.01 0.314 £ 0.005 | 100 0

0.05 0.309 * 0.003 |98 2

0.1 0.301 £ 0.004 |95 4

*Promedio de Ta D.O. obtenida en fres ensayos por tripl

cado cada uno.




El compuesto VMAS-62 (Tabla 11), no presentd actividad larvicida
contra la LM de T. spiralis.
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Tabla 11. Actividad del compuesto hibrido VMAS-62 contra la LM de T. spiralis.

CONCENTRACION ABSORBANCIA | ACTIVIDAD REDUCCION DE

DEL FARMACO | 492 nm* METABOLICA |LA  ACTIVIDAD
. METABOLICA (%)

[g/mL] (%)

Control 0.308 * 0.003 100 0

0.001 0.312 +0.006 101 -1

0.005 0.338 + 0.004 109 -9

0.01 0.317 £ 0.005 103 -3

0.05 0.331 + 0.006 107 -7

0.1 0.310 + 0.006 101 -1

*Promedio de a D.O. obtenida en fres ensayos por triplicado cada uno.




En la tabla 12 se muestran los resultados obtenidos con el compuesto

VMAS-72, en la cual se observa que la maxima reduccion de la actividad

metabdlica se obtuvo a la concentracion de 0.005 pg/mL (13%), a partir de la

cual, la actividad del compuesto se redujo. Este comportamiento se repitié de

forma similar en los tres ensayos realizados con este compuesto.
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Tabla 12. Actividad del compuesto hibrido VMAS-72 contra la LM de T. spiralis.

CONCENTRACION | ABSORBANCIA | ACTIVIDAD REDUCCION DE

DEL FARMACO | 492 nm* METABOLICA |LA  ACTIVIDAD
METABOLICA (%)

[hg/mL] (%)

Control 0.399 + 0.003 | 100 0

0.001 0.401 * 0.005 | 101 -1

0.005 0.346 + 0.006 |87 13

0.01 0.379 + 0.004 |95

0.05 0.362 + 0.004 |9f

0.1 0.390 + 0.003 |98

*Promedio de Ta D.O. obtenida en fres ensayos por tripl

cado cada uno.
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Tabla 13. Actividad del compuesto hibrido VMAS-74 contra la LM de T. spiralis.

CONCENTRACION ABSORBANCIA | ACTIVIDAD REDUCCION DE

DEL FARMACO | 492 nm* METABOLICA |LA  ACTIVIDAD
. METABOLICA (%)

[ug/mL] (%)

Control 0.245 = 0.004 100 0

0.001 0.238 = 0.005 97 3

0.005 0.227 = 0.004 93 7

0.01 0.225 = 0.003 92 8

0.05 0.223 = 0.004 91 9

0.1 0.226 + 0.003 92 8

*Promedio de Ta D.O. obtenida en fres ensayos por triplicado cada uno.

Los resultados obtenidos del compuesto VMAS-74 (tabla 13) muestran
gue aun a las concentraciones de 0.5y 0.1 pug/mL, no se obtuvo una reduccion
importante de la actividad metabdlica del parasito.

Al comparar la actividad de los compuestos hibridos con la del ABZ y la
NTZ, es evidente que ninguno de los compuestos, incluyendo la NTZ, fue mas
activo que el ABZ.




9. Discusion

En este estudio se evalud la actividad de cuatro moléculas (VMAS-60,
VMAS-62, VMAS-72 y VMAS-74), que fueron sintetizadas empleando el
método de hibridacién molecular. Con estas moléculas hibridas que presentan
el grupo farmacoférico del ABZ y de la NTZ se consideré potenciar la actividad
de los farmacos de origen.

Para evaluar la actividad in vitro de los compuestos hibridos VMAS-60,
VMAS-62, VMAS-72 y VMAS-74 se emple6 a la LM del nematodo T. spiralis
como modelo del helminto y el método colorimétrico del MTT para determinar el
efecto de los compuestos sobre la actividad metabdlica del parasito. Se eligié a
la LM del parasito como modelo tanto por su facil obtencién a partir de
animales infectados, como por representar la fase sistémica de la infeccién
causada por T. spiralis. En cuanto al método del MTT, éste fue facil de
realizarse y en este trabajo los resultados obtenidos fueron reproducibles.

Los resultados de la actividad del ABZ y de la NTZ contra la LM
de T. spiralis mostraron 80 y 25% de la reduccion de la actividad metabdlica del
parasito respectivamente. La baja actividad mostrada por la NTZ contra la LM
de T. spiralis fue algo sorpresivo, ya que en la actualidad se considera que este
farmaco tiene amplio espectro de accién antihelmintica y es actualmente
incluido en el tratamiento de este tipo de infecciones. Sin embargo, nuestros
resultados, aunque obtenidos in vitro, se ven reforzados por estudios in vivo
realizados por Fonseca-Salamanca et al. (2003). Estos autores evaluaron la
actividad bioldgica in vivo de la NTZ y el MBZ contra la fase pre-adulta de T.
spiralis y Helixomoides polygyrus, encontrando que para T. spiralis en dosis
Unica, la NTZ a diferentes concentraciones (50 y 100 mg/kg) no fue activa
contra el parasito, la mayor actividad se observé a una dosis de 1,000 mg/kg
del farmaco obteniéndose una reduccion del 16.4%; mientras que para la fase
adulta de H. polygyrus, la NTZ a una concentracién de 1,000 mg/kg por tres
dias consecutivos redujo la carga parasitaria en sélo un 21%. Para comparar
los resultados obtenidos se usaron dos controles, MBZ para T. spiralis y
levamisol (LVM) para H. polygyrus, obteniendo con MBZ una reduccién de la
carga parasitaria del pre-adulto de T. spiralis del 83%, mientras que el LVM



mostré6 una reduccion del 89.9% contra el adulto de H. polygyrus a una
concentracion de 10 mg/kg y dosis unica para ambos controles. Estos
resultados ponen de manifiesto la mayor eficacia que tienen los compuestos
bencimidazolicos con respecto a los anteriores, esto sugiere que la NTZ no
debe considerarse en el tratamiento de infecciones por helmintos como
antihelmintico (Lopez, 1999).

Estos resultados ponen de manifiesto la mayor potencia que tienen los
BZD con respecto a la NTZ. Otro estudio in vivo que le da soporte a estos
resultados, es el realizado por Lopez (1999). En este estudio se comparé la
actividad del ABZ y la NTZ en un modelo murino de triquinosis, obteniéndose
una reduccién de la LM del parasito del 87 y 60% respectivamente. Los
resultados anteriores indican que la NTZ no debe considerarse como candidato
particularmente en el tratamiento de infecciones por nematodos, siendo de gran
importancia evaluar su actividad in vitro e in vivo contra parasitos cestodos y
trematodos.

En relacion a la actividad antihelmintica de los cuatro compuestos
hibridos VMAS-60, VMAS-62, VMAS-72 y VMAS-74 sobre la LM de T. spiralis,
fue evidente que todas las moléculas presentaron una actividad muy baja o
nula (13% la mayor actividad). Un aspecto que puede afectar la evaluacién de
la actividad de los compuestos hibridos es la baja solubilidad de éstos, ya que
en el caso de los hibridos VMAS-72 y VMAS-74, su disolucion no fue total,
dificultando obtener diluciones homogéneas, pues éstos formaron una
suspension la cual, al dejar en reposo formaba pequefios precipitados.

En estudios anteriores se han sintetizado derivados bencimidazélicos,
que tienen un grupo CF3 en posicién 2 de la molécula, H y/o CH3 en posicién 1,
y un grupo Cl o H en posicion 5 y/6 6 (Navarrete et al., 2001).

Asi mismo se han sintetizado otros derivados bencimidazélicos con un
sustituyente SCH3 en posicion 2, H y/o CHz en posicién 1 y un grupo Cl o H en
posicién 5 y/é 6 de la molécula (Valdéz et al., 2002) (Tabla 14). La actividad de
estos compuestos contra la LM de T. spiralis se determiné al igual que en este
trabajo de tesis, empleando el método colorimétrico del MTT. Los resultados

obtenidos se muestran en al misma tabla 12 a manera de comparacion.
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Tabla 14. Porcentaje de la reduccion de la actividad biologica de T. spiralis.
(Valdéz et al., 2002)

COMPUESTO R1 R2 R3 R4 REDUCCION (%)
172 Cl H H CF; NR*

VMAS-60 Nitrotiazol H H CF3 4*

202 Cl H CHs; [(CFs  39*

VMAS-72 Nitrotiazol H CHs; GCFs 2*

11° Cl H H SCH; 15**

VMAS-62 Nitrotiazol H H SCHs NR*

8° Cl H CHs SCH; 24*

VMAS-74 Nitrotiazol H CH3 SCH; 8

3 Navarrete et al,, 2001; ° Valdez et al., 2002; ¢ Sanchez-Diaz, 1999.
* [0.1ug/mL]
** 1.0 ug/mL]

De acuerdo a estos resultados, es evidente que los compuestos 8 y 20
presentaron la mejor actividad contra el parasito (24 y 39% de reduccion de la
actividad metabdlica respectivamente). EI compuesto 8 tiene en su molécula
un grupo CHs en posicidén 1, un grupo SCHs en posicién 2 y un Cl en posicidn
5; comparativamente con el compuesto hibrido VMAS-74, la diferencia en sus
sustituyentes es Unicamente la presencia de un grupo Cl en lugar del
nitrotiazol. De igual manera, si comparamos el compuesto bencimidazoélico 20,
con el compuesto hibrido VMAS-72, ambas moléculas tienen los mismos
sustituyentes, con excepcidén del Cl en posicién 5 presente en 20 y el grupo
nitrotiazol en la misma posicién del compuesto hibrido.

En el caso de los derivados bencimidazdlicos 11 y 17, ambos tienen un
H en posicion 1, siendo diferente Unicamente el sustituyente en posicion 2,

SCH;3; y CF3 respectivamente. El compuesto 11 presentd una actividad baja



contra T. spiralis (15%), sin embargo, ésta fue mayor que la presentada por el
compuesto hibrido VMAS-62, el cual tiene el grupo nitrotiazol en lugar del
grupo Cl en posicién 5. Con respecto a los compuestos 17 y VMAS-60 ambos
no tuvieron actividad contra el parasito. Lo anterior indica que el cambio de un
sustituyente Cl por un grupo nitrotiazol no le confiere mayor actividad
antiparasitaria a la molécula bencimidazélica presente en los hibridos VMAS-
60, VMAS-62, VMAS-72 y VMAS-74. Asi mismo, se pone de manifiesto que el
sustituyente CH3 en posicion 1 le confiere mayor actividad antihelmintica a la
molécula bencimidazolica.

Cabe mencionar que la actividad obtenida con los derivados
bencimidazolicos (8, 11, 17 y 20) se determiné a la concentracion de 1 pg/mL,
a diferencia de la actividad obtenida con los hibridos, que fue a 0.1 ug/mL. Sin
embargo, si analizamos la actividad de los diferentes hibridos en relacion con
las concentraciones empleadas, es dificil considerar que a mayor
concentracion mayor actividad de éstos. Esto se observa, por ejemplo en el
compuesto VMAS-60, a 0.001 pg/mL tuvo la misma actividad que a la maxima
concentracion empleada en este ensayo. Lo mismo es cierto para los demas
compuestos, con excepcion de VMAS-72 que, como ya mencionamos, a
medida que aumenta la concentracién, su actividad decrece. En el caso del
ABZ, desde la concentracién de 0.005 ug/mL se observé la maxima actividad
antiparasitaria, no sufriendo cambios importantes a mayores concentraciones.
Lo mismo sucede con la NTZ. Por lo que a pesar de que el analisis de las
actividades de los compuestos bencimidazélicos y de los hibridos, involucra
diferentes concentraciones, es evidente la baja 6 nula actividad de los
compuestos hibridos.

Por otro lado, la participacién del nitrotiazol en la baja actividad
antiparasitaria mostrada por los hibridos resulté sorprendente, si consideramos
que la parte farmacoférica de la NTZ es precisamente este grupo, aunado a
que la NTZ es actualmente indicada en el tratamiento de infecciones por
helmintos. Sin embargo, como ya se menciond, existen evidencias de la baja
actividad in vitro e in vivo de la NTZ contra nematodos del tipo de H. polygyrus
y T. spiralis (Nayeli tesis; Fonseca-Salamanca et al., 2003). Todo lo anterior

indica que efectivamente el grupo nitrotiazol no es activo contra T. spiralis.



De manera general, podemos decir que la actividad antiparasitaria de los
compuestos VMAS-60, VMAS-62, VMAS-72 y VMAS-74 no se potencié con
respecto al ABZ y la misma NTZ.

Por otro lado, la participacién del nitrotiazol en la baja actividad
antiparasitaria mostrada por los hibridos, siendo éste el grupo farmacoférico de
la NTZ, es otra evidencia que hace notar de manera importante la baja eficacia
de la NTZ contra T. spiralis y muy probablemente de manera general contra
parasitos nematodos.

De miles de nuevas moléculas sintetizadas con actividad parasitaria
potencial, sélo una de ellas llega a ser considerada como candidato en el
tratamiento de infecciones parasitarias, por lo que la busqueda de nuevos
antiparasitarios debe continuar, apoyandose en una investigacion
interdisciplinaria que permita contar a largo plazo con alternativas en el

tratamiento de infecciones por helmintos.



10. Conclusiones

e La actividad de los compuestos hibridos no se potencié con respecto al
ABZylaNTZ

e La actividad de la NTZ contra T. spiralis es menor que la del ABZ, por lo
que no debe emplearse como una alternativa en el tratamiento de la

triquinosis.

e El grupo nitrotiazol le rest6 actividad antihelmintica a los compuestos
hibridos.

e Los compuestos hibridos metilados en la posicion 1 (VMAS-72 y VMAS-
74), tuvieron problemas de solubilidad.

e El grupo nitrotiazol le resta actividad antihelmintica al compuesto

bencimidazdlico.



11. BIBLIOGRAFIA

e Alcantara, P., De la Rosa, J. y Correa, B. (1992) Triquinelosis, una parasitosis
fuera de serie. Publicacion Técnica INDRE # 16; México, D.F. 1-10.

e Beaver P., Jung R. y Cupp E. ( 1986 ) Parasitologia Clinica. 2% edicion. Salvat
editores. Barcelona, Espafa: 251-260.

e Bokson, K. (1976) Bioenergetics of Trichinella spiralis larvae and effect of
some anthelmintics on succinate dehidrogenase of Trichinella spiralis
mitocondria. In: van der Bossche, H. (ed) Biochemistry of parasites host
parasite relationships. North Holland Publishing, Amsterdam: 589-597.

e Bruschi, F. and Murrell, K. (2002) New aspects of human trichinellosis: The
impact of new Trichinella species. Postgraduate Medical Journal 78:15-22.

e Campanati, L., Troester, H., Monteiro-Leal, L.E., Spring, H., Trendelenburg,
M.F., De Sousa, W. (2003) Tubulin diversity in trophozoites of. G. lamblia.
Histochemistry and Cell Biology 119:323-331.

e Campos, R. R. (1990) Resistencia de Haemonchus contortus a
bencimidazoles en ovinos de México. Tec. Pecu. Méx. 28:30-34.

e Campos, R. R., Herrera, R. D., Quiroz, R. H. (1992) Diagnostico in vitro de
Haemonchus contortus resistente al albendazol, febendazol, oxfendazol y
febantel en tres rebafios de ovinos Tabasco o Pelibuey. Vet Mex 23: 51-56.

e Capd, V., Despommier,D. (1996) Clinical Aspects of Infection with Trichinella
spp. Clinical Microbiology Reviews. 9(1): 47-54.

e Cook G. (1990). Use of benzimidazole Chemoterapy in human helminthiases:
indications and efficacy. Parasitology Today; 4(6): 853-864.

e C(Criado-Fornelio, A., Armas-Serra, C., Jiménez-Gonzalez, A., Casado-
Escribano, N., Rodriguez-Caaberio, F. (1990) Biochemical effects of
luxabendazole on Trichinella spiralis. Parasitology Research 76: 518-520.

e Cristéfol, C., Navarro, M., Franquelo, C., J.E., V., Carretero, A., Ruberte, J.,
Arboix, M. (1997) Disposition of netobimin, albendazole and its metabolites in
the pregnant rat: Developmental toxicity. Toxicology an Applied Pharmacology
144:56-61.

e De Silva N., Guyatt H. and Bundy D. ( 1997 ). Anthelmintics. A comparative
reviews of their clinical pharmacology. Drugs 53(5):769-788.



Delatour, P., Garnier, F., Benoit, E., C.H., L. (1984) A correlation of toxicity of
albendazole and oxfendazole with their free metabolites and bound residues.
Journal of Veterinary Pharmacology and Therapeutics 7: 139-145.

Despommier D. ( 1998 ) How does Trichinella spiralis make itself at home.
Parasitology Today; 14(8):318-323.

Despommier, D.D., Aron, L. and Turgeon, L. (1975) Experimental
Parasitology 37:108-116.

Dick, T.A. and Chadee, E. (1981) In Trichinellosis (Kim, C., Ruitenberg, E.J.
and Teppema, T.S., eds) 23-27, Reedbooks.

Dubreuil, L., Houcke, 1., Mouton, Y., Rossignol, J. F. (1996) In vitro evaluation
of activities of nitazoxanide and tizoxanide against anaerobes and aerobic
organisms. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 40(10):2266-2270.

Fonseca-Salamanca, F., Martinez-Grueiro, M., Martinez-Fernandez, A. (2003)
Nematocidal activity of nitazoxanide in laboratory models. Parasitology
Research 91(4):321-324.

Fox, L. M. and Saravolatz, L. D. (2005) Nitazoxanide: A New Thiazolide
Antiparasitic agent. Clinical Infectious Diseases 40:1173-1180.

Galtier, P., Alvinerie, M., elatour, P. (1986) In vitro sulphoxidation of
albendazole by ovine liver microsomes: assay and frequency of various
xenobiotics. American Journal of Veterinary Research 47: 447-450.

Grzywinsky L. and Karmanska K. ( 1993 ). Efficacy of luxabendazole against
different stages of Trichinella spiralis. Eight International Conference of
Trichinellosis. Ed. by Cambell W., Pozio E. and Bruschi F. 484-489.

Guerra, M. (2001) Ensayos Farmacoldgicos in vitro para Evaluar Actividad
Antigiardiasica (Articulo de revisién). Rev Cubana Farm 35(1): 66-73.

Gyurik, R. J., Chow, A. W., Zaber, B., Brunner, E. L., Miller, J. A., Villani, A. J.,
Petke, L. A., Parish, R. C. (1981) Metabolism of Albendazole in cattle,
Sheeps, rats and mice. Drug Metabolism and Predisposition 9: 503-508.

Hennessy, D.R., Steel, J.W., Lacey, E., Eagleson, G.K., Prichard, R.K. (1989)
The disposition of albendazole in sheep. Journal of Veterinary Pharmacology
and Therapeutics 12:421-429.

Horton R., Gottschall D., Lacey E., Townsed L. and Vanden Bosche H. (1990).
Benzimidazole in a wormy world. Parasitology Today 4(2):106-109.



Jiménez-Gonzales,A., Armas-Serra,C., Criado-Fornelio, A., Casado-
Escribano, N., Rodriguez-Caabeiro, F., Diez, J. C. (1991) Preliminary
Characterization and interation of tubulin from Trichinella spiralis larvae with
benzimidazole derivates. Veterinary Parasitology 39: 89-99.

Kelly, J. D., Hall, C. A. (1983) Resistance of animal helminthes to
anthelmintics. Advances in Pharmacology Chemotherapy 16:89-127.

Kwa M., Kooyman F., Boerseman J. and Roos M. (1993). Effect of selection
for benzimidazole resistance in Haemonchus contortus on B-tubulin isotype 1
an isotype 2 genes. Biochemical and Biophysical Research Communications.
191:413-419.

Lacey E. (1988). The role of cytoskeletal protein, tubulin in the mode of action
an mechanism of drugs resistance to benzimidazole. International Journal for
Parasitology; 18:908-915.

Lacey, E. (1990) Mode of action of benzimidazoles. Parasitology Today 6:
112-114.

Lacey, E., Brady, R. L., Prichard, R. K., Watson, T. R. (1987) Comparison of
inhibition of polymerization of mammalian tubulin and helminth ovicidal actibity
by benzimidazole carbamates. Veterinary Parasitology 23: 105-119.

Lanusse, C.E., Nare, B., Prichard, R. K., (1993b) Comparative Sulphoxidation
of albendazole by sheep and cattle liver microsomes and the inhibitory effect
of methimazole. Xenobidtica 23: 285-295.

Lépez-Garcia, M. L., Torrado-Duran, S., Torrado-Duran, J., Ripoll S., Bolas-
Fernandez F. and Martinez-Fernandez A. R. (1997). Albendazole versus
ricobendazole (albendazole sulphoxide) against enteral and parenteral stages
of Trichinella spiralis in mice. International Journal for Parasitology 27:781-
785.

Lépez Ramirez, N. (1999) “Evaluacion Bioldgica de la Actividad de Derivados
del 1-Metilbencimidazol sobre Trichinella spiralis’ México, Facultad de
Quimica, UNAM (Tesis de Licenciatura).

Lubega, G. W., Prichard, R. K. (1991) Interaction of benzimidazole
anthelmintics with Haemochus contorus tubulin: binding affinity and
anthelmintic efficacy. Experimental Parasitology 73:203-213.

Martinez-Barbabosa, I., Vazquez-Tsuji, O., Romero-Cabello, R., Gutiérrez, M.,
Garcia, Y., Fernandez, A. M., Campos, T. (2001) Busqueda de Trichinella
spiralis en carne de cerdo que se expende en carnicerias del Distrito Federal.
Vet Méx 32(2):141-144.



Marti, P., Murrell, K. and Gamble, R. (1987). Trichinella spiralis: immunization
of pigs with newborn larva antigens. Experimental Parasitology 63:68-73.

McCraken R. ( 1978 ). Efficacy of mebendazole and albendazole against
Trichinella spiralis in mice. Journal of Parasitology 64(29):214-219.

McCraken R., Garcia A., and Robins, H. ( 1982 ). Mebendazole therapy of
enteral trichinellosis. Journal of Parasitology 68(2):259-262.

Morales-Espinoza, E., Sanchez-Pérez, H., Garcia-Gil, M. et al. (2003)
Intestinal Parasites in Children, in Highly Deprived Areas in the Border Region
of Chiapas, Mexico. Salud publica Méx 45(5):.379-388.

Murrell K. and Pozio E. (2000) Trichinellosis: of zoonosis that won't go quietly.
International Journal for Parasitolgy 30(3):1339-1349.

Navarrete-Vazquez, G., Cedillo, R., Hernandez-Campos, A., Yépez, L.,
Hernandez-Luis, F., Valdez, J., Morales, R., Cortez, R., Hernandez, M.,
Castillo, R. (2001) Sinthesis and Antiparasitic Activity of 2-(Trifluoromethyl)-
benzimidazole Derivates. Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters 11:187-
190.

Oakley, B.R. (2000) An abundance of tubulins. Trends in Cell Biology 10:
537-542.

Oakley, C.E., Oakley, B.R. (1989) Identification of g-tubulin, a new member of
the tubulin superfamily encoded by mip A gene of Aspergillus nidulans. Nature
338: 662-664.

Ortega-Pierres, M. G., Arriaga, C., Yépez-Mulia, L. (2000) Epidemiology of
trichinellosis in Mexico, Central and South America. Veterinary Parasitology
93( 3-4): 201-225.

Pérez-Serrano, J., Casado, N., Denigri, G., Rodriguez-Caabeiro, F. (1994)
The effects of albendazole and albendazole sulphoxide combination-therapy
on Echinococcus granulosus in vitro. International Journal for Parasitology 24:
219-224.

Pérez-Serrano, J., Denegri, G., Casado, N., Bodega, G., Rodriguez-Caabeiro,
F. (1995) Anti-tubulin  Immunihistochemistry study of Echinococcus
gramulosus protoscolices incuvated with albendazole and albendazole
sulphoxide in vitro. Parasitology Research 81: 438-440.

Petri, W. A. (2003) Therapy of intestinal protozoa. Trends in Parasitology
19(11):523-526.



Pozio, E. (2000) Factors affecting the flow among domestic, synanthropic and
sylvatic cycles of trichinella. Veterinary Parasitology 93:241-62.

Rahman, M. S., Bryant, C. (1977) Studies of regulatory metabolism in
Moniezia expansa: effects on cambendazole and mebendazole. International
Journal for Parasitology 7: 403-409.

Rawden, H. C., Kokwaro, G. O., Ward, S. A., Edwards, G. (2000) Relative
contribution of cytochromes P450 and flavin-containing monoxygenases to the
metabolism of albendazole in human liver microsomes. British Journal of
Clinical pharmacology 49: 313-322.

Redondo, P. a., Alvarez, A. |., Garcia, J. L., Larrodé, O. M., Merino, G., Prieto,
J. G. (1999) Presistemic Metabolism of Albendazole: Experimental Evidenceof
an Efflux Process of Albendazole Sulfoxide to Intestinal lumen. Drug
Metabolism and Disposition 27(6):736-740.

Rossignol, J.F., Maisonneuve, H. (1984) Nitazoxanide in the treatment of
Taenia saginata and Hymenolepis nana infections. American Journal of
Tropical Medicine and Hygiene 33(3):511-512.

Rossignol, J.F., Maisonneuve, H., Cho, YW. (1984) Nitroimidazoles in the
treatment of trichomoniasis, giardiasis and amoebiasis. Int. J. Clin.
Pharmacol. Ther. Toxicol. 22:63-72.

Rossignol, J.F., Abaza, H., Friedman, H. (1998) Succesful treatment of human
fascioliasis with nitazoxanide. Trans. R. Soc. Trop Med Hyg 92:103-4.

Sanchez-Diaz, R. (1999) Sintesis de derivados hibridos del 1-
metilbencimidazol con actividad antihelmintica potencial. Tesis de maestria,
Facultad de Quimica, UNAM.

Sharma S. and Anand N. (1997). Approaches to design and synthesis of
antiparasitic drugs. Elvesier Science. Amsterdam, Netherlands:195-238.

Solana, H. D., Sallovitz, J. M., Najle, R., Rodriguez, J. A., Lanusse, C. E.
(2000) Liver sulphoxidative metabolism of albendazole in rat:
enantioselectivity and effect of methimazole. Methods and Findings in
Experimental and Clinical Pharmacology 22: 83-88.

Sukhdeo M. (1991 ) The relationship between intestinal location and fecundity
in adult Trichinella spiralis. International Journal for Parasitology 21(7):855-
858.

Tay, J., Velasco, O., Lara, R., Gutiérrez, M. (1993) Parasitologia Médica.
Quinta edicién, Méndez Editores. 365-375.



Tejada, P., Sanchez-Moreno, M., Monteoliva, M., Gémez-Banqueri, H. (1987)
Inhibition of malate dehydrogenase enzymes by benzimidazole anthelmintics.
Veterinary Parasitology 24: 269-274.

Townson, D. H. (1989) Echinococcus granulosus: in vitro maintenance of
whole cyst and the assessment of effects of Albendazole sulphoxide and
prazicuantel on the germinal layer. Transactions of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiene 83:664-669.

Valdez, J., Cedillo, R., Hernandez-Campos, A., Yépez, L., Hernandez-Luis,F.,
Navarrete-Vazquez, G., Tapia, A., Cortez, R., Hernandez, M., Castillo, R.,
(2002) Sinthesis and Antiparasitic Activity of 1H-Benzimidazole Derivates.
Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters 12:2221-2224.

Villaverde, C., Alvarez, A. |., Redondo, P., Voces, J., Del Estal, J. L., Prieto, J.
G. (1995) Small intestinal sulphoxidation of albendazole. Xenobiotica 25: 433-
441.

Waller, P.J. (2003) The future of anthelmintics in sustainable parasite control
programs for livestock. Helminthology 40:97-102.

Wolstenholme, A., Fairweather, |., Prichard, R., Samson-Himmelstjerna, G.,
and Sangster, N. (2004) Drug resistance in veterinary helminthes. Trends in
Parasitology 20(10):469-476.

Yépez L. y Ortega G. ( 1994 ) Aspectos actuales sobre el diagnostico de la
triquinelosis. Revista Latinoamericana de Microbiologia 36:127-138.

http://www.trichinella.org



	Portada
	Índice
	1. Introducción 
	2. Marco Teórico 
	3. Planteamiento del Problema 
	4. Objetivos 
	5. Hipótesis 
	6. Materiales y Método 
	7. Evaluación de la Actividad Biológica de los Compuestos Híbridos VMAS-60, VMAS-62, VMAS-72 y VMAS-74 Contra la Fase Sistémica (LM) de Trichinella Spirali
	8. Resultados 
	9. Discusión 
	10. Conclusiones 
	11. Bibliografía



