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RESUMEN: Los nematodos parasitos causan enfermedades importantes al hombre y a los
animales domésticos. El control de estas infecciones se apoya fundamentalmente en el trata-
miento con antihelminticos; lamentablemente, se han ido desarrollando resistencias frente a
las distintas clases de antihelminticos de amplio espectro y existe una clara necesidad de
encontrar nuevas alternativas terapéuticas. La investigacion farmacolégica tiene indudable-
mente un requerimiento basico: disponibilidad de sistemas de valoracion rapidos, sencillos y
econdémicos. En esta revision examinaremos los métodos que se han propuesto para la evalua-
cion in vitro de actividad nematocida. En ellos se utilizan nematodos de vida libre y nemato-
dos parésitos (estadios de vida libre y de vida parasitaria). La actividad se valora determi-
nando el efecto de los productos objeto de estudio sobre el desarrollo, la viabilidad o la moti-
lidad de distintos estadios, 0 bien a través de parametros bioquimicos. Estos métodos varian
en su sensibilidad, capacidad de seleccién, rapidez, coste y facilidad de ejecucién pero en
muchos casos pueden constituirse en sistemas adecuados para la preseleccién, previa al
cribado primario en modelos animales, de antihelminticos potenciales.
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PRIMARY ANTHELMINTIC SCREENING: SYSTEMS FOR THE
EVALUATION OF IN VITRO ANTHELMINTIC ACTIVITY

ABSTRACT: Nematode parasites cause serious infectious diseases in humans and domestic
animals. Control of these infections relies mostly on chemotherapeutics, but resistance has
developed against most of these broad-spectrum drugs in many parasite species. Discovery
and development of new agents effective against the nematodes of major economic or medical
importance is necessary now. An important basic requirement for the discovery of chemothera-
peutic drugs is the testing facilities. In this paper, in vitro techniques used for the detection
and measurement of anthelmintic activity are reviewed. The primary systems employed for
this purpose utilize free-living nematodes and free-living and parasitic stages of parasitic
nematodes. Interpretation of nematocidal activity in these assays commonly relied on the de-
tection of drug-induced effects on nematode development, viability, motility or biochemical
parameters. Such screens vary in their sensitivity, selectively, cost, rapidity and ease of ex-
ecution, but afford useful and economical means for the initial selection of new compounds for
further more detailed evaluation in animal models.
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INTRODUCCION

La busqueda de nuevas alternativas para el
tratamiento de las helmintosis que afectan al hom-
bre y a los animales domésticos puede plantearse
hoy desde nuevas perspectivas (1, 2, 3), pero la
mayor parte de los antiparasitarios actuales tu-
vieron su origen en el cribado empirico masivo de
productos de sintesis o de origen natural, y en la
explotacién racional de sus resultados. Esta via
ha sido y sigue siendo uno de los caminos funda-
mentales para la bisqueda de nuevos medicamen-
tos, pero solo sera viable si se dispone de sistemas
de ensayo simples y econémicos que permitan
valorar un gran namero de compuestos, operan-
do con cantidades minimas de producto, y que
nos ofrezcan la mayor sensibilidad y especificidad
posible. Los sistemas in vitro tratan de responder
a esta necesidad; sus limitaciones son obvias pero
sus ventajas nada desdefiables, y por ello se con-
vierten habitualmente en el primer paso de lo que,
en el mejor de los casos, serad una larga serie de
pruebas que nos conducird a un nuevo agente
terapéutico.

En esta revisién examinaremos los distintos
sistemas que se han propuesto para la valoracién
in vitro de actividad nematocida (o para la detec-
cion de antihelminticos de amplio espectro), en-
tendiendo que estas pruebas constituyen el pri-
mer nivel de cribado y que los productos que lo
superen seran sujeto siempre de ensayos in vivo
(cribado primario in vivo). Las pruebas in vitro se
realizan con nematodos de vida libre y nematodos
parasitos; los primeros pretender ser, en palabras
de Tiner (4), un “simulador aceptable” del parasi-
to in vitro. Entre los segundos se incluyen espe-
cies “diana”, parasitos del hombre o de los anima-
les que constituyen el objetivo final de los poten-
ciales antiparasitarios, y especies préximas, pa-
rasitos propios de los animales de experimenta-
cion méas econdémicos, cuyos ciclos biolégicos pue-
den mantenerse en el laboratorio.

NEMATODOS DE VIDA LIBRE

El uso de nematodos de vida libre en ensa-
yos farmacoldgicos es muy antiguo y coexiste en
sus origenes con el de otros organismos no para-
sitos o ectoparasitos, tales como oligoquetos o hi-
rudineos (5); estos ultimos pronto serdn desesti-
mados pues estdn muy lejos de poder representar
a las especies que se desea combatir. Los nemato-
dos de vida libre, sin embargo, seguiran utilizan-
dose hasta nuestros dias. La facilidad de su culti-
Vo, ya sea en condiciones monoxénicas 0 axéni-
cas, y sus cortos ciclos bioldgicos, posibilitan la
obtencion de un gran namero de individuos; so-
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bre ellos o sobre su desarrollo se evaluara la acti-
vidad nematocida. El valor de estos sistemas como
indicadores de actividad antiparasitaria es discu-
tible, pero persisten como métodos sensibles, sen-
cillos, rapidos y econémicos para la preseleccion
de antihelminticos o nematocidas potenciales.

Una de las primeras especies utilizadas fue
Rhabditis pseudoelongata (syn. Rhabditis
macrocerca), un rabditido saprozoico que se aisla
de heces de conejos silvestres (6, 7, 8, 9). Tras los
primeros trabajos publicados, y a la vista de la
escasa sensibilidad del modelo, se abandoné su
uso; no obstante, en 1981 es utilizado de nuevo
por Brienne et al. (10) para la valoracion de una
serie de compuestos analogos al tetramisol. Las
experiencias de estos investigadores ponen de ma-
nifiesto la gran sensibilidad de R. pseudoelongata
al levamisol y tetramisol; su concentracion letal
50 (CL,,) se estimd en 0,25 y 0,4-0,5 pg/ml res-
pectivamente. La respuesta ante otros antihelmin-
ticos no es tan satisfactoria; tiabendazol y befenio
presentan una CL, de 50 ug/ml, mebendazol 100
pg/ml y flubendazol, piperacina y pirvinio supe-
riores a 100 pg/ml. Este modelo seria nuevamen-
te utilizado por investigadores franceses para va-
lorar productos de sintesis analogos al levamisol
(11, 12), derivados amidinicos azolados (13) y ar-
senicales trivalentes (14). El procedimiento, en li-
neas generales, consiste en incubar los nemato-
dos (larvas y adultos), durante 2 horas (a veces
24 horas), en oscuridad, a 25-27 °C, en la pre-
sencia de los compuestos objeto de estudio; al cabo
de este tiempo se determina el porcentaje de mor-
talidad para cada concentracion ensayada y se
calculala CL,.

Otras especies como Rhabditis strongyloides
(4, 15), Rhabditis pellio (4), Acrobeloides
obtusicaudatus (16), Rhabditis oxycerca (17,18) y
Panagrellus redivivus (17, 18, 19), también se han
empleado ocasionalmente en la valoracion de ac-
tividad nematocida.

En 1952 se propuso la utilizacion de
Turbatrix aceti, “la anguila del vinagre”, como mo-
delo experimental para el cribado antihelmintico
(20); en la literatura hemos encontrado muy po-
cas referencias a su uso (21, 22). Vanfleteren y
Roets (23) determinaron el efecto de algunos anti-
helminticos sobre el crecimiento de poblaciones
de T. aceti y Caenorhabditis briggsae en cultivo
axénico. Segun estos autores, ascaridol, befenio,
d-tubocurarina y piperacina no afectan a estos
nematodos; fenotiacina y hexilresorcinol inducen
una inhibicion moderada, y pirvinio, ditiazanina
y tiabendazol son muy eficaces. C. briggsae ya
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habia sido utilizado en los afios 50 y 60; habién-
dose observado mayor sensibilidad al valorar el
efecto sobre el crecimiento de la poblacion (24).
En 1965, Tiner (4) afirmdé que C. briggsae, al igual
gue Rhabditis strongyloides y Rhabditis pellio, no
constituian sistemas validos para estudiar activi-
dad nematocida, pues estos nematodos crecian y
se reproducian en presencia de fenotiacina. Con
C. briggsae, Fiakpiu (25) estudié el mecanismo de
accién de la piperacina.

Entre los nematodos de vida libre, utiliza-
dos en estudios de quimioterapia experimental,
ocupa un lugar privilegiado Caenorhabditis
elegans. Este pequefio nematodo, cuyo habitat
natural es el suelo (vive en la fina pelicula de agua
gue rodea las particulas de tierra), posee una se-
rie de atributos (anatomia muy simple, corto ciclo
bioldgico, facilidad de cultivo, pequefio genoma,
etc) que lo convierten en un excelente modelo ex-
perimental para el estudio de diversos problemas
bioldgicos. En este contexto, su utilizacion en es-
tudios farmacolégicos es s6lo una de sus multi-
ples facetas y no la de mayor relevancia. Son
Platzer, Eby y Friedman (26) quienes proponen
su uso como modelo para la busqueda de nuevos
antihelminticos y para el estudio del mecanismo
de accion de los derivados bencimidazélicos, tras
comprobar que los bencimidazoles (mebendazol,
cambendazol, oxibendazol, parbendazol, fenben-
dazol y tiabendazol) inhiben su crecimiento.
Simpkin y Coles (27) sistematizan el uso de C.
elegans como modelo de cribado; establecen un
método y determinan la sensibilidad de este ne-
matodo a distintos antihelminticos, asi como su
capacidad de seleccién en el cribado. Las prue-
bas se realizan en placas de 24 pocillos; los ver-
mes (10-20/pocillo) procedentes de un cultivo de
4-8 dias se incuban a 20 °C, durante 7 dias en
presencia de los farmacos. El medio de cultivo se
compone de un tampdn, un cultivo de Escherichia
coli, ampicilina y nistatina (la ampicilina inhibe la
multiplicacién bacteriana, reduciendo las proba-
bilidades de que los productos a valorar sean
metabolizados). Transcurrido el periodo de incu-
bacion se procede a la observacion y compara-
cion de los pocillos con y sin farmaco (n=2). Se
distinguen dos grupos de vermes, inmaduros y
portadores de huevos. La dosis activa minima de-
tectable (DMD) se define como la dosis mas baja,
activa en uno de los grupos o dudosa en los dos,
segun el siguiente baremo:

- Activo: presencia de un nimero de vermes
igual o inferior al inicial

- Dudoso: poblacion ligeramente superior

- Inactivo: gran incremento en el ndmero de
vermes

El modelo reconoce la actividad de todos los
antihelminticos de amplio espectro y es especial-
mente sensible a la avermectina Bla.

Haber et al. (28), Conder et al. (29) y Dutton
et al. (30) utilizan el método de Simpkin y Coles
(27); en el primero de estos trabajos, la eficacia se
valora, por observacion microscépica, asignando
valores de 0 a 5 en funcion del niumero de super-
vivientes (5, ninguno; 4, de 1 a5; 3, de 6 a 10; 2,
de 11 a 20; 1, de 21 a 50, 0 >50).

En nuestro laboratorio, C. elegans se
mantiene desde 1983, mediante resiembras su-
cesivas y criopreservacion en nitrégeno liquido.
Siguiendo los métodos descritos por Brenner (31),
los nematodos se cultivan a 20+1 °C, en placas de
Petri sobre agar NG (“nematode growth”) previa-
mente sembrado con E. coli (cepa OP50, deficien-
te en uracilo). Para el cribado primario hemos uti-
lizado el sistema descrito por Simpkin y Coles (27)
con algunas modificaciones (32); basicamente, se
determina el efecto de los productos, sobre el de-
sarrollo y la capacidad reproductiva, cuantifican-
do los niveles de poblacion alcanzados, a partir
de un pequefio namero de vermes en el mismo
estado de desarrollo, en los pocillos testigo y pro-
blema (n=8), tras los siete dias de incubacién, y
estableciendo los correspondientes porcentajes de
reduccion. La primera modificacion supone la uti-
lizacion de una poblacién sincronica, larvas de
segundo o tercer estadio que se obtienen siguien-
do el método de Hirsh, Oppenheim y Klass (33).
La segunda modificacion -la sustitucion de la ob-
servacion directa por el recuento en cadmara
McMaster- fue también realizada por Coles (34) y
otros autores, si bien, coincidimos con Coles (35)
en que puede prescindirse de ella, si se desea
afrontar el cribado de un gran nimero de com-
puestos.

C. elegans es muy sensible a los derivados
bencimidazdélicos, aunque los huevos de este ne-
matodo parecen ser menos sensibles que los de
los nematodos parésitos (36). En nuestros ensa-
yos, al realizar el examen microscoépico de las po-
blaciones expuestas a estos farmacos (durante el
proceso de recuento), observamos que las larvas
mas jovenes exhibian su motilidad caracteristica
mientras que los Ultimos estados larvarios y espe-
cialmente los adultos no se movian y cuando lo
hacian era de forma espasmaodica e irregular (37).
Spence et al. (38), autores de un detallado estudio
que recoge los efectos del mebendazol, sobre el
crecimiento, desarrollo y capacidad reproductiva
de C. elegans, registraron un comportamiento si-
milar: el movimiento de las L, y L, , cultivadas en
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presencia de mebendazol (6,25 pg/ml), era nor-
mal; la parélisis comenzaba a evidenciarse en el
estadio de L, y era severa desde el estadio de L,.
Recientemente también se ha sefialado que las L,
de C. elegans son menos sensibles a la inmovili-
zacion por clorpromacina que los adultos (39).

Simpkin y Coles (27) recomendaron que el
cribado de nuevos compuestos se iniciase con
dosis de 50 pg/ml. Ellos valoraron 445 compues-
tos, ensayados previamente en ratdn; entre los
productos que el sistema reconocié como activos
(62), se encontraban todos los que habian mos-
trado actividad in vivo sobre nematodos. No de-
tectaron por tanto “falsos negativos”, pero cabe
suponer que si obtuvieron “falsos positivos”. Se
ha estimado que el 10 % de los productos valo-
rados en este sistema (50 pg/ml) resultan activos
(40, 41); Jenkins (40) considera que esto supone
un nivel de preseleccidén aceptable, aunque critica
el modelo por su escasa sensibilidad al pirantel
(DMD 50 pg/ml) y al tiofanato (DMD 250 pg/ml).
La capacidad de seleccién de C. elegans no es ob-
viamente la ideal, al igual que los demas sistemas
in vitro sera sensible a compuestos con actividad
biocida (35) pero, como sefiala Coles (42), su bajo
coste y el hecho de que no requiere animales de
experimentacion probablemente justifican su uso
continuado como sistema de preseleccion, previo
al cribado primario in vivo.

Nosotros habitualmente iniciamos el criba-
do, en el caso de productos de sintesis, con con-
centraciones de 100 pg/ml; si 50 pgZ/ml represen-
ta el limite de eficacia de un antihelmintico como
pirantel nos pareci6 preferible partir de una con-
centracion mayor, aunque no mucho mayor puesto
gque esto incrementaria el nUmero de falsos positi-
vos ya de por si elevado. Por otra parte, observa-
mos que el pirantel a 25 pg/ml no afecta a la ca-
pacidad reproductiva de los vermes pero si redu-
ce considerablemente su motilidad. Este hecho nos
sugirié la conveniencia de tener en cuenta, a la
hora de evaluar nuevos compuestos, su repercu-
sion sobre la motilidad (37); al menos en una oca-
sion, nos hemos encontrado ante un producto que
redujo la motilidad sin inhibir apenas el crecimien-
to de la poblacion y que mostré posteriormente
actividad nematocida in vivo (43).

La motilidad se ha empleado como criterio
unico de valoracion en ensayos mas simples reali-
zados con C. elegans. Basicamente, en estas prue-
bas (“motility asssays”), los nematodos recogidos
de las placas de cultivo, tras varios lavados, se
ponen en contacto con los productos (en tubos o
placas, en el tampén de lavado) durante 2, 16, 18
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0 24 horas. Finalmente, se examinan al microsco-
pio y se determinan las concentraciones que
inmovilizan al 50, 90 0 95 % de los vermes (44,
45, 46, 47, 48, 49, 50, 51 y 52, entre otros). En
un trabajo reciente se utilizan el método de cultivo
de 7 dias (27) y el de motilidad de 2 horas (46),
observandose, como cabia esperar, que el prime-
ro es mas sensible (53).

C. elegans es también un modelo experimen-
tal atil en estudios toxicolédgicos; en este campo,
se han utilizado distintos criterios de valoracion,
fundamentalmente letalidad (54), reproducciéon
(55) y “comportamiento” (56, 57). Este ultimo pa-
rametro, evaluado a través de un sistema
informatizado de analisis de imagenes, no se ha
probado todavia con un rango amplio de produc-
tos, pero los resultados obtenidos hasta el momen-
to denotan una gran sensibilidad, equiparable a
la que ofrece la valoracion de la capacidad repro-
ductiva. Evidentemente, este sistema exige unos
recursos técnicos considerables, pero el software
ya ha sido desarrollado, y podria suponer una al-
ternativa muy satisfactoria para la evaluacion de
actividad antihelmintica.

Una variante un tanto particular de los sis-
temas desarrollados con C. elegans para detectar
actividad nematocida la constituye el denomina-
do “water agar assay”, disefiado especificamente
para detectar hongos capaces de destruir nema-
todos (48). En él, pequefias piezas de agar (10 mm
@) de los cultivos del hongo y del nematodo se
colocan en posiciones opuestas sobre placas de
agar-agua. Las placas se examinan diariamente;
a los 3-7 dias, aquellos hongos que manifiestan
efectos nematocidas (muchos nematodos inmévi-
les 0 muertos en las proximidades del micelio) se
seleccionan para estudios posteriores. Mayer, Anke
y Sterner (58) en lugar de una porcion del medio
con nematodos colocan, en la misma posicion, una
suspension de larvas (1000 larvas/200 pl). En este
ultimo trabajo, y en otros que se han menciona-
do, el cribado esta orientado hacia la busqueda
de productos activos frente a nematodos parasi-
tos de plantas.

Las posibilidades de C. elegans como mode-
lo experimental, en el campo de la quimioterapia
antihelmintica, no se restringen a su utilizacién
como sistema de cribado, también es un organis-
mo apto para el estudio de los mecanismos de ac-
cion y de resistencia; la bibliografia en esta area
es muy extensa e inabordable en esta revision.

Una de las propuestas mas recientes, en
relacién al uso de nematodos de vida libre como
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sistemas de cribado primario, se debe a Yanagida
etal. (59). Estos investigadores aislaron los nema-
todos del suelo del Campus de la Universidad de
Toho (Japon); fueron identificados como miembros
de la Clase Secernentea, Orden Rhabditida, Fa-
milia Diplogastridae. Yanagida et al. (59), tras es-
tablecer las condiciones para su cultivo, desarro-
llaron un sistema para valorar actividad nemato-
cida. En sus pruebas, las larvas de tercer estadio
se incuban a 28 °C, durante 4 horas, con y sin los
productos objeto de estudio, y tras este periodo se
determinan los porcentajes de letalidad y se cal-
cula la concentracion minima letal. Se trata ade-
mas de correlacionar la forma que adoptan las
larvas con el mecanismo de accion de los farma-
cos de referencia. Las concentraciones minimas
letales de algunos de los antiparasitarios proba-
dos son las siguientes: levamisol 8 uM, metrifonato
16 uM, avermectina 150 pM, citrato de piperacina
630 uM, albendazol 310 puM, tiabendazol 200 uM,
clorhidrato de quinina 310 pM, pamoato de pi-
rantel > 100 puM, dietilcarbamacina 30 mM. Este
método se ha utilizado para valorar la actividad
nematocida de 22 picrodendrinas (60) y 38
quasinoides (61), y para realizar los correspon-
dientes estudios de relacidn estructura-actividad.
No disponemos de datos sobre la actividad in vivo
de estos compuestos.

Finalmente, en este apartado incluiremos una
ultima especie muy diferente a las anteriores, ya
que no es un organismo de vida libre sino un
fitoparéasito, nos referimos a Bursaphelenchus
xylophilus (syn. B. lignicolus); su inclusion se justi-
fica por el hecho de que su ciclo biolégico, al igual
que el de los nematodos de vida libre, se mantiene
integramente in vitro. Este nematodo (Aphelenchida)
es parasito de coniferas y produce una enferme-
dad muy grave en los arboles; su valor potencial
como modelo experimental se ve por tanto incre-
mentado al tratarse de una especie patbégenay con-
secuentemente “diana” per se de los hipotéticos
agentes farmacoldgicos que puedan seleccionarse
con él.

En el laboratorio, B. xylophilus crece sobre
cultivos de Botrytis cinerea en agar Czapex-Dox o
patata-glucosada. Se han descrito distintos pro-
cedimientos para la valoracion de actividad ne-
matocida; Kimura et al. (62) y Otoguro et al. (63)
evaltan el efecto paralizante o letal de los com-
puestos, determinando la capacidad de los nema-
todos para atravesar papel japonés (papel para
escribir tipo Kokuyo, Tai-19). En el ultimo trabajo
citado, los nematodos se mantienen en contacto
con los productos durante 18 horas, en pequefios
tubos de vidrio, tapados con el papel japonés. Al

cabo de este tiempo, los tubos se invierten sobre
los pocillos de una placa de 24 pocillos en los que
se ha dispuesto una solucion de estreptomicina.
Tras una incubaciéon adicional de 3 horas a 27
°C, se examinan los pocillos a fin de estimar la
mortalidad, aplicando la siguiente ecuaciéon: mor-
talidad (%) = {1- [A + (B x 0,5) + (C x 0,25) / D]} x
100, donde A, B, y C son el nUmero de gusanos
que exhiben una motilidad normal, moderada o
escasa respectivamente, y D es el nimero de gu-
sanos vivos en el control. En estas condiciones, la
Cl, de la avermectina Bla es 0,1 pg/mi.

Alen et al. (64, 65) siguen el método de
Kawazu et al. (66) con algunas modificaciones. En
una placa de Petri (4 cm @), en la que se ha culti-
vado el hongo (a 21 °C durante 4 dias), se coloca
una bolita de algodén (5 mm &) con el producto a
ensayar (maximo 20 mg); en el algoddn se inyecta
la suspensién de nematodos (0,1 ml/1500 ver-
mes) y la placa se incuba a 26 °C, 4 dias. Si los
nematodos no consumen el micelio, el producto
se considera activo; en caso contrario, inactivo.
La dosis minima eficaz serd la dosis menor que
inhibe el consumo del micelio.

Otros investigadores trabajan con dos espe-
cies de Bursaphelenchus: B. xylophilus y B.
mucronatus; sobre ambas se determina el efecto
paralizante o letal de los productos, tras 24 horas
de incubacion a 25 °C, por observacion visual (si
permanecen inmaviles y no responden al contac-
to se consideran muertos). Con la primera espe-
cie, también se realizan pruebas de comportamien-
to que nos recuerdan los antibiogramas clasicos.
En el centro de una placa de Petri, con agar, se
dispone una gota de una suspension de L, y adul-
tos (40 pl/10.000 vermes); cuando se seca, se co-
locan a su alrededor (equidistantes del centro y
del margen de la placa) 4 discos de papel de filtro
a los que se incorporo previamente el producto en
estudio (en uno de ellos el disolvente). Tras 0,5, 1
0 2 horas a temperatura ambiente, se examinan
las placas para observar si se produce un efecto
“toxico” -nematodos muertos o inmdviles alrede-
dor del disco- o0 “repelente” - los nematodos se dis-
tribuyen por toda la placa, salvo en los margenes
del disco (52).

NEMATODOS PARASITOS

Los nematodos paréasitos, especialmente
aquellos que son el objetivo final de la quimiotera-
pia, representan a priori el sistema mas adecuado
para la evaluacidn in vitro de actividad nematoci-
da; sin embargo, la especificidad de hospedador
de muchas de estas especies hace imposible o di-
ficil su utilizacion, ya que no pueden mantenerse
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en animales de experimentacién o requieren hos-
pedadores muy costosos. Por otra parte, ninguno
de ellos puede cultivarse integramente in vitro.
Estos problemas han determinado el uso alterna-
tivo de especies propias de los animales de labo-
ratorio, particularmente de los méas econémicos,
el ratén y la rata.

Para la valoracién de actividad antihelmin-
tica se han utilizado muy a menudo los estadios
de vida libre de los nematodos parasitos, espe-
cialmente del Orden Strongylida. Las razones son
obvias; el desarrollo de estos estadios in vitro es
facil (no ocurre asi con los estadios parasitos) vy,
ademas, pueden obtenerse en namero elevado, sin
necesidad de sacrificar a sus hospedadores. Es-
tos sistemas aportan una gran economia de me-
dios y, en general, niveles de sensibilidad acepta-
bles; en su contra, cabe decir que, al igual que los
modelos desarrollados con nematodos de vida li-
bre, seleccionan una mayor proporcion de falsos
positivos que los sistemas que emplean estadios
de vida parasitaria.

Entre los primeros trabajos publicados, se
encuentran los realizados por Shorb y Habermann
(67), con larvas de tricostrongilidos de oveja, Levine
(68), con larvas se estrongilidos de caballo,
Deschiens (69), con larvas de Haemonchus
contortus, Tiner (70), con los estadios de vida libre
de Obeliscoides cuniculi y Trichostrongylus
calcaratus, Leland y Bogue (71), con huevos y lar-
vas de Strongyloides ransomi, y Parnell (72), con
larvas de estrongilidos y tricostrongilidos. El exa-
men de estos primeros trabajos y de los publica-
dos posteriormente nos muestra que los esfuerzos
se han orientado en tres direcciones; basicamen-
te, se ha tratado de determinar el efecto de los
compuestos objeto de estudio sobre el desarrollo
de los huevos (embrionamiento y eclosién), sobre
determinados estadios larvarios o sobre el desa-
rrollo desde huevo a larva de tercer estadio (L,).

La actividad ovicida de los bencimidazoles
es bien conocida (73, 74, 75) y las pruebas que
evallian el efecto de estos farmacos sobre el desa-
rrollo de los huevos (76, 77, 78, 79) se contem-
plan fundamentalmente como sistemas para la
valoracion in vitro de la resistencia a estos anti-
helminticos. La resistencia al levamisol también
se estima de modo similar, basandose en la capa-
cidad de este farmaco para inhibir la eclosion (80).
El valor de estas pruebas como sistemas de prese-
leccion de antihelminticos potenciales es muy li-
mitado; los ensayos realizados con farmacos de
referencia denotan un espectro de sensibilidad
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muy reducido. Coles y McNeillie (81) estudiaron el
efecto de varios antihelminticos sobre el desarro-
llo de los huevos de Nematodirus spathiger. Los
huevos se incuban en presencia del producto,
durante 3 dias a 27 °C, y se determina el porcen-
taje de embrionamiento. Los bencimidazoles (tia-
bendazol, cambendazol, parbendazol, oxibenda-
zol, albendazol, mebendazol y fembendazol) mues-
tran una gran actividad, apreciable a concentra-
ciones de 0,5 p.p.m. ; por el contrario, tetramisol,
levamisol, pirantel, morantel, pamoato de pirvinio,
yoduro de estilbacio y tiofanato no inhiben el
embrionamiento de los huevos. El cribado de 2.000
compuestos, elegidos al azar, proporcioné relati-
vamente pocos “activos” (63 compuestos). Noso-
tros hemos determinado el efecto de 14 antihel-
minticos sobre el desarrollo de los huevos de
Heligmosomoides polygyrus (a 20 °C embrionan
en 24 horas y eclosionan a las 40 horas de incu-
bacién). Observamos que sélo los bencimidazoles
(y no todos ellos) inhiben el embrionamiento y la
eclosion, mientras que el levamisol tan solo inhibe
la eclosion; otros antihelminticos de amplio espec-
tro tan relevantes como la ivermectina no mues-
tran actividad (82). A pesar de ello, entendemos
que estas pruebas, rdpidas y sencillas, pueden
complementar otros estudios in vitro y ofrecer in-
formacién adicional; nosotros las hemos utilizado
ocasionalmente, con otros modelos, en la valora-
cion de actividad nematocida (83, 84).

Otros autores utilizan en sus ensayos un
estado larvario determinado, muy a menudo L, de
tricostrongiloideos; éstas ofrecen una ventaja adi-
cional, sobre otros estadios de vida libre, que es la
posibilidad de conservacion durante periodos de
tiempo prolongados. Schulz, en 1974 (85), comu-
nicé que compuestos con actividad antihelminti-
ca reconocida no afectaban a las larvas de Oeso-
phagostomum sp. in vitro, indicando que este mo-
delo no era apto para las pruebas de cribado.
Boisvenue et al. (86) valoran la actividad de 25
antihelminticos frente a L, desenvainadas de Hae-
monchus contortus. El criterio de actividad aplica-
do es la pérdida de motilidad o muerte de las lar-
vas, tras su incubacion durante 24 horas con el
farmaco. La subjetividad de la interpretacion es
minimizada, segun estos autores, por la gran mo-
tilidad que caracteriza a estas larvas y por el he-
cho de que las observaciones las realiza siempre
la misma persona. El sistema es particularmente
sensible a la ivermectina y al levamisol, pero otros
antihelminticos, entre ellos los bencimidazoles, se
muestran inactivos. Boisvenue et al. criban un total
de 5.280 compuestos; aproximadamente, un 5%
denotan actividad a la concentracion de 100 pg/
ml (86).
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La evaluacion de actividad antihelmintica a
través de la apreciacion visual directa, por un ob-
servador, de motilidad o viabilidad ha sido critica-
da por su dificultad y subjetividad, pero es uno de
los criterios de uso mas generalizado. Lo emplean,
por ejemplo, Hood et al. (87) y Blanchflower et al.
(88) en las pruebas in vitro con L, de H. contortus
para el estudio de una nueva serie de
milbemicinas, y de paraherquamida y otros meta-
bolitos de Penicillium sp., respectivamente. Estos
ensayos se realizan en placas de microtitulacion,
en cuyos pocillos se disponen los extractos disuel-
tos en metanol hasta su evaporacién. Se afiaden
a continuacién las larvas y, tras una noche de
incubacion a 4 °C, las placas se dejan a tempera-
tura ambiente y se examina, visualmente, la moti-
lidad de las larvas. Del mismo modo se actua en el
sistema desarrollado por Gill et al. (89), con L, de
H. contortus, Trichostrongylus colubriformis, y Os-
tertagia circumcincta, para la valoracion de resis-
tencias y que se ha utilizado en la evaluacion de
antihelminticos potenciales, paraherquamida (90)
y bafilolidas (91) entre otros. En él, las L, se dispo-
nen en los pocillos de una placa (placas de 96
pocillos) en los que se ha colocado el producto en
soluciéon y una matriz de agar al 2 %. Las placas
se mantienen a 25 °C, en oscuridad, y se exponen
a la luz durante 20 minutos cada 24 horas para
inducir la motilidad. A las 72 horas, se determina
visualmente el nimero de larvas matiles (se consi-
deran como tales sé6lo aquellas que muestran el
movimiento sinusoidal normal) y no mdétiles, y se
calcula la concentracion requerida para paralizar
al 50 % de las larvas.

Los intentos de objetivar la valoracién del
efecto de los farmacos sobre la motilidad de las
larvas pasan por el uso de fotodetectores (siste-
mas automatizados de medida) y el desarrollo de
sistemas que evallan la capacidad migratoria de
las larvas. Bennett y Pax (92) disefiaron un ins-
trumento (Micromotility Meter™, B&P Instruments,
Mason, USA) para cuantificar la motilidad de lar-
vas y adultos, de nematodos parasitos o de vida
libre. Con este aparato se ha evaluado el efecto de
distintos antihelminticos sobre L, envainadas de
H. contortus (93, 94), T. colubriformis (95) y Stron-
gylus edentatus (96). En estas condiciones la sen-
sibilidad de los modelos se incrementa significati-
vamente; en las experiencias de Boisvenue et al.
(86), antes mencionadas, el albendazol (100 pg/
ml) no producia efectos apreciables sobre la moti-
lidad de las larvas de H. contortus; Folz et al. (93,
94), con el nuevo sistema, registran reducciones
del 58 % y 91 % en el indice de motilidad. La
mayor sensibilidad del sistema automatizado tam-
bién se evidencia en la respuesta ante otros far-

macos cuyos efectos son evidentes en observacion
directa; Geary et al. (97) sefialaron que las con-
centraciones de ivermectina requeridas para afec-
tar a la motilidad de adultos de H. contortus (= 10
8 M) eran mucho mas bajas que las necesarias
para apreciar pérdida de motilidad visualmente
(10 M).

La capacidad migratoria de las larvas -me-
dida de su motilidad-, tras la exposicion a sustan-
cias con potencial actividad antiparasitaria, se
puede estimar mediante el uso de geles de agar
(98, 99) o0 de pequefios tamices de nylon (100, 101).
En el primer caso, las larvas se ponen en contacto
con el producto a valorar, y tras 2 6 3 horas de
incubacién a 37 °C se incorpora al tubo agar
(1,4%) a 45 °C; la mezcla se coloca en un tamiz
que se sitda sobre una pequefia placa de Petri
gue contiene el producto en estudio a la misma
concentracién. Tras un nuevo periodo de incuba-
cion, 16 horas o mas, ahora a temperatura am-
biente, los tamices se retiran y se cuenta el niume-
ro de larvas que han abandonado el gel de agar.
En los ensayos realizados con larvas desenvaina-
das de T. colubriformis, ivermectina, levamisol y
morantel, a concentraciones entre 1y 10 ug/ml, y
tiabendazol, a concentraciones superiores a 10 ug/
ml, inhiben la migracién. Con este sistema, Douch
y Morum (99) determinaron la CE, (concentracion
requerida para inhibir al 50 % de las larvas) del
levamisol frente a L, envainadas y desenvainadas
de siete especies de tricostrongilidos de oveja, ob-
servando sélo diferencias significativas entre el uso
de unas u otras en el caso de N. spathiger. En este
sentido, tal vez convenga sefialar que se han ob-
servado diferencias acusadas entre el efecto del
levamisol y la ivermectina sobre la motilidad de
larvas envainadas y desenvainadas de H.
contortus, siendo estas Ultimas menos sensibles;
si esto se debe a la presencia de la vaina o al tra-
tamiento que se aplica para desenvainarlas no se
ha elucidado (39), pero como indican Conder y
Johnson (103), cuando se realizan estudios in vitro
con larvas desenvainadas, debe tenerse en cuen-
ta que los procedimientos de desenvainamiento
pueden afectar a la viabilidad de las larvas.

Wagland et al. (100) y Rabel, McGregor y
Douch (101) valoran la motilidad de las larvas
determinando su capacidad para atravesar peque-
fAlos tamices de nylon con luz de malla adecuada
(tubos de vidrio o plastico en cuyo extremo se dis-
pone una malla de nylon; la abertura de malla se
elige a tenor del tamafo de la larva). Las larvas se
incuban con el producto objeto de estudio duran-
te 2 horas y a continuacion se transfieren (con la
solucién en la que se encuentran) a los tamices
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que se han colocado en los pocillos de una placa
de cultivo (placas de 48 pocillos). Tras 14-16 ho-
ras de incubacion, los tamices se retiran, se afia-
de lugol a los pocillos y se cuentan las larvas (la
lectura, si se desea, puede diferirse). Las pruebas
realizadas con L, desenvainadas de T. colubriformis
revelan que ivermectina, levamisol, morantel y pi-
peracina inhiben la migracién larvaria, mientras
que el tiabendazol tiene un efecto minimo a con-
centraciones inferiores a 100 pg/ml. Este sistema
ha sido utilizado por Molan et al. (104, 105, 106)
para valorar el efecto de taninos condensados y
lactonas, extraidos de distintos forrajes, sobre L,
y L, de Dictyocaulus viviparus, y L, de Ostertagia,
Oesophagostomum, Cooperia, Trichostrongylus y
Strongyloides.

Algunos autores sostienen que la viabilidad
de las larvas infectantes tratadas in vitro debe es-
timarse a través de la inoculacién a hospedadores
sensibles o bien mediante un sistema de cultivo,
capaz de soportar el desarrollo de los estados pa-
rasitarios (107). La primera via supone la utiliza-
cion de animales de laboratorio, al igual que en
una prueba in vivo, pero preserva una de las ven-
tajas mas destacable de los sistemas in vitro, que
es la posibilidad de operar con cantidades muy
pequefias de producto, puesto que el tratamiento
se realiza in vitro. Bhopale y Bhatnagar (108) eva-
luaron el efecto de diversos antihelminticos sobre
la capacidad infectante de L, de Ancylostoma ca-
ninum (inoculacion a raton); los derivados
bencimiazélicos no mostraron actividad larvicida.
Nuestra experiencia en este contexto se limita al
uso de L, de H. polygyrus; cuando éstas se incu-
ban durante 4 dias a temperatura ambiente en
presencia de tiabendazol, parbendazol o meben-
dazol (100 pg/ml), su capacidad infectante se re-
duce en un 40 %, 38 % y O, respectivamente. Por
el contrario, el tratamiento con pirantel, levamisol
0 ivermectina (concentraciones iguales o inferio-
res a 1 ug/ml) reduce drasticamente su viabilidad
(109).

En general, y tal como hemos ido viendo, los
sistemas desarrollados con larvas de tercer esta-
dio de tricostrongiloideos pecan de escasa o0 nula
sensibilidad a los bencimidazoles; aunque si pa-
recen representar muy satisfactoriamente una de
las dianas (o conjunto de dianas) mas importan-
tes de la quimioterapia antihelmintica, el sistema
nervioso o la coordinacion neuromuscular. De este
marco general, habria que excluir el sistema de-
sarrollado por Bories et al. (110) con larvas infec-
tantes de Nippostrongylus brasiliensis, que es muy
sensible a los derivados bencimidazélicos. En este
caso, las L, se incuban en condiciones axénicas,
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en medio RPMI con suero fetal (10 %) y antibioti-
cos, a 37 °C y en una atmdésfera con un 10 % de
CO,. Las larvas se mantienen en contacto con los
productos objeto de estudio durante 24/96 horas
y se examina, tras estos periodos, su motilidad.
La CE,, (concentracion que paraliza al 50 % de
las larvas), a las 96 horas, de albendazol, meben-
dazol, flubendazol y tiabendazol es inferior a 0,04
UM. El modelo es comparativamente menos sensi-
ble a los antihelminticos de amplio espectro que
actdan a nivel neuromuscular, levamisol (CE,, 0,07
uM), ivermectina (CE,, 0,22 uM) y morantel (CE,;
3,98 uM). Este método ha sido reiteradamente uti-
lizado por investigadores franceses, en la evalua-
cion de la actividad antiparasitaria de nuevos pro-
ductos de sintesis (11, 14, 111, 112, 113).

Otros investigadores, interesados fundamen-
talmente en la bldsqueda de nuevas alternativas
para el tratamiento de las nematodosis tisulares,
han optado por el uso de las larvas de segundo
estadio (L,) de Toxocara canis. En sus primeros
trabajos (114, 115, 116), el efecto de los produc-
tos sobre las larvas se valora visualmente, a tra-
vés de la aplicacion de un baremo que puntda su
estado de O (larva muerta) a 3 (la larva mueve todo
el cuerpo); se calculan unos “indice de motilidad”
y la “motilidad relativa” (relacion entre los indices
de motilidad de larvas testigo y tratadas). Poste-
riormente, ante la dificultad de determinar si las
larvas estan vivas o muertas, realizan una prue-
ba adicional, una tincién con violeta de genciana
para estimar la viabilidad larvaria (117, 118). Cual-
quiera de estos procedimientos es laborioso al exi-
gir el examen microscopico de las larvas. Final-
mente, recurriran a un método colorimétrico ba-
sado en la reduccion de MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), y conse-
cuente produccion de cristales de formazan que
se correlaciona linealmente con el namero de lar-
vas vivas. Los cristales se disuelven en DMSO (di-
metilsulféxido), sin o con un tampdn glicina pH
10,5, y la absorbancia de la solucién resultante
se mide a 540 nm; comparando las absorbancias
correspondientes a larvas testigo y tratadas (por-
centajes de reduccién) se establecen los “indices
de citotoxicidad” (119). El sistema, segln sus au-
tores, es adecuado para medir actividad larvicida
aungue requiere un nimero mayor de larvas que
los métodos anteriores; previamente se habia em-
pleado para valorar la viabilidad de otros nemato-
dos - filarias - (120, 121, 122, 123, 124), un gru-
po muy peculiar que no se contempla en esta revi-
sion.

Las L, de Ascaris suum también se han uti-
lizado para la valoracion in vitro de actividad anti-
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helmintica. Grunberg y Cleeland (125) las incu-
ban en medio 199, a 37 °C durante 3 dias, en
presencia de algunos antihelminticos de los que
determinan la concentracion minima letal (motili-
dad como criterio de viabilidad); la del tiabendazol
se estima superior a 10 mg/ml. Un modelo mucho
mas sensible sera propuesto posteriormente por
Rew, Urban y Douvres (126). Las L, de A. suum se
cultivan en condiciones que permiten su desarro-
llo hasta L, “jévenes” (10 dias), y se determina el
efecto de los farmacos sobre su supervivencia,
motilidad y muda. El tiabendazol y otros antihel-
minticos se muestran activos a la concentracion
de 0,01 pg/ml. Los autores, sin embargo, consi-
deran que su prueba puede ser poco selectiva; los
isdmeros D y L del tetramisol, y el albendazol y su
sulfona, denotan en ella la misma actividad.

Entre los modelos desarrollados con los es-
tadios de vida libre de los nematodos parasitos,
aquellos que determinan el efecto de los produc-
tos sobre el desarrollo desde huevo a L, son los
gque muestran un espectro de sensibilidad més
amplio. Tiner (70) empled los estadios de vida li-
bre de O. cuniculi y T. calcaratus. Los huevos, ais-
lados de heces de conejos infectados, se incuba-
ban en agua con Escherichia coli y en presencia
del producto a valorar, y se determinaba si éste
afectaba a los huevos o a las larvas; si era inacti-
vo, se producia la eclosion de los huevos y el de-
sarrollo de las larvas hasta el estadio infectante.
Como sefiala Jenkins (40), el valor de esta prueba
es dificil de determinar porque se evaluaron muy
pocos compuestos; lo mismo sucede con otro meé-
todo muy similar, descrito por Phillipson (127), en
el que se utilizan los estadios de vida libre de
Nippostrongylus brasiliensis.

Ibarra y Jenkins (128) estudian la respues-
ta de los estadios de vida libre de N. brasiliensis,
H. polygyrus, H. contortus, T. colubriformis y O.
ostertagi ante una gran variedad de agentes anti-
parasitarios. Los huevos se incuban en una sus-
pension fecal (ajustada colorimétricamente) duran-
te 4 dias a 25 °C. Los productos que inducen efec-
tos ovicidas o larvicidas, o bien que inhiben o re-
tardan el desarrollo de las larvas en relacion a los
testigos se consideran activos; en cada caso se
determina la CE_,, concentracion aproximada re-
querida para afectar al 50 % de los vermes. Los
cinco tricostrongilidos evidencian la actividad de
los antihelminticos de amplio espectro a concen-
traciones muy inferiores a 10 ug/ml. Los produc-
tos mas activos son la ivermectina y algunos ben-
cimidazoles; los menos activos fenotiacina y
febantel. La especie mas sensible, particularmen-
te a los bencimidazoles, parece ser O. ostertagi, y

la més resistente H. polygyrus. De 22 antihelmin-
ticos de espectro reducido, sé6lo el 10 % muestra
actividad a concentraciones iguales o inferiores a
10 pg/ml. De 15 agentes antiprotozodsicos, tan
solo uno, la pentamidina, fue activo a esa concen-
tracion frente a N. brasiliensis y H. contortus. Los
estadios de vida libre de N. brasiliensis se eligie-
ron para el cribado de 1.400 compuestos, obte-
niéndose un 10 % de productos activos a concen-
traciones iguales o inferiores a 10 pg/ml (segun
Jenkins (40) con los estadios de vida parasitaria
de este mismo nematodo se obtiene un 1,5 %).
Ibarra y Jenkins concluyen que estos modelos
generan “falsos positivos”, también es posible que
produzcan “falsos negativos”, pero a pesar de ello
son adecuados para la seleccion inicial de nuevos
compuestos con potencial actividad antihelminti-
ca (128).

Los estadios de vida libre de H. contortus se
han utilizado para detectar y valorar actividad
nematocida, en un programa de cribado
farmacolégico de productos de origen marino. En
él se han estudiado mas de 1.000 esponjas y otros
organismos, y se han obtenido varios productos
activos (129, 130); entre ellos, tres nuevos meta-
bolitos, anfilactamas, que exhiben una notable
actividad in vitro (DL, 7,5, 8,5y 0,3 pg/ml) com-
parable a la de los antihelminticos de referencia
(131). No disponemos de datos sobre su actividad
in vivo.

Finalmente, al igual que los ensayos de mo-
tilidad de L, las pruebas sobre el desarrollo des-
de huevo a L, de las especies de interes veterina-
rio (“LDA, larval developmental assay”) tienen una
aplicacion fundamental en el estudio y valoracion
de resistencias. Para evaluar el efecto de los dis-
tintos antihelminticos sobre el desarrollo larvario
se han propuesto cuatro procedimientos (132, 133,
134, 135), entre los que existen pequefas dife-
rencias (uso de medio liquido o agar, fuente de
nutrientes, temperatura, adicion de los farmacos
antes o después de la eclosién, etc); cualquiera de
ellos puede utilizarse como sistema de preselec-
cion de antihelminticos potenciales. El método de
Lacey et al.(134), conjuntamente con el sistema
de L, de Gill et al. (89) antes mencionado, se ha
empleado en la valoracion de paraherquamida (93)
y bafilolidas (91); estos estudios ponen de nuevo
de manifiesto las diferencias de sensibilidad entre
los distintos modelos. La paraherquamida no afec-
ta al desarrollo larvario pero inhibe la motilidad;
los bafilolidas, por el contrario, son efectivos en el
primer sistema y tienen menor poder paralizante.
La aportacion mas reciente en relacién a este tipo
de ensayos consiste en la utilizacion de un siste-
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ma automatizado, “CPR: computerized pixel
counter” (136), que permite cuantificar la motili-
dad de las larvas (137).

Los métodos para la evaluacién de actividad
nematocida que utilizan estadios de vida parasi-
taria se conciben a priori como los més satisfacto-
rios, puesto que contra estos estadios se dirigiran
los antihelminticos potenciales que buscamos. El
desarrollo de estas pruebas, sin embargo, se ha
visto limitado por las dificultades inherentes al
cultivo de los metazoos parasitos, dificultad y com-
plejidad en muchos casos incompatible con las
exigencias de un cribado masivo. Por otra parte,
la obtencidén de estos estadios requiere el sacrifi-
cio de sus hospedadores y por ello, normalmente,
se recurrira al uso de especies que pueden man-
tenerse en animales de experimentacion; N.
brasiliensis (rata), H. polygyrus (ratéon) y T.
colubriformis (gerbo) son probablemente las mas
utilizadas.

En los sistemas que emplean estos
tricostrongilidos se valora el efecto de los produc-
tos objeto de estudio sobre el desarrollo de las lar-
vas de cuarto estadio (L,) o sobre la viabilidad de
los adultos. El periodo de desarrollo L, - adulto se
eligié tras observar la carencia de eficacia de los
bencimidazoles y probencimidazoles frente a los
adultos en medios de mantenimiento (81), y a la
luz del trabajo de Leland et al. (138), con los esta-
dios parasitarios de Cooperia punctata, que puso
de manifiesto que, bajo condiciones que posibili-
tasen el crecimiento y desarrollo de los vermes,
podia evidenciarse su actividad (40).

Jenkins, Armitage y Carrington (139) y
Jenkins y Carrington (140) utilizan los estados
parasitarios de N. brasiliensis; en el primer traba-
jo, las L,, obtenidas de ratas experimentalmente
infectadas, se cultivan en un medio no totalmente
definido (medio NB) a 37 °C y en oscuridad, du-
rante 7 dias. La actividad de los productos se va-
lora examinando sus efectos sobre el desarrollo y
la motilidad, fundamentalmente sobre la muda de
L, a adulto, parametro, este Ultimo, que permite,
segun los autores, la interpretacion objetiva de la
prueba. En estas condiciones, ivermectina (< 0,01
pg/ml), morantel (0,5 pg/ml), levamisol (0,5 pg/
ml), tiofanato (0,5 pg/Z/ml) y los nueve bencimida-
zoles probados (entre 0,01 pg/ml y 0,1 pg/ml)
muestran una gran actividad (entre paréntesis se
indica la concentracion minima inhibitoria). Cuan-
do este sistema se aplico al cribado, se obtuvie-
ron, como ya hemos comentado, muchos menos
“falsos positivos” que con los estadios de vida li-
bre de este mismo nematodo (40). EI medio NB,

Cribado antihelmintico primario

por otra parte, se puede sustituir por un medio
comercial, de composicion definida (CbMM, me-
dio de mantenimiento de Caenorhabditis briggsae),
siempre y cuando el periodo de prueba se reduz-
ca a 5 dias (140).

Bennett y Pax (92) comparan las concentra-
ciones de albendazol, levamisol, morantel e iver-
mectina necesarias para inhibir lamudade las L,
de N. brasiliensis (valoradas por recuento de las
vainas, tras 7 dias de incubacién en medio RPMI
con suero) con las que se requieren para inhibir
la motilidad (determinada a las 48 horas de incu-
bacién, con el equipo “micromotility meter” por ellos
desarrollado), y afirman que este Ultimo procedi-
miento es ligeramente mas sensible.

Otros investigadores han utilizado las L, de
N. brasiliensis en un ensayo mas simple, determi-
nando la concentraciéon del producto necesaria
para matar al 50 % de los vermes, tras un periodo
de incubacion de 5 dias (141, 142).

Entre 1984 y 1990, dentro de un programa
de colaboracién entre la Universidad de Califor-
nia (Santa Cruz) y Syntex, se cribaron 457 ex-
tractos y 89 productos puros, procedentes de es-
ponjas y otros invertebrados marinos, frente a los
estadios parasitarios de N. brasiliensis con el mé-
todo de Jenkins, Armitage y Carrington (139). A
la concentracion de 50 pg/ml, el 3,9 % de los ex-
tractos y el 22 % de los productos puros seleccio-
nados se mostraron muy activos (eficacia supe-
rior al 95 %); el 5 % y 20 %, respectivamente,
moderadamente activos (50 %-95 % de eficacia).
Los resultados de los ensayos in vivo subsiguien-
tes (modelo murino de coinfeccion con H. polygyrus
e Hymenolepis nana) revelaron que uno de estos
productos (no se pudieron valorar todos) -
bengamida F - era activo (143), curiosamente, fren-
te a H. nana.

Con los estadios parasitarios de H. polygyrus
(144) y T. colubriformis - una especie “diana” - (145)
se han desarrollado sistemas similares. Las L, de
estos nematodos, aisladas de hospedadores ex-
perimentalmente infectados (raton y gerbo, res-
pectivamente), se incubaban en medio NB (sin li-
sado de eritrocitos, para T. colubriformis) durante
7 dias para su desarrollo y muda. Las condicio-
nes de cultivo parecen ser, sin embargo, menos
satisfactorias para estas especies que para N.
brasiliensis pues s6lo se consigue un 65 % y 50
% de muda, frente al 90 % de Nippostrongylus. La
respuesta de ambos modelos ante los antihelmin-
ticos de amplio espectro denota una gran sensibi-
lidad. En cada caso se estima la CE, (concentra-
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cion requerida para producir efectos adversos
discernibles - paralisis/muerte - en el 50 % de las
larvas) y la Cl, (concentracion necesaria para in-
hibir la muda del 50 % de las larvas en relacion a
los testigos); los valores de ambos indices son si-
milares (ligeramente inferiores las Cl ) aunque se
observa una gran diferencia entre la CE,, (79,7
uM)y la Cl, (0,01 uM) de la ivermectina frente a T.
colubriformis. Antihelminticos de espectro reduci-
do como nitroxinil, hexaclorofeno, rafoxamida o
closantel, que si afectaban a N. brasiliensis, no
son efectivos en estos sistemas que podrian ser,
por tanto, mas especificos para la deteccion de
antihelminticos de amplio espectro.

La evaluacion de la actividad, a través del
examen de las larvas y de la muda (contando el
numero de vainas) requiere una observacién mi-
croscopica detallada y es una tarea delicada, lar-
gay tediosa. Este inconveniente puede subsanarse
utilizando otros pardmetros, de determinacién méas
simple, que reflejen el estado de los vermes. En el
modelo L, - adulto de T. colubriformis se ha com-
probado que la lectura de los resultados puede
agilizarse extraordinariamente (reduciéndose el
tiempo necesario en mas de un 95 %) si se realiza
observando si se produce o no “agregacion”. Los
adultos de T. colubriformis tienden a agregarse en
los medios de cultivo; la ausencia de este compor-
tamiento (probablemente como consecuencia de
la inhibicion del desarrollo y de la muda) denota
actividad. Con este criterio, la respuesta del mo-
delo sigue siendo igualmente satisfactoria; las con-
centraciones minimas, de los antihelminticos de
amplio espectro, necesarias para inhibir comple-
tamente la agregacion son iguales o inferiores a 1
UM (146).

Otra alternativa es la utilizacién de un pa-
rametro bioquimico -la secrecién de
acetilcolinesterasa (AChE) - (147). Rapson, Chilwan
y Jenkins (148) demuestran que las L, y los
preadultos de N. brasiliensis, cultivados en un
medio complejo sin suero, secretan AChE a lo lar-
go de todo el periodo de incubacion (4 dias); todos
los antihelminticos de amplio espectro, con inde-
pendencia de su mecanismo de accion, reducen
drasticamente dicha secrecion (Cl ,, < 5 pM). La
determinacion de actividad acetilcolinesterasa en
el medio de cultivo (método de Ellman et al. (149)
permite estimar la actividad de un modo objetivo,
sencilloy répido. A estas ventajas se suma el acor-
tamiento del periodo de prueba (4 dias versus 7
dias) y la posibilidad de diferir las determinacio-
nes (los medios pueden conservarse a -20 °C sin
pérdida de actividad enzimatica).

En lo que se refiere al uso de los adultos de
nematodos tricostrongilidos (al que ya se ha alu-
dido) en pruebas de cribado, su gran inconveniente
fue en principio su falta de sensibilidad. Cuando
se valoraba visualmente el efecto de los productos
sobre la viabilidad/motilidad de los adultos de H.
polygyrus (125) o N. brasiliensis (81, 150) en me-
dios de mantenimiento, algunos antihelminticos,
notablemente bencimidazoles y probencimidazoles,
no manifestaban actividad. Tampoco se registran
efectos inhibitorios sobre la motilidad de adultos
de H. contortus, con los bencimidazoles, utilizan-
do el sistema de medida automatizado de Bennett
y Pax (92) (151, 152).

La aplicacion de otro criterio de valoracion
posibilitara la utilizacién de estos sistemas. Todos
los antihelminticos de amplio espectro revelan su
actividad, frente a adultos de N. brasiliensis, cuan-
do se determina su efecto sobre la secrecion de
AChE (153). El salto cualitativo que supone el uso
de este parametro bioquimico se ve claramente en
los resultados obtenidos por estos autores; por
ejemplo, las concentraciones de mebendazol, tio-
fanato e ivermectina necesarias para producir efec-
tos adversos, visualmente perceptibles, sobre los
adultos de Nippostrongylus (CE,), tras 4 dias de
incubacion, son superiores a 100 pM, las que se
precisan para inhibir la secrecion de AChE (Cl, )
son 0,026 uM, 0,82 pM y 0,00024 uM, respectiva-
mente. Los valores de la Cl, del levamisol y mo-
rantel son también bajos aunque superiores a los
delaCE,, (4,6 uMy 12,7 pM frente a 2,4 yM y 7,6
UM ). Nosotros hemos puesto a punto recientemen-
te un sistema similar con adultos de H. polygyrus
(154); en él, tras un periodo de incubacion de 24
horas en medio RPMI, los bencimidazoles proba-
dos, asi como levamisol, ivermectina y morantel
inhiben la secrecién de AChE a concentraciones
(Cly,) iguales o inferiores a 3 uM. Entre los dos
modelos existen pequefias diferencias de sensibi-
lidad, atribuibles a diferencias metodolégicas y a
diferencias inherentes a los propios parasitos, pero
creemos que ambos pueden ser Utiles para la se-
leccion primaria de antihelminticos potenciales.
Disponemos de poca informacién sobre su capa-
cidad selectiva en el cribado, pero, en nuestro caso,
los primeros datos (142 y observaciones no publi-
cadas) sugieren que este método proporciona,
como cabia esperar, menos “falsos positivos” que
Caenorhabditis elegans.

En 1985, tras estudiar el efecto de varios
antihelminticos sobre la ingestion (medida a tra-
vés de la captacion de un fluorocromo) y oviposi-
cion de T. colubriformis, Bottjer y Bone (155) pro-
ponen el uso de estos parametros como indicado-
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res de actividad antihelmintica (ambos involucran
motilidad pero permiten una cuantificacion mas
objetiva, sin equipos especiales, que la motilidad
corporal). Desconocemos si este sistema, aparen-
temente poco sensible a los derivados bencimida-
z0licos, se ha utilizado en pruebas de cribado pero,
ciertamente el bombeamiento faringeo como dia-
na farmacoldgica de la ivermectina ha despertado
un gran interés.

Dejando ya a un lado los modelos desarro-
Illados con estadios parasitarios de
tricostrongilidos, y obviando la mencién de proce-
dimientos puntuales con estos u otros nemato-
dos, vamos ahora a examinar otros sistemas de
cribado, que optan por la utilizacion de Trichinella
spp. o Ascaris suum.

La primera propuesta se orienta hacia la
busqueda de compuestos eficaces frente a los es-
tadios tisulares de Trichinella spiralis (156). Las
L, de este nematodo, obtenidas de ratones experi-
mentalmente infectados, se incuban en medio NB
(139) a 37 °C, en presencia de distintos antihel-
minticos, durante 4 dias (en este medio se afirma
que permanecen motiles y aparentemente en buen
estado durante 7 dias). La actividad se evalUa vi-
sualmente, comparando el estado de las larvas
testigo (que al cuarto dia muestran un movimien-
to sinusoidal tipico, “estado serpentina”) y trata-
das (motilidad y estado). Las concentraciones mi-
nimas necesarias para modificar significativamente
el estado de las larvas (CMI) son muy bajas para
los bencimidazoles (entre 0,001 y 0,05 pg/ml) y
organofosforados (1 pg/ml) ensayados. Levamisol
(CMI 10 pg/ml), metiridina (CMI 20 pg/ml) y pi-
rantel (CMI 50 pg/ml) son menos eficaces. Segun
sus autores, si el cribado se realiza exigiendo acti-
vidad a concentraciones iguales o inferiores a 10
pg/ml, el sistema no detecta compuestos que ac-
tuan solo sobre la fase intestinal de la infeccion,
pero han comprobado que si es muy selectivo (no
produce “falsos positivos”).

GOmez Barrio, Bolas Fernandez y Martinez
Fernandez (157) se plantean el desarrollo de un
sistema similar con Trichinella pseudospiralis pero,
cuando incuban las larvas en medio NB, obser-
van una elevada mortalidad (62 % a los 4 dias) y
pérdida de su capacidad infectante (a las 48 ho-
ras). Ello les lleva a buscar otro medio y condicio-
nes que posibiliten el contacto in vitro con larvas
en “buen estado” y aseguren la objetividad de las
determinaciones. Las larvas se mantendran final-
mente en medio HBSS-199, en presencia o0 au-
sencia de los farmacos durante 48 horas (en con-
tenedores gaseados con CO,), y su viabilidad se
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determinaré por inoculacién a raton, estimando
la reduccién en el nimero de adultos intestinales
que induce el tratamiento in vitro. Siguiendo estas
pautas, valoran el efecto de cinco bencimidazoles,
un probencimidazol, levamisol e ivermectina so-
bre L, de T. pseudospiralis y T. spiralis. En téermi-
nos generales, ambas triquinas responden de un
modo similar, mostrandose particularmente sen-
sibles a los carbamatos de bencimidazol y a la iver-
mectina; levamisol, tiabendazol y especialmente
el probencimidazol febantel son menos eficaces
(158). Herrero et al. (159) utilizan este sistema para
valorar nuevos productos de sintesis. Otros auto-
res cultivan las larvas de T. spiralis en medio RPMI
(87 °C, 5 % CO, ) durante 3 dias, en presencia y
ausencia de los productos objeto de estudio (cam-
biando diariamente el medio) y, finalmente, deter-
minan la viabilidad larvaria mediante un método
colorimétrico basado en la reduccion de MTT (160).

Las L, de A. suum (obtenidas de conejos ex-
perimentalmente infectados) han sido sujeto de
otros ensayos. Rew, Urban y Douvres (126) las
exponen a distintos antihelminticos, bajo condi-
ciones de cultivo que permiten su desarrollo y
muda (en presencia y ausencia de suero). La acti-
vidad, tras 7 dias de incubacion, se determina
examinando la supervivencia, motilidad y muda a
L,. Albendazol (0,01 pg/ml), mebendazol (0,01 pg/
ml), tiabendazol (0,1 pg/mil), albendazol sulféxido
(0,1 pg/ml) y albendazol sulfona (1 pg/ml) inhi-
ben el desarrollo de L, a L, aunque, a estas con-
centraciones las larvas permanecen vivas. L-te-
tramisol y morantel inhiben la muda y reducen la
supervivencia a concentraciones superiores o igua-
les a 1 pg/ml. La ivermectina bloquea el desarro-
llo a 1 pg/ml; se observa ademas que su actividad
se reduce en presencia de suero. Los autores pro-
ponen el uso de este sistema para el cribado y
para la deteccidén de antihelminticos residuales en
los tejidos animales destinados al consumo. Se-
gun Bennett y Pax (97), las concentraciones de
albendazol (0,01 pg/ml), levamisol (1 pg/ml) e iver-
mectina (1 pg/ml) necesarias para inhibir la muda
de las L, de A. suum (medio RPMI con un 10% de
suero, 7 dias de incubacidn) son iguales a las ne-
cesarias para inhibir la motilidad (valorada al se-
gundo dia de incubacién), cuando ésta se evalla
a través del “micromotility meter” que han desa-
rrollado. De morantel se requiere una concentra-
cién mayor para inhibir la motilidad (1 pg/ml frente
a 0,1 pg/ml).

Como conclusién, queremos resaltar que
todos los sistemas que hemos ido examinando a
lo largo de esta revisién configuran un amplio aba-
nico de posibilidades para la evaluacion inicial in
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vitro de productos de sintesis o de origen natural,
y la preseleccién, previa al cribado primario in vivo,
de antihelminticos potenciales. Todos ellos tienen
ventajas e inconvenientes, y cada investigador
debe elegir el modelo (0 modelos) que estime mas
adecuado; los factores a considerar, como hemos
visto , son multiples:

- eleccion de la especie (determinada funda-
mentalmente por su disponibilidad, que va ligada
a su facilidad de mantenimiento en el laboratorio,
exigencia o no de hospedadores experimentales y
tipo de hospedador preciso).

- eleccidn del estadio o fase de desarrollo (su
obtencion puede requerir o no el sacrificio de ani-
males de experimentacion, y su manipulacion y
condiciones de cultivo, tiempo y medios, ser méas
0 menos complejas).

- criterio de actividad (considerando sobre
todo la sencillez y objetividad de su evaluacién).

Todos estos factores condicionan la sensibi-
lidad y la capacidad selectiva del modelo (ademas
de sus costes) y todos buscamos el mejor equili-
brio posible entre ellos.
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