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EFECTO SUPRESIVO DEL “AMBILHAR” (1-(5-NITRO-2-TIAZOLIL)-

-2-IMIDAZOLIDINONA) SOBRE LA INFECCION EXPERIMENTAL DEL

RATON POR SCHIZOTRYPANUM CRUZI. 1 — CONSIDERACIONES
INICIALES

Alberto VELASQUEZ-ANTICH (1)

RESUMEN

El “Ambilhar” se presenta como un medicamento dotado de potente actividad

anti-chagésica experimental.

Esto unido al conocimiento de su dosis terapéutica
y su toxicidad en el hombre, indican su inmediata evaluacién, con el objeto de ave-

riguar su potencial anti-chagésico en el humano.

Resulta interesante que el “Ambilhar” sea activo en las bilharziosis, en la
amibiasis intestinal y hepéatica humanas y en la tripanosomiasis cruzi experimental
del ratén, porque puede indicar la existencia de vias metabélicas comunes entre -
esos parasitos, lo cual abre el camino a investigar drogas més potentes, multi-activas,
que ataquen varias enfermedades parasitarias al mismo tiempo.

INTRODUCCION

En vista del potencial antiparasitario mal-
tiple que ha mostrado el “Ambilhar”, ya que
ademés de su actividad anti-bilharziana (' *°
11,12, 13, 14) g le ha sefialado actividad anti-
amibiana potente (* ") y actividad anti-leish-
ménica discutible (*) y por la similitud qui-
mica existente enire los nitroheterociclos: ni-
trofuranos y nitro-imidazoles, con el “Ambi-
Thar”  (nitrotiazol), creimos de interés com-
probar si este Gltimo, como los dos primeros
mencionados, posefa también accién contra
el Schizotrypanum cruzi (% * 5 625 16, 22)
(Véanse foérmulas). En este estudio compro-
hamos que el “Ambilhar”, efectivamente, posee
un marcado efecto anti-chagésico experimen-
tal en gran escala, pues preliminarmente el
Autor ya lo habia mostrado (**) en una breve
casuistica experimental.

MATERIALES Y METODOS

La cepa de Trypanosoma cruzi empleada es
p ypanoson pl
la “Y” (*°) que viene siendo mantenida por

nosotros hace casi tres afios (143 pasajes),
en ratones albinos, machos, de la raza I.M.T.
(Instituto de Medicina Tropical), semanal-
mente, por inoculaciones de sangre, de ratdn
a raton.

La inoculacién parasitaria es de caracter
cuantitativa y se realiza por el método de
Pizz1 modificado por BRENER (%) : se toman
5 mm?® de sangre de la cola del ratén infectado
y se colocan entre lamina y laminilla (22 x 22
mm). Se examinan 100, 50 6 25 campos, de
acuerdo con el niimero menor o mayor de tri-
panosomas presentes, con 500 aumentos, y el
total de parasitos obtenidos del contaje se mul-
tiplica por un factor variable de 63, 126 6
252, seghn el ntmero de campos microscé-
picos examinados, respectivamente. Esta cifra
obtenida representa el niimero aproximado de
tripanosomas presentes en 5 mm?® de sangre
pura. Se sangra el ratén escogido, por via
axilar, y se recoge esta sangre en citrato de
sodio al 3,8%. Como la cantidad de citrato
es conocida, el total obtenido de sangre-citrato
nos permite calcular el ndimero de tripanoso-

(1) Médico de Salud Publica, Ministerio de Sanidad y Asistencia Social; Jefe de la Seccién de Quimio-
terapia, Instituto de Medicina Tropical, Aptdo. 8250, .Ciudad Universitaria, Caracas, Venezuela
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Formulas de los nitroheterociclos “Nitrofurazona”,
“Flagyl” y “Ambilhar”

mas en 0,1 cc. de esa dilucién; e inocular de
acuerdo con los requerimientos. La inocula-
cién se realiza por via intraperitoneal.

El medicamento ampleado en estas investi-
gaciones es el “Ambilhar” en tabletas de
500 mg, que se pulverizan completamente en
un mortero de porcelana. Pesando previamen-
te la tableta puede calcularse la cantidad de
droga pura contenida en una determinada
cantidad de polvo total, de donde puede cal-
cularse la cantidad a pesar, de acuerdo con
la dosis escogida. El polvo se disuelve en
agua destilada y se le adiciona goma arabiga
para obtener una mejor suspensién.  Se ad-
ministra por via oral, mediante una aguja
terminada en bola que alcanza el estémago y
protege de traumatismos mayores el trayecto
a TECOrTer.

Los criterios empleados para la evaluacién
de “curacién” o SUPRESION DEFINITIVA de la
infeccién son: sub-inoculacién, re-inoculacién,
xenodiagnéstico, exdmenes de sangre fresca
después de suspendido el tratamiento, obser-

348

vacién de la sobrevida y estudio anatomo-pa-
tolégico de cortes de oOrganos en busca de
nidos de leishmania.

EXPERIENCIAS Y RESULTADOS

Comprobacién de Actividad Supresiva en
Gran Escala

Se inoculé un lote de setenta ratones con
68.040 formas sanguicolas de S. cruzi y se
dicidié en dos grupos: veinte testigos sin tra-
tamiento y cincuenta tratados, a razén de
140 mg/kg. (aproximadamente 1/10 de LD50
Oral Aguda = 1400 = 240 mg/kg) via oral,
durante veintitin dias consecutivos. La acti-
vidad supresiva del medicamento es evidente
a partir del quinto dia posterior a la ino-
culacién (primer examen) y se mantiene sal-
vo en el 9,5% (4/42), en los que aparecen
parasitos circulantes durante el curso del tra-
tamiento. La continuacién del tratamiento,
sin embargo, provoca supresion en estos rato-
nes positivos (Fig. 1). En comparacién, los
testigos sin tratamiento presentan tripanoso-
mas circulantes al 5. dia, al 8.° dia, y pos-
teriormente, en cualquier momento que se
examinen, hasta la muerte (Cuadro I).
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Fig. 1 — Evolucion de la parasitemia en los ra-

tones positivos, durante y después del tratamiento
con “Ambilhar” (140 mg/kg/dia X 21 dias). (Na-
mero de tripanosomas en 5 mm?)
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CUADRO I

Testigos sin tratamiento.

Numero de tripanosomas en 5 mm? de sangre caudal.

Inoculacién: 68.040 tripanosomas
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La sangre caudal de los animales tratados
examinada hasta veintiin dias después de
suspender el tratamiento, es negativa en el
71,19 (27/38) de los sobrevivientes y posi-
tiva en el 28,9% (11/38), (Fig. 2). El nt-
mero de examenes realizados en esos 21 dias
fué de trece.
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Fig. 2 — Resultados de la investigaciéon de tri-

panosomas en los sobrevivientes a la terapéutica
con -“Ambilhar” (140 mg/kg/dia X 21 dias) 21
dias :después de -1la suspensién del tratamiento

El porcentaje de mortalidad durante el
tratamiento fué de 16% (8/50). Es de notar
que todos murieron con examenes negativos
de sangre periférica. El porcentaje de mor-
talidad cuarenta y dos dias después de ino-
culados, o sea, para el momento de proceder
a realizar la mezcla al azar de ratones negati-
vos a tripanosomas, para la realizacién de
examenes subsecuentes, fué de 24% (12/50).

El grupo de 27 sobrevivientes negativos
(54% del total inoculado = 27/50) se mez-
cla entre si, al azar (estaban colocados en
cinco jaulas de a 10 ratones c/u) y se subdi-
viden en cuatro grupos, para practicar: sub-
inoculacién y estudio anatomo-patolégico (6
animales), re-inoculacién (*), xenodiagndsti-
co (7), continuos exdmenes de sangre periféri-
ca y observacién de sobrevida (9 animales).

Resultados de la sub-inoculacién — cada
uno de los seis animales de este grupo, nega-
livos — a tripanosomas al vigésimo-primer dia
después de la suspensién del tratamiento, se
sangra por via axilar y se inocula en dos ra-
tones albinos, jovenes, machos, de 14 a 16
gramos, muy sensibles a la infeccién de la
raza 1.M.T., a razén de 0,4 cc de sangre
citratada, por via I.P. Se inyectaron pues
doce ratones en estas condiciones y se les
examiné sangre periférica durante mas de
seis semanas, comenzando al 5.° dia después
de la inyeccidn, una o dos veces al dia, alter-
nadamente . para investigar la presencia de
infeccién. Fueron hechos 45 eximenes de
sangre por ratén, o quinientos quince (515)
exdmenes en el grupo completo, en el curso
de cuarenta y nueve dias. El resultado de la
sub-inoculacién fué NEGATIVO.

Resultados de la re-inoculacion — un grupo
de cinco ratones fué re-inoculado 26 dias des-
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pués  de suspendido el tratamiento, a razén
de, aproximadamente, 4.000 tripanosomas
sanguicolas por gramo-ratén, I.P. Se ino-
cularon 4 testigos de peso similar, aun cuando
inevitablemente més j6venes, de la misma
manera.

Se observo la aparicién de una tipica fase
aguda, en todos y cada uno de los re-inocula-
dos, con parasitemias siempre superiores a
5.000 tripanosomas en 5Smm?® de sangre cau-
dal, con un promedio de 10.597 al 8.° dia.

Los testigos se comportaron de manera si-
milar, como era de esperar, pero con para-
sitemias mas elevadas en el mismo 8.° dia, con
un promedio de 21.287 tripanosomas (Fig. 3).
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Fig. 3 — Curva de promedios del numero de tri-

panosomas en 5 mm? de sangre caudal de ratones

testigos y tratados sometidos a la prueba de la

re-inoculacién. Inoculacién: 4.000 tripanosomas/
g. ratén

Resultados del xenodiagndstico — se pra-
ctic6 el xenodiagndstico en siete ratones, vein-
tiseis dias después de la suspensién del trata-
miento.
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Se anestesiaron con Somifene oral, a razén
de 0,01 a 0,02 cc por 20 gramos-ratén. Se
utilizaron ninfas de tercero a quinto estadio
de Triatoma maculate, distribuidas a cinco
por caja, por raton, (total 35 ejemplares) y
se aplicaron al abdomen afeitado de cada uno
de los ratones anestesiados, cubriéndose con
un trapo negro. Se dejaron alimentar durante
una hora y quince minutos, al cabo de la cual
lo habian hecho, aparentemente, 17 insectos.
Murieron dos ratones a consecuencia de esta
alimentacién. Una segunda comida se per-
mitié a los triatominos, en los mismos ratones
objeto de la experiencia, quince dias después
de la primera, alimentindose en ratones sa-
nos los insectos de dos cajas, por muerte de
los donantes durante la primera comida. Los
ratones restantes murieron después de esta
comida.

El examen del xenodiagnéstico, practicado
entre freinta y cinco y cincuenta dias des-
pués de la primera comida fué NEGATIVO.
(Sélo fueron examinados 28 triatomas porque
murieron siete).

Resultados de los exdmenes de sangre fresca
post-tratamiento. Observacién de la sobrevida
— nueve animales continuaron siendo exa-
minados desde el vigésimo primer dia des-
pués de la inoculacién, hasta por trés meses
mas (92 dias exactamente), habiendo sido
examinados hasta 113 dias después de la ino-
culacién, con excepcién de sibados y do-
miﬁgos, El resultado fué NeGaTIVO.

La mortalidad ha alcanzado, después de
113 dias de la inoculacién, o 92 dias después
de la suspension del tratamiento, a tres de los
nueve ratones, a los 54, 69 y 87 dias después
de la inoculacién. Estos han muerto sin pre-
sentar parasitos en sangre periférica.

Continuard la observacién de este grupo
indefinidamente.

Resultados del estudio anatomo-patolégico
— corazbn, higado, bazo, masculo esquelético
y médula ésea de los seis animales sacrifica-
dos para sub-inoculacién fueron sometidos a
corte y coloracién por la hematoxilina-eosina.
Se examinaron en promedio 75 cortes por ani-
mal o 500 cortes en el grupo, con resultados
negativos a formas parasitarias de S. cruazi.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Como se desprende de las experiencias an-
teriormente descritas hay una clara evidencia
de que el “Ambilhar” provoca SUPRESION DE-
FINITIVA, o “curacién”, en aproximadamente
el 549% del total de ratones inoculados o el
709% de los sobrevivientes, después de un
curso terapéutico de 21 dias a 140 mg/kg,
via oral, administrado desde el dia siguiente
a la inoculacién parasitaria,

Los resultados de la experiencia son con-
firmados ampliamente con los de la sub-ino-
culacién negativa, la re-inoculacion positiva,
el xenodiagndstico negativo y la ausencia de
formas leishmania de S. cruzi en los cortes
histolégicos estudiados.

La aparicién de tipicas fases agudas en los
ratones sujetos a la prueba de re-inoculacién
indica que estos no eran resistentes a la in-
feccién, o lo que es lo mismo, que no estaban
infectados al momento de realizar dicha prue-
ba. Se sabe experimentalmente que existe una
marcada resistencia a las superinfecciones en
la enfermedad de Chagas, que impide que
nuevas inoculaciones de tripanosomas provo-
quen circulacién abundante de parasitos en
sangre periférica. Ademas, en ningiin mo-
mento este tipo de animales es susceptible de
desarrollar una tipica fase aguda. EI hecho
de que los testigos de la re-inoculacién pre-
.sentaran al 8.° dia una parasitemia promedio
superior a los ratones problema es explicable
por el hecho de ser aquellos més j6venes, a
pesar de tener un peso similar, casi exacto.

Los resultados del examen microscépico de
cortes coloreados de 6rganos son de menor im-
“portancia que los criterios de sub-inoculacién,
reinoculacién, examenes de sangre negativos
post-tratamiento, ya que para el momento
de realizar los cortes, los ratones tenian 42
dias de inoculados y para esa altura, aun en
ratones no tratados, en fase cronica o latente,
es muy dificil demostrar la presencia. de
nidos de leishmania. Sin embargo el hecho
de que los cortes de corazén, higado, bazo,
misculo esquelético y médula ésea no estu-
vieran positivos a leishmanias, ‘indicando los
criferios mas importantes SUPRESION DEFINI-

TIvA, afirma méis las aseveraciones sobre cura-
cién de estos animales por accién del “Ambi-

lhar”.

Queremos citar aqui las palabras de PraTa
que aparecen recogidas en un Simposio sobre
“Ambilhar”-bilharziosis (**) y que textual-
mente dicen asi: “We treated patients with
acute Chagas’ disease with this drug and it
had no effects on the circulating trypanoso-
mes; there was no severe reaction in these
cases”. La respuesta vino a la pregunta de
Sadun de que si la droga mostraba “cardioto-
xicidad”, a él le interesaba saber si alguien
la habia utilizado en chagasicos, a manera de
ver si aumentaba la lesién electrocardiogra-
fica ya presente en ese tipo de pacientes.
Prata responde que no ha encontrado reaccio-
nes severas en los casos tratados. A propé-
sito de estas palabras nos parece oportuno
cuidadosamente la actividad de esta droga,
indicar nuevamente la necesidad de evaluar
en chagisicos agudos y crénicos, pues el
Autor antes nombrado (Prata), no refiere
detalles de su tratamiento, tales como ni-
mero de pacientes, dosis, duracién, etc. De-
seamos puntualizar que estas palabras son
las tnicas que hemos encontrado en la li-
teratura en relacién a “Ambilhar”-Chagas y
no conocemos trabajos experimentales anima-
les o humanos que hagan referencia al efecto
anti-chagasico del “Ambilhar”. Por lo demas
experiencias que hemos realizado y que es-
taran pronto listas para su publicacién indican
la posibilidad de la creacién de cepas resis-
tentes al “Ambilhar”. Por otra parte, es per-
fectamente posible que la actividad del “Am-
bilhar” sea evidente en el roedor mientras
que en el humano no lo sea; las diferencias
metabdlicas entre ambas especies son abis-
males.

Consideramos, de cualquier forma, del mayor
interés experimental, la demostracién de la
actividad del “Ambilhar” contra el Schizotry-
panum cruzi, puesto que abre caminos de in-
vestigac’6n amplios, si se recuerda que es un
medicamento dotado de poder terapéutico an-
tibilharziano y antiamibiano. ¢ Existirdn
correlaciones metabolicas entre estos pardsi-
tos, o serd una simple casualidad la accién
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curativa del “Ambilhar” en bilharziosis, en
amibiasis humana y en Chagas experimen-
tal?

El nitrotiazol (“Ambilhar”), un nitrohete-
rociclo como la Nitrofurazona y el nitroimida-
zol (Flagyl) tiene base quimica para esperar
una accién anti-chagisica, pues tanto la Ni-
trofurazona como el Flagyl la poseen.

La evidencia experimental aqui presentada
de la actividad del “Ambilhar” contra el
Schizotrypanum cruzi, unida al amplio co-
nocimiento de la dosis y de la toxicidad en el
humano, hacen recomendable su empleo en
chagésicos agudos y crénicos y abre la puerta
a la investigacién de derivados del mismo que
puedan ser mas activos y alin menos toxicos.

Nos parece dificil creer que una enferme-
dad de Chagas humana aguda o crénica cure
en 21 dias de. tratamiento con este medica-
mento. El “Ambilhar”, que se sepa, solo se
ha administrado al hombre por periodos de
15 dias. Es ademas evidente como resulté
ser en bilharziosis, que la dosis humana fué
superior a la tedricamente extrapolable de los
animales experimentales (°). En esas expe-
riencias 100 mg/kg eran una cantidad su-
ficiente experimentalmente, mientras que en
el hombre dosis menores de 15 mg/kg no han
sido reportadas efectivas. De aqui deducimos
que la dosis para chagésicos ha de ser superior
a un décimo de la dosis anti-chagésica animal
(140 mg/kg). Serfa pues recomendable una
dosis no menor de 15 a 20 mg/kg, durante
todo el tiempo que se pudiera administrar, o
por lo menos durante un mes, con las debidas
precauciones a juicio clinico.

Por altimo consideramos que el estudio del
mecanismo de accién, en marcha actualmen-
te, podra ayudar a dilucidar interrogantes ta-
les como: cull es la fraccién del “Ambilhar”,
la inalterada o sus metabolitos (*) la que es
responsable de la accién?. ¢ Son ambas?.
¢ Contra qué fase del ciclo parasitario actiia
o actilan estas sustancias, contra el tripanoso-
ma circulante, contra la leishmania tisular?
¢ Contra ambos?.

Adelantamos la posibilidad de que el me-
dicamento pueda tenar accién contra la fase
-leishmania, sin negar una accién directa
sobre el tripanosoma o una accién combinada.
Creemos en lo primero porque el corto periodo
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de tratamiento necesario para provocar SU-
PRESION DEFINITIVA asi lo indica. La Nitro-
furazona, el mis potente anti-chagésico cono-
cido, no cura administrada por sélo 20 dias,
a pesar de tener una accién anti-leishméanica
comprobada en multiples formas por BRENER *
6, porque la antedicha droga no ataca ciertos
islotes leishmanicos anarquicos, huidizos, sien-
do estos los que provocan falla terapéutica,
como es probable lo sea en “Ambilhar”.

SUMMARY

Suppressive effect of “Ambilhar” (1-(5-nitro-
-2-thiazolyl)-2-imidazolidinone) against ex-
perimental S. cruzi infection in mice.

I — Preliminary report

Ambilhar, a nitrothiazol derivative shows
a potent suppressive effect against experimental
acute mice Chagas’ disease. This observation
and the fact that its therapeutic dose and
toxicity in man are well known calls for its
immediate evaluation in human Chagas’ di-
sease.

It is interesting to note that Ambilhar is
active against human schistosomiasis and
amoebiasis, and against experimental S. cruzi
infection in mice. This knowledge could point
towards the existence of common metaholic
pathways among these parasites, which opens
the possibility to search more potent drugs,
multi-active, with a wide potential of action
against many parasitary infections at the
same time.
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