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I.1. Introducción

Los parásitos son organismos eucariotas (unicelulares o pluricelulares)

que viven en el interior o sobre el tejido vivo de otro organismo más

organizado denominado hospedador. El término parásito proviene del

nombre dado a unos sacerdotes auxiliares que “sentados al lado del

alimento” -sentido etimológico- del sacrificio, participaban más tarde

de la ofrenda; de aquí el uso despectivo que se le da a dicha palabra

que además, tiene el término, desde su origen griego (para, junto a y

sitos, trigo, comida). La generalización biológica se debe a los médicos

veterinarios romanos que denominaron así a aquellos animales que vivían

y se alimentaban a expensas de otros. En las primeras definiciones de

los parásitos se trataba de diferenciarlos de los depredadores, insistiendo

en que, aunque la asociación era para la adquisición de alimentos, se

tendía a conservar la vida del hospedador y a no proporcionarle beneficio

alguno, sino al contrario, efectos dañinos o acciones patógenas. Todos

estos conceptos se completaron al observar la naturaleza de la asociación;

el carácter fisiológico de la misma; la interdependencia bioquímica con

tendencia a la estabilidad por pérdida o adquisición mutua de información

genética donde los parásitos han desarrollado mecanismos que son capaces

de manipular el genoma de su hospedador compatible, orquestando

cambios en los nucleos de sus células que alteran la expresión génica en

favor del parásito [1, 2]. Recientemente los enfoques más informativos del

Ácido Desoxirribonucleico (ADN) (secuencias de genes, polimorfismos de

un solo nucleótido del inglés Single Nucleotide Polymorphism (SNP), y los
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microsatélites) [3], se han utilizado ampliamente para inferir la influencia

de la genética en los diferentes aspectos de la biología del parásito.

Por otra parte, de forma general, las acciones perjudiciales son mutuas

o en ambas direcciones. La posible «bondad» de algunos parasitismos, o del

parasitismo, en general, no existe. Algunos hospedadores van cambiando

su metabolismo, ganando peso, o modificando su comportamiento. Por

el contrario, los parásitos hallan ventajas adaptativas en conservar la

expresión génica de la virulencia. Si los factores de virulencia son

mantenidos por la selección natural, ocasionando una disminución del

bienestar del hospedador, inevitablemente se producirá también la

correspondiente selección para la resistencia del hospedador. Así, se

mantiene el equilibrio inestable y dinámico de la comunidad antagónica

de dos seres vivos de distinta especie en asociación definida como

parasitismo [4,5].

La gran mayoría de los parásitos pertenecen a uno de los siguientes

Phylum: Apicomplexa, Microspora, Ciliophora, Plathelminthes, Nematoda

y Arthropoda. Los helmintos se encuentran en dos de ellos Plathelminthes

y Nematoda. Se han descrito cerca de 25.000 especies de nematodos.

Muchos de ellos son parásitos de insectos, plantas o animales, pero también

existen especies de vida libre como Caenorhabditis elegans. Sobre la base

de las estimaciones mundiales, entre 75.000 y 300.000 especies de helmintos
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I.1. Introducción

Figura I.1: Árbol filogenético de Schistosoma mansoni (color azul), comparado
con las especies involucradas en su ciclo biológico y otras especies como ejemplo
comparativo usadas en laboratorio durante esta investigación.

5



infectan a los vertebrados terrestres y acuáticos; entre estos, 287 son

conocidos en los seres humanos, el 95% de los cuales son especies zoonóticas

y aproximadamente el 25% de la población mundial está infectada con estos

organismos [3]. La gran mayoría de los platelmintos parásitos pertenecen a

las clases, Monogenea, Digenea (gr. dis, “doble” y genos, “raza”) y Cestoda

(tenias) (figura I.1), y las dos primeras clases son comúnmente denominadas

“trematodos”. Todos los trematodos que residen en los seres humanos

son de la clase Digenea. Tienen complejos ciclos de vida indirectos, en

los que incluyen uno o varios hospedadores intermediarios (Ej. caracoles

terrestres), ejemplo de estos parásitos son los esquistosoma, objeto de esta

Tesis Doctoral.
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I.2. Enfermedades Tropicales Olvidadas

Enfermedades tropicales

olvidadas o desatendidas

Entidades como la Organización Mundial de la Salud (OMS), buscan

disminuir la brecha de lo que hoy es un mundo olvidado, donde millones

de personas sin acceso a agua potable, saneamiento adecuado y suficiente

comida, mueren cada día. Estas poblaciones más pobres, residentes en

zonas rurales remotas, barrios suburbanos marginales o zonas de conflicto,

suelen ser las más afectadas por estas enfermedades, que persisten cuando

hay pobreza y se concentran de forma casi exclusiva en zonas tropicales

y sub-tropicales ocupados por la mayoría de países con altos índices

de pobreza y en vías de desarrollo. Estas enfermedades reciben poca

atención y se ven postergadas en las prioridades de la salud pública. La

inexistencia de estadísticas fiables también ha dificultado los esfuerzos

por sacarlas de las sombras. En reuniones de la OMS son discutidos
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ampliamente estos temas y fue durante la segunda reunión en Berlín en

el año 2005, donde fue acuñado el termino “Enfermedades Tropicales

Olvidadas o Desatendidas” más conocidas en inglés como “Neglected

Tropical Diseases” , de la cual se deriva las siguiente abreviatura

NTDs. Pero fue verdaderamente en abril de 2007, donde hubo la primera

reunión con los especialistas mundiales de la NTDs, a la que asistieron

más de 200 participantes de múltiples gobiernos y Organizaciones No

Gubernamentales (ONGs) [6]. Aunque el concepto vino ganando fuerza

desde principios de 2002, no fue hasta el año 2005 donde se publicó

el primer artículo con el nombre completo de enfermedades tropicales

desatendidas, realizado por Molyneux et al. en PLoS Medicine [7]. Las

principales enfermedades tropicales desatendidas están agrupadas en

diecisiete, cuyos agentes causales son una variedad de patógenos, como

parásitos (helmintos y protozoos), bacterias y virus, que se encuentran

principalmente distribuidos en la regiones tropicales y subtropicales

del mundo, causando efectos negativos sobre el embarazo, retraso en

el desarrollo físico e intelectual durante la infancia y reducción de la

productividad de trabajo en la edad avanzada [8]. La OMS recomienda

cinco estrategias de salud pública para la prevención y control de las

enfermedades tropicales desatendidas: la quimioterapia preventiva o

en sus siglas en inglés Preventive Chemotherapy (PC); la intensificación

de la gestión de casos; el control de vectores; la provisión de agua potable,

el saneamiento e higiene; y la salud pública veterinaria (es decir, la
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I.2. Enfermedades Tropicales Olvidadas

aplicación de las ciencias veterinarias para asegurar la salud y el bienestar

del hombre) [6].

La quimioterapia preventiva, es la principal estrategia utilizada

por la OMS y se encuentra dentro de los objetivos desarrollados en

esta Tesis Doctoral. Consiste en la distribución de medicamentos

antihelmínticos mediante un enfoque racional optimizando el uso de los

medicamentos, con la administración única, dirigidos simultáneamente al

control de más de una forma de helmintosis. Los esfuerzos para hacer

frente a las infecciones por helmintos de forma coordinada se remontan

a la resolución 2001 de la Asamblea Mundial de la Salud WHA54.19

sobre la esquistosomosis y las helmintosis transmitidas por el suelo, o

también conocidas como geohelmintosis, que establecen objetivos y metas

comunes para su prevención y control [6]. Frente a estas enfermedades se

requiere conocimientos específicos y profundos. A largo plazo, la OMS

debe asegurar que se tomen las medidas sostenibles para prevenir estas

enfermedades y promover el desarrollo de mejores métodos de diagnóstico,

medicamentos más seguros, asequibles y sencillos de usar [6].

En las enfermedades olvidadas causadas por virus se encuentran los

virus que pertenece al género Flavivirus causante del dengue y el género

Lyssavirus causante de la rabia. El primero es una infección transmitida

por moquitos hembras del género Aedes aegypti o en menor medida
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Aedes albopictus. El virus de la rabia se transmite principalmente por la

mordedura de perros infectados por el mismo virus. Fue Louis Pasteur,

quien estableció que el virus se albergaba en el cerebro y en 1885 desarrolló

la primera vacuna contra el virus de la rabia procedente de la médula

espinal de conejos con rabia [9]. El dengue causa una enfermedad similar

a la gripe, y de vez en cuando se desarrolla como una complicación

potencialmente mortal llamado dengue grave (anteriormente conocida

como fiebre hemorrágica del dengue), mientras que las personas infectadas

con el virus rábico, una vez que se desarrollan síntomas, la enfermedad es

siempre mortal en los seres humanos, a menos que puntualmente reciban

profilaxis post-exposición [10]. Se estima que 2,5 mil millones de personas

se encuentran en riesgo de adquirir dengue, con una incidencia anual al

menos de 50 millones [11,12]. Por el contrario, se ha reducido la incidencia

en humanos, gracias a campañas sostenidas de vacunación canina y el uso

de la profilaxis pre y posterior a la exposición [13].

Las enfermedades olvidadas causadas por bacterias son un grupo

conformado por agentes causales de los cuatro serovariedades oculares de

Chlamydia trachomatis (A, B, Ba y C) que ocasionan el tracoma [14, 15],

seguido por la bacteria Mycobacterium ulcerans que ocasiona la úlcera de

Buruli [16–19], continuando con las treponematosis endémicas producida

por Treponema pertenues [8] y por último una de las enfermedades más

estigmatizadas como es la lepra cuyo agente causal es Mycobacterium
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I.2. Enfermedades Tropicales Olvidadas

leprae [20]. En la actualidad el tratamiento de todas estas enfermedades

bacterianas, consiste en la administración masiva de antibióticos (ver

apéndice C). Se estima que el tracoma, puede ser erradicado en el año

2020 [15,21,22].

La enfermedad de Chagas es una enfermedad crónica, sistémica

y una enfermedad potencialmente mortal causada por el protozoario

Trypanosoma cruzi y pertenecen a las enfermedades olvidadas causadas

por protozoos. Se transmite a los humanos por las heces infectadas de

insectos triatominos “vinchucas, pitos u otras acepciones”. Se encuentra

principalmente en 21 países de América Latina, estimándose que alrededor

de 7-8 millones de personas en el mundo están infectados con T. cruzi [8].

La presencia de la enfermedad de Chagas fuera de América Latina se

debe principalmente a la movilidad de la población, principalmente la

migración. Aproximadamente el 60-70% de los pacientes crónicos no

tienen síntomas clínicos, mientras que el 30-40% presenta alteraciones

cardíacas, megasíndromes digestivos o ambos [23]. Durante mucho tiempo,

el control de la transmisión de los vectores o evitar la transfusión de

sangre ha tenido éxito en varios países endémicos. Sin embargo, otros

mecanismos de adquirir la enfermedad como la transmisión congénita,

los trasplantes o el consumo de alimentos contaminados con los insectos,

puede ser los responsables de infección. Se necesitan nuevos fármacos

para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, ya que sólo hay dos
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medicamentos registrados y disponibles hace 29 años; Benznidazol (BZ) y

Nifurtimox (NF) [24], que son mal tolerados y tienen una eficacia limitada

en la fase crónica de la enfermedad (ver apéndice C).

La tripanosomiasis humana africana THA, también conocida como la

enfermedad del sueño, es causada por la infección con parásitos protozoos

pertenecientes al género Trypanosoma brucei. La enfermedad se transmite

por la picadura de la mosca tse-tsé (Glossina spp.) que la han adquirido

de seres humanos o animales infectados. A través del tiempo, el parásito

cruza la barrera hemotoencefálica, migran hacia el sistema nervioso

central y causa graves trastornos neurológicos y psiquiátricos que pueden

conducir a la muerte. Las formas de presentación en los seres humanos,

depende de la subespecie de tripanosoma involucrada. Trypanosoma brucei

gambiense causa una forma crónica de THA, transcurriendo alrededor

de dos años antes de la infección del Sistema Nervioso Central (SNC),

mientras Trypanosoma brucei rhodesiense causa una enfermedad aguda

y es fatal en cuestión de meses. La pentamidina se usa para tratar la

primera etapa de T. b. gambiense y suramina se utiliza para tratar la

primera fase de infección por T. b. rhodesiense. Melarsoprol intravenoso se

utiliza en la segunda fase de ambas formas de la enfermedad. Eflornitina

se utiliza en la segunda fase de T. b. gambiense [6, 25] (ver apéndice C).

Estos fármacos son tóxicos, necesitándose medicamentos alternativos. T.

b. gambiense es endémico en 23 países de África occidental y central

12



I.2. Enfermedades Tropicales Olvidadas

y provoca más del 90% [26] de los casos reportados de la enfermedad

del sueño y T. b. rhodesiense es endémica en 13 países de África

oriental y meridional, que representan el 10% restante de los casos

notificados [6]. Entre 2000 y 2009, de los 36 países que figuran como

endémicos, 24 recibieron apoyo de la OMS, tanto para evaluar la situación

epidemiológica como para establecer actividades de control y vigilancia [27].

La leishmaniosis es otra enfermedad parasitaria causada por protozoos

intracelulares del género Leishmania, transmitiéndose por la picadura de

la hembra infectada de diferente especies de Phlebotomus y Lutzomya [28].

Se encuentra en 88 países, 72 de los cuales son países en desarrollo [29].

Aunque la leishmaniosis se considera una enfermedad tropical, es endémica

en regiones no tropicales, sobre todo en países de la cuenca mediterránea,

como países del sur de Europa, Turquía e Israel. La Leishmaniosis

Visceral (LV), también conocida como “kala-azar” compromete los órganos

internos y es la forma más grave, 300.000 casos estimados de LV, más de

20.000 muertes al año y 310 millones de personas en riesgo de infección en

los seis países que presentaron informes sobre el 90% de los casos de LV

en todo el mundo. La Leishmaniosis Cutánea (LC) suele causar úlceras en

la cara, los brazos y las piernas, dejando cicatrices severas y deformantes,

además de la discapacidad de 1 millón de casos notificados en los últimos 5

años [30]. Atendiendo a su distribución geográfica, la leishmaniosis puede

clasificarse en leishmaniosis del Viejo Mundo (que se encuentra en el sur de
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Europa, Oriente Medio, Asia y África) y leishmaniosis del Nuevo Mundo,

que se extiende desde el sur de los EE.UU. a través del Centro y Sur del

continente Americano. Durante más de 70 años, el tratamiento de primera

línea en la mayoría de los países ha sido antimonio pentavalente inyectable.

Los fármacos de segunda línea, son la anfotericina B o pentamidina y otros

medicamentos eficaces en la actualidad son miltefosina y paromomicina

(ver también en apendice C). La quimioterapia actualmente disponible

para el tratamiento de la leishmaniosis está lejos de ser satisfactoria y

muestra problemas de toxicidad, efectos secundarios adversos, altos costos

y desarrollo de resistencias [28].

Las helmintosis, como teniosis y cisticercosis son enfermedades

olvidadas causadas por Taenia solium. La teniosis es una enfermedad

leve causada por la presencia de la tenia adulta en el intestino humano.

La cisticercosis es una enfermedad grave que se produce cuando los seres

humanos ingieren los huevos de la tenia que desarrollan como larvas

(cisticerco) en sus tejidos. La liberación intermitente de huevos de tenia en

las heces de los seres humanos con teniosis, contamina el medio ambiente y

expone al hombre y animales como el cerdo al riesgo de contraer la infección

con cisticercosis. La frecuencia de la enfermedad ha disminuido en los países

desarrollados debido a estrictas normas de inspección de carne, la mejora

de la higiene y mejores instalaciones sanitarias. Los cisticercos se pueden

desarrollar en los músculos, la piel, los ojos y el sistema nervioso central.
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I.2. Enfermedades causadas por helmintos

La neurocisticercosis, la forma más grave de la enfermedad, aparece cuando

se invade el SNC con cisticercos; y es una de las principales causas de la

epilepsia. La prevención de la enfermedad requiere estrictos regímenes de

inspección de la carne, la educación sanitaria, la cocción completa de la

carne de cerdo, de una buena higiene y adecuado saneamiento de aguas [6].

Incluye regiones endémicas de América Latina, sur y sudeste Asiático, y

África subsahariana. El medicamento recomendado para el tratamiento de

la teniosis/cisticercosis es el praziquantel (PZQ), pero también se puede

utilizar en los medios de campañas Niclosamida y Oxfendazol (OFZ),

este último se utiliza preferiblemente para en el tratamiento de los

cerdos [31–35] (ver apendice C). Además, se ha desarrollado una vacuna

que puede impedir el establecimiento del parásito en cerdos [36].

La equinococosis es una enfermedad parasitaria zoonótica causada

por las fases larvarias de las tenias del género Echinococcus que forman

quistes patógenos en humanos. Las dos especies principales que infectan a

los seres humanos son la equinococosis quística, causada por la infección

con Echinococcus granulosus y la equinococosis alveolar causada por

la infección con Echinococcus multilocularis. Casos de equinococosis

poliquística se han reportado en América Central y del Sur y son causados

por Echinococcus vogeli y Echinococcus oligarthrus [37]. Los seres

humanos se infectan al ingerir huevos de Echinococcus que se desprenden

con mayor frecuencia en las heces de perros y varios cánidos salvajes,
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como zorros, lobos, chacales y coyotes. Hay zonas de alta endemicidad

en el sur de Sudamérica, la costa mediterránea, la parte sur de la antigua

Unión Soviética, el Medio Oriente, el sudoeste de Asia, el norte de

África, Australia, Kenia, Nueva Zelanda y Uganda [6]. El tratamiento

quimioterapéutico se basa en derivados de carbamato de benzimidazol tales

como Mebendazol (MBZ) y Albendazol (ABZ). Además, se están haciendo

esfuerzos para combinar PZQ con ABZ y obtener un efecto sinérgico en el

tratamiento de la equinococosis quística [38,39] (ver apéndice C).

Las trematodosis transmitidas por los alimentos son infecciones que

se adquieren a través del consumo de pescado, verduras y crustáceos

contaminados con metacercarias, fase infectiva de los parásitos [40]. Las

enfermedades de mayor importancia para la salud pública son fasciolosis

(causada por Fasciola hepatica o F. gigantica), clonorquiosis (causada

por Clonorchis sinensis), opistorquiosis (por Opisthorchis viverrini o

Opisthorchis felineus) y paragonimosis originada por distintas especies

de Paragonimus. La OMS ha estimado en más de 41 millones, el número

de personas actualmente infectadas, estando en riesgo de infección

750 millones [41–43]. La fasciolosis es de distribución cosmopolita.

La paragonimosis se dá en África, sudeste de Asia y las Américas.

Clonorquiosis se limita a Asia oriental y opistorquiosis es frecuente en

el oriente y centro de Asia, además del Este de Europa. Dentro de un

país, la distribución es focal, limitándose a determinadas regiones o zonas

geográficas. Su restringida transmisión se debe principalmente a los
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I.2. Enfermedades causadas por helmintos

patrones de comportamiento y ecológicos, como los hábitos alimentarios y

la distribución de los moluscos (hospedadores intermediarios). El PZQ es

el fármaco de elección para todas ellas [43], excepto para la fasciolosis que

es el triclabendazol [6, 43,44] (ver apéndice C).

Las filariosis linfáticas son enfermedades muy debilitantes, desfigurantes

y estigmatizantes, causadas por la infección con una de las tres especies

de filarias (Wuchereria bancrofti, Brugia malayi y Brugia timori),

transmitidas por mosquitos. Los vermes adultos viven casi exclusivamente

en el ser humano, alojados en el sistema linfático. La infección se adquiere

normalmente durante la infancia, pero por lo general se manifiesta en la

edad adulta con agrandamiento anormal de las extremidades y genitales.

Los síntomas de la enfermedad crónica se presentan con mayor frecuencia

en hombres adultos afectando principalmente su sistema linfático. Estos

parásitos albergan endosimbiontes como Wolbachia [45]. A nivel mundial,

1.390 millones de personas necesitan quimioterapia preventiva, y en 72

países endémicos se han iniciado programas para eliminar las filariosis

linfáticas [8, 46]. En 2000, la OMS estableció el programa mundial para

la eliminación de la filariosis linfáticas con el objetivo de erradicar la

enfermedad en el año 2020 [46].

La oncocercosis (ceguera de los ríos) es una enfermedad parasitaria

de la piel y de los ojos causada por Onchocerca volvulus. La infección se
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transmite a los humanos por la picadura de la mosca negra del género

Simulium, que se cría en los ríos y arroyos de corriente rápida, sobre

todo en los pueblos rurales situados cerca de tierras fértiles donde las

personas dependen de la agricultura. Los vermes adultos producen

microfilarias que migran a la piel, los ojos y otros órganos. Los síntomas

incluyen prurito intenso, dermatitis, depigmentación y lesiones oculares

que pueden conducir a la discapacidad visual y la ceguera permanente. La

mayor parte de las personas infectadas con O. vulvulus viven en el África

subsahariana [8,47]. En 1945 Mazzotti y Hewitt descubren que la densidad

de microfilarias en la piel desciende después del tratamiento con DEC y en

1981 comenzaron los ensayos clínicos sobre el uso de la ivermectina para el

tratamiento de la oncocercosis. El fármaco se utiliza masivamente en el

Programa de lucha Contra la Oncocercosis (PCO) y el Programa Africano

del Control de la Oncocercosis (PACO) [8,47](ver en apéndice C).

Las geohelmintosis o también denominadas Soil-Trasmitted

Helminthiases (STHs) son nematodosis producidas por Ascaris

lumbricoides, Trichuris trichiura, Ancylostoma duodenale, Necator

americanus y Strongyloides spp. Se encuentran en el siguiente grupo a

describir dentro del conjunto de las NTDs, de la cual encontraremos una

amplia información al final de esta tesis, en el correspondiente adendum.
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I.2. Esquistosomosis

I.2.1 Esquistosomosis

Es una enfermedad parasitaria causada por trematodos del género

Schistosoma y su clasificación filogenética se observa en la figura I.1. El

significado de su nombre es “cuerpo con hendidura”, haciendo referencia

al aspecto que presenta el macho cuyos bordes laterales se pliegan para

formar una hendidura (canal ginecóforo) donde reside la hembra [48].

Los esquistosoma se diferencian de otros trematodos en que son parásitos

dioicos, con dimorfismo sexual entre vermes hembras y machos. Estos

parásitos necesitan dos hospedadores para su supervivencia, un caracol

hospedador intermediario, donde se produce la reproducción asexual y un

hospedador definitivo, donde se produce la reproducción sexual [49–52].

En el hombre es causada especialmente por las especies de Schistosoma

haematobium, Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum, Schistosoma

mekongi y Schistosoma intercalatum [53–55]. Los géneros principales de

hospedadores intermendiarios son: Biomphalaria para S. mansoni, Bulinus

para S. haematibium y S. intercalatum, Oncomelania para S. japonicum y

Tricula para S. mekongi. En la tabla I.1 se puede apreciar las diferencias

entre las características morfológicas y genómicas de las tres especies más

prevalentes de esquistosomas.

S. mansoni produce la infección en humanos por el contacto directo con

aguas contaminadas con cercarias. Como se mencionó antes, los caracoles

19



Estadio Morfología S. haematobium S. mansoni S. japonicum

Macho adulto

Longitud (mm) 10 10-12 12-20
Diámetro (µm) 1000 1000 500
Número de testículos 4–5 7-9 6-8
Tubérculos Fino Prominente Ausente

Hembra adulta

Longitud (mm) 16-20 12-16 18-25
Diámetro (µm) 200-300 200 400
Ovario (posición) Posterior Tercio anterior Mitad
Útero (posición) Dos tercios anterior Anteromedial Anteromedial
Número de huevos en útero 100 5-60 5-200

Huevo maduro

Forma Ovoide Ovoide Redondo
Tamaño (µm): Longitud x diámetro 135 x 62,5 137,5 x 52,5 87,5 x 62,5

Espina Terminal Lateral Lateral
(prominente) (prominente) (reducido)

Huevos/hembra/día 20-300 100-200 3500

Cercaria Longitud (µm) ∼ 500 ∼ 500 ∼ 500
Diámetro (µm) 30-40 30-40 30-40
Genoma de Schistosoma spp.

Estimación Tamaño (Mb) 385 363 397
Número de cromosomas (2n) 8 8 8

del Proporción de genoma codificante (%) 4,43 4,72 4,32
Número de genes 13.073 13.184 13.469

genoma putativos codificantes
Contenido total de GC (%) 34,3 34,7 33,5
Proporción de repetición (%) 47,2 45 40,1

Tabla I.1: Características morfológicas y genómicas de Schistosoma spp.

del género Biomphalaria (hospedadores intermediarios), son los encargados

de contaminar las aguas con cercarias. A raíz de la penetración de cercarias

a través de la piel (Figura I.2), pierden sus colas y se transforman en

esquistosómulas [56]. La esquistosómula se introduce por capilares, vénulas

y demás estructuras en el sistema vascular, para llegar finalmente a los

pulmones, donde maduran las etapas de pre-adultos. A partir del octavo

al décimo día después de la infección, las formas de vermes inmaduros o

pre-adultos llegan al sistema portal, donde maduran en hembras y machos
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I.2. Esquistosomosis

adultos para finalmente alojarse en las venas mesentéricas [48, 50, 57].

Ambos parásitos de S. mansoni, hembras y machos alcanzan la madurez

sexual de forma monógama en el torrente sanguíneo, y la reproducción

sexual se produce a continuación, con la oviposición de cientos de huevos

por día, predominantemente en órganos como el hígado e intestino y se

caracteriza por presentar una espina lateral [58–60], como se aprecia en

la imágen (A) en la figura I.3. A continuación se describen con más

detalles las diferentes fases o estadios de los esquistosomas, comenzando

por el miracidio y terminando en el huevo, siendo este último para muchos

autores el causante principal de los daños provocado por este parásito,

que se manifiestan en la fase crónica de la enfermedad con la afectación

de los tejidos donde se ve atrapado, e incluso siendo uno de los factores

desencadenantes que conlleva al aumento de presentación de cáncer de

vejiga u otros tumores en el hígado de poblaciones donde existe una alta

prevalencia de infestaciones por S. haematobium y/o S. mansoni [61–65].
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Esquistosomosis mansonica: Ciclo de vida.

1. Hospededor definitivo:

macho 

hembra 

Cercarias 

a. b.

c.d.

2. Hospedador intermediario:

e. f. g.

h.i.j.

Figura I.2: Ciclo de vida de S. mansoni. En zonas endémicas, las personas «1.
hospedador definitivo» que realizan sus actividades diarias (recreación o trabajo)
en aguas infectadas con cercarias (forma infectante), adquieren la esquistosomosis
cuando esta penetra a través de la piel (a), perdiendo su cola para luego
alcanzar el sistema circulatorio y ser transportada a los pulmones del hospedador,
convirtiendose en esquistosómulas (b). Luego viajan al sistema porta hepático (c),
donde comienza su proceso de maduración en adultos jóvenes, aparean, para pasar
de nuevo a los vasos sanguíneos a través de varios tejidos, en el caso S. mansoni los
vermes adultos finalizan en las venulas mesentéricas, estando en continua copula
y produciendo cientos de huevos (d), que son eliminados a la luz intestinal para
salir al exterior del hospedador y contaminar el ambiente o fuentes de aguas, estos
huevos eclosionan (e) y emerge el miracidio (f), forma infectante del caracol «2.
hospedador intermediario», dentro de este se convierte en esporocisto primario (g)
y posteriormente en esporocisto secundario (h), el cual produce miles de cercarías
que salen del caracol para contaminar las aguas (i-j).
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I.2. Esquistosomosis

I.2.1.1 Ciclo biológico de S. mansoni

En la figura I.2 se muestra una descripción del ciclo biológico de

S. mansoni , objeto de estudio en esta Tesis Doctoral. A continuación se

realiza un estudio más pormenorizados de las diferentes fases del ciclo.

I.2.1.1.1 Miracidios

Figura I.3: En la imagen (A), se observa un miracidio dentro de un huevo maduro
de S. mansoni a punto de eclosionar, mientras que en la imagen (B), se logra ver
con claridad los multiples cilios de un miracidio pocos minutos después de emerger
del huevo; forma infectante del caracol.

Una vez que el huevo es eliminado a través de las heces o la orina al

agua dulce (figura I.3, A), se presenta las rupturas de la cutícula de los

huevos y emergen los miracidios multiciliados activamente móviles (figura

I.3, B). La causa de la eclosión de los huevos, aun no está completamente
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definida, pero se cree que pueden influir los cambios en la presión osmótica

y otros factores [58, 66, 67]. El miracidio es una de las dos etapas de vida

libre de los esquistosomas (el otro es la cercaria). Después de la eclosión

de un huevo, el éxito del desarrollo del miracidio depende de encontrar

un caracol hospedador adecuado antes de que sus reservas de energía

(glucógeno) se agoten, que ocurre aproximadamente 12 horas después de la

eclosión [56]. Gran parte de ese éxito puede ser debido a la combinación de

la respuesta geotáctica y de la fototaxis positiva, además de la dispersión

particular que poseen los caracoles. En el caso de Biomphalaria spp., estos

se encuentran con frecuencia más concentrados cerca de los bordes poco

profundos de las colecciones de acuáticas [68,69]. Sin embargo, hay pruebas

de que existe alguna respuesta quimioatrayente de los miracidios cuando

están muy cerca del caracol [68]. El miracidio sondea los tejidos blandos

de los caracoles, por lo general cerca de la cabeza, pie o los tentáculos,

para buscar un sitio a través del cual pueda penetrar más fácilmente.

Con la ayuda de enzimas de penetración, secretadas a través de papilas

apicales, se puede alcanzar la entrada completa en los tejidos blandos en

cuestión de minutos [56, 70]. Es durante este tiempo (∼ 24 h después de

la infección), cuando los miracidios están arrojando sus placas epidérmicas

ciliadas (figura I.3) y al mismo tiempo están en el proceso de formación

del nuevo sincitio tegumental esporocistico y poco después se detiene la

migración a través del tejido [71]. Comparable a la situación en la que

una cercaria necesita para transformarse en esquistosómula, el miracidio
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I.2. Esquistosomosis

también debe sufrir cambios para adaptarse a las condiciones del tejido

del caracol. Después de la penetrar en el caracol, la transformación de

miracidios de S. mansoni a esporocistos primarios o madre, representa un

período crítico en el éxito del establecimiento de infecciones larvarias. La

etapa de esporocisto primario es esencialmente una cámara de cría en forma

de saco en el que numerosos esporocistos secundarios (hijos) comienzan

a formarse [72]. Alrededor de dos semanas después de la penetración

de los miracidios, los esporocistos secundarios escapan del esporocisto

primario y migran hacia el hepatopáncreas y las gónadas del caracol. Dos

semanas más son necesarias para que cada esporocisto secundario de lugar

a miles de cercarias [72]. Una vez desarrolladas plenamente emergen de los

esporocistos secundarios, migran hacia el extremo anterior del caracol, y

salen al agua circundante desde los márgenes de los tejidos blandos, por

lo general a través de la cabeza, manto del cuello y pseudobranquias (al

menos para B. glabrata). En condiciones óptimas, un caracol infectado

puede liberar cientos de miles de cercarias durante su vida útil.

I.2.1.1.2 Cercarias

La cercaria es la segunda fase de vida libre de los esquistosomas, es

el estadio infectivo y activamente nadador que requiere un periodo de

tiempo (24 a 48 h), para infectar un hospedador definitivo adecuado. La

cercaria madura tiene dos segmentos principales, el primero (el cuerpo) es el

progenitor del verme adulto, y se une a una cola bifurcada extremadamente
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muscular (figura I.4). Están cubiertas por una capa rica en azúcar,

llamado glucocáliz, que se sienta sobre el tegumento, una epidermis sincitial

modificada que se caracteriza por un sistema de membrana trilaminado [73].

La cola sirve para propulsar el organismo a través del agua, y puede

servir como punto de apoyo para ayudar al cuerpo en acceder a la piel

del hospedador definitivo. La longitud de un cercaria de S. mansoni es

de aproximadamente 500 µm (Tabla I.1), pero se contrae y se alarga

continuamente. Existen diferencias morfológicas y de comportamiento entre

las cercarias de las diferentes especies de esquistosomas. Por ejemplo, las

cercarias de S. mansoni muestran un patrón de nado discontinuo, pero

nunca en reposo. En contraste, cercarias de S. japonicum pueden nadar

en la superficie y permanecer allí inactivas durante varios minutos. La

cercaria de la especie más estudiada (S. mansoni) poseen aproximadamente

1.000 células, sensoriales, musculares, nerviosas, etc [74–76]. Muchos de

los órganos que se encuentran en el gusano adulto ya están formados, en

miniatura, en el cuerpo de la cercaria. La cola es muy musculosa, con un

conducto excretor funcionando en toda su longitud, este conducto se bifurca

en la base de la cola y desemboca en poros excretores terminales [74, 75].

Los cinco pares de glándulas acetabulares forman parte destacada de la

anatomía de las cercarias [77]. Se llaman así debido a su posición en relación

con el acetábulo (ventosa ventral, ver figura I.4 A), además de proporcionar

las secreciones que están involucrados en la penetración de la cercaria, y

se agotan poco después de la penetración. Estas estructuras no tienen
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I.2. Esquistosomosis

homólogos en el verme adulto [74–77].

Figura I.4: Cercarias. La imagen (A), es una adaptación de Collins et al.
2011 [75], en la cual se puede observar la inmunofluorescencia con un anticuerpo
anti-sinapsina que marca los ganglios cefálicos y muchas estructuras neurales
periféricas del cuerpo y cola de la cercaria. A continuación en la imagen (B), se
observa de referencia nadando a varias cercarias, que recién han salido del caracol,
tal como se verían bajo la luz de un estereoscopio. La cabeza de flecha señala el
pie de un caracol de B. glabrata.

Después de salir del caracol (figura I.4, B), las cercarias deben encontrar

un hospedador adecuado en cuestión de minutos. Los ácidos grasos

tales como linoleico y aminoácidos tales como arginina en la piel son

quimioatrayentes importantes para las cercarias . Cuando una cercaria

entra en contacto con la superficie de la piel humana, busca un sitio de
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entrada para encontrar a menudo las irregularidades de la superficie de la

piel asociados con pelos, folículos pilosebáceas u otras crestas o arrugas [78].

Las gotas de la secreción de las glándulas post-acetabular sirven como anclas

adhesivas para el cuerpo. La cercaria utiliza su actividad muscular para

excavar en la grieta, apreciándose una serie de embestidas desde la cola y

la expansión y contracción del cuerpo. Además este proceso se incrementa

a través de las secreciones de las glándulas acetabulares de penetración, en

el que se encuentran numerosas enzimas como serín proteasas o también

denominadas elastasas cercarianas (SmCE) [79–82]. Las cercarias pierden

su glucocáliz superficial después de la invasión, este consiste en una capa

de hidratos de carbono complejos que protege a las cercarias contra el

choque osmótico en el medio acuático antes de la entrada al hospedador

definitivo [79,83].

I.2.1.1.3 Esquistosómulas

Tras entrar en la piel del hospedador, la cercaria pierde la cola y su

cuerpo tiene que adaptarse a un ambiente diferente, en el interior de un

nuevo organismo. Para ello, se suceden una serie de complejos cambios

morfológicos, fisiológicos y bioquímicos en esta fase larvaria [56,84].Uno de

los cambios más importantes es pasar de una membrana externa trilaminar

a la formación de una doble capa o membrana heptalaminada dentro de

las 3 h de la penetración en la piel. Además pierde el glucocáliz rico en

carbohidratos, y se convierte en intolerante al agua [56, 73]. Dependiendo
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I.2. Esquistosomosis

de la especie de esquistosomas, la esquistosómula reside en la piel entre

uno y varios días antes de entrar al lecho vascular. Un pequeño porcentaje

puede entrar en los vasos linfáticos, llegando después al torrente sanguíneo

a través del conducto torácico. Una vez en el torrente sanguíneo, se piensa

que su migración a los capilares del pulmón es totalmente pasivo, debido

principalmente al alargamiento del cuerpo y a la perdidad de espinas.

Mucho de lo que sabemos acerca de la vía de migración temprana de la

esquistosómula se deriva de estudios en animales de experimentación. Los

primeros estudios de recuperación del parásito dependían de la disección de

tejidos, contando los vermes a diferentes tiempos después de la exposición

a las cercarias. Debido a la naturaleza de este proceso, muchos organismos

no podían ser aislados. No fue hasta la década de 1980, cuando se

desarrollaron las técnicas de imagen cuando se aclararon algunos aspectos

de esta infección [84–86]. De las cercarias que penetran en la piel, un 35%

a 50% maduran a la etapa de verme adulto, aunque los porcentajes pueden

variar dependiendo de la cepa de cercaria y de la edad del animal utilizado

como hospedador [87, 88]. El resto probablemente nunca llega al hígado,

recirculando en sangre y quedando atrapadas en otros tejidos.
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Figura I.5: Representación esquemática del epitelio sincitial del tegumento
e intestino de Schistosoma spp. Dibujo tomado de Wilson et al. 2011 [89]. El
revestimiento sincitial del intestino (a), es rico en retículo endoplásmico y aparato
de Golgi, indicativo de su actividad biosintética. La superficie luminal se extiende
por la presencia de una lamina fina citomaplasmática a la que los eritrocitos se
adhieren en su estroma. El contenido de los lisosomas se secretan en el lumen
intestinal, y tiene un pH ácido, donde la hidrólisis de sangre ingerida se lleva a cabo.
Actividad endocítica también se produce en la superficie luminal, potencialmente
receptor-mediada. La superficie apical del tegumento (b), está delimitado por
una membrana de plasma normal cubierta por una secreción laminada o también
llamada membranocálix y se origina en las vesículas multilaminares producidos
por los cuerpos celulares. El núcleo y los ribosomas del sincitio tegumental están
en los cuerpos celulares, los cuales se localizan debajo de la capa muscular y se
conectan con el sincitio citoplasmático a través de conexiones citoplasmáticas.
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I.2. Esquistosomosis

I.2.1.1.4 Vermes adultos

Existe una amplia información de las técnicas de obtención de

vermes adultos de esquistosomas en el laboratorio [90, 91], y es el verme

por excelencia más utilizado como un buen modelo en el campo de la

inmunología parasitaria. El macho puede desarrollarse plenamente en la

ausencia de la hembra, pero la hembra se atrofia y no alcanza la madurez

sexual en ausencia del macho. En una infección bisexual, la hembra

madura extendida dentro del canal llamado ginecóforo del macho, luego

ambos se encuentran en una constante cópula y este emparejamiento es

necesario para el desarrollo físico y reproductivo de la hembra. Se cree que

los vermes se emparejan en el hígado antes de migrar a su destino final,

el de las venas mesentéricas (S. mansoni y S. japonicum), o las venas del

sistema urogenital (S. haematobium). El tamaño de los vermes adultos

varía dependiendo de las especies y de la edad de los parásitos (ver tabla

I.1). Los vermes machos son más cortos que las estrechas y alargadas

hembras, con dos ventosas de gran tamaño, una oral y otra ventral, que

permite su adherencia al epitelio del sistema vascular. Los parásitos

adultos pueden vivir en los seres humanos durante varias décadas. El

promedio de vida del verme adulto se encuentra alrededor de los 5 años.

Sin embargo, existen estudios que demuestran que los vermes adultos viven

30 años o más, debido a la detección de huevos en individuos infectados

31



que no vivían en zonas endémicas de la infección [92–94].

Los esquistosomas presentan varias estructuras anatómicas. Una de

las mas importantes que recubre todo el parásito, se denomina tegumento

(figura I.5). La integridad y la función de esta membrana es crítica para

la supervivencia y proliferación de los esquistosomas. El tegumento de

los vermes adultos consiste en un citoplasma sincitial cubierto por una

doble bicapa lipídica y a la vez recubierta por membranocálix secretado

[89, 95–97]. De hecho, la estructura de doble membrana externa (doble

bicapa lipídica) es una estructura inusual propia solo de trematodos que

viven dentro de los vasos sanguíneos [98]. Esta desempeña funciones

vitales como la evasión del sistema inmune, la adquisición de nutrientes,

la excreción de productos catabólicos, la absorción dirigida de fármacos y

otros procesos fisiológicos, de los cuales hablaremos más adelante cuando

describamos algunas de las funciones relacionadas con el metabolismo de

los lípidos de estos parásitos [89,96,99–102].

I.2.1.1.5 Huevos

Las hembras de esquistosoma producen huevos continuamente, y las

hembra de S. mansoni llegan a producir hasta 300 huevos embrionados

por día. Su morfología es clave para de diagnóstico de cada especie. Los

huevos de S. mansoni son alargados con una espina lateral prominente cerca

del extremo posterior, a diferencia de los huevos de S. japonicum que son
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I.2. Esquistosomosis

ovalados y más pequeños, con una rudimentaria (no siempre observable)

espina lateral. Los huevos de S. haematobium son alargados y poseen

una espina terminal en el extremo posterior. EL tamaño del huevo de S.

mansoni y S. haematobium es aproximadamente el mismo, mientras que

los de S. japonicum no son tan grandes (Tabla I.1). Cada huevo contiene

un embrión, el miracidio, que llena casi todo su espacio interior, como se

muestra en la figura I.3 A, que corresponde a un huevo de S. mansoni. Para

que un huevo pase desde el cuerpo y llegue al agua dulce, debe tener acceso

desde el sistema venoso sanguíneo hasta el lumen intestinal en el caso de

S. mansoni y S. japonicum, o desde el tracto urogenital a la vejiga para

S. haematobium. Los depósitos de huevos de los vermes hembra se ubican

cerca a la pared venosa, y puesto que los huevos no son móviles, se cree que

deben atravesar las paredes del tejido mediante una o varias combinaciones

de mecanismos. Enzimas secretadas por el huevo, probablemente juegan un

papel importante en su migración a través del tejido. Además, hay buena

evidencia de que la propia respuesta inmune inflamatoria del hospedador

(granulomas) sirve para acelerar la migración a lo largo de los tejidos o su

expulsión al ambiente para continuar el ciclo de vida del parásito [60]. La

raíz del problema es que no todos los huevos son excretados, y una gran

mayoría se encuentran atrapados en varios tejidos. El evento patogénico

principal de la esquistosomosis, es el resultado de la deposición de huevos

en los tejidos y la respuesta del hospedador a ellos.
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I.2.1.2 Epidemiología

A t l a n t i c
O c e a n
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Figura I.6: Distribución geográfica de la esquistosomosis. Imagen tomada de:
CDC Health Information for International Travel 2014 (Yellow Book).

La OMS estima que la esquistosomosis es endémica en 74 países (ver

figura I.6) y afecta al menos 230 millones de personas en sus áreas rurales

y zonas periféricas de muchas ciudades (80% en el África subsahariana).

De estos, aproximadamente 120 millones tienen síntomas de la enfermedad,

y unos 20 millones tienen enfermedad grave, lo que resulta en alrededor de
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I.2. Esquistosomosis

280.000 muertes al año [8,54,103–107]. La mayor parte de la morbilidad de

las esquistosomosis es debida a los resultados de la respuestas inmune y en el

curso de la infección que conduce a la formación de granulomas y posterior

fibrosis [57, 108, 109]. La distribución geográfica de las diferentes especies

de esquistosomas depende del clima, la calidad del agua y otros factores

ecológicos que regulan la población de caracoles, así como de los patrones

de suministro de agua y saneamiento. Las cinco principales especies de

Schistosoma poseen una distribución diferente a nivel mundial [110,111].

S. haematobium :

√
Esta distribuido en toda África: Existe riesgo de infección en el sur y

África subsahariana, incluyendo los grandes lagos y ríos. La transmisión

también se produce en el valle del río Nilo en Egipto y la región del

Magreb del norte de África.

√
Se encuentra en la zonas del Oriente Medio, Corsica (Francia).

S. mansoni :

√
Se distribuye ampliamente en toda África subsahariana, incluyendo los

grandes lagos y ríos, la transmisión también ocurre en el valle del río

Nilo en Sudán y Egipto.

√
En América del Sur: entre ellos Brasil, Surinam y Venezuela.

√
En las islas del Caribe de República Dominicana, Guadalupe, Martinica

y Santa Lucía, en las cuales existe un riesgo bajo.
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S. japonicum :

√
Se encuentra en Indonesia, partes de China y el sudeste Asiático.

S. mekongi :

√
Se encuentra en Camboya y Laos (delta del río Mekong).

S. intercalatum :

√
Se encuentra en focos aislados en la parte Central y Occidental de África.

En Europa existen varios estudios de casos importados, principalmente

de África. Según Grobusch et al. [112], en el año 2003, se informaron de 412

pacientes positivos a esquistosomosis, datos recopilados por the European

Network on imported Infectious Diseases Surveillance (TropNetEurop).

Estudios realizados por Roca et al. [113], en Barcelona, indican la existencia

de 200 casos acumulados en inmigrantes y 80 casos en viajeros durante 11

años. Además, en el Institute of Tropical Medicine Antwerp (IMTA) y

the University Hospital Antwerp (UHA) de Bélgica, se realizo un estudio

prospectivo de 4,5 años con 1.640 pacientes que presentaron episodios

febriles, de los cuales 28 (1,7 %) de estos fueron diagnosticados como fiebre

de Katayama [114]. Dicho estudio realizó el seguimiento a 23 pacientes

que eran nativos de países europeos, con una edad media de 31 años

(rango: 18-52 años). En este estudio se utilizó un protocolo de tratamiento

combinado de PZQ y un corticoide.
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I.2. Esquistosomosis

I.2.1.3 Respuesta inmunopatológica

en la esquistosomosis

Figura I.7: Vista esquemática de la respuesta inmune a la infección por
S. mansoni .

El sistema inmunológico de los hospedadores definitivos que adquieren

la esquistosomosis se enfrentan a varias etapas del ciclo de vida del parásito

como se mencionó antes: la penetración de las cercarias, la migración de

las esquistosómulas, los vermes adultos y los huevos producidos por las

parejas de estos últimos. Todas estas etapas expresan cientos de antígenos,

muchos de los cuales son reconocidos por el sistema inmunológico del
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hospedador. Algunas de estas respuestas siguen aumentando durante la

infección crónica, y otras ocasionan una fuerte regulación para disminuir

su expresión [57]. La mayor parte de nuestra comprensión de la respuesta

inmune en humanos a los esquistosomas ha sido gracias a la disponibilidad

de los modelos murinos de infección experimental en el estudio de su

respuesta inmune frente a las diferentes fases del ciclo biológico del parásito

(figura I.7).

La dermatitis cercariana es una respuesta de hipersensibilidad mediada

por Ig E, y dirigida contra las cercarias que han logrado entrar en la

piel [115]. Tras su adhesión, las cercarias de S. mansoni exponen ácido

linenoleico que induce una producción de prostaglandinas E2 (PGE2)

por parte los queratinocitos de ratones y humanos, que a la vez actuá

como inmunosupresores de la Interleucina-10 (IL-10) [116]. In vivo, las

proteínas derivadas de las cercarias, interactúan con los receptores TLR2

(del inglés Toll-Like Receptor 2) y TLR4 (del inglés Toll-Like Receptor 4)

ubicados en las superficies de las membrana de las células de Langerhans

y queratinocitos, además de la lectina de unión a la manosa (MBL) (del

inglés mannan binding lectin), dando lugar a la producción de óxido nítrico,

citocinas inflamatorias, IL-10 y PGE2 [116, 117]. Después de la invasión

de la piel del hospedador por parte de las cercarias, estas se transforman

en esquistosómulas y liberan grandes cantidades de proteínas que pueden

activar las células en los ganglios linfáticos, y se ha observado en ratones

vacunados con cercarias irradiadas, que en respuesta a lo anterior se
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I.2. Esquistosomosis

presenta una aumento de INFγ [118].

La oviposición en los tejidos es un estímulo importante para la afluencia

de células del sistema inmune que conduce al desarrollo de una reacción

granulomatosa. Esta reacción inmunológica protege al hospedador

mediante la neutralización de antígenos de los huevos de esquistosoma.

Sin embargo, provocan una reacción celular mediada por subpoblaciones

linfocitarias CD4+, debido a la inflamación granulomatosa hepática, que es

la consecuencia patológica más importante de la enfermedad [59, 60, 119].

Además, paradójicamente, el desarrollo de la inflamación granulomatosa

alrededor de los huevos del parásito tiene un elemento adicional de

protección que facilita la excreción de los huevos del hospedador [60, 105,

120]. Dos principales condiciones clínicas son reconocidas en individuos

infectados por S. mansoni : la esquistosomosis aguda y la esquistosomosis

crónica, de las cuales se hablara más adelante. La producción de citocinas

por células mononucleares de sangre periférica después de la estimulación

con antígeno inicialmente de las formas inmaduras o esquistosómulas del

parásito, refleja una respuesta Th1 dominante, con la producción de

Interferón-γ (INF-γ) e Interleucina-2 (IL-2) [121]. Por lo tanto, durante

la fase aguda de la enfermedad hay un predominio de una respuesta Th1,

consecuencia de ello se detectan niveles elevados de citocinas Th1 en el

plasma [120]. Luego, en la progresión natural de la enfermedad, después

de que los parásitos maduran, se aparean y comienzan a producir huevos

(entre la quinta a sexta semana posterior a la infección), la respuesta Th1
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inicial es seguida por un desarrollo de respuesta Treg y Th2, respuestas

que regulan la producción de mediadores pro-inflamatorios Th1 con el

acompañamiento de la formación de granulomas [59, 122–124] (figura I.7).

Las respuestas Treg y Th2 comparten algunas características, como su

capacidad de sintetizar IL-10 a través del cual se suprime el desarrollo

de respuestas Th1 a los antígenos del huevo de esquistosoma, y por tanto

cooperan en la polarización Th2 que caracteriza la respuesta inmune en

ratones infectados por esquistosomas [125]. La producción de IL-10 durante

este último período parece tener un papel importante en la formación de

granulomas hepáticos y en la regulación de respuestas CD4+, así como

en la transición del estado de enfermedad aguda a crónica [120, 126–130].

En el modelo de ratón, ambas citocinas producidas por las células Th1 y

Th2 pueden orquestar el desarrollo del granuloma [60, 119, 130, 131]. Las

respuestas de tipo Th2 se caracterizan típicamente por el aumento de los

niveles de Interleucina-4 (IL-4) y de otras citocinas (incluyendo IL-5, IL-6,

IL-9 e IL-13), la activación y la expansión de las células CD4+, Th2, las

células plasmáticas secretoras de IgE, eosinófilos, mastocitos y basófilos

[60, 132] (figura I.7). La Interleucina-17 (IL-17) es la marca de citocinas

proinflamatorias de la subpoblación linfocitaria Th17 [133–135]. La

respuesta Th17 juega un papel importante para el despliegue completo de la

inflamación [136] y para el desarrollo de la forma grave de la esquistosomosis

[137] (figura I.7). La explicación de inmunomodulación inducida en la

esquistosomosis humana o murina podría conducir al desarrollo de fármacos
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I.2. Esquistosomosis

o vacunas útiles en otras enfermedades granulomatosas [60,115,138].

Los esquistosomas han desarrollado diversos mecanismos de evasión con los

que neutralizan o manipulan a los efectores inmunitarios desarrollados por

el hospedador. Señalaremos los principales, y en su mayoría se encuentran

asociados al tegumento [139,140]:

• El recambio del membranocálix puede servir al parásito para

deshacerse de los anticuerpos y componentes del sistema del

complemento adheridos a su superficie y evitar así los efectos dañinos

ocasionados por los mecanismos inmunológico [141]. Además de la

síntesis o adquisición de moléculas reguladoras capaces de inactivar la

convertasa de la vía interna del complemento mediante la adquisición

de moléculas CD55 o también conocida como DAF (del inglés Decay

Accelerating Factor) [141,142].

• Los esquistosomas esta cubiertos por lípidos del hospdador (LDL),

que dificultan la unión a anticuerpos, y también adquieren antígenos

de histocompatibilidad de clase II , antígenos del grupos sanguíneos

A, B, H o proteínas reguladoras del complemento [120,141,143,144].

• Además de adquirir moléculas del hospedador, los esquistosomas son

capaces de generar respuestas ineficaces para el control de la infección.

Se ha comprobado que generan anticuerpos de los isotipos IgG2,

IgG4 o IgGM que actúan bloqueando la citotoxicidad antiparasitaria

mediada por IgE, IgG1 o IgG3 [139].
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• Los esquistosomas también expresan en su tegumento enzimas

con actividad oxido-reductasa, como la Glutatión-S-transferasa, la

tioredoxin peroxidasa y la superoxido dismutasa que utilizan para

protegerse del estrés oxidativo desencadenado en la respuesta inmune

celular [145,146].

I.2.1.4 Manifestaciones clínicas

Se puede dividir en tres fases: fase de inicio o también denominada

dermatitis cercariana o prurito del bañista, fase aguda o síndrome de

Katayama y esquistosomosis crónica. En la zona de la piel por donde

penetran las cercarias, pueden aparecer lesiones cutáneas pruriginosas

tipo macular o maculo papular. En personas que han sido previamente

expuestas y por lo tanto están sensibilizadas, el prurito puede persistir por

algunos días. En las zonas endémicas, esta dermatitis cercariana pueden

pasar desapercibida. El síndrome en la fase aguda que comúnmente se

conoce como fiebre de Katayama [147, 148], dicho nombre se atribuye a la

ubicación original en donde fue descrito hace más de 100 años (distrito

de Katayama, Hiroshima, Japón), es una reacción de hipersensibilidad

sistemática que aparece entre la segunda a la octava semana después

de la exposición a las cercarias, y su migración a través del torrente

sanguíneo y posterior transformación como se mencionó con anterioridad
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I.2. Esquistosomosis

en esquistosómulas. Es poco frecuente en la población endémica (debido

al infradiagnóstico o sensibilización intrauterina) y más común entre las

personas que no han estado expuestas previamente, tales como los turistas

que entran en contacto con agua infectada. Se caracteriza principalmente

por fiebre, lesiones cutáneas, afectación pulmonar (tos, disnea) y eosinofilia.

Los pacientes además de presentar fiebre, pueden también manifestar

escalofríos, linfadenitis, dolor de cabeza, dolor abdominal, diarrea

sanguinolenta y hepatomegalia.

Las lesiones graves o esquistosomosis crónica, se manifiestan meses o años

después de la infección, y es debido a los huevos que permanecen atrapados

durante un largo período de tiempo en higado, bazo e intestino. Aparte de

las manifestaciones digestivas o urinarias, se han reportado otros lugares

menos comunes, como los pulmones, los genitales o el cerebro. Estos huevos

liberan enzimas proteolíticas que provocan una eosinofília y reacciones

inflamatorias granulomatosas. Esto afecta comúnmente a las personas

que están continuamente expuestas a la infección en zonas endémicas.

Entre los niños, la presentación clínica de la esquistosomosis crónica varía

mucho, aunque los casos con un alto grado de parasitación normalmente

presentaron anemia, desnutrición y retraso del crecimiento. Muchos de

estos casos pediátricos son reversibles con el tratamiento adecuado. Por

otra parte, se ha informado la transmisión vertical de la enfermedad en

mujeres gestantes.

Patrones de transmisión en áreas altamente endémicas comúnmente
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muestran que el 60-80% de los niños en edad escolar están infectados,

mientras que en el 20-40% de los adultos infectados permanecerá activa

[149–151]. Al ser los menores de edad los más afectados en áreas endémicas,

son los que más padecen las consecuencias graves de la enfermedad como

alteraciones graves hepatoesplenomegalias, e incluso en algunos países

como Brasil, han desarrollado técnicas quirúrgicas para evitar la perdida o

extirpación del bazo, ya que habitualmente en pacientes con esquistosomosis

crónica, se les realizaba la esplenectomía. Debido a los daños ocasionados

por la hipertensión portal de la fibrosis hepática consiguiente por el efecto

de miles de huevos de S. mansoni atrapados en este órgano [152–157].

La esquistosomosis intestinal es producida por S. mansoni, S. japonicum,

S. intercalatum y S. mekongi. Las áreas en las que se encuentra con

mayor frecuencia son las membranas mucosas del intestino grueso y el

recto, donde se produce una inflamación granulomatosa, con pseudopólipos

y microulceraciones. Las manifestaciones clínicas incluyen dolor debido a

cólico abdominal, diarrea, y a veces la presencia de sangre en las heces.

La esquistosomosis urogenital es una condición que se produce

exclusivamente por la especie S. haematobium. La hematuria es un signo

inicial de la esquistosomosis urogenital. En casos avanzados, un signo

frecuente es la fibrosis vesical, que a su vez puede provocar hidronefrosis.

Los síntomas y signos incluyen disuria, hematuria microscópica y

macroscópica, infecciones urinarias secundarias y dolor pélvico inespecífico.

Aproximadamente la mitad de todos los niños infectados desarrollan
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patología del tracto urinario, incluyendo pielonefritis, hidronefrosis uretral,

pseudo papilomas, síndrome nefrótico, etc. Las mujeres con esquistosomosis

urogenital pueden presentar lesiones genitales, hemorragias vaginales y

nódulos vulvares. Alteraciones vaginales provocadas por la infección por

esquistosoma crónica pueden triplicar el riesgo de infección por VIH. Entre

los hombres, puede causar trastornos de las vesículas seminales y de la

próstata y la infertilidad masculina consecuente. La insuficiencia renal

crónica y el carcinoma de células escamosas de la vejiga son otras posibles

complicaciones a largo plazo [65,158].

I.2.1.5 Diagnóstico

La esquistosomosis se diagnostica habitualmente mediante la detección

microscópica de huevos, en muestras de heces en el caso S. mansoni ,

S. japonicum, S. mekongi e S. intercalatum, o en orina cuando se trata

de S. haematobium. Numerosas técnicas han sido desarrolladas para

detectarlos; la más utilizada es la de Kato-Katz, en la que se examina

microscópicamente una muestra de 50 mg de heces, con una sensibilidad de

aproximadamente 30 huevos/g de heces. Para el caso de S. haematobium,

se requiere de técnicas de concentración (sedimentación, filtración o

centrifugación) para visualizar los huevos bajo el microscopio. Se debe

intentar recoger las muestras entre las 10 y 14 h, ya que aumenta la
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emisión de huevos a causa del ritmo circadiano del parásito.

El diagnóstico en fase aguda de personas que viven en zonas no endémicas

o de baja transmisión se basa en un cuadro clínico compatible y una buena

anamnesis de individuos que han presentado un significativo contacto

con agua dulce (actividades agrícolas o de recreación y deporte). Los

anticuerpos y/o antígenos detectados del parásito en muestras de sangre

u orina son también indicadores de infección. El método más utilizado

en el diagnóstico inmunológico directo se realiza a través de la detección

de dos glicoproteínas denominadas antígenos circulantes anódico (CAA) y

catódico (CCA). Estas proteínas se liberan en el intestino de las formas

inmaduras y vermes adultos viables, por lo tanto pueden proporcionar

información sobre infecciones activas y su intensidad [159–162]. Para la

detección de anticuerpos (IgG) en sangre, se han desarrollado una variedad

de antígenos de esquistosomas y se suele realizar mediante ELISA (del

inglés enzyme-linked immunosorbent assay), que puede confirmarse con

inmunoblot. La serología acostumbra a dar positivo entre 4-6 semanas tras

el contacto, por lo que en numerosas ocasiones su utilidad es únicamente

como diagnóstico de confirmación.

Las técnicas moleculares para la detección de ADN de esquistosoma

en muestras de heces, orina o sangre, aumentan la sensibilidad y

especificidad, pero son costosas y todavía existen algunas limitaciones en

los muestreos [163, 164]. El reciente desarrollo de técnicas de diagnóstico

mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) son bien acogidas,
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pero estos ensayos todavía tiene limitaciones en lo que se refiere al tipo

de muestra a analizar [57]. Los estudios más recientes están dirigidos

al desarrollo de nuevas técnicas diagnósticas con alta sensibilidad,

especificidad y de fácil uso para la identificación temprana de la infección

por esquistosomas. Consisten en la amplificación de ácidos nucleicos en

condiciones isotérmicas (LAMP) (del inglés Loop-Mediated Isothermal

Amplification) [165–167]. Algunas de las ventajas de la técnica de LAMP

frente a PCR, es principalmente sus bajo costo y facilidad de aplicación en

campo. Existe una reciente técnica diagnóstica, pero adolece de similares

desventajas mencionadas para PCR. Consiste en realizar una espectometría

de masas de alta resolución utilizando un equipo de HPLC (del inglés

High-Performance Liquid Chromatography), para comparar los perfiles

lipídicos de muestras de orina control de hospedadores no infectados e

infectados. Son por el momento realizadas de forma experimental. [168].
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I.2.1.6 Tratamiento de la esquistosomosis

Durante la década de 1970, en los laboratorios farmacéuticos alemanes

de E. Merck, Darmastadt [169] y Bayer A.G. Leverkusen [170], se

sintetizaron una serie de compuestos derivados del sistema de anillos

isoquinolina-pirazina (estructura del núcleo del Praziquantel, Figura I.8),

moléculas con un potencial efecto sedante. Un acuerdo entre las dos

empresas alemanas permitió el hallazgo in vivo por parte de Bayer, de la

actividad antihelmíntica de estos productos químicos. Estos resultados

fueron publicados en 1977 [170, 171], donde se informó de los primeros

estudios realizados en voluntarios humanos en 1978 [172]. En estrecha

cooperación con la OMS, se llevaron a cabo los primeros ensayos clínicos

en zonas endémicas de S. mansoni [173], S. haematobium [174] y S.

japonicum [175]. Todos estos ensayos, así como las cantidad de numerosos

estudios posteriores, fueron extremadamente exitosos e identificaron

claramente al Praziquantel (PZQ) como el fármaco de elección para el

tratamiento de la esquistosomosis, además de poseer un amplio espectro de

acción contra otros helmintos. El compuesto fue patentado en diciembre

de 1973 en Alemania y en 1977 en los EE.UU [170].

El PZQ 2-(ciclohexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino

(2,1-a)isoquinolina-4-uno (figura I.8), es un polvo de color blanco casi
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cristalino de sabor amargo. La preparación comercial del compuesto

es una mezcla racémica de partes iguales de “levo ” R (-) y “dextro” S

(+) isómeros. Dicho compuesto es estable bajo condiciones normales y

es prácticamente insoluble en agua, poco soluble en etanol y soluble en

disolventes orgánicos como cloroformo, dimetilsulfóxido y propilenglicol.

Sólo el enantiómero (-) está dotado con la actividad anti-esquistosoma,

como fue demostrado experimentalmente in vitro e in vivo [176–179]. Los

dos isómeros, sin embargo, tienen esencialmente la misma toxicidad [177],

y de hecho Wu et al. (1991) [179], encontraron que los pacientes tratados

con 20 mg/kg (-)-PZQ tenía la misma tasa de curación, pero menos efectos

secundarios que los pacientes tratados con 40 mg/kg de la preparación

racémica.
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Praziquantel: (R)-2-(cyclohexanecarbonyl)-
11b-methyl-1,2,3,6,7,11b-hexahydro-4H-
pyrazino[2,1-a]isoquinolin-4-one

Formula: C19H24N2O2

Peso molecular: 312,41 g/mol

Figura I.8: Estructura química del estereoisómero activo de praziquantel, el (∗)
indica la posición 11b, donde se encuentra el átomo de carbono asimétrico [180].

La dosis recomendada es de 40 a 60 mg/kg de peso corporal,

cantidad utiliza generalmente para infecciones por S. mansoni y S.

haematobium, mientras que la dosis más alta se recomienda especialmente

para los esquistosomas asiáticos (S. japonicum y S. mekongi) [181]. La

biodisponibilidad de PZQ aumenta con la administración concomitante de

alimentos [182]. Se administra por vía oral, su absorción es rápida dado

que se detectan cantidades del fármaco en sangre 15 minutos después de la

dosificación [172,183]. La concentración máxima en plasma después de una

dosis normal de 40 mg/kg muestra amplias variaciones interindividuales en

el rango de 200-2.000 ng/mL [184]. Es metabolizado en hígado, desaparece
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rápidamente de la circulación y tiene una vida media en plasma que

generalmente fluctúa entre 1 y 3 h. Se elimina fundamentalmente a través

de la orina y las heces en más de un 80%, después de 24 h [185]. El

mecanismo de acción aun está sin resolverse, aunque parece que aumenta

la permeabilidad de la membrana creando canales neuromusculares, lo que

produce hiperpolarización y parálisis muscular [186].

Tabla I.2: Número estimado de personas clasificadas en diferentes colores por
países que requieren de una quimioterapia preventiva (PC) de forma anual, en el
control de las esquistosomosis de zonas endémicas a nivel mundial. OMS, 2013.
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Existen otros compuesto para el tratamiento de las esquistosomosis

como la Oxamniquina (OXA) que se utilizó mucho antes de la introducción

del PZQ, los derivados de la artemisinina y la mefloquina, conocidos por su

actividad antimalárica. Recientemente a los oxadiazoles se les atribuye

un efecto inhibidor de la actividad de la enzima tiorredoxina glutatión

reductasa (TGR), pudiendo ser potenciales agentes esquistosomicidas

[186,187]. Por tanto, el PZQ es actualmente el único fármaco disponible y se

distribuye a través de los programas de administración masiva a millones de

personas cada año [188], lo que aumenta el riesgo de resistencias [186,189].

Los vermes adultos son muy sensibles a PZQ, pero desafortunadamente

este fármaco tiene una menor actividad contra las etapas inmaduras como

esquistosómulas. En la página web de la OMS [188], se puede consultar

estimaciones de parámetros estadísticos epidemiologicos por cada país de

varias enfermedades, incluida la esquistosomosis. En la tabla I.2, se

muestra un mapa mundial con las zonas endémicas y no endémicas de la

enfermedad. Además se observan tres tablas donde se aprecian los cálculos

y las cifras estimadas para el año 2013. En la actualidad, se presenta una

necesidad urgente de tratamientos alternativos para la esquistosomosis y

en general se puede concluir que existen evidencias de una resistencia real

contra praziquantel, pero aún no es tan dramática [106].
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I.3. Mecanismos de muerte celular en parásitos

Mecanismos de muerte celular

en parásitos

En los último años se han modificado las definiciones clásicas de la muerte

celular, debido a la combinación de numerosos estudios en los cuales se han

logrado rápidos avances científicos sin precedentes repecto a la aplicación de

nuevos enfoques de las observaciones de los sistemas biológicos, combinando

experimentos “in vitro e in vivo” con análisis computacionales “in silico”

[190]. Esto ha sido posible gracias a la reciente secuenciación de los

genomas de varias especies de animales, generando nuevos conocimientos y

comprensión sobre los mecanismos de señalización de vida y muerte celular.

De esta manera, la distinción clásica entre la apoptosis definida como

muerte celular programada o del inglés Programmed Cell Death (PCD) y la

necrosis, es debido a que la apoptosis es la muerte celular que transcurre por

mecanismo regulados, y la necrosis es la muerte no regulada o accidental
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[191]. En la actualidad estos criterios clásicos no son válidos, ya que se

ha ido descubriendo moléculas implicadas en la regulación de los diferentes

mecanismos de muerte celular. La diversidad en las definiciones lleva a

la confusión, en particular sobre la terminología específica. Es por esto

por lo que se pretenden unificar los nuevos criterios para la evaluación de

los mecanismos de muerte celular, lo que conllevó a que se organizaran

grupos de expertos como el Comité de Nomenclatura de la Muerte Celular

o del inglés Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD), en donde

se generan una serie de recomendaciones para aclarar dichas definiciones

y el uso apropiado en la terminología relacionada con la muerte celular

[192,193].

54



I.3. Mecanismos de muerte celular en parásitos

I.3.1 Muerte celular por necrosis

pitfalls of these techniques is beyond the scope of this article,
and several excellent reviews on methods for monitoring the
autophagic flux have recently been published.15,98,99 Never-
theless, it should be remembered that steady-state methods
do not provide any reliable estimation of autophagic activity,
as they are intrinsically unable to discriminate between
enhanced rates of autophagy (increased on-rate) and
situations in which the late steps of the pathways are blocked
(decreased off-rate).15,99

From a purely morphological perspective, the term ‘autop-
hagic cell death’ is highly prone to misinterpretation and hence
must be used with caution.89 On the contrary, we suggest to
reintroduce the term ‘autophagic cell death’ based on
biochemical and functional considerations, to indicate a cell

death instance that is mediated by autophagy, that is, that can
be suppressed by the inhibition of the autophagic pathway by
chemicals (e.g., agents that target VPS34) and/or genetic
means (e.g., gene knockout/mutation or RNAi targeting
essential autophagic modulators like AMBRA1, ATG5,
ATG12 or beclin 1100,101 (Table 1 and Figure 4). As some
ATG proteins may have autophagy-independent functions
and may even be converted from pro-autophagy to pro-death
proteins by proteolytic cleavage (e.g., ATG5 and
ATG6),102–104 it may be advisable to interrogate possible
cases of autophagic cell death by knocking down at least two
distinct essential autophagic proteins. On the basis of our
definition, all cases of cell death that exhibit markers of
autophagy such as the lipidation of microtubule-associated
protein 1 light chain 3 (better known as LC3/Atg8) or an
increased degradation of autophagic substrates like seques-
tosome 1 (SQSTM1), but cannot be blocked by autophagy
inhibition should not be classified as autophagic cell death.

Definition of ‘Mitotic Catastrophe’

During the past decade, several attempts have been made
to delineate the molecular pathways leading to mitotic
catastrophe.5,8,105,106 Occasionally, researchers restrictively
employ the term ‘mitotic catastrophe’ for cell death occurring
in mitosis.106,107 More frequently, mitotic catastrophe refers to
cases of cell death that are triggered by aberrant mitosis and
executed either during mitosis or in the subsequent inter-
phase.5,8 Recently, it has been proposed that mitotic
catastrophe might not even constitute a bona fide cell death
executioner mechanism, but an oncosuppressive pathway
that precedes and is distinct from, yet operates through, cell
death or senescence.106,108

After aberrant mitosis, cells frequently exhibit gross nuclear
alterations (e.g., micro- and multinucleation), which have
been used as morphological markers for the detection of
mitotic catastrophe.8 However, apoptotic and necrotic traits
have also been detected in such cells, either concomitant with
or following multinucleation.109,110 Thus, end-point techni-
ques are intrinsically unsuitable for assessing mitotic cata-
strophe, as they cannot reconstruct the sequence of events
that have lead to cell death. To circumvent this issue, novel
methods relying on high-throughput video microscopy or
time-lapse fluorescence microscopy are under develop-
ment.99,111–113 Several processes were originally associated
with and were then shown to be dispensable for (at least some
instances of) mitotic catastrophe. These include, but are not
limited to, the activation of the DNA damage-responsive
protease caspase-2,114 of the tumor suppressor TP53109,115

and of other members of the TP53 family, including the TP73
variant TAp73.116,117

In view of recent results from several laboratories indicating
that mitotic aberrations can induce cell senescence,118–120

and that cell death can be either apoptotic or necrotic,8 we
have recently proposed a novel definition and categorization
of mitotic catastrophe based on purely functional considera-
tions.108 Thus, mitotic catastrophe would not constitute a
‘pure’ cell death executioner pathway, but an oncosuppres-
sive mechanism that: (i) is initiated by perturbations of the
mitotic apparatus (i.e., chromosomes and the complex

Figure 3 Regulated necrosis. Upon tumor necrosis factor a (TNFa) binding, the
cytoplasmic tails of TNF receptor 1 (TNFR1, a prototypic death receptor) trimers
recruit TNFR-associated death domain (TRADD), receptor-interacting protein
kinase 1 (RIP1), cellular inhibitor of apoptosis 1 (cIAP1), cIAP2, TNFR-associated
factor 2 (TRAF2) and TRAF5. Within the so-called complex I, RIP1 is
polyubiquitinated by cIAPs, thereby providing a docking site for the recruitment of
transforming growth factor b (TGFb)-activated kinase 1 (TAK1), TAK1-binding
protein 2 (TAB2) and TAB3 (which together deliver a pro-survival signal by
activating the transcription factor NF-kB). In some pathophysiological and
experimental settings, and in particular when caspase-8 is absent or when
caspases are inhibited by pharmacological agents, cylindromatosis (CYLD)-
deubiquitinated RIP1 engage in physical and functional interactions with its homolog
RIP3, ultimately activating the execution of necrotic cell death. Regulated necrosis
can also be induced by alkylating DNA damage (possibly by the overactivation of
poly(ADP-ribose) polymerase 1, PARP1). In some (but not all) instances, regulated
necrosis requires the kinase activity of RIP1, that is, it can be blocked by the RIP1-
targeting compounds necrostatins. FADD, FAS-associated protein with a death
domain

Functional classification of cell death modalities
L Galluzzi et al

113

Cell Death and Differentiation

Figura I.9: Necrosis regulada. Figura tomada de Galluzzi et al. 2012 [193],
donde se observa un ejemplo de muerte celular por necrosis regulada.

Durante mucho tiempo, la necrosis se ha considerado como un

mecanismo de muerte celular simplemente accidental no regulado y

fue definida como la ausencia de rasgos morfológicos de la apoptosis o

autofagia [192]. Es una forma patológica de muerte celular que se produce

tras daño celular grave y se caracteriza por un aumento rápido de volumen

celular (oncosis) y su lisis, desencadenando una reacción inflamatoria.
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Debido al trabajo de varios laboratorios [194, 195], ahora está claro que la

necrosis también puede producirse de una manera regulada, y que la muerte

celular necrótica tiene un papel destacado en múltiples procesos fisiológicos

y patológicos. Un ejemplo es la muerte celular de los condrocitos que

facilita el crecimiento de los huesos [196], pero también el que se asocia a

los procesos inflamatorios crónicos de la poliposis adenomatosa. Existen

varios factores inductores de la necrosis regulada: alquilación en el ADN

(figura I.9), excitotoxicidad y la unión a los receptores de muerte [193].

El término “necroptosis” se ha utilizado recientemente como un sinónimo

de necrosis regulada, el cual fue introducido para referirse en forma

específica en células donde se activa TNF-α (del inglés Tumor Necrosis

Factor-α) y a continuación dicho proceso es inhibido de forma química

utilizando necrostatin 1, quien a la vez actuá inhibiendo a RIP1 (del

inglés, receptor-interacting protein 1 ). Sin embargo Galluzzi et al. [193],

recomiendan que “necroptosis” se puede utilizar también en aquellos casos

de necrosis regulada, cuando se inhibe tanto RIP1 como RIP3.

Se ha comprobado que el mecanismo que lleva a morir una célula por

necrosis en mamíferos es bastante conservado biológicamente y también

se presenta en parásitos. En C. elegans, se han realizado experimentos

para hacer tal aseveración. Además se ha usado como un buen modelo no

mamífero comparativo para investigar diferentes mecanismos de muerte

celular [197–200].
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I.3. Mecanismos de muerte celular en parásitos

I.3.2 Muerte celular por autofagia

Sobre la base de las características morfológicas, el termino “muerte

celular autofágica” ha sido ampliamente utilizado para indicar los casos

de muerte celular que se acompañan de una vacuolización citoplasmática

masiva (“comerse a uno mismo”, del griego auto “actuar sobre si mismo” y

phagos “comer”) y se ha clasificado como una alternativa de muerte celular

programada. Este mecanismo es inducido en condiciones microambientales

adversas limitantes de nutrientes y cuando se debe elimine una organela

con alteraciones funcionales hace que los constituyentes celulares se reciclen

proporcionando una fuente de energía alternativa durante periodos de

estrés metabólico, participando en el mantenimiento de la homeostasis

y viabilidad celular. Es más, la autofagia podría asumir el papel de

ruta suicida cuando algún componente de la apoptosis falle. Se acepta

que la autofagia previene o retarda la apoptosis mediante inducción de

proteínas de tipo Bcl-2 (por sus sigla en inglés de B-cell lymphoma 2 ),

figura I.10. La autofagia media la involución de estructuras atávicas en

Drosophila melanoganster . Se caracteriza por la presencia en el citoplasma

de vesículas de doble membrana que se forman inicialmente a partir de

las membranas del retículo endoplásmico que rodean a una región del

citoplasma, en las que se engloban los componentes celulares, llamados

autofagosomas (figura I.10), cuyo contenido es degradado por enzimas

lisosomales. Una vez fusionados los autofagosomas con los lisosomas se
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degradan las proteínas u organelas que habían sido autofagocitadas. Es

importante tener en cuenta que en este conjunto de directrices el termino

“autofagia” generalmente se refiere a lo que muchos autores denominan

macroautofagia. Varios métodos se pueden utilizar para determinar si la

vía de la autofagia se activa por encima de los niveles basales en el contexto

de la desaparición celular y existen varias revisiones sobre el tema que

pueden ser utilizadas como guías para monitorear el flujo de autofagia en

determinados experimentos [201]. En la mayoría de los sistemas, atribuir

la muerte a la autofagia basado únicamente en criterios morfológicos es

insuficiente. La muerte celular autofágica sólo se puede demostrar como

la muerte que está suprimida por la inhibición de la autofagia, ya sea a

través de medios genéticos o químicos. Existen varias revisiones donde

se demuestra que la muerte celular por autofagia ocurre en parásitos de

los Phylum Nematoda, Euglenozoa y Platyhelminthes (figuraI.1) [202–206].

I.3.3 Muerte celular por apoptosis

El término “apoptosis extrínseca” se ha utilizado ampliamente para

indicar los casos de muerte celular apoptótica inducidas por señales de estrés

extracelulares e interacciones mediadas por receptores transmembranales.

La apoptosis extrínseca puede ser iniciada por la unión de ligandos letales

como los denominados Fas Ligand/CD95 Ligand (FasL/CD95L), o también
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I.3. Mecanismos de muerte celular en parásitos

factor de necrosis tumoral alfa o TNF-α y la superfamilia TNF ligando

miembro 10, del inglés Tumor Necrosis Factor Ligand Superfamily Member

10 (TNFSF10) y el mejor conocido como ligando inductor de apoptosis

relacionado con TNF, del inglés TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand

(TRAIL), a varios receptores de muerte como FAS/CD95, receptor 1

de TNF-α (TNF-R1) y receptor TRAIL 1-2 (por sus siglas en inglés

TNF-related apoptosis-inducing ligand 1-2 ) (figura I.10). En el modelo

de FasL/Fas, la aglutinación del Fas ligando al receptor Fas causa

la aglutinación de la proteína adaptadora (FADD, Fas-associated death

domain protein) con otra proteína, procaspasa-8. Después de esto, se

forma un complejo DISC (por sus siglas en inglés, Death-inducing signalling

complex ) y como resultado la procaspasa-8 se activa (figura I.10). Una vez

que la procaspasa-8 se activa, la fase de ejecución de la apoptosis se inicia.

Esta fase se considera la vía final de la apoptosis. Las caspasas de ejecución

activan endonucleasas citoplasmáticas que degradan proteínas nucleares

y del citoesqueleto. Caspasas-3, caspasas-6 y caspasas-7 funcionan como

caspasas efectoras rompiendo varios sustratos que incluyen citoqueratinas,

PARP (por sus siglas en inglés, poly ADP-ribose polymerase), proteína

alfa fodrin, proteína nuclear NuMA, etc., causando cambios morfológicos y

bioquímicos en las células apoptóticas.

La definición de "apoptosis intrínseca" dependiente o independiente

de caspasa, puede ser desencadenada o activada por una plétora

de condiciones de estrés intracelulares, incluyendo daño en el ADN,
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estrés oxidativo, sobrecarga de Ca2+ citosólico, excitotoxicidad leve

(relacionada con la sobreestimulación de receptores de glutamato en el

sistema nervioso), acumulación de proteínas desplegadas en el retículo

endoplásmico y muchos otros. Aunque las cascadas de señalización que

activan la apoptosis intrínseca son altamente heterogéneas en lo que

se refiere a los estímulos que la inician, todos ellos están conectados

en un mecanismo de control centrado en la mitocondria (figura I.10).

Con frecuencia, junto con la propagación de la cascada de señalización

pro-apoptótica, los mecanismos anti-apoptóticos permiten a las células

hacer frente al estrés. En este escenario, señales tanto pro como

anti-apoptóticas, convergen en las membranas mitocondriales, que se

permeabilizan cuando la primera señal predomina sobre la segunda. La

permeabilización de la membrana mitocondrial externa MOMP (por sus

siglas en inglés Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization) puede

comenzar en la membrana mitocondrial externa debido a la actividad

formadora de poros de los miembros pro-apoptóticos de la familia de

proteínas BcL-2, tales como Bak y Bax, o puede ser el resultado de un

fenómeno llamado transición de permeabilidad mitocondrial MPT (por

sus siglas en inglés Mitochondrial Permeability Transition) que se origina

en la membrana mitocondrial interna debido a la apertura de un complejo

multiproteico conocido como "el complejo del poro de transición de

permeabilidad" del inglés Permeability Transition Pore Complex (PTPC).

Al margen de los mecanismos físicos y bioquímicos precisos por el que
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se desarrolla la MOMP, a la mayoría de las mitocondrias dentro de una

única célula se mueren. Por lo tanto, los resultados de la apoptosis

intrínseca provoca una catástrofe bioenergética y metabólica acoplados a

múltiples mecanismos ejecutores activos. A la vista de estas observaciones,

se sugiere define “la apoptosis intrínseca” como un proceso de muerte

celular mediada por MOMP y por lo tanto siempre se asocia con (i)

disipación generalizada e irreversible del ∆ψm, (ii) liberación de proteínas

del espacio intermembranoso mitocondrial (IMS) al citosol (y su posible

relocalización a otros compartimentos subcelulares) e (iii) inhibición de la

cadena respiratoria.

Algunos autores afirman que la apoptosis es un mecanismo ancestral

biológicamente conservado en metazoos, porque es fácil de entender que

un organismo sólo puede sobrevivir y reproducirse con normalidad, si la

mayoría de sus tipos de células se integran y cooperan para mantener su

cuerpo funcionando conjuntamente [206–215]. Además, se ha demostrado

una estrecha relación filogenética en moléculas que regulan el proceso de

muerte celular a través de apoptosis. Como ejemplo podemos citar a la

familia de proteínas Bcl-2, Apaf-1 y CARD (del inglés Caspase Recruitment

Domains) [215], las cuales tienen sus correspondientes moléculas homologas

en nematodos (C. elegans) e insectos (D. melanogaster) [215].

En C. elegans se ha logrado comprobrar que la activación de superviviencia

celular a través de la familia de proteínas Bcl-2, es significativamente

menos compleja, debido a que no hay ortólogos Bax/Bak y solo se ha
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observado, la existencia de una sola proteína anti-apoptótica y una caspasa

con su adaptador específico [216–218].

En el año 2011 fue caracterizada la familia de proteínas pertenecientes

a las ya mencionadas Bcl-2, en las especies de S. mansoni y

S. japonicum [219, 220]. Esto gracias al trabajo realizado por el grupo

de científicos dirigido por el profesor Dougle Fairlie de la Univerasidad

de Melbourne en Australia. Los resultados demostraron la presencia de

algunas de estas proteínas anti-apoptóticas, aportando más argumentos

para demostrar que el mecanismo de apoptosis se produce por la vía

mitocondrial en parásitos que pertenecen al género Schistosoma. Además,

recientemente se ha logrado completar la secuencia del genoma de tres

especies de Schistosoma [221–223], que ayudará a la caracterización de

más moléculas involucradas en PCD en este grupo de parásitos.

En este contexto, podríamos recordar que los esquistosomas se encuentran

relacionados en su clasificación taxonómica, con C. elegans ya que ambos

pertenecen al grupo bilateria (I.1), en el que se incluye el Phylum Mollusca,

donde se ha descrito la existencia de procesos apoptoticos involucrados

en la homeostasis de su sistema inmune [224], un ejemplo de este Phylum

es el género Biomphalaria. Los estudios antes citados, y los recientes

trabajo reportados en esquistosomas [225, 226], indican que la apoptosis

se ejecuta a través de la activación de un programa molecular conservado

evolutivamente en todas las células de metazoos.
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I.4. Metabolismo de lípidos en esquistosoma
eukaryotic species belonging to six different branches of
the phylogenetic tree. These include non-parasitic organ-
isms, such as the slime mould Dictyostelium discoideum
[12], the dinoflagellate Peridinium gatunenese [13] and the

ciliate Tetrahymena thermophila [14]. In parasitic organ-
isms, PCD was described for kinetoplastid parasites of the
genera Trypanosoma and Leishmania (reviewed in Refs
[15,16]), Giardia lamblia [17], Blastocystis hominis [18],

Figure 1. Comparison of apoptosis and autophagy. Apoptosis (type I PCD) is an irreversible, efficient mechanism to remove undesired cells within hours while preventing
initiation of the inflammatory pathway. In metazoa, it is initiated by extrinsic stimuli activating the death receptor of the tumour necrosis factor receptor (TNFR) family
(which includes TNF-R1, TNF-R2 and the Fas receptor) or by the intrinsic stress-induced mitochondrial pathway, that is, through the action of the tumour-suppressing
protein p53. Lack of survival signals, such as growth factors, also leads to apoptosis. Triggering of the apoptotic pathway is tightly controlled in mammalian cells by a
balance between pro-apoptotic (Bax) and anti-apoptotic (Bcl-2) members of the Bcl-2 family. The hallmark and point of no return of apoptosis is the activation of the
caspase-mediated proteolytic cascade. The extrinsic and the intrinsic way both lead to the processing and thereby to the activation of initiator caspases (caspase-8 and -9).
The initiator caspases activate the effector caspases (caspase-3, -6 and -7), which in turn execute apoptosis by cleavage of many substrates. Apoptosis-induced release of
cytochrome c from mitochondria is due to increased permeability of the outer mitochondrial membrane. Together with Apaf-1 and caspase-9, released cytochrome c forms a
protein complex known as an apoptosome. The apoptosome leads to the activation of caspase-9 and, subsequently, the activation of effector caspases. In contrast to apoptosis,
autophagy (type II PCD) is a slow process and can last for several days. Decrease in intracellular nutrients or growth factor deprivation result in the activation of nutrient sensors
and in the inactivation of the TOR kinase. This induces signaling cascades, which finally result in autophagic processes characterized by the formation of LC3-positive
autophagosomes (double-membraned vesicles). Autophagy involves sequestration and digestion of cytoplasmic material and cell organelles. Limited self-digestion of cell
material helps cells to survive by providing amino acids and fatty acids to mitochondria for ATP synthesis. However, if conditions do not improve, self-digestion finally results in
cell death. Although the final phenotype of apoptotic and autophagic cells is very similar, the molecular events during the processes differ considerably.

Review TRENDS in Parasitology Vol.23 No.8 377
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Figura I.10: Figura tomada de Bruchhaus et al. 2007 [203]. En esta figura se
observa en forma esquemática de la comparación entre muerte celular por apoptosis
y autofagia e ilustra el estímulo incial extrínseco apoptótico en metazoos, donde se
activan los receptores de muerte de la familia TNFR (que incluye TNF-R1, TNF-R2
y el receptor Fas) o por la vía intrínseca mitocondrial inducida por estrés, a través de la
proteína p53. La activación de la vía apoptótica está estrechamente controlada en células
de mamífero por un equilibrio entre los miembros apoptóticos (bax) y antiapoptoticos
(BcL-2) de la familia BcL-2. Ambas vías extrínseca e intrínseca, conducen a la activación
de caspasas iniciadoras (caspasa 8 y 9), estas caspasas iniciadoras activan posteriormente
a las caspasas efectoras (caspasa 3, 6 y 7), que a su vez ejecutan la apoptosis por
la fragmentación de muchos sustratos. La apoptosis inducida por la liberación de
citocromo-C de la mitocondria es debido al aumento de la permeabilidad de la membrana
mitocondrial externa. En contraste con la apoptosis, la autofagia es un proceso lento y
puede durar varios días. La autofagia implica el secuestro y la digestión de los materiales
y los orgánulos citoplasmáticos. La Auto-digestión limitada de material celular ayuda
a las células a sobrevivir proporcionando fuentes de aminoácidos y ácidos grasos a la
mitocondria para la síntesis de ATP. Sin embargo, si las condiciones no mejoran, la
auto-digestión finalmente podría conllevar a la indución de la muerte celular. Aunque el
fenotipo final de células apoptóticas y autofágicas podrían guardar alguna similitud, los
eventos moleculares durante los procesos difieren considerablemente.
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Metabolismo de lípidos en

esquistosomas

En este apartado describiremos el metabolismo de lípidos que resulta más

relevante en relación con helmintos, principalmente en lípidos complejos,

también denominados lípidos estructurales o de membrana y alguna

información recopilada que se tiene acerca de la especie S. mansoni.

I.4.1 Generalidades de los lípidos

Los lípidos constituyen un grupo de biomoléculas estructuralmente muy

heterogéneo con características comunes de solubilidad. Son solubles en

disolventes orgánicos poco polares (cloroformo, benceno, éter), poco o nada

solubles en agua [227,228], y tradicionalmente divididos en:
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I.4. Metabolismo de lípidos en esquistosoma

A . Lípidos simples, también denominados lípidos de reserva o

almacenamiento. A dicho grupo pertenecen los ésteres de los ácidos

grasos con glicerina o alcoholes grasos saturados o insaturados, son

los denominados grasas, aceites y ceras. En este mismo grupo se

incluyen los denominados lípidos derivados que son los resultantes de

la hidrólisis de los anteriores, es decir, los ácidos grasos y los alcoholes

grasos. Los glicéridos simples pueden ser: mono, di o triglicéridos.

Los más frecuentes en la naturaleza son triglicéridos.

B . Lípidos complejos, también denominados lípidos estructurales

o de membrana. En este grupo se encuentran los fosfolípidos y los

esfingolípidos. Su composición varía muy poco, siendo no obstante

diferentes en las distintas especies animales e incluso en los distintos

tejidos de un mismo organismo. A este grupo es al que nos referiremos

fundamentalmente más adelante cuando hablemos de los lípidos del

tegumento en Schistosoma.

C . Lípidos afines, estos lípidos son estructuralmente muy diferentes

de los grupos anteriores y aunque son componentes celulares

relativamente minoritarios, juegan un papel muy importante,

presentando actividades biológicas específicas y esenciales. Entre

ellos se encuentran los esteroides, carotenoides y algunas vitaminas.
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Figura I.11: Fórmula estructural del glicerol (a), y su numeración
estereoespecífica (sn1, sn2 y sn3). R, R´, R˝= cadenas acílicas (b).

El glicerol (1,2,3-propanotriol) es uno de los componentes fundamentales

de muchos lípidos (figura I.11 a.). Estructuralmente contiene un carbono

proestereogénico unido a -H, OH y a dos grupos -CH2OH. Cuando los

dos últimos se encuentran diferentemente sustituidos, la molécula es

quiral y puede existir en dos formas enantioméricas. Para designar la

estereoquímica de los derivados del glicerol, los tres átomos de carbono se

enumeran estereoespecíficamente (del inglés sn: stereospecific numbering).

La molécula de glicerol se representa en la proyección de Fischer con el

grupo hidroxilo secundario dirigido hacia la izquierda del carbono central

(proestereogénico) y los tres átomos de carbono se designan sn1, sn2 y sn3

numerados desde arriba hacia abajo (figura I.11 b.).
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I.4. Metabolismo de lípidos en esquistosoma

I.4.2 Lípidos estructurales de membrana

Figura I.12: Moléculas anfipáticas. Micela (a), liposoma (b) y bicapa
lipídica (c).

Los lípidos muestran una amplia diversidad en su estructura y función

biológica. Una de sus funciones principales es formar la bicapa lipídica

de células y orgánulos. Los lípidos de la membrana son anfipáticos, la

orientación de sus regiones hidrofóficas e hidrofílicas (cabezas polares) dirige

un empaquetamiento hacia la formación de bicapas membranosas. Estos

compuestos forman dispersiones coloidales altamente organizadas, en agua

forman: micelas, liposomas y bicapas (figura I.12 a, b y c).
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En la tabla I.3, se muestran los principales lípidos que se encuentran en las

membranas de varias células y orgánulos, como los grupos de fosfolípidos

conformado por glicerofosfolípidos y esfingolípidos, a este pertenecen

los glucolípidos o glucoesfingolípidos. Por último la membrana también

esta formada por esteroles, principalmente del tipo colesterol, que están

presentes en la membranas de todas las células eucariotas y en unas pocas

membranas bacterianas.

Antecedentes: Lípidos 
 
 

22 
 

Estructura general: 

Cola hidrofóbica 

 

                                                                               Cabeza polar 

Figura 5 

En los glicerofosfolípidos las regiones hidrofóbicas están compuestas por ácidos 

grasos unidos al glicerol, aunque también se conocen algunos en los que aparece un 

grupo alquilo (casi siempre en posición sn1) unido al glicerol mediante un enlace éter. 

Los extremos polares de dichos compuestos presentan una gran diversidad 

estructural, en ellos se encuentran alcoholes polares y grupos fosfato. 

 

Nombre X X Abreviatura Glicerofosfolípido 

- -OH PA Ácido fosfatídico 

Colina -OCH2CH2N+Me3 PC Fosfatidilcolinas (lecitinas) 

Etanolamina -OCH2CH2N+H3 PE 
Fosfatidiletanolaminas 

(cefalinas) 

Serina -OCH2CH(N+H3)COO- PS Fosfatidilserinas 

Glicerol -OCH2CH(OH)CH2OH PG Fosfatidilglicerol 

Inositol 

OH
OH

OH
OHHO

O
 

PI Fosfatidilinositol 

 
 

PGP 
Difosfatidilglicerol 

(cardiolipina) 

 

Tabla 1 

  

O
O

O

R1

R2

O

O
P
O
O

O
R3

X

Tabla I.3: Clasificación de los glicerofofolípidos o fosfolípidos.

I.4.2.1 Glicerofosfolípidos

Muchos lípidos derivados del ácido fosfórico que contienen glicerol son

los glicerofosfolípidos llamados así para distinguirlos de los esfingolípidos
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P
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O

R1

R2

R3O

O

Cabeza polar

Cola hidrofóbica

X

Figura I.13: Estructura general de los glicerofosfolípidos o fosfolípidos.

que también contienen dicho ácido. En muchas ocasiones a los

glicerofosfolípidos se los denomina fosfolípidos. La estructura general de los

glicerofosfolípidos aparece en la figura I.13 y su clasificación en la tabla I.3.

En los glicerofosfolípidos las regiones hidrofóbicas están compuestas por

ácidos grasos unidos al glicerol, aunque también se conocen algunos en

los que aparece un grupo alquilo (casi siempre en posición sn1) unido al

glicerol mediante un enlace éter. Los extremos polares de dichos compuestos

presentan una gran diversidad estructural, en ellos se encuentran alcoholes

polares y grupos fosfato. Los ácidos fosfatídicos corresponden a la forma

diacilada y fosforilada del glicerol; estos compuestos se presentan en muy

baja concentración en los sitemas vivos pero son importantes metabolitos

intermedios en la biosíntesis de otros lípidos.
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Fosfolipasa A1

X

H2C C

O
Fosfolipasa A2

Fosfolipasa C Fosfolipasa D

O

Figura I.14: Estructura de los fosfolípidos y los sitios de acción de las fosfolipasas.
Los fosfolípidos consisten en una molécula de glicerol 3-fosfato (color azul)
esterificado en sus posiciones sn1 y sn2 a los ácidos grasos no polares (R1 y
R2, respectivamente) y en su grupo fosforilo a un grupo de cabeza polar, X.
Fosfolipasa A1 y fosfolipasa A2 hidrolizan los enlaces éster de acilo en sn1 y
sn2, respectivamente. Fosfolipasa C degrada el enlace glicerofosfato mientras que
la fosfolipasa D hidroliza el enlace éster entre el fosfato y el grupo variable X,
eliminándolo.

Los fosfolípidos más importantes son los ácidos fosfatídicos en los

que la unidad de ácido fosfórico aparece esterificada con otro compuesto

hidroxilado, así surgen sus diferentes tipos. Las fosfatidilcolinas son los

lípidos más abundantes en las membranas de los animales seguidas de

las fosfatidiletanolaminas, que son muy abundantes en las plantas. Los

fosfolípidos contienen cuatro enlaces éster que son difíciles de distinguir

utilizando reactivos químicos convencionales, sin embargo utilizando

fosfolipasas se pueden promover reacciones específicas en cada uno de estos

enlaces. Las fosfolipasas A1 y A2 hidrolizan los enlaces éster en sn1 y
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sn2. Las fosfolipasas C y D degradan los enlaces fosfodiester tal como se

observa en la figura I.14. Muchos fosfolípidos tienen una cadena saturada

en posición sn1 y un ácido graso insaturado en posición sn2.

A . Los lisolípidos, tienen un solo grupo acilo/alquilo en posición sn1

y un hidroxilo libre que hace a la molécula más polar y con un cierto

poder surfactante (Figura I.15).

Los ácidos lisofosfatídicos (LPA) configuran un grupo de compuestos

que ha atraído mucha atención debido a la diversidad e importancia

de sus propiedades biológicas [229,230]. Se diferencian entre ellos en la

longitud y grado de insaturación de la cadena hidrocarbonada unida al

glicerol vía éster, éter o vinil éter en posición sn1 o sn2 [231]. Los LPA

presentan un papel fundamental en una gran cantidad de procesos

fisiológicos: flujo del Ca2+, funciones vasculares y neuronales,

crecimiento, migración y muerte celular [232]. Los LPA, tienen

una variada actividad intracelular, extracelular y en la membrana

celular, que ejecutan a través de varias G-proteínas acopladas a

receptores (GPCR) incluyendo los subtipos, bien conocidos, LPA1,

LPA2 y LPA3. Recientemente se han preparado análogos de LPA

fotoactivables marcados con 32P para realizar estudios dirigidos con

el fin de determinar el mecanismo de acción de estos compuestos en

su interacción con las proteínas [233].
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B . Éteres lipídicos (EL), algunos lípidos contienen grupos alquiloxi

(éteres) en lugar de aciloxi (ésteres), unidos al glicerol. Estos grupos

alquilo casi siempre están en posición sn1 y aparecen como alternativa

a los triglicéridos o fosfolípidos en el aceite de pescado. Estos grupos

alquilo son generalmente de dos tipos (figura I.16):

• Saturados o con una insaturación en posiciones convencionales I, II

y III.

• Insaturados con doble enlace trans entre la posición sn1 y

sn2, formando por tanto un vinil éter, son los denominados

plasmalógenos IV, que presentan propiedades características y son

muy abundantes entre los fosfolípidos cardíacos y especialmente en la

membranas del retículo sarcoplásmico.

P

O

O

O

O

HO

O

O

LPC:R3= Colina

R3

R1

LPE:R3= Etanolamina

LPS:R3= Serina

Figura I.15: Estructura general de los lisolípidos: Lisofosfatidil etanolamina
(LPE), lisofosfatidil colina (LPC) y lisofosfatidil serina (LPS).
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I.4. Metabolismo de lípidos en esquistosoma

Un grupo especial de éteres lipídicos que contienen fosfatidilcolina

presentan actividad biológica como factor de activación de plaquetas

del inglés Platelet Activating Factor (PAF), siendo mediador de la

hipersensibilidad en las reacciones inflamatorias agudas y en el shock

anafiláctico. El PAF se sintetiza en respuesta a la formación de

complejos antígeno-IgE en la superficie de basófilos, neutrófilos, eosinófilos,

macrófagos y monocitos. La síntesis y la liberación de PAF de las

células induce la agregación plaquetaria y la secreción de serotonina

por parte de las plaquetas. Estos factores activadores plaquetarios

son 1-O-alquil-2-acetil-sn-glicerol-3-fosfocolina, que presentan una gran

similitud estructural química con la edelfosina (figura I.16).
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Figura I.16: Estructura química de los éteres lipídicos (EL) comparado con la
edelfosina (EDLF).

I.4.2.2 Esfingolípidos

Los esfingolípidos están formados por una molécula de amino-alcohol de

cadena larga, esfingosina, (figura I.17) o uno de sus derivados, una molécula

de ácido graso de cadena larga acilando el grupo amino y en el grupo

hidroxilo primario se forma la cabeza polar. Se sabe que los esfingolípidos

actúan en diversos procesos de reconocimiento en la superficie celular.
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Esfingosina

Estructura general de esfingolípidos

Figura I.17: Estructura química general de los esfingolípidos, acompañada de dos
ejemplos como la esfingosina y la ceramida.

Las ceramidas (figura I.17), son los compuestos de referencia de este

tipo de lípidos. En las ceramidas el grupo amino en sn2 se une a un ácido

graso. El hidroxilo primario de esfingosina está unido a un carbohidrato y

otras veces a ácido fosfórico en enlace diester en el grupo de la cabeza polar

X. (figura I.17 y tabla I.4).
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Antecedentes: Lípidos 
 
 

28 
 

El hidroxilo primario de esfingosina está unido a un carbohidrato y otras veces a 

ácido fosfórico en enlace diester en el grupo de la cabeza polar X. (Figura 12 y Tabla 2).  

Estructura general de esfingolípidos: 

 
Figura 12 

Nombre X X Esfingolípido 

- H Ceramida 

fosfocolina 
 

Esfingomielina 

Glucosa 
 

Glucosilcerebrósido 

(cerebrósidos en general) 

Disacárido 

(tri ó tetra sacárido)  

Lactosilceramida 

(cerebrósidos en general) 

Oligosacárido 

complejo * Gangliósido GM2 

 

Tabla 2 

  

Tabla I.4: Estructuras de los esfingolípidos.

I.4.3 Lípidos en esquistosomas

Los lípidos juegan un papel muy importante en la vida de los parásitos, en

el caso de los esquistosomas estos los incorporan de sus hospedadores y lo

utilizan para sintetizar y mantener sus complejos sistemas membranosos;

a través de los ácidos grasos (AG), que pasan a formar parte de varios

lípidos de los vermes tales como fofolípidos, triglicéridos y ésteres de

colesterol. El glicerol (estructura mostrada en la figura I.13) es usado como
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I.4. Metabolismo de lípidos en esquistosoma

columna vertebral en la síntesis de fosfolípidos y triacilglicerol [228, 234],

contribuyendo a la formación de la membranas que funcionan como anclaje

de lípidos a las proteínas, la maduración sexual y su ciclo de vida regulando

la producción de huevos [235, 236]. Sin embargo los esquistosomas no

son capaces de sintetizar “de novo” los lípidos y los precursores lipídicos

como los ácidos grasos de cadenas largas y esteroles. Se obtienen en su

dieta dentro del hospedador y se modifican para satisfacer sus necesidades

metabólicas o para la biosíntesis de lípidos complejos, conformados por el

grupo de fosfolípidos y esfingolípidos [102, 237]. Se piensa que una de las

explicaciones por la cual falta la biosíntesis de esteroles en S. mansoni,

se debe a la incapacidad para utilizar los productos de isoprenos por

la vía de formación de mevalonato. Auque los genes necesarios para

una beta-oxidación completa están presentes, y esta vía se encuentra

inactiva generalmente puede funcionar en sentido inverso para realizar

la síntesis. Estos parásitos también poseen los demás genes necesarios

para la mayoría de los procesos metabólicos básicos, como la glucólisis,

ciclo del ácido tricarboxílico y la vía pentosa fosfato [221]. El contenido

total de lípidos de vermes adultos de S. mansoni es un poco más de un

cuarto de su peso seco. El macho ingiere sólo alrededor del 2,5% de su

contenido en lípidos por día, mientras que la hembra ingiere un 50 %.

Ella requiere metabolizar (o expulsar) más lípidos que el macho [238],

representada en el caso de S. mansoni en la expulsión de aproximadamente

300 huevos/día con un gran contenido de lípidos. Las dos clases principales
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de fosfolípidos que se encuentran en el tegumento de los esquistosomas

son fosfatidilcolina PC (57%) y fosfatidiletanolamina PE (17%) [239],

además se ha encontrado que la esquistosómula incorpora más PC que

PE, pero al medir la concentración total de fosfolípidos almacenada en

el parásito, la relación cambia, encontrándose que PE es el fosfolípido

más abundante. Por tanto, el parásito requiere mas fosfolípidos análogos

de colina o bloque básico de PC, tomándolos de su hospedador para

luego modificarlos o sintetizar otros ácidos grasos (AG) de acuerdo a

sus requerimientos [235]. Aunque los esquistosomas no sintetizan ácidos

grasos “de novo”, el parásito probablemente fabrica ácido 5-octadecenoico

en las células bajo el tegumento [240, 241]. Esta clase de AG se encuentra

ausente en la sangre del hospedador. S. mansoni poseen lipasas capaces

de romper triglicéridos, por lo que puede prevenir altas concentraciones de

AG intracelulares. Las vías responsables de la síntesis de los componentes

de fosfolípidos de las membranas están bien representadas, excepto que PC

debe derivarse de diacilglicerol (DAG) [242], y el parásito debe depender de

su hospedador como fuente de inositol [221]. Más adelante hablaremos sobre

algunos de los posibles mecanismos de acción por parte de la edelfosina,

interfiriendo en el metabolismo lipídico con la afectación de la concentración

de glicerofosfolípido y colesterol a nivel celular [243–246].

Los vermes adultos de S. mansoni muestran un intestino funcional que

está implicado en la ingestión y digestión de células y macromoléculas [234].

Se ha identificado mediante el análisis proteómico del vómito de estos
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vermes un homológo (Smp 194840 /50) de la proteína llamada Niemann

pick tipo C2 (NPC2), que desempeña una función clave en el transporte de

colesterol, otros esteroles y glicolípidos. Al igual que NPC1 está codificada

en el genoma de S. mansoni (Smp 039130), lo que indica que el mecanismo

completo para la absorción de colesterol puede estar activo en el intestino

de los esquistosomas [247]. La acumulación de colesterol en los tejidos a

través de Niemann-Pick C (NPC) es proporcional a la endocitosis de LDL

a través de la vía de clatrina en mamíferos [248].

Existe un intenso tráfico de pequeñas moléculas a través del tegumento

de estos parásitos [89,95–97], que contribuye al metabolismo de los lípidos

en los esquistosomas. Sin embargo, algunos autores como Skelly et al.

2014 [238], informan que a pesar de los esfuerzos en estudiar la absorción de

lípidos esenciales a través del tegumento, no hay evidencia significativa, por

lo que debe asumirse que el intestino es la vía dominante. La multiplicidad

de las saponinas en la luz intestinal, además de la identificación de NPC,

un homólogo transportador de colesterol, refuerza esta hipótesis.

Se ha observado que las LDL, están unidas al tegumento de

esquistosómulas de S. mansoni, y que esta unión le puede permitir

al parásito suministrar colesterol y ácidos grasos destinados a la biogénesis

de sus membranas. Además, se ha logrado comprobar en ensayos in vitro,

que más del 75% de la superficie de los esquistosomas esta cubierta por

LDL del hospedador y gracias a esta unión el parásito no es reconocido

por el sistema inmune [143, 144]. Sin embargo, analizando el proteoma
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del tegumento de los esquistosomas no se ha identificado un homólogo del

receptor de LDL [249–252]. No obstante, en C. elegans se ha observado,

que en los embriones de este nematodo se acumulan grandes cantidades

de colesterol a través de una vía especifica de endocitosis mediada por

un receptor de LDL [253–255], lo que podría sugerir que la edelfosina

se acumulará en el embrión en parásitos tratados con este análogo

alquil-lisofosfolípido hasta llegar a un punto crítico en el que se producen

alteraciones morfológicas y estructurales embrionarias que dan lugar a la

detención del desarrollo y su muerte [255].

En 1991 Moser et al. [256], mencionaban la necesidad de identificar

en S. mansoni homólogos de la familia de proteínas llamadas FABP del

inglés Fatty Acid-Binding Protein o transportadoras de AG. Las FABPs

en mamíferos fueron descubiertas durante la década de 1970 [257–259].

También se encuentran en otras especies como D. melanogaster, C. elegans

y S. mansoni, lo que demuestra una fuerte conservación evolutiva de esta

familia de proteínas [258, 260]. En los últimos años se han estudiado las

funciones y mecanismos de los FABPs, sugiriendo su potencial acción en

la importación, almacenamiento y exportación de los AG, así como del

colesterol y fosfolípidos. Por el momento se han propuesto varias funciones

como lo son:
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a. Transporte intracelular de cadenas largas de AG hasta sus sitios de

utilización [261].

b. Existencia de FABPs citosólicas que juegan un papel similar a la

albúmina del plasma [262,263].

c. Selecciona y captación de sustratos lipofílicos [264–266].

d. Compartimentalización de AG [267].

e. Participación directa en el metabolismo lipídico como co-factores

(estimuladores o inhibidores) o en reacciones donde los AG sean

sustratos o reguladores [268].

En resumen, actúan en la modulación de las enzimas especificas

de rutas metabólicas de lípidos, ya sea anabólica o catabólica, en el

mantenimiento de los niveles de ácidos grasos de la membrana celular y en

la regulación de la expresión de genes sensibles a los AG [257,269].

El mecanismo por el cual S. mansoni incorpora los esteroles o ácidos

grasos de cadenas largas es motivo de estudio. Sin embargo, gracias a

los múltiples trabajos en la identificación de péptidos o proteínas con

potencial protector, ha sido posible encontrar una proteína con un peso

molecular de 14 kDa, localizada en el tegumento del verme denominada

Sm14 [270–273]. Fue la primera proteína perteneciente a la familia

de proteínas FABPs descrita en el año 1991 por Moser et al. [256],
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(a) Tegumento. (b) Espinas.
(c) Estructura molecular
de la proteína Sm14.

Figura I.18: Proteína Sm14. Imágenes adaptadas de Tendler et al. 2014 [273].
Inmunolocalización de la proteína Sm14 en un verme adulto de S. mansoni, en la
imagen (a) la flecha indica la localización del anticuerpo Sm14 sobre la lamina basal
del tegumento y el epitelio intestinal; mientras que en la imagen (b) se observa
señalado con varias flechas, la localización específica del anticuerpo Sm14 sobre las
estructuras morfológicas de las espinas del parásito. Por último en la figura (c),
se muestra la representación estructural en un modelo tridimensional del complejo
molecular representado por la proteína Sm14, unido al ácido araquidónico (esferas
de color gris).

dentro del Phylum Platyhelminthes. Angelucci et al. en el 2004 [274],

encontraron un aumento en la afinidad de AG por parte de Sm14 a pH

bajo, sugiriendo que esta propiedad podría permitir la transferencia de AG

a partir del plasma del hospedador. Un ejemplo de esto se ilustra en la

imagen en 3D de la figura I.18 (c), donde se puede ver una representación

del complejo de unión entre la proteína Sm14 y un AG (ácido araquidónico).

Un requisito común a todas las infecciones parasitarias crónicas consiste

en que los parásitos puedan evadir los efectos de las respuestas inmunes
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del hospedador y sobrevivir en éste durante largos períodos de tiempo. Se

ha estimado que los vermes adultos de S. mansoni pueden permanecer y

reproducirse en el ser humano durante décadas hasta un tiempo máximo de

cuarenta años [89,92–94], y cada pareja de vermes adultos llega a producir

unos 300 huevos por día o 3.500 en el caso de S. japonicum [58, 60, 94],

como se había mencionado con anterioridad.

Los mecanismos que promueven su longevidad son de vital

importancia [120, 139, 275–281]. Los esquistosomas poseen un tegumento

con un citoplasma sincitial (figura I.5), estructura externa que recubre el

cuerpo del parásito constituido por una doble membrana (doble bicapa

lipídica) que sirve de interfase entre el parásito y su hospedador. Esta

superficie tiene un papel importante, en la adquisición de nutrientes

incluyendo carbohidratos, aminoácidos, lípidos, lipoproteínas y otros de

tamaño similar, tomados del hospedador. Así como de excreción de

productos catabólicos tales como el ácido láctico [56, 89, 95–97, 234, 282].

La membrana del tegumento se sustituye continuamente por vesículas

multilaminares que migran a la región apical del sincitio y se fusionan

con la membrana plasmática [95]. Sin embargo los vermes adultos

tienen un recambio más lento, aproximadamente 5 días [283], aunque

los fosfolípidos se someten a deacilación y reacilación muy rápida [284].

Los ácidos grasos requeridos para el proceso de deacilación/reacilación

tienen que ser obtenidos desde el hospedador, ya que como se mencionó

83



anteriormente los esquistosomas son incapaces de sintetizar ácidos grasos

“de novo”. Los ácidos grasos incorporados por el parásito pueden

ser modificados por elongación de la cadena, lo que resulta en un

perfil significativamente diferente a el del hospedador. En el caso

del tegumento de S. mansoni se ha encontrado que está altamente

enriquecido en 1-O-hexadecil-2- palmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (GPC

(O- 16: 0/16: 0)), una especie de alquiloacilo ausente en la sangre del

hospedador. Esta especie de PC puede servir como precursor para la

formación de factor activador de plaquetas [100], e incluso la organización

lípido-proteína de la membrana de los vermes adultos es muy diferente

a la de la esquistosómula [271, 284]. Algunos componentes lipídicos de

esta membrana, como la lisofosfatidilcolina, también lo protege de la lisis

ocasionada por leucocitos del hospedador [95].

El alto contenido en PC en el tegumento [241], hace que sea más resistente

a los daños causados por especies reactivas del oxígeno secretadas por

neutrófilos y macrófagos. Por lo tanto, este alto contenido de PC en el

tegumento refleja otra adaptación del parásito al hábitat intravascular y

a la exposición al sistema inmune del hospedador. Por consiguiente, la

alteración en la señalización de la membrana celular en los esquistosomas

podría ser una forma de adaptación bioquímica a respuestas inmunes del

hospedador y explica la inmunidad concomitante asociada con este parásito.
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I.4. Metabolismo de lípidos en esquistosoma

Existen estudios donde se ha medido el consumo de lípidos en los

hospedadores intermediarios, encontrándose que B. glabrata sometido

a un contenido alto en grasas e infectados con S. mansoni impiden el

desarrollo del parásito [275]. Por otra parte, se ha demostrado que la

infección por esquistosoma se podría contrarrestar con los efectos de una

dieta aterogénica modulando el metabolismo de lípidos e induciendo una

reducción en la concentración de colesterol total en sangre del hospedador

definitivo [285]. Popiel et al. 1986 [286], estudiaron el metabolismo de

la absorción de colesterol por los vermes emparejados y no emparejados

de S. mansoni durante el emparejamiento. Los resultados mostraron que

vermes etiquetados con [3H]colesterol, perdieron hasta el 65% de su nivel

de colesterol. Esto sugiere que la transferencia de colesterol normal en

parejas de vermes es bidireccional y que se ve facilitada por el contacto

físico entre sus membranas. El intercambio de colesterol en parejas de

vermes de esquistosomas, puede ser una consecuencia del movimiento

o intercambio tegumental de moléculas entre machos y hembras. En

otro estudio, Silveira et al. 1986 [287], investigaron la transferencia de

colesterol y sus metabolitos entre machos y hembras de vermes adultos

de S. mansoni, encontrando que los machos adultos y las hembras de S.

mansoni son capaces de incorporar una tasa de colesterol y convertirlo en

varios metabolitos. Por otro lado, las esquistosómulas no pueden convertir

el colesterol incorporado [285]. El colesterol es otro de los constituyentes

principales de las membranas de eucariotas desempeñando un papel crucial
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en la organización celular. A menudo se encuentra distribuido de manera

no aleatoria en dominios dentro de la membrana. Observaciones recientes

sugieren que el colesterol ejerce muchas de sus acciones, manteniendo

un dominio de membrana, llamado "balsas lipídicas” (del inglés “lipid

raft”) [285]. Las balsas de lípidos son enriquecidos en colesterol y

esfingolípidos [271], y se piensa que actúan como plataforma a través

de la cual las señales de transducción son coordinadas y los patógenos

infectan con facilidad al hospedador. Se ha sugerido que las bicapas se

componen de dominios, que pueden ser considerados como equivalentes

a las balsas de lípidos, que parecen estar universalmente presentes en

las membranas [271]. Por el momento, la información que se encuentra

disponible con respecto a las balsas lipídicas en S. mansoni, es el hallazgo

de una proteína denominada Smp-044750 (marvel-containing potential

lipid raft-associated protein [Schistosoma mansoni ]), en estudios “in silico”

reportados por Protasio et al. en 2012 [288]. Además recientemente se ha

realizado una tesis de máster en el Reino Unido, donde la mayoría de los

resultados de este estudio nos indica la presencia de balsas lipídicas en

la superficie de S. mansoni y destaca la importancia potencial que estos

dominios desempeñan en este parásito [289].

Con respecto a los plasmalógenos, es importante aclarar que son éteres

lipídicos que se caracterizan por un enlace éter (1′-alquinil) en la posición

sn1 (ver figura I.16 de plasmalógeno) de los fosfolípidos y pueden compensar
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I.4. Metabolismo de lípidos en esquistosoma

una parte importante del grupo de fosfolípidos totales en los sistemas

de membrana. Debido a la diferente estructura molecular del enlace en

la posición sn1, la presencia de plasmalógenos también puede alterar las

propiedades físicas de las membranas y modular la actividad de proteínas

asociadas [290, 291]. Brouwers J et al. [240], identificaron una especie de

PC, que esta altamente enriquecido en el tegumento de S. mansoni, y

que podría servir como precursor de PAF y la composición de las especies

moleculares de PE y PC en el parásito es muy distinta de la composición

que se encuentra en la sangre de la que se alimentan. Esto sugiere el

uso de mediadores lipídicos específicos como por ejemplo una especie de

PC encontrada en el parásito con un doble enlace en la posición 5Z de

la cadena AG 18:1, involucrados en procesos de interacción de señales del

esquistosoma con su hospedador [100]. En resumen, el metabolismo de

los lípidos de los esquistosomas adultos parece estar ajustado de forma

óptima a su vida parasitaria, y como el mayor número de los lípidos que se

encuentran en S. mansoni han sido sintetizados por su hospedador, son en

su gran mayoría el resultado derivado de pequeñas adaptaciones realizadas

por el mismo parásito.
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Los alquilfosfolípidos (APLs) y

su actividad antiparasitaria

Los análogos sintéticos de la fosfatidilcolina (PC) y de la

lisofosfatidilcolina, con enlaces tipo éter que fueron sintetizados como

análogos de la 2-lisofosfatidilcolina (lisolecitina, figura I.19) durante

la década de 1960, como consecuencia de estudios en colaboración

entre varios grupos de investigación (Herbert Fisher, Otto Westphal,

Hans Ulrich Weltzien y Paul Gerhard Munder en el Max-Plank-Intitut

für Immunobiologie en Freiburg, Alemania), con el objetivo inicial de

identificar nuevos inmunomoduladores [292]. Munder et al. observaron

que modificando en la lisolecitina un enlace éster por un enlace éter en las

posiciones sn1 y sn2 del esqueleto de glicerol (figura I.11), se evitaba la

degradación de las moléculas por enzimas tipo lisofosfolipasas (figura I.14)
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I.5. Los alquilfosfolípidos (APLs) y su actividad antiparasitaria

y aciltransferasas, alargando su vida media comparada con la lisolecitina

natural. Además resultaron ser potentes inmunomoduladores, presentando

una actividad selectiva en células cancerígenas [243,293–295].

Miltefosina

O P

O

O

O
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Figura I.19: Formula estructural química de algunos de los APLs, comparados
con la estructura química general de la 2-lisofosfatidilcolina y el factor activador
plaquetario (PAF).

Los lípidos antitumorales o análogos del alquil-lisofosfolípidos del inglés

Alkyl-Lysophospholipid Analogs (ALPs), también conocidos como lípidos

sintéticos antitumorales del inglés Synthetic Antitumor Lipids (ATLs) o
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análogos alquilfosfolípidos del inglés Alkylphospholipid Analogs (APLs),

constituyen una familia de compuestos anticancerosos que a diferencia

de la mayoría de los antitumorales utilizados en clínica en la actualidad,

presentan dos características interesantes: actuar sobre las membranas

celulares y no tener como diana el ADN [295–297].

Los APLs pueden clasificarse en dos grandes categorías atendiendo a su

estructura química:

A. Los fosfolípidos alquiléter, conocidos como éter lípidos antitumorales

o análogos de alquil-lisofosfolípidos, contienen enlaces éter en

el esqueleto del glicerol, y su prototipo es la edelfosina

(1-O-octadecil-2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina) (figura I.19).

B. Las alquilfosfocolinas carecen del grupo glicerol y están constituidas

por una cadena larga hidrocarbonada unida a una fosfobase. La

miltefosina (hexadecilfosfocolina) es el arquetipo de estos compuestos

[296–298], (I.19). Otros compuestos pertenecientes a esta familia son

la perifosina y la erucilfosfocolina.

Aunque se ha considerado que los APLs y como prototipo la edelfosina

actúan de forma similar, existen ciertas diferencias entre las familias de

APLs. Además los mecanismos de acción no se conocen en detalle [299].

La edelfosina es un compuesto no mutagénico, ya que no tiene como diana

el ADN celular e induce apoptosis de forma selectiva en células tumorales
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I.5. Los alquilfosfolípidos (APLs) y su actividad antiparasitaria

[297,300,301] a través de un mecanismo de acción que implica la activación

intracelular del receptor de muerte Fas/CD95 mediante su reclutamiento

y concentración en los denominados “lipids rafts” [298, 302–304], (ver

tabla I.5). La edelfosina, actuando a través de este mecanismo, parece

ser particularmente eficaz frente a tumores hematológicos [304–308]. Los

mecanismos de acción de los APLs conocidos hasta el momento difieren de

fármacos quimioterapéuticos clásicos y abarcan varios puntos:

a. Interferencia con el metabolismo de fosfolípidos y la homeostasis

del colesterol (ver tabla I.5. Se puede observar una representación

esquemática de la inhibición de PLC, PLD y CCT en la figura I.20,

I.21).

b. Inhibición de las vías de supervivencia (Akt, ERK). Se puede observar

un esquema de este mecanismo en la figura I.22.

c. La señalización pro-apoptótica inducida por el estrés en presencia de

APLs, induce a la pérdida del potencial transmembrana mitocondrial.

Además se presenta una acción antitumoral selectiva a través de un

mecanismo de acción único por la activación intracelular del receptor

de muerte Fas / CD95 [297,298,308]. Esta acción se representa en la

figuras I.21, donde se oberva el efecto proapoptótico de la edelfosina

(micelas de APLs) en los lipid raft de células tumorales [302].
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A nivel de la proteína APLs Efecto Efecto secundario Vía de señalización
Retículo endoplásmico
CT → Síntesis de PC ↓ Edelfosina Inhibición SMS ↓ Apoptosis
Intercambio de lípidos ↓ Edelfosina, miltefosina Inhibición ROS (mitocondria) ↑ SAPK/JNK
Membrana plasmática
PLC → DAG (β1) Edelfosina Inhibición RasGRP, PKC, PKD ↓ MAPK/ERK ↓

PLD → PA Edelfosina Inhibición PKCζ, c-Raf, ↓ MAPK/ERK, ↓
mTOR ↓ Akt ↓

PI3K → PIP3
Edelfosina, miltefosina, Inhibición PDK, Akt ↓ Akt ↓perifosina

Intercambio de lípidos ↓ Edelfosina Inhibición ROS ↑ (mitocondria) SAPK/JNK

Lipid raft (Fas/CD95) Edelfosina, perifosina Activación

Reclutamiento de
Fas/CD95 y señalización Apoptosis
molecular intracelular
a través de los lipid raft

Tabla I.5: Resumen del efecto de los APLs en el metabolismo de los lípidos
sobre algunas de sus dianas moleculares localizadas en la membrana y las vías de
traducción intracelular de dicha señales [302,309].

Los datos obtenidos hasta el momento indican que la edelfosina induce

la muerte de las células tumorales a través de la activación directa de

la maquinaria apoptótica y de esta forma podría considerarse como

un buen inductor de apoptosis en distintos sistemas biológicos. En este

sentido, la edelfosina induce muerte celular también en levaduras [310–312].
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Growth factor
receptor

Inactive transcription
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P
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PKD RasGRP
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P P

P P
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PLD

PA

Micelle forming for APLs
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Figura I.20: Efecto de los APLs en la inhibición de PLD y PLC. Debido a su
estructura química, se espera que los APLs se inserten en la bicapa lipídica de las
membranas plasmáticas a través de su larga cadena hidrocarbonada apolar (cola
hidrofóbica). Los APLs (edelfosina) son compuestos anfifílicos tensoactivos, que
contiene tanto un extremo hidrofílico y otro hidrófobo, y puede solubilizarse en
agua formando micelas [302].
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Figura I.21: Efecto de los APLs en los lipid raft de membrana.

Además de su actividad antitumoral, edelfosina y miltefosina tienen

otras indicaciones terapéuticas, incluyendo el tratamiento de enfermedades

autoimunes e inflamatorias como la esclerosis múltiple, o actuando en

diferentes tipos de infecciones antibacterianas, antifúngicas, antiviral [297,

313–316], y antiparasitarias [317–320]. Sin embargo, el tipo de muerte

inducida, el mecanismo de acción en modelos in vivo, tanto en leishmaniosis

como esquistosomosis aún permanecen sin dilucidar por completo. En

cuanto al mecanismo de acción, evidencias indirectas sugieren que el

metabolismo lipídico [245, 321, 322] y la mitocondria [323] pueden estar

implicados probablemente en la acción antiparasitaria de la edelfosina y

otros APLs, si bien el mecanismo molecular completo responsable de la
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I.5. Los alquilfosfolípidos (APLs) y su actividad antiparasitaria
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Figura I.22: Efecto de los APLs en la inhibición de PI3K y Akt.

acción antiparasitaria se desconoce por el momento.

En parásitos pertenecientes al orden Kinetoplastida (figura I.1), es donde

se tiene mayor información sobre el efecto o actividad antiparasitaria de

los APLs, tanto in vitro como in vivo. Investigadores liderados por Croft

et al. en 1996 [324], obtuvieron resultados donde destacan el efecto de

la miltefosina e ilmofosina como los compuestos que presentaron mayor

actividad contra L. donovani y T. cruzi. Otros estudios también habían

demostrado que la miltefosina era más activa contra T. cruzi que los
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fármacos de elección utilizados (NF y BZ) [325–330]. En la misma década,

este grupo [324], llevó a cabo los primeros estudios de la actividad de

cuatro APLs (edelfosina, miltefosina, ilmofosina y SRI 62-834) contra los

tripanosomas africanos, encontrado una acción moderada contra T. brucei.

Los APLs fueron considerablemente menos activos in vitro contra las

formas de tripomastigotes extracelulares de T. brucei en torrente sanguíneo

y ninguno de los APLs mostraron actividad contra la infección aguda en

ratones. Igualmente, Konstantinov et al. en 1997 [331], utilizando cuatro

formas de tripomastigotes de las subespecies T. brucei brucei, T. gambiense

y T. rhodesiense, además y cuatro APLs del grupo de las alquilfosfocolinas,

encontraron una acción moderada contra estos tripanosomas africanos.

Finalmente, Papagiannaros et al. en el 2005 [332], utilizado formulaciones

liposómicas de miltefosina, encontraron que la actividad tripanocida resulto

mejor in vitro que in vivo contra T. brucei.

En leishmaniosis es donde se tiene mayor información sobre el efecto

o actividad antiparasitaria de los APLs, tanto in vitro como in vivo y

dentro de los APLs es la miltefosina la que es utilizada hoy en muchas

regiones como fármaco de elección contra esta enfermedad. Los estudios

de la actividad anti-Leishmania de los APLs, comenzaron en la década

de 1980, contra L. donovani [333, 334]. Los APL han sido eficaces contra

diferentes especies de Leishmania, incluyendo L. donovani, L. infantum

(Viejo Mundo) / chagasi (Nuevo Mundo), L. major, L. braziliensis, L.

amazonensis, L. mexicana, L. panamensis , L. guayanensis, L. tropica,

96
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L. aethiopica y L. lainsoni [28, 319, 335–339]. Después de que Croft et al.

en 1987 [334] estudiaron el efecto de miltefosina contra amastigotes de L.

donovani, este fármaco paso a convertirse en el APL más estudiado contra

protozoo como T. cruzi, T. brucei y diferentes especies de Leishmania.

Más tarde, después de ocho ensayos clínicos exitosos [340], la miltefosina

fue registrada bajo el nombre comercial de ImpavidoR© para el tratamiento

de la leishmaniosis visceral humana en la India en marzo de 2002, y en

Alemania en 2004 por Zentaris (Frankfurt, Alemania) [28]. A partir de este

momento se convirtió en el primer tratamiento oral de la leishmaniosis

visceral y es el fármaco más reciente que ha llegado al mercado para

el tratamiento de esta enfermedad. En realidad, la mejor perspectiva

para la miltefosina como un tratamiento efectivo para ambas leishmaniosis

tanto visceral como cutánea, consiste en su asociación con otros fármacos

[314, 341, 342]. Muy recientemente, edelfosina ha demostrado ser eficaz

contra diferentes especies de Leishmania, tanto en estudios in vitro como

in vivo, presentando un mejor perfil que la miltefosina en la generación

de resistencia a los medicamentos [319]. Otros autores afirman que

la edelfosina es más activa que la miltefosina contra promastigotes y

amastigotes intracelulares de L. amazonensis [323]. Además, edelfosina

ejerce un potente efecto anti-inflamatorio [313], y esto representa un punto

muy importante, ya que varios de los datos clínicos de la leishmaniosis se

deben a una respuesta inflamatoria. En la actualidad, la miltefosina es

el único APL en el mercado para el tratamiento de la leishmaniosis, pero

97



la gran actividad anti-Leishmania tanto a nivel in vitro como in vivo de

edelfosina y perifosina, podría constituir un cambio en la terapéutica de

esta enfermedad [319,343,344].

Con respecto a la actividad de los APLs en helmintos, podríamos

mencionar lo siguiente: En la hidatidosis, el tratamiento quimioterapéutico

se basa en carbamato y derivados del benzimidazol tales como mebendazol

(MBZ) y albendazol (ABZ). Además, se están realizando esfuerzos para

combinar PZQ y ABZ con el fin de obtener un efecto sinérgico con actividad

antiparasitaria en el tratamiento de la hidatidosis quística [38, 39]. Por el

momento, sólo encontramos información de dos ensayos de APLs en esta

enfermedad [345, 346], sin ningún efecto significativo contra este parásito.

En los últimos años se han realizado algunos estudios sobre APLs en

Schistosoma, en particular utilizando miltefosina, y después de obtenerse su

registro comercial en el año 2002 [28], Virbac (Milán, Italia) en colaboración

con Zentaris (Frankfurt, Germany) desarrollaron una formulación específica

para uso veterinario en Europa con el nombre comercial de MilteforanR©.

Gracias a ello, Eissa et al. [318], demostró su efecto sobre las diferentes fases

de S. mansoni , con la administración oral de MilteforanR© con una dosis

diaria de 20 mg/kg durante cinco días, necesaria para inducir una reducción

significativa de la carga de los vermes, del tamaño de los granulomas

hepáticos y de la mejora en la afectación hepática. Posteriormente, el mismo

grupo [347], demostró que la miltefosina tiene una actividad larvicida contra

una de las fases acuáticas (miracidios) de S. mansoni y S. haematobium,
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comprobando también la exposición del parásito a concentraciones de 25

µM de miltefosina durante 5 días con un efecto letal in vitro en vermes

adultos de ambas especies. Además, Bertao et al. [348], informaron de la

muerte de los parásitos adultos in vitro 3 h después de cultivar los vermes

adultos con miltefosina a concentraciones de 200 µM. Por tanto, los APLs

y dentro de estos la edelfosina, se destaca como una molécula prometedora

en el futuro tratamiento contra algunos de los parásitos mencionados en

esta memoria.
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Hipótesis

El fármaco de elección para tratar la esquistosomosis es el praziquantel,

aunque su falta de eficacia contra formas juveniles y la generación de

resistencias sobre todo tras los tratamientos masivos que se realizan en

áreas edémicas, nos sugiere, disponer de otros fármacos activos contra

esta enfermedad. Los análogos Alquilfosfolípidos (APLs) son compuestos

con acción antitumoral que han mostrado eficacia contra parasitosis,

principalmente leishmaniosis y tripanosomosis. Por tanto, nuestra hipotesis

de trabajo es que estos fármacos podrían constituir una nueva alternativa

en la terapia de la esquistosomosis.
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II.2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el efecto in vitro e in vivo de los alquilfosfolípidos utilizando un

modelo experimental de esquistosomosis murina.

II.2.1 Objetivos específicos

1. Obtener cultivos de esquistosómulas y vermes adultos de S. mansoni

para realizar ensayos farmacológicos.

2. Comprobar dos parámetros de muerte de esquistosómulas y vermes

adultos frente a edelfosina, miltefosina, perifosina y erucilfosfocolina.

3. Realizar comparación de la muerte in vitro de esquistosómulas y

adultos de S. mansoni a diferentes concentraciones de cuatro análogos

alquilfosfolípidos.

4. Estudiar la actividad antiparasitaria en ratones CD1, tratados con

edelfosina durante todo el proceso de infección con S. mansoni, y el

posible uso como profiláctico.
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5. Identificar la respuesta inmunológica en ratones CD1, tratados con

edelfosina, praziquantel y su combinación.

6. Identificar la presentación o ausencia de apoptosis como posible

causa de muerte de los parásitos en respuesta al tratamiento in vitro

a la edelfosina.

A continuación de este capítulo, se dará comienzo al capitulo

denominado artículos, el cual está contenido la mayoría de los materiales

y métodos, resultados y demás presentado en forma de publicaciones

aceptadas como producto final del proyecto de investigación realizado

durante el trabajo doctoral de esta tesis.
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Abstract

Background: Schistosomiasis is a parasitic disease caused by trematodes of the genus Schistosoma. Five species of
Schistosoma are known to infect humans, out of which S. haematobium is the most prevalent, causing the chronic parasitic
disease schistosomiasis that still represents a major problem of public health in many regions of the world and especially in
tropical areas, leading to serious manifestations and mortality in developing countries. Since the 1970s, praziquantel (PZQ) is
the drug of choice for the treatment of schistosomiasis, but concerns about relying on a single drug to treat millions of
people, and the potential appearance of drug resistance, make identification of alternative schistosomiasis chemotherapies
a high priority. Alkylphospholipid analogs (APLs), together with their prototypic molecule edelfosine (EDLF), are a family of
synthetic antineoplastic compounds that show additional pharmacological actions, including antiparasitic activities against
several protozoan parasites.

Methodology/Principal Findings: We found APLs ranked edelfosine. perifosine. erucylphosphocholine. miltefosine for
their in vitro schistosomicidal activity against adult S. mansoni worms. Edelfosine accumulated mainly in the worm
tegument, and led to tegumental alterations, membrane permeabilization, motility impairment, blockade of male-female
pairing as well as induction of apoptosis-like processes in cells in the close vicinity to the tegument. Edelfosine oral
treatment also showed in vivo schistosomicidal activity and decreased significantly the egg burden in the liver, a key event
in schistosomiasis.

Conclusions/Significance: Our data show that edelfosine is the most potent APL in killing S. mansoni adult worms in vitro.
Edelfosine schistosomicidal activity seems to depend on its action on the tegumental structure, leading to tegumental
damage, membrane permeabilization and apoptosis-like cell death. Oral administration of edelfosine diminished worm and
egg burdens in S. mansoni-infected CD1 mice. Here we report that edelfosine showed promising antischistosomal
properties in vitro and in vivo.
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Introduction

Schistosomiasis is a parasitic disease caused by trematodes of the

genus Schistosoma, being a major problem of public health. The

genus Schistosoma contains 21 species, which are classified into

four groups according to the geographic distribution, morphology

of the parasite’s eggs, and the intermediate host. Five major

schistosome species are able to infect humans: S. haematobium, S.
mansoni, S. intercalatum, S. japonicum, and S. mekongi, although

human infections by S. malayensis, S. mattheei, and S. guineensis
have also been described. Schistosomiasis is acquired by contact

with freshwater contaminated with cercariae larvae, which actively

penetrate mammal skin and transform into the schistosomula

phase, migrating toward the lungs and then re-entering the venous

circulation [1]. Both male and female schistosome parasites

achieve sexual maturity in the bloodstream, then sexual repro-

duction occurs with the deposition of hundreds to thousands of

eggs per day. Deposition of Schistosome eggs in the tissues is a

stimulus to the influx of immune cells that leads to the

development of a granulomatous reaction. This immunological

reaction protects the host by neutralizing the schistosome egg

antigens and destroying eggs. However, the granulomas are the
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most important pathogenic event in schistosomiasis since the

deposition of collagen and the development of fibrosis cause the

fibro-obstructive disease. Nevertheless, paradoxically, the devel-

opment of granulomatous inflammation around parasite eggs has

an essential host-protective and facilitates the successful excretion

of the eggs from the host [2–4]. The World Health Organization

(WHO) announced in October 2001 that schistosomiasis epide-

miology should be recalculated. It is estimated more than 700

million people in 78 countries endemic for schistosomiasis are at

risk of this disease. Furthermore, 240 million people are infected

(80% in sub-Saharan Africa), 120 million have symptoms, and 20

million have severe disease, which results in approximately

280,000 deaths annually [2,5,6]. An additional report even

increases the estimate of infected people to 391–597 million [7].

Some authors report the significant impact of the morbidity caused

by schistosomiasis, as reflected in the loss of 1.53 million disability-

adjusted life years [1]. The disease is among the Neglected

Tropical Diseases catalogued by the Global Plan to combat

Neglected Tropical Diseases 2008–2015, and is considered to be

the second most socioeconomically devastating parasitic disease by

the WHO, immediately after malaria [8].

Praziquantel is the main drug for the treatment of schistosomi-

asis, since oxamniquine and metrifonate are not currently

available [9,10]. However, praziquantel does not prevent reinfec-

tion and its administration requires taking into consideration the

stage of the disease. Praziquantel is highly efficient against adult

worms, being less effective against juvenile parasites (7–35 days)

[11]. In the chronic phase, the dose of praziquantel depends on

the species involved [2,12]. The fact that schistosomiasis treatment

is limited to one single pharmaceutical presents the risk associated

with the appearance of resistances. The WHO has recognized the

necessity of identifying new compounds as alternatives to

praziquantel. In the last decade, only derivatives of artemisinin

have appeared as a complement to the therapy against schisto-

somiasis. The use of these derivatives in combination with

praziquantel can be a good strategy of control, since the

artemisinin derivatives are effective against the juvenile phases of

the parasite [9]. In addition, the activity of the artemisinin

derivatives as antiparasitic chemotherapy has been demonstrated

in numerous clinical trials [13–15]. However, the use of these

antimalarial drugs in the treatment and/or control of schistoso-

miasis might lead to the appearance of malaria resistance to these

compounds. Several experts are warning about the putative

emergence of resistance to praziquantel, due to its massive use in

schistosomiasis control campaigns, and the existence of drug

resistant parasites in laboratory isolates [16]. This makes it

necessary to find new molecules or therapeutic targets for

schistosomiasis control.

Alkylphospholipid analogs (APLs) are a class of structurally

related synthetic lipid compounds, including edelfosine, miltefo-

sine, perifosine, and erucylphosphocholine (Figure 1), that act on

cell membranes rather than on DNA [17–19]. Edelfosine (1-O-

octadecyl-2-O-methyl-rac-glycero-3-phosphocholine), considered

as the prototype APL molecule, is a promising antitumor ether

phospholipid drug [20–22], which acts by activating apoptosis

through its interaction with cell membranes [19,23–25]. In

addition to its antitumor activity, edelfosine has been shown to

exert in vitro and in vivo antiparasitic activity against different

species of Leishmania parasites [26]. Miltefosine has also been

shown to exert activity against leishmaniasis and schistosomiasis

[27,28]. Both Leishmania and Schistosoma parasites share

geographic areas in tropical and subtropical countries [29,30].

Here we have investigated the putative anti-schistosomal proper-

ties of edelfosine, as compared to other APLs, by in vitro and in
vivo approaches, using an experimental mouse model of S.
mansoni infection.

Figure 1. Chemical structures of edelfosine, miltefosine, perifosine and erucylphosphocholine.
doi:10.1371/journal.pone.0109431.g001

Anti-Schistosomal Activity of Ether Lipid Edelfosine
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Materials and Methods

Ethics statement
Animal procedures in this study complied with the Spanish (Ley

32/2007, Ley 6/2013 and Real Decreto 53/2013) and the

European Union (European Directive 2010/63/EU) regulations

on animal experimentation for the protection and humane use of

laboratory animals, and were conducted at the accredited Animal

Experimentation Facility of the University of Salamanca (Register

number: PAE/SA/001). Procedures were approved by the Ethics

Committee of the University of Salamanca (protocol approval

number 48531). The animals’ health status was monitored

throughout the experiments by a health surveillance program

according to Federation of European Laboratory Animal Science

Associations (FELASA) guidelines.

Drugs
Edelfosine (1-O-octadecyl-2-O-methyl-rac-glycero-3-phospho-

coline) was obtained from R. Berchtold (Biochemisches Labor,

Bern, Switzerland). Miltefosine (hexadecylphosphocholine) was

from Calbiochem (Cambridge, MA). Perifosine (octadecyl-(1,1-

dimethyl-piperidinio-4-yl)-phosphate) and erucylphosphocholine

((13Z)-docos-13-en-1-yl 2-(trimethylammonio)ethyl phosphate)

were from Zentaris (Frankfurt, Germany). Stock sterile solutions

of the distinct APLs (2 mM) were prepared in RPMI-1640 culture

medium (Invitrogen, Carlsbad, CA), supplemented with 10%

heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 2 mM glutamine, 100

IU/mL penicillin, and 100 mg/mL streptomycin, as previously

described [20]. Praziquantel (PZQ) was obtained as Biltricide

tablets (Bayer Vital, Leverkusen, Germany) and was dispersed in

water with 2–2.5% Cremophor A6 oil-in-water emulsifier (Sigma,

MO).

Parasite maintenance, recovery and culture
Cercariae of Schistosoma mansoni (LE strain) were maintained

routinely in Biomphalaria glabrata snails and female CD1 mice

(Charles River, Criffa S.A., Barcelona, Spain) at University of

Salamanca. Mice were maintained in polycarbonate and wire

standard cages for 10 mice with food and water ad libitum in an

environment under an alternating 12/12-h light-dark cycle at

20uC. Six-week-old females weighing 23–26 g were percutane-

ously infected with 150 S. mansoni cercariae per animal after

being restrained with a mixture of ketamine 50 mg/kg of body

weight, diazepam 5 mg/kg and atropine 1 mg/kg injected

intraperitoneally. After 7–8 weeks, mice were killed with a lethal

dose of 60 mg/kg of pentobarbital plus heparin (2 IU/mL) and

then perfused aseptically with PBS and heparin (500 IU/L) to

obtain couples, males and females from the portal and mesenteric

veins [31,32]. The worms were washed in RPMI-1640 culture

medium (Invitrogen, Carlsbad, CA), kept at pH 7.5 with 20 mM

HEPES and supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine

serum (FBS), 2 mM L-glutamine, 100 IU/mL penicillin, and

100 mg/mL streptomycin, as previously described [31]. All mice

were monitored daily by the staff from Animal Experimentation

facility and after day 42 post-infection by a member of the

research group qualified in animal welfare. Animals presenting

any deterioration of the health status were killed with a lethal dose

of pentobarbital 60 mg/kg.

In vitro antischistosomal activity
Adult worms washed in RPMI-1640 were collected, counted,

and transferred to RPMI-1640 medium (supplemented with

20 mM HEPES, 100 IU/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin

and 2 mM L-glutamine). The worms were rinsed twice with this

medium and distributed one pair of adult worms per well in 24-

well culture plates. FBS was added to a final concentration of 10%,

and the cultures were incubated at 37uC in a 5% CO2

atmosphere. After 2 h of culture to allow for adaptation, APLs

were added to a final concentration of 1 to 80 mM (from a stock

solution of 2 mM in RPMI-1640). The effects of APLs on S.
mansoni adult worms were monitored every 24 h during 168 h for

control groups and APL treatments. A number of parameters were

evaluated to assess worm general condition, including: motility,

alterations in the tegument, mortality rate, and changes in pairing

[33]. The worms were considered dead when no movement was

detected for at least 2 min of examination [34]. Additional criteria

for viability were the MTT assay (see below), as well as pairing,

egg production, and video-imaging to record morphological

alterations and dead worms [35]. Worms were observed under a

Nikon eclipse Ti inverted research microscope (Nikon Instru-

ments, Amstelveen, The Netherlands). Video recordings were

taken using a ProgRes C3 camera and a ProgRes MAC

CapturePro software version 2.7 (JENOPTIK Optical Systems,

Jena, Germany). As controls, pairs of S. mansoni adult worms were

incubated in the presence RPMI-1640 (negative control) or were

killed by heating at 56uC or treatment with 10 mM PZQ (positive

control). All experiments were carried in quadruplicate.

Assay for parasite viability
A three-step colorimetric quantitative assay based on 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT)

was used to assess parasite viability [36]. The MTT assay is based

on the uptake of the tetrazolium salt by viable/living cells followed

by its reduction in the mitochondria to purple formazan, the

colored product. The amount of formazan produced is propor-

tional to the number of living cells, giving a measure of viability. In

this study, worms were distributed (one pair of adult worms per

well) in 96-well culture plates, containing 100 mL of phosphate

buffered saline (PBS) with 0.5 mg MTT/mL for 30 min at 37uC.

The solution was carefully removed and replaced with 200 mL

dimethylsulfoxide (DMSO). Worms incubated in drug-free RPMI-

1640 medium (negative control group) were allowed to stand in

DMSO at room temperature for 1 h, and absorbance was read at

550 nm using an ELISA reader (Anthos 2010; Anthos Labtec

Instruments, Wals, Austria). Heat-killed worms at 56uC and

worms treated with 10 mM PZQ were used as positive control

groups. APLs were added to a final concentration of 1 to 80 mM

(from a stock solution of 2 mM in RPMI-1640) for up to 168 h

incubation.

We studied the incorporation of propidium iodide (PI) in adult

worms to assess the differential membrane permeability to this

dye. The effect of edelfosine (1–80 mM) was analyzed following

incubation for 24 h. After washing the parasites, PI was

simultaneously added to each well of the microtiter plate to

obtain a final concentration of 2.0 mg/mL in 96-well microtiter

plates. Fluorescently labeled parasites were subsequently detected

using a BioTek Synergy 2 (BioTek Instruments, Winooski, VT)

fluorescent plate reader containing appropriate filters (485/20 nm

excitation, 645/20 nm emission). All experiments were carried in

quadruplicate.

Distribution of fluorescent edelfosine analog in
S. mansoni

Four couples of adult worms were transferred and maintained in

RPMI-1640 medium supplemented with 20 mM HEPES, 100

IU/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin. Each well of a 24-

well culture plate containing 2 mL of RPMI-1640 culture medium

and two parasitic couples was incubated for 1 h with 10 mM of the

Anti-Schistosomal Activity of Ether Lipid Edelfosine
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fluorescent edelfosine 1-O-[119-(60-ethyl-10,30,50,70-tetramethyl-40,

40-difluoro-40-bora-3a0,4a0-diaza-s-indacen-20-yl)undecyl]-2-O-

methyl-rac-glycero-3-phosphocholine [37,38]. In addition, two

parasitic couples were incubated in RPMI-1640 only (control of

autofluorescence). Parasites were analyzed with a Zeiss

Axioplan 2 fluorescence microscope (Carl Zeiss, Oberkochen,

Germany). All experiments were performed in quadruplicate.

Assessment of apoptosis by TUNEL Assay
The DeadEnd Fluorometric TUNEL System (Promega,

Madison, WI) was used to detect apoptosis. Parasite sections

(4 mm) were deparaffinized in xylene, and rehydrated in graded

ethanol and distilled water. After being rinsed three time with

PBS, the slides were permeabilized with proteinase K (20 mg/mL)

in proteinase K buffer (100 mM Tris-HCl, pH 8.0, 50 mM

EDTA) for 15 min at room temperature. The slides were

incubated with equilibrium buffer [200 mM potassium cacodylate,

25 mM Tris-HCl, pH 6.6, 0.2 mM dithiothreitol (DTT),

0.25 mg/mL bovine serum albumin, 2.5 mM cobalt chloride] at

room temperature for 30 min, followed by assessment of cell

apoptosis with a terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick

end labeling kit according to the manufacturer’s instructions, and

using fluorescence microscopy (Carl Zeiss). In histological sections,

the apoptotic index, defined as the percentage of apoptotic cells,

was used as a quantitative measure of apoptosis. The apoptotic

index was determined as follows: (number of TUNEL-positive

cells/total number of cells) x 100.

Histopathological analysis
Parasites were fixed in 4% buffered paraformaldehyde and

embedded in paraffin. The tissue sections of schistosomes (4 mm)

were deparaffinized and hydrated in graded ethanol and PBS, and

stained with hematoxylin and eosin (H&E). Histopathological

evaluation was done under microscope analysis. The slides were

viewed using an Olympus BX51 microscope coupled with

Olympus DP Controller software to capture images [39,40].

In vivo study of antischistosomal activity
Six-week-old female CD1 mice (Charles River), weighing 23–

26 g, were kept in the Animal Experimentation Facility. Mice

were randomly allocated into three experimental groups and all

were chemically restrained and percutaneously exposed to 150 S.
mansoni cercariae per animal [32]. Group 1 received the vehicle

solution (water) via oral administration from day 42 to day 52 post-

infection (p.i.) (n = 7); group 2 were orally treated with 500 mg/

kg/day of PZQ on days 47 and 48 p.i. (n = 7); and group 3 were

orally treated with 45 mg/kg/day of edelfosine from day 42 and

52 p.i. (n = 7). Mice were euthanized at week 9 p.i. with a lethal

dose of pentobarbital (60 mg/kg), and then perfused to recover

adult worms from portal and mesenteric veins [31,32]. The

number of parasite eggs per gram (epg) in liver was counted after

digestion with 25 mL 5% KOH (16 h at 37uC with gentle shaking)

[41].

Figure 2. In vitro effects of APLs on the viability of S. mansoni adult worms measured by MTT assay. Couples of adult worms were treated
with edelfosine (EDLF), miltefosine (MILTE), perifosine (PERI) or erucylphosphocholine (ErPC) at the indicated concentrations for 168 h. Data are
means 6 SEM of three separate experiments. Asterisks represent statistical significance with respect to control-live group. (*) P,0.05; (***) P,0.001.
doi:10.1371/journal.pone.0109431.g002
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Statistical analysis
Results were analyzed in GraphPad Prism Version 5 (Graphpad

Software Inc.) and are expressed as mean 6 SEM. Test for

normality was performed by Kolmogorov-Smirnov, and then one-

way ANOVA analysis of variance, followed by Dunnett’s or

Kruskall Wallis comparison test, were performed to determine any

statistical differences between treated groups and untreated

controls. The data were considered significant if P-value was ,

0.05.

Results

In vitro schistosomicidal activity of APLs
First we analyzed the schistosomicidal activity of the four most

clinically relevant APLs, namely edelfosine, perifosine, miltefosine

and erucylphosphocholine, used at the range of 1–80 mM, against

adult worms. By testing parasite viability using the MTT assay

after 168 h incubation, we found that edelfosine was the most

active APL in killing S. mansoni adult worms, being effective at

20 mM, whereas miltefosine was inactive even at the highest

concentration used (80 mM) (Figure 2). Perifosine decreased

parasite viability at 40 mM and erucylphosphocholine at 80 mM

(Figure 2). The differential schistosomicidal activity of the above

APLs was further supported by the microscopic observation of S.
mansoni adult worms incubated as above with the four APLs at a

concentration range of 1–80 mM to examine separation of coupled

pairs, mortality, decrease in motor activity, and tegumental

alterations as shown in Table 1 and Tables S1–S3. Again,

edelfosine was the most potent APL in promoting parasite death

(50% at 10 mM and 100% at 20 mM) in S. mansoni adult forms

after 168 h treatment (Table 1). Incubations with 1 and 5 mM

edelfosine resulted in effects on motor activity and tegumental

alterations (Table 1), indicating that S. mansoni adult forms were

very sensitive to edelfosine treatment. Perifosine also showed

significant schistosomicidal activity, but higher drug concentra-

tions were required to achieve similar effects to those exerted by

edelfosine (Table 1; Tables S1–S3). In contrast, erucylphospho-

choline (erucyl-PC) and miltefosine required very high doses of.

40 mM to elicit some effects on the parasites (Table 1). On the

basis of these morphological observations, erucylphosphocholine

was only able to kill parasites at 80 mM, whereas miltefosine was

unable to promote parasite death even at that concentration

(Table 1), thus further supporting the above MTT data.

Dose- and time-dependent effects of edelfosine on
S. mansoni adult worms

Because edelfosine was the most potent APL against S. mansoni
adults, we further analyzed the effects of this drug on these worms.

A time-course analysis of the effect of different concentrations of

edelfosine showed that this drug could kill S. mansoni adult worms

when incubated at 20 mM for 72 h (Figure 3) and at 30 mM for

48 h incubation (Figure 3). This is of interest as this concentration

range was similar to that found as steady-state concentration of

edelfosine in plasma (10–20 mM) in animal model in vivo assays

[21,22,42]. The induction of structural damage and death in S.
mansoni adult parasites by edelfosine was further supported by

time-lapse videomicroscopy (Video S1), showing an increased

intestinal lumen and oral as well as ventral sucker paralysis. In

addition, membrane permeabilization was detected by incorpora-

tion of propidium iodide (PI) into dead parasites (Figure 4A).

Parasite motility was also observed and measured under an

inverted light microscope, as lack of motility represents the death

of the parasite. We found that low concentrations of edelfosine (5–

10 mM) were enough to promote structural changes in the
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parasite, both in motor activity reduction and in the tegument, as

well as to split the pairs of coupled adult worms into individual

female and male worms (Table 1 and Video S1), the latter being

more affected than the former following incubation with 10 mM

edelfosine.

Effect of edelfosine on the egg production of S. mansoni
adult worms

Schistosome eggs are considered a major cause of liver injury

and illness. About half of the laid eggs lodge in the liver sinusoids,

where they are trapped acting as granulomatogenic triggers,

granuloma formation being strictly dependent on viable mature

eggs [43]. In order to evaluate the action of edelfosine on egg

production by adult worms of S. mansoni, edelfosine was

incubated at different concentrations for 168 h. As shown in

Fig. 4B, edelfosine (5–80 mM) treatment showed a significant

decrease in the number of eggs after 168 h of incubation. The

effect of edelfosine on the separation of the coupled adult worms

could be related to this decrease on egg production.

Figure 3. In vitro effects of edelfosine (EDLF) on the viability of S. mansoni adult worms measured by MTT assay. Couples of adult
worms were treated with EDLF at the indicated concentrations for 24 h, 48 h and 74 h. Data are means 6 SEM of three separate experiments.
Asterisks represent statistical significance with respect to control-live group. (**) P,0.01; (***) P,0.001.
doi:10.1371/journal.pone.0109431.g003

Figure 4. In vitro effects of edelfosine (EDLF) on the viability of S. mansoni adult worms measured by propidium iodide (PI)
permeabilization and in vitro effects of edelfosine on egg production. Couples of adult worms were treated with EDLF at the indicated
concentrations for 24 h (A) or 168 h (B), and then analyzed for membrane permeabilization using PI staining (A) and for the number of laid eggs,
monitored using an inverted microscope (B). RFU, relative fluorescence units. Data are means 6 SEM of three separate experiments. Asterisks
represent statistical significance with respect to control-live group. (**) P,0.01; (***) P,0.001.
doi:10.1371/journal.pone.0109431.g004

Figure 5. Distribution of the fluorescent edelfosine analog in S.
mansoni adult female worms. A) Control of autofluorescence in a
female cultured in RPMI-1640 only. B) Female incubated with the
fluorescent edelfosine analog. Arrows show a slightly increased staining
at the tegument. Scale bar, 0.2 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0109431.g005
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Distribution of fluorescent edelfosine analog in pairs of
adult S. mansoni worms

The major interface and physical barrier between the schisto-

some and its external environment is through the tegument,

consisting of a syncytium enclosed by a double outer tegumental

membrane made up of two apposed lipid bilayers, which coats the

worm and is a prime site of intimate host-parasite interaction. It

performs vital functions and is of crucial importance for

modulation of the host response and parasite survival [28]. By

using the fluorescent edelfosine analog 1-O-[119-(60-ethyl-

10,30,50,70-tetramethyl-40,40-difluoro-40-bora-3a0,4a0-diaza-s-inda-

cen-20-yl)undecyl]-2-O-methyl-rac-glycero-3-phosphocholine, which

has been previously used as a reliable analog of edelfosine to analyze

its subcellular localization in single cells [37,38], we found that adult

S. mansoni worms took up the fluorescent analog, showing a rather

diffuse staining in the whole worm, although it appeared to be most

concentrated at the tegument (Figure 5). Thus, these data indicate

that edelfosine is incorporated at the adult worm with a major

tegumental location.

Edelfosine induces apoptosis-like death in S. mansoni
adult worms and changes at the tegument

Induction of apoptotic cell death is one of the main mechanisms

by which edelfosine exerts its antitumor action [20,24,25]. On

these grounds, we analyzed whether edelfosine could promote

apoptosis in S. mansoni adult worms, by using the terminal

deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling

(TUNEL) technique for detecting DNA damage. Labeling of the

39-OH ends of DNA, generated by DNA fragmentation, through

incorporation of fluorescein-12-dUTP allowed visualization of

apoptotic cells as green fluorescent cells. Worms were permeabi-

lized and stained with 49,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) and

Figure 6. Edelfosine-induced apoptosis-like death as assessed by TUNEL assay. Adult worms were untreated (Control) or treated with
20 mM edelfosine (EDLF) for 12 h, 48 h and 72 h. Worms were analyzed by fluorescence microscopy for propidium iodide (PI) staining and TUNEL
assay, as well as for DAPI staining (nuclei) and light microscopy morphology. Merging of PI and TUNEL panels (Merge) shows the apoptotic nuclei in
yellow. Data shown are representative of four independent experiments. Histograms indicate the percentage of TUNEL-positive cells, as an estimate
of cells undergoing apoptosis. For each experiment, at least 100 cells were analyzed. Data are means 6 SEM of three separate experiments. Asterisks
represent statistical significance with respect to control-live group. (***) P,0.001. Scale bar, 100 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0109431.g006
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Figure 7. Morphological changes in S. mansoni adult worms following praziquantel or edelfosine treatments. H&E stained sections of
freshly recovered male parasites that were untreated (Control) or treated with 10 mM praziquantel (PZQ) or 20 mM edelfosine (EDLF) for 2 days.
Tubercle collapse (arrow), damages of the tegument surface, vacuolization of the subtegumental cells (asterisk) and destruction of muscle layers
(arrowhead) were observed after treatment with PZQ or EDLF.
doi:10.1371/journal.pone.0109431.g007

Figure 8. Effect on adult worm and egg burdens after treatment of S. mansoni-infected mice with praziquantel (PZQ) or edelfosine
(EDLF). (A) male and female worm burdens. (B) egg burden in liver. Infected mice were treated with 500 mg/kg (x2) PZQ or 45 mg/kg (x10) EDLF.
Each point represents data from an individual mouse. Horizontal bars indicate average values. (*) P,0.05. (**) P,0.01.
doi:10.1371/journal.pone.0109431.g008
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propidium iodide (PI) to visualize all nuclei from both non-

apoptotic and apoptotic cells in blue and red, while TUNEL-

positive cells were stained yellow in the row of the merged images

and non apoptotic cells as pink fluorescent cells. We found a

potent apoptosis-like response in edelfosine-treated S. mansoni
adult worms, this apoptotic-like response being particularly

abundant in cells close to the tegument (Figure 6). This

edelfosine-induced apoptosis-like response increased with the

incubation time (Figure 6). In addition, edelfosine treatment led

to severe lesions of the tegument and subtegument tissues in both

male and female worms, such as: i) tubercle collapse; ii) exfoliation

and erosion of the tegument surface together with exposure and

vacuolization of the subtegumental cells in the perinuclear

cytoplasm of syncytium and epithelium; iii) extensive destruction

of muscle layers (Figure 7 and Video S1).

In vivo schistosomicidal activity of edelfosine in mice
infected by S. mansoni

Daily oral administration of 15 or 30 mg/kg edelfosine was well

tolerated by CD1 mice, 45 mg/kg being the maximum tolerated

dose, following toxicity analyses, where animals were monitored

for body weight loss or any appreciable side effect, including

changes in strength and general condition. We found that oral

treatment of mice infected with S. mansoni led to a reduction in

the male (46.84 %) and female (29.1 %) worm burdens

(Figure 8A), the decrease in male worm burden being statistically

significant. PZQ treatment led to a practically complete depletion

of adult worms (Figure 8A), so praziquantel treatment was more

potent than that of edelfosine. Interestingly, edelfosine treatment

dramatically decreased the total number of eggs recovered in livers

(54.2% reduction), this inhibition in egg production being

statistically significant as was the corresponding reduction (77%)

exerted by praziquantel (Figure 8B).

Discussion

Our results show the first evidence for the in vitro and in vivo
schistosomicidal activity of the ether phospholipid edelfosine. This

ether lipid is considered as the prototype of APLs, a family of

compounds that act as promising drugs for diverse biomedical

applications, including the treatment of parasitic diseases [19,44].

Two previous reports have shown in vivo [28] and in vitro [45].

schistosomicidal activity of the APL miltefosine. However, here we

found that edelfosine showed a more potent schistosomicidal

activity, and APLs ranked edelfosine. perifosine. erucylpho-

sphocholine. miltefosine for their in vitro activity against S.
mansoni adult worms. Edelfosine shows also in vivo schistosomi-

cidal activity, and although its activity is not as potent as that of

praziquantel, the current drug of choice for schistosomiasis

treatment, our data indicate that oral treatment with edelfosine

decreases significantly the egg burden in liver, a key event in

schistosomiasis. Our present data suggest that edelfosine is

incorporated mainly in the worm tegument, promoting tegumen-

tal alterations, membrane permeabilization, motility impairment,

blockade of male-female pairing and additional structural changes,

which eventually lead to parasite death. In addition, we showed

the induction of apoptosis-like cell death in cells apposed to the

tegument, as visualized by TUNEL assays.

The integrity and function of the surface tegumental membrane

are critical to the survival and proliferation of Schistosoma. The

tegument, a syncytium covered by two lipid bilayers that is a

unique structure to all trematodes [46–49]. In fact the two lipid

bilayer structure pertains only to trematodes that live within blood

vessels [50], plays vital roles like evasion of the immune system,

acquisition of nutrients, excretion of catabolic products, targeted

drug absorption and other physiological processes [47,49,51–54].

Most of the drugs active against schistosomiasis damage the worm

tegument, including praziquantel [55], oxamniquine [56], arte-

mether [57], mefloquine [34,58], atorvastatin alone or in

combination with medroxyprogesterone acetate [59], and

thioxo-imidazoline compounds [60]. Scanning electron microsco-

py studies have recently shown that miltefosine induces severe

tegumental damage in adult schistosomes [28,45,61]. In this

regard, our present data on the tegumental damage elicited by

edelfosine agree with those previously reported with miltefosine

[28,45], thus suggesting that APLs could be promising drugs for

schistosomiasis. Furthermore, miltefosine has been reported to

have in vitro ovicidal, larvicidal as well as lethal activity on adult

worms of S. mansoni and S. haematobium, and displays

molluscicidal activity on their snail hosts [61]. Miltefosine is

approved for use in humans against leishmaniasis [27,62], and

pharmacokinetic as well as different studies on animal models have

shown the relative lack of significant toxicity of edelfosine when

used at pharmacologically relevant doses [21,22,38,42,63]. On

these grounds, APLs might be promising and rather safe drugs for

the treatment of schistosomiasis.

Since the 1970s the treatment of schistosomiasis has relied on a

single drug, praziquantel, [8,64,65], that is considered as the gold

standard and the drug of choice, having been successfully used

over the past 35 years to control schistosomiasis in many countries.

This exclusive dependency on praziquantel is alarming, raising

concerns about the reliance on a single drug to treat over 200

million people that might lead to the potential appearance of

massive resistance to the drug [10,11,16,65–68]. As a result,

identification of alternative schistosomiasis chemotherapies is a

high priority issue.

The results shown here indicate that edelfosine significantly

decreases egg burden in vitro and in vivo. This effect could be due,

at least in part, to the separation of male and female schistosomes

parasites induced by edelfosine, since female schistosomes produce

eggs only when they are in intimate association with a male [69].

Edelfosine kills mainly adult male worms through an apoptosis-like

cell death mechanism. In this regard, it is worth mentioning that

edelfosine is a proapoptotic agent in cancer cells [20,24,25], and it

seems to promote an apoptosis-like process in Leishmania parasites

[26]. The likely involvement of different mechanisms of action for

the schistomicidal activities of praziquantel and edelfosine might

suggest that the combination of these two drugs could promote a

synergistic action and/or minimize the possibility of drug

resistance, as has been proposed for the combined use of

praziquantel and artemisinin derivatives or mefloquine [70,71].

Taking together the results herein reported as well as our previous

studies showing the leishmanicidal activity of edelfosine, it might

be envisaged that this drug could be of special interest in the

treatment of patients that are co-infected with both Leishmania
and Schistosoma parasites [29,30,72–74].

The studies reported here provide for the first time compelling

evidence for schistomicidal activity of edelfosine, which, together

with the low toxicity profile and the anti-inflammatory activity

shown by this APL [21,22,38,63], warrant further studies for the

putative use of edelfosine as a possible treatment against

schistosomiasis.

Supporting Information

Table S1 In vitro effects of edelfosine and perifosine on
56-day-old S. mansoni worms upon 24 h of culture.

(XLSX)
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Table S2 In vitro effects of edelfosine and perifosine on
56-day-old S. mansoni worms upon 48 h of culture.
(XLSX)

Table S3 In vitro effects of edelfosine and perifosine on
56-day-old S. mansoni worms upon 72 h of culture.
(XLSX)

Video S1 In vitro effects following edelfosine treatment
on S. mansoni adult worms. Untreated control group (Live)

shows no alteration in morphology and was able to produce eggs.

Dead worms following heating at 56uC or treatment with 10 mM

praziquantel (PZQ) (positive controls) showed no motility and

became nontranslucent. Worms treated with the indicated

concentrations of edelfosine (EDLF) for 48 h, 72 h and 168 h

showed toxic actions when used $ 10 mM. In the video one arrow

shows severely dilated gut of a female worm and two arrows show

extensive damage on the tegument of a male worm following

treatment with 30 mM of EDLF for 48 h. After the 4:30 min,

another arrow shows extensive peeling in the tegument of a female

worm treated with 10 mM EDLF for 168 h.

(MOV)
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Abstract

Background: Schistosomiasis is the third most devastating tropical disease
worldwide caused by blood flukes of the genus Schistosoma. This parasitic
disease is due to immunologic reactions to Schistosoma eggs trapped in tissues.
Egg-released antigens stimulate tissue-destructive inflammatory and
granulomatous reactions, involving different immune cell populations, including
T cells and granulocytes. Granulomas lead to collagen fibers deposition and
fibrosis, resulting in organ damage. Praziquantel (PZQ) is the drug of choice for
treating all species of schistosomes. However, PZQ kills only adult Schistosoma
worms, but not immature stages. The inability of PZQ to abort early infection
or prevent re-infection and the lack of prophylactic effect prompt the need for
novel drugs and strategies for the prevention of schistosomiasis.

Methodology/Principal Findings: Using in vitro and in vivo
approaches, we have found that the alkylphospholipid analog edelfosine kills
schistosomula, and displays anti-inflammatory activity. The combined treatment
of PZQ and edelfosine during a few days before and after cercariae infection in a
schistosomiasis mouse model, simulating a prophylactic treatment, led to seven
major effects: a) killing of Schistosoma parasites at early and late development
stages; b) reduction of hepatomegaly; c) granuloma size reduction; d)
down-regulation of Th1, Th2 and Th17 responses at late post-infection times,
thus inhibiting granuloma formation; e) upregulation of IL-10 at early
post-infection times, thus potentiating anti-inflammatory actions; f)
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down-regulation of IL-10 at late post-infection times, thus favoring resistance to
re-infection; g) reduction in the number of blood granulocytes in late
post-infection times as compared to infected untreated animals.

Conclusions/Significance: Taken together, these data suggest that the
combined treatment of PZQ and edelfosine promotes a high decrease in
granuloma formation as well as in the cellular immune response that underlies
granuloma development, with changes in the cytokine patterns, and may provide
a promising and effective strategy for a prophylactic treatment of
schistosomiasis.

Author Summary

Schistosomiasis is one of the most devastating tropical diseases worldwide
caused by blood flukes of the genus Schistosoma. Schistosomiasis results from
immune-mediated granulomatous responses against Schistosoma eggs trapped in
tissues, causing serious local and systemic pathological effects because of
granuloma formation and fibrosis. Treatment and control of schistosomiasis
relies almost entirely on the single drug praziquantel (PZQ). This drug kills
adult Schistosoma worms, but has poor activity against immature worms, thus
leading to low cure rates in schistosomiasis-endemic areas that could reflect
infections through PZQ-refractory juvenile worms due to high rates of
transmission. At present there is a lack of an efficient prophylactic treatment for
schistosomiasis that could be critical for highly endemic areas as well as for
travelers to these regions. Here, we have found that a prophylactic combination
treatment of PZQ with the ether lipid edelfosine, which is able to kill
schistosomula, promotes a significant decrease in granuloma development and in
the inflammatory response underlying granuloma formation, thus leading to a
promising prophylactic treatment of schistosomiasis. In addition, a high
decrease in IL-10 and IL-17 levels following the combined prophylactic treatment
of PZQ and edelfosine might potentiate inhibition of granuloma formation and
resistance to S. mansoni re-infection.

Introduction 1

Schistosomiasis is caused by blood flukes (trematodes) belonging to the genus 2

Schistosoma. Schistosoma spp. parasites need two hosts for their survival, 3

namely an intermediate snail host, where asexual reproduction takes place and a 4

definitive mammalian host, where the sexual reproduction occurs [1, 2]. 5

Schistosomiasis is the most important water-borne disease, being the main 6

human helminth infection in terms of global mortality and the third most 7

devastating tropical disease in the world, following malaria and intestinal 8

helminthiasis, and causing both significant morbidity and mortality on several 9

continents [3-7]. The bulk of morbidity due to schistosomiasis results from 10

cellular immune responses and the generation of cytokine patterns, elicited 11

during the different stages of the parasite’s life cycle in the course of infection, 12

that eventually lead to chronic immune response-based inflammation against 13
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Schistosoma eggs lodged in tissues, and subsequent granuloma formation and 14

fibrosis [8, 9]. Symptoms and signs of the disease depend on the number and 15

location of eggs trapped in the tissues, leading first to a reversible inflammatory 16

reaction and then to the pathology associated with collagen deposition and 17

fibrosis, resulting in organ damage [9, 10]. Most human schistosomiasis is caused 18

by Schistosoma haematobium, S. mansoni, and S. japonicum [6, 11-13]. The 19

World Health Organization (WHO) estimates that schistosomiasis is endemic in 20

74 developing countries, infecting at least 230 million people in rural and 21

peri-urban areas worldwide (80% in sub-Saharan Africa). Of these, 120 million 22

have symptoms of the disease, and 20 million have severe disease, resulting in 23

approximately 280,000 deaths annually [2, 4, 7, 14]. Human infection occurs by 24

direct contact with S. mansoni cercariae-contaminated water. Following 25

penetration of cercariae through the skin, they lose their tails and transform 26

into schistosomula. The schistosomula then enter the venous system and reach 27

the lungs, where they mature to pre-adult stages. About 8-10 days after 28

infection, the pre-adult forms reach the portal system, where they mature to 29

adult males and females [1, 5, 9]. Both male and female S. mansoni parasites 30

achieve sexual maturity in the bloodstream, and then sexual reproduction 31

occurs with the deposition of hundreds of eggs per day [12, 15, 16], 32

predominantly in the liver and intestine. Deposition of schistosome eggs in the 33

tissues is an important stimulus to the influx of immune cells that leads to the 34

development of a granulomatous reaction. This immunological reaction protects 35

the host by neutralizing the schistosome eggs antigens and destroying eggs. 36

However, schistosome eggs elicit a CD4+ T-helper (Th) cell-mediated hepatic 37

granulomatous inflammation, which is the major pathological consequence of the 38

disease [15, 16]. Nevertheless, paradoxically, the development of granulomatous 39

inflammation around parasite eggs has an essential host-protective and 40

facilitates the successful excretion of the eggs from the host [14, 16, 17]. Two 41

main clinical conditions are recognized in S. mansoni -infected individuals: acute 42

schistosomiasis and chronic schistosomiasis. Acute schistosomiasis in humans is 43

a debilitating febrile illness (Katayama fever) that can occur before the 44

appearance of eggs in the stool and generally peaks around six to eight weeks 45

after infection [18]. Cytokine production by peripheral blood mononuclear cells 46

after stimulation with parasite antigen reflects a dominant T helper 1 (Th1) 47

response, with production of interferon−γ (IFN−γ) and interleukin−2 (IL-2) 48

[19]. Thus, during the acute phase of the disease there is a predominance of a 49

Th1 response, producing elevated levels of Th1 cytokines in the plasma [17]. 50

Then, in the natural progression of the disease, after parasites mature, mate and 51

start to produce eggs at the fifth-sixth week, the initial Th1 response is followed 52

by a developing egg antigen-induced regulatory T cell (Treg cell) and T helper 2 53

(Th2) response that downregulates the production and effector functions of the 54

pro-inflammatory Th1 mediators with accompanying granuloma formation [15, 55

20, 21]. Treg and Th2 cells share some features, notably their ability to 56

synthesize interleukin-10 (IL-10) through which suppress the development of 57

Th1 responses to schistosome egg antigens, thus cooperating both cell types to 58

enforce the Th2 polarization that characterizes the immune response in 59
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schistosome-infected mice [22]. The production of IL-10 during this latter period 60

seems to have an important role in hepatic granuloma formation and in the 61

regulation of CD4+ T cell responses in schistosomiasis, as well as in the 62

transition from acute to chronic disease state [17, 23-25]. In the mouse model, 63

both Th1 and Th2 cytokines can orchestrate granuloma development [16, 25, 26]. 64

Th2–type responses are typically characterized by increases in the levels of 65

interleukin-4 (IL-4) and other cytokines (including IL-5, IL-6, IL-9, and IL-13), 66

activation and expansion of CD4+ Th2 cells, plasma cells secreting IgE, 67

eosinophils, mast cells and basophils [16, 27]. IL-17 is the signature cytokine of 68

the proinflammatory Th17 cell population [28, 29], and a subsequent Th17 69

response is elicited during infection that plays a major role for full deployment 70

of inflammation [30] and for the development of severe schistosome egg-induced 71

immunopathology [31]. Elucidation of the actual determinants of 72

immunomodulation in human or murine schistosomiasis could lead to the 73

development of drugs or vaccines for disease control or to spin-off benefits for 74

other granulomatous diseases [16]. Praziquantel (PZQ) is currently the only 75

available antischistosomal drug and it is distributed through mass 76

administration programs to millions of people every year, thus increasing the 77

risk for drug resistance, and therefore search for new antischistosomal drugs and 78

therapeutic approaches is urgently needed [7, 32]. Adult worms are highly 79

sensitive to PZQ, but unfortunately this drug has minor activity against juvenile 80

stages like schistosomula, pre-adults and juvenile adults [32]. Despite the 81

paucity of a concerted effort to develop novel antischistosomal drugs, with a lack 82

of dedicated drug discovery and development programs pursued for 83

schistosomiasis, a number of compounds with promising antischistosomal 84

properties have been recently identified, such as the alkylphospholipid analogs 85

(APLs) [33-35]. APLs are a class of structurally related synthetic lipid 86

compounds, including edelfosine (EDLF) and miltefosine, which act on cell 87

membranes rather than on DNA [36, 37]. EDLF 88

(1-O-octadecyl-2-O-methyl-rac-glycero-3-phosphocholine), considered as the 89

prototype APL molecule, is a promising antitumor ether phospholipid drug [38, 90

39], that acts by activating apoptosis through its interaction with cell membrane 91

domains [36, 37, 40-42]. Interestingly, the APL miltefosine is currently being 92

used in the clinic for the treatment of human and animal leishmaniasis [43, 44], 93

and the APL EDLF has been reported to display anti-inflammatory properties 94

[45] and to modulate cytokine production, including IFN−γ, IL-2 and IL-10 95

[45-47]. EDLF has also been shown to cause interruption of oviposition in a 96

preliminary in vitro screening, and a significant reduction in worm burden in 97

vivo, with a preferential activity against male worms [35]. Here, using both in 98

vitro and in vivo approaches, we have found that EDLF is able to kill juvenile 99

stages as schistosomula, and the combination of PZQ and EDLF behaves as a 100

promising prophylactic treatment against schistosomiasis, showing a significant 101

reduction in adult worm burden, number of parasite eggs in liver and intestine 102

tissues and granuloma size, as well as exerting an anti-inflammatory action, 103

through modulation of cytokine production in infected mice, that might be of 104

special importance for the treatment and/or prevention of schistosomiasis 105

PLOS 4/28



Materials and Methods 106

Ethics statement. 107

Animal procedures in this study complied with the Spanish (Ley 32/2007, Ley 108

6/2013 and Real Decreto 53/2013) and the European Union (European Directive 109

2010/63/EU) regulations on animal experimentation for the protection and 110

humane use of laboratory animals, and were conducted at the accredited Animal 111

Experimentation Facility of the University of Salamanca (Register number: 112

PAE/SA/001). Procedures were approved by the Ethics Committee of the 113

University of Salamanca (protocol approval number 48531). The animals’ health 114

status was monitored throughout the experiments by a health surveillance 115

program according to Federation of European Laboratory Animal Science 116

Associations (FELASA) guidelines. All efforts were made to minimize suffering. 117

Drugs 118

EDLF was obtained from R. Berchtold (Biochemisches Labor, Bern, 119

Switzerland). Stock sterile solutions of EDLF (2 mM) were prepared in culture 120

medium by heating at 500C for 30 min as previously described [38]. PZQ was 121

obtained as Biltricide tablets (Bayer Vital, Leverkusen, Germany) and was 122

dispersed in water with 2-2.5% Cremophor A6 oil-in-water emulsifier (Sigma, 123

MO). 124

Parasite culture and maintenance 125

S. mansoni(LE strain) was maintained by passage through Biomphalaria 126

glabrata snails and 4- to 6-week-old male SPF (Specific Pathogen Free) Swiss 127

CD1 mice from Charles River laboratory - CRIFFA (Barcelona, Spain). Mice 128

were infected with abdominal percutaneous exposure to 150 S. mansoni 129

cercariae per animal. Eight weeks after infection mice were humanely 130

euthanized by intraperitoneal injection of sodium pentobarbital (60 mg/kg) plus 131

heparin (2 IU/mL). The liver was removed and minced to obtain eggs to be 132

hatched for harvesting miracidia and subsequent infection of snails. Cercariae 133

were shed from infected snails by exposure to light (60 min at room 134

temperature), and mechanically transformed into schistosomula by passing back 135

and forth the parasites between two 10-mL syringes joined by a 22-gauge 136

double-ended luer lock needle [48]. Schistosomula were purified away from 137

cercarial tails by centrifugation through a 60% percoll gradient as described 138

previously [48]. Schistosomula were washed thrice in RPMI-1640 culture 139

medium (Invitrogen, Carlsbad, CA), kept at pH 7.5 with 20 mM HEPES, and 140

supplemented with antibiotic/antimycotic, as previously described [48], and then 141

transferred to modified Basch’s medium at 370C in an atmosphere of 5% CO2 142

for 24 h before any further experimental manipulations proceeded 143

(Supplementary Video S1) [49, 50]. 144
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In vitro schistosomula viability assay 145

The principle of this assay is based on the differential membrane permeability to 146

the membrane-impermeable fluorescent DNA intercalating agent propidium 147

iodide, staining membrame-compromised cells (red fluorescence) [51]. After 24 h 148

of culturing (370C, 5% CO2) in the presence of 10 and 20 µM EDLF, 149

schistosomula were washed thrice to remove the test compound and culture 150

media supplements. Each wash consisted of centrifuging microtiter plates 151

containing schistosomula at 100 x g for 5 min, removal of half the old culture 152

media and replacement with an equal amount of fresh Dulbecco’s Modified 153

Eagle Medium (DMEM) (lacking phenol red). After washing the parasites, 154

propidium iodide (2.0 µg/mL, final concentration) was simultaneously added to 155

each well of the microtiter plate. The 96-well microtiter plates (containing ∼100 156

parasites/well in triplicate), were subsequently loaded into a BioTek Synergy 2 157

plate reader (BioTek Instruments, Winooski, VT) containing appropriate filters 158

for propidium iodide detection (485/20 excitation, 645/20 nm emission). The 159

plate reader automatically sets the photo multiplier tube gain for the fluorescent 160

dye and this may slightly vary between experiments. Inclusion of appropriate 161

control samples (live and heat-killed dead schistosomula) compensates for any 162

inter-plate variations in gain settings. Propidium iodide stains dead 163

schistosomula, and then fluorescent intensity is determined to assess 164

schistosomula viability, which could be quantified using a plate reader. A higher 165

value of relative fluorescence units (RFU) indicates a higher number of dead 166

parasites. Percentage of dead schistosomula was calculated using the following 167

equation previously used by Peak et al. [51]: % of dead schistosomula = (sample 168

– media control/negative control – media control) x 100, where “sample” 169

represents RFU values from parasites treated with EDLF; “negative control” 170

represents RFU values from parasites killed with heat shock (10 min incubation 171

at 560C); and “media control” represents RFU values from wells containing only 172

medium (no parasites). In addition, schistosomula parasite death was also 173

assessed under optical microscope by morphologic changes (granular appearance 174

and tegument defects) and loss of motility. Supplementary Fig. S1 shows the 175

differential morphology and propidium iodide permeability between live and 176

dead parasites. 177

In vivo studies for testing the efficacy of EDLF and PZQ 178

treatments 179

A total of forty 6-week-old female SPF Swiss CD1 mice from Charles River 180

laboratory Spain (CRIFFA S.A., Barcelona), weighing 16-25 g, were infected by 181

abdominal percutaneous exposure to 150 S. mansoni cercariae per animal [48], 182

and randomly allocated into five experimental groups (8 animals per group) as 183

follows: naive, untreated and uninfected; infected untreated; PZQ, treated with 184

PZQ and infected; EDLF, treated with EDLF and infected; PZQ+EDLF, 185

treated with PZQ + EDLF and infected. Mice were treated daily, since three 186

days before animals were infected until eight days after infection, with PZQ (100 187

mg/kg/day), EDLF (45 mg/kg/day) and the combination PZQ+EDLF with the 188
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same individual drug doses, orally administered. The experimental design 189

followed is shown in Fig. 1. The infected untreated control group received only 190

the vehicle solution used for 12 days. Animals were humanely euthanized at 8 191

weeks post-infection (p.i.), and the following parasitological parameters were 192

assessed: (i) worm burden through the recovery of parasites from hepatic and 193

portomesenteric veins by using the Smithers and Terry perfusion technique for 194

mice [48]; (ii) number of eggs per gram (epg) of hepatic and intestine tissues, by 195

weighing fragments (about 0.3 g) of these tissues and subsequent processing by 196

using the potassium hydroxide (KOH) digestion technique [52]; (iii) number of 197

granulomas on liver. In addition, liver and intestine of each animal were 198

harvested and adult worms were collected and counted. Portions of livers were 199

collected for histological examination. Relative liver weight was calculated using 200

the following equation [53]: relative liver weight = (absolute liver weight/body 201

weight) x 100. Blood samples were taken at the beginning of the study, at the 202

third week p.i., and after 8 weeks p.i. when animals were killed. 203

Figure 1. Experimental design for in vivo experiments. This scheme depicts
schematically the studies conducted with S. mansoni-infected mice (n = 8) in this
present work. Mice were treated daily (oral administration) with PZQ, EDLF or
PZQ+EDLF since three days before animals were infected until eight days after
infection. The untreated infected control group received only the vehicle solution used
for 12 days. Animals that were untreated and uninfected (naive) were also run in
parallel. Asterisks indicate when samples from animals were taken (sampling) to
analyze the parameters indicated in the box. Animals were sacrificed at 8 weeks p.i.,
and the timeline of some major events in parasite life cycle and disease-related processes
are indicated at the top of the scheme. See text for further details.

Histopathological analysis 204

After killing the mice at week 8 p.i., liver sections were removed from the central 205

part of the left lateral lobe and fixed in 4% formalin. Histological section were 206

cut using a microtome at a thickness of 4 µm and stained on a slide with 207

hematoxylin and eosin [54-56]. The slides were viewed using an Olympus BX51 208

microscope (Olympus, Center Valley, PA). Images were captured using a DP70 209
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digital camera and the DP Controller software (Olympus). Granuloma 210

diameters (five granulomas per mouse) were measured in a horizontal plane 211

bisecting central eggs [57, 58] using the Olympus DP Controller software. 212

Hematological techniques 213

Blood samples were collected in vacutainer tubes, containing EDTA as 214

anticoagulant, with gentle shaking. Total white blood cells were quantified using 215

a Hemavet HV950 system (Drew Scientific Co. Limited, Barrow in Furness, 216

UK). 217

Cytokine determination in mouse sera samples 218

A flow cytometry-based technique was used for cytokine quantitation (IFN−γ, 219

GM-CSF, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 and IL-17) from mice sera. A 220

FlowCytomix Mouse Th1/Th2 kit (Bender MedSystems GmbH, Vienna, 221

Austria) was used according to the manufacturer’s instructions. Briefly, different 222

sized fluorescent beads, coated with capture antibodies specific for the 223

aforementioned cytokines were incubated with mouse sera samples and with 224

biotin-conjugated secondary antibodies for 2 h at room temperature. The 225

specific antibodies bind to the analytes captured by the first antibodies. After 226

washing the tubes with PBS plus 2% fetal calf serum, 227

Streptavidin-Phycoerythrine (S-PE) solution was added and incubated at room 228

temperature for 1 h. S-PE binds to the biotin conjugate and emits fluorescent 229

signals. Flow cytometry data were collected using a FACSCalibur flow cytometer 230

(BD Biosciences) (8000 events were collected, gated by forward and side scatter), 231

and data were analyzed using FlowCytomix Pro 3.0 software (Bender 232

MedSystems, Vienna, Austria). Each cytokine concentration was determined 233

from standard curves using known mouse recombinant cytokine concentrations. 234

Statistical analysis 235

Results were analyzed in GraphPad Prism Version 5 (Graphpad Software Inc.) 236

and expressed as means ± SEM. Test for normality was performed by 237

Kolmogorov-Smirnov, and then one-way ANOVA analyses of variance, followed 238

by Dunnett’s or Kruskall Wallis comparison test, were performed to determine 239

any statistical differences between treated groups and untreated controls. Data 240

were considered significant if p-value was <0.05. 241

Results 242

In vitro schistosomula viability determination in response to 243

EDLF. 244

Because propidium iodide is not permeable to viable cells, PI incorporation 245

could be used as a means of parasite killing. We found that schistosomula 246

treated with 20 µM EDLF were stained with propidium iodide at a similar level 247
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as that of heat-killed parasites used as a positive killing control (Fig. 2). 248

Edelfosine induced schistosomula death as assessed by propidium iodide staining 249

and morphological changes under microscopic observation (Fig. 2, 250

Supplementary Video S2). Quantification of dead parasites, following the above 251

two approaches, as indicated in the Materials and Methods section, showed that 252

about 91% of schistosomula were killed upon 20 µM EDLF treatment for 24 h. 253

Figure 2. In vitro effects of EDLF on the viability of S. mansoni
schistosomula. Schistosomula were untreated (Control), heat-killed at 56ºC, or
treated with 10 or 20 µM EDLF for 24 h. Then, schistosomula viability was analyzed by
propidium iodide (PI) incorporation and light microscopy morphology as shown in
Materials and Methods. RFU, relative fluorescence units. Data are shown as means ±
SEM of three separate experiments. Asterisks represent statistical significance with
respect to control-live group. **, p<0.01; ***, p<0.001. Scale bar, 100 µm.

Combined prophylactic treatment of PZQ and EDLF reduces 254

adult worm count and decreases the size of hepatic granulomas 255

in a schistosomiasis mouse model. 256

In order to study the efficacy of EDLF in a prophylactic setting for 257

schistosomiasis, we treated four different cohorts of CD1 mice with PZQ (100 258

mg/kg/day), EDLF (45 mg/kg/day), PZQ+EDLF and only vehicle (infected 259

untreated control group), since three days before until eight days after being 260

infected with S. mansoni cercariae as indicated in Materials and Methods and 261

Fig. 1. Both PZQ and EDLF were orally administered, and live adult worm 262

count from hepatic and portomesenteric veins as well as the size of hepatic 263

granuloma, and the total number of eggs found in liver were determined after 264

the eighth week of infection. All treatments reduced significantly the number of 265

live worms as compared to infected untreated mice, with the groups treated with 266

EDLF and PZQ+EDLF showing the highest decrease in worm count, even 267

higher than that obtained by using PZQ alone (Fig. 3). 268
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Figure 3. Effect on adult male and female worm burdens after PZQ,
EDLF and PZQ+EDLF prophylactic treatments in mice infected with S.
mansoni.Mice were treated by oral administration of 100 mg/kg/day PZQ, 45
mg/kg/day EDLF or PZQ+EDLF as prophylactic treatments for S. mansoni infection
as shown in Materials and Methods. Infected untreated (untreated) mice were treated
with vehicle. Each point represents data from an individual treated or infected
untreated mouse. Horizontal bars indicate mean values. Significance (p) values with
respect to infected untreated mice are indicated. The means ± SEM (n = 8) for each
experimental condition are as follows: female (untreated: 20.38 ± 1.36; PZQ: 13.75 ±
2.29; EDLF: 11.25 ± 2.23; PZQ+EDLF: 10.38 ± 2.26) and male (untreated: 21.75 ±
1.49; PZQ: 14.25 ± 2.44; EDLF: 10.88 ± 2.03; PZQ+EDLF: 8.62 ± 1.76).

Interestingly, following both macroscopic and microscopic histopathological 269

examination, we observed a significant reduction in hepatic granuloma size in 270

mice treated with PZQ, EDLF and PZQ+EDLF as compared to infected 271

untreated mice, EDLF and PZQ+EDLF being the most efficient treatments in 272

reducing granulomatous inflammation (Figs. 4A and 4B). 273
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Figure 4. Effects on granuloma size and parasite egg burdens in liver after
prophylactic treatment of S. mansoni-infected mice with PZQ, EDLF and
PZQ+EDLF treatments. (A) Representative hepatic granulomas of 8-week-infected
drug-untreated and drug-treated mice. Photographs were taken at 10 x. (B) Granuloma
diameter. The average values of the diameters of 25 granulomas measured in liver
sections from 5 infected mice per group (5 granulomas per mouse) are shown. Each
point represents the value for an individual mouse. Significance (p) values with respect
to infected untreated mice are indicated. Statistical significance between the PZQ and
PZQ+EDLF groups is also included. (*) p<0.05. The means ± SEM (n = 5) for each
experimental condition are as follows: untreated: 620.4 ± 28.70; PZQ: 526.9 ± 15.95;
EDLF: 276 ± 14.41; PZQ+EDLF: 264.9 ± 5.41. (C) Parasite egg burden in liver.
Infected mice were treated with 100 mg/kg PZQ, 45 mg/kg EDLF, or PZQ+EDLF.
Infected untreated mice were run in parallel. Compounds were administered orally as
described in Materials and Methods, and the number of eggs in liver was determined as
eggs per gram (epg). Each point represents data from an individual treated- or infected
untreated mouse. Horizontal bars indicate average values. Significance (p) values with
respect to infected untreated mice are shown. Statistical significance between the PZQ
and PZQ+EDLF groups is also included. (*) p<0.05. The means ± SEM (n = 5) for
each experimental condition are as follows: untreated: 17411 ± 2805; PZQ: 17094 ±
2368; EDLF: 13796 ± 1804; PZQ+EDLF: 7126 ± 1279).

Because granuloma forms around the eggs we next determined the amount of 274

eggs in liver. Intriguingly, despite the above reduction in adult worm count and 275

hepatic granuloma size, we did not detect any statistical difference in the 276

amount of parasite eggs in liver between the infected untreated control group 277

and experimental groups receiving either PZQ or EDLF alone (Fig. 4C). 278

Because PZQ kills preferentially schistosoma parasites at adult stages, but is not 279

active against immature worms [59, 60], it is interesting to note a significant 280

reduction in the number of eggs in liver when mice were treated with 281

PZQ+EDLF as compared with the infected untreated group. The PZQ+EDLF 282

combination treatment induced a statistically significant (p<0.05) decrease in 283
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both granuloma diameter and parasite egg burden in liver as compared to 284

PZQ-treated mice (Figs. 4B and 4C). To examine the effect of drug 285

administration on the hepatomegaly caused by S. mansoni infection, liver was 286

excised from dissected mice after treatment, weighed and the relative liver 287

weight in relation to body weight was calculated. As shown in Supplementary 288

Fig. S2, there was a significant decrease in the relative liver weight in 289

PZQ+EDLF-treated mice as compared to infected untreated mice (p<0.05), 290

thus suggesting that the combined PZQ+EDLF treatment alleviates 291

hepatomegaly. Similar results were obtained when the amount of parasite eggs 292

in intestine was measured (Supplementary Fig. S3). The combined PZQ+EDLF 293

treatment also induced a statistically significant decrease in the parasite egg 294

burden in intestine as compared to infected untreated mice (p<0.01) and 295

PZQ-treated group (p<0.001) (Supplementary Fig. S3). 296

Effect of PZQ+EDLF treatment on serum cytokine levels 297

In order to explore the effect of EDLF-containing treatments on cellular immune 298

response, we used a flow cytometry-based methodology to measure the levels of 299

several cytokines in the sera of mice at 3 and 8 weeks p.i. At early stages of 300

infection (3rd week p.i.), the distinct PZQ, EDLF or PZQ+EDLF treatments 301

drastically inhibited the infection-induced increase in IL-2 production, as a 302

typical Th1 cytokine, whereas the Th2 cytokine IL-4 level was not affected (Fig. 303

5). Interestingly, the above three treatments induced an increase in the level of 304

IL-10 at week 3 p.i. (Fig. 6), thus suggesting the triggering of an 305

anti-inflammatory action as IL-10 inhibits production of pro-inflammatory 306

cytokines [61, 62]. Because at this early stage of infection (week 3 p.i.) the IL-4 307

and IL-10 levels were not affected by the infection (Figs. 5 and 6), these data 308

indicated that the Th2 and Treg responses were not elicited by the parasite at 309

this infection period, and thereby the actions detected on the IL-10 level 310

following the above three treatments suggested a direct interaction of PZQ and 311

EDLF with the corresponding T cell subsets. Then, after eight weeks p.i. the 312

data on IL-10 levels differed greatly from those obtained at early stages of 313

infection (Fig. 6). As infection progresses to late stages (week 8 p.i.), infected 314

untreated mice showed elevated levels of IL-10 in plasma (Fig. 6), indicative of 315

Treg and Th2 responses. However, treatments with PZQ and above all 316

PZQ+EDLF led to a drastic reduction in the level of IL-10, reaching a level that 317

was even lower than that detected in naive mice (Fig. 6). Because mice were not 318

treated any longer since the day 9 of infection, it is expected that they were free 319

of PZQ and EDLF by the eighth week p.i., and therefore the changes in cytokine 320

production could be due to an immunological reaction to either the surviving or 321

dead parasites at their different developmental stages. Because IL-10 blocks the 322

development of resistance to re-infection with S. mansoni [63], the inhibition of 323

IL-10 production in the combined PZQ+EDLF treatment at late stages of 324

infection, together with its drastic inhibitory action on granuloma formation and 325

egg count, suggests that this combination treatment could be of particular 326

interest for a prophylactic use against schistosomiasis. Interestingly, the levels of 327

a number of Th1 (IFN−γ, TNF−α, GM-CSF) and Th2 (IL-5, IL-6) cytokines 328
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were significantly reduced following the PZQ+EDLF combined treatment as 329

compared to infected untreated mice at the late stage of infection (Fig. 7). 330

Furthermore, the combined treatment of PZQ+EDLF also dramatically 331

decreased the level of the IL-17 at the late stage of infection (Fig. 7), suggesting 332

that the pro-inflammatory Th17 response, which plays a major role in hepatic 333

granulomatous inflammation against parasite eggs [64], was largely diminished. 334

In addition, a dramatic reduction in the plasma level of IL-17 in the 335

PZQ+EDLF group was also detected at week 3 p.i. (726 ± 78 vs. 161 ± 32 336

pg/mL (n = 8), p<0.001, between infected untreated mice and 337

PZQ+EDLF-treated infected mice, respectively). 338

Figure 5. IL-2 and IL-4 plasma levels in drug treated- and untreated-mice.
The plasma levels of the indicated cytokines were determined in uninfected-untreated
naive mice and the distinct untreated and treated infected mice, namely infected
untreated (untreated), PZQ, EDLF and PZQ+EDLF as shown in Materials and
Methods. Samples were taken at week 3 p.i. Data are shown as means ± SEM of eight
mice. Asterisks represent statistical significance with respect to the infected untreated
group. (***) p<0.001.

Figure 6. IL-10 plasma level in drug treated- and untreated-mice. The
plasma levels of IL-10 were determined in uninfected-untreated naive mice and the
distinct untreated and treated infected mice, namely infected untreated (untreated),
PZQ, EDLF and PZQ+EDLF as shown in Materials and Methods. Samples were taken
at weeks 3 and 8 p.i. Data are shown as means ± SEM of eight mice. Asterisks
represent statistical significance with respect to the infected untreated group. (*)
p<0.05; (***) p<0.001.
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Figure 7. IFN − γ, TNF − α, GM-CSF, IL-5, IL-6 and IL-17 plasma levels
in PZQ+EDLF-treated- and untreated infected mice. The plasma levels of the
indicated cytokines were determined in infected untreated (untreated) and
PZQ+EDLF-treated infected mice as shown in Materials and Methods. Samples were
taken at week 8 p.i. Data are shown as means ± SEM of eight mice. Asterisks represent
statistical significance with respect to the infected untreated group. (**) p<0.01; (***)
p<0.001.

Effects of EDLF-containing treatments on granulocyte count 339

It is well known the participation of leukocytes in inflammatory processes 340

associated with parasitic diseases and also in the clearance of the disease, mainly 341

due to granulocytes, which comprise neutrophils, eosinophils and basophils [65, 342

66]. The immune response in hepatic and intestinal tissues switches the 343

expansion of Th2-associated myeloid cells, including eosinophils and basophils. 344

In this regard, eosinophils have been found to constitute the majority of cells 345

(∼51%) within the hepatic granuloma in S. mansoni -infected mice [67]. Here, 346

we examined the levels of the above leukocyte types in peripheral blood in each 347

experimental group at 3 and 8 weeks p.i. At week 3 p.i. we detected a 348

significant reduction in the level of eosinophils in the group of mice treated with 349

PZQ+EDLF when compared to the PZQ-treated group (Fig. 8A), as well as a 350

significant reduction in the levels of basophils in the mice treated with EDLF 351

and PZQ+EDLF compared to the infected untreated group (Fig. 8A). In the 352

late stages of infection (week 8 p.i.), a significant increase in the number of 353

neutrophils, eosinophils and basophils was found in the infected untreated mice 354

compared to the naive non-infected animals (Fig. 8B). Interestingly, we found a 355

significant reduction in the levels of neutrophils, eosinophils and basophils in the 356

groups of mice treated with EDLF and PZQ+EDLF as compared to the infected 357

untreated group (Fig. 8B). However, no significant changes were observed 358

regarding the number of lymphocytes and monocytes in the three experimental 359

groups as compared to infected untreated mice (Supplementary Table S1). 360
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Figure 8. Granulocyte analysis in drug treated- and untreated-mice. Blood
samples were analyzed for neutrophil, eosinophil and basophil counts in
uninfected-untreated naive mice, infected untreated (untreated) mice and infected mice
treated with PZQ, EDLF or PZQ+EDLF. Samples were taken at weeks 3 and 8 p.i.
Data are shown as means ± SEM of eight mice. Asterisks represent statistical
significance with respect to the infected untreated group. (*) p<0.05; (**) p<0.01.

Discussion 361

In the present study we have found that the combination of PZQ and the ether 362

phospholipid EDLF behaves as a potent and promising prophylactic treatment 363

for schistosomiasis. This prophylactic effect was significantly greater than those 364

observed in the single drug treatment groups. Our results represent the first 365

evidence that EDLF kills immature forms of S. mansoni using both in vitro and 366

in vivo assays. Thus, we have found here that EDLF kills schistosomula, and 367

both PZQ [59, 60] and EDLF [35] have been previously shown to be effective 368

drugs against S. mansoni adult worms. Recently, we have shown that EDLF 369

reduces worm burden in a murine model [35], and we report here a statistically 370

significant decrease in worm count in an in vivo assay following a prophylactic 371

treatment with EDLF or the PZQ+EDLF combination treatment that was 372

higher than that detected following PZQ prophylactic treatment. PZQ is less 373

active against the juvenile stages of S. mansoni than the adult schistosomes [59, 374

60]. The minor activity of PZQ against juvenile schistosomes is believed to be a 375

key factor explaining the observed treatment ‘failures’ in areas highly endemic 376

for schistosomiasis and that require frequent retreatments [32, 68]. The relative 377

resistance of the larval stages of S. mansoni to schistosomicide drugs may result 378

in a therapeutic failure because of the presence of migrating, drug-resistant, 379

immature forms of the parasite [69]. On the other hand, although the existing 380

antischistosomal drugs are highly effective against adult worms, they do not 381

prevent against re-infection or granuloma formation [70, 71]. In this context, the 382

present results on the killing activity of EDLF on S. mansoni schistosomula are 383

of major importance in the development of effective schistosomicide drugs. It is 384

worth mentioning that very recent evidence shows that EDLF elicits a selective 385

and direct killing on soil-dwelling nematode Caenorhabditis elegans embryos 386
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[72]. Taken together, these data suggest that EDLF is able to kill helminths at 387

both early and late developmental stages. The mechanism of action of EDLF on 388

schistosomes is still unclear. In this regard, it is worth mentioning that EDLF is 389

a proapoptotic agent in cancer cells [38, 41, 42] affecting processes at the 390

membrane level [37, 40, 73, 74], and recent evidence suggests that EDLF 391

promotes an apoptosis-like process in Leishmania spp. and S. mansoni adult 392

worms [35, 75]. APLs, including miltefosine and EDLF, have been recently 393

shown to exert schistosomicide activity on various species and strains of 394

schistosomes [33-35, 76, 77], by interfering with membrane stability and 395

structural integrity of worms’ tegument, and resulting in marked alterations of 396

the digestive tract and the reproductive system of the worms. In addition, it has 397

been very recently shown that Akt inhibition induces profound alterations in S. 398

mansoni adult worm pairing and egg laying as well as affects the viability of 399

schistosomula larvae [78], and EDLF also inhibits Akt signaling in cancer cells 400

[79]. Interestingly, the herein reported treatments containing EDLF promoted a 401

significant and high decrease in granuloma formation as well as in the immune 402

response that underlies granuloma development. EDLF at the early stages p.i. 403

drastically inhibited the infection-induced IL-2 generation, while upregulated 404

IL-10, which inhibits Th1 inflammatory response. These data agree with recent 405

data showing an anti-inflammatory effect of EDLF on different animal models 406

for distinct diseases [45-47]. Elevated serum levels of IL-10 have also been 407

observed in PZQ-treated humans, which paralleled an elevated anti-worm Th2 408

response [80]. Surprisingly, the combination of PZQ+EDLF induced a 409

significant increase in the IL-10 level at early p.i. times, whereas this cytokine 410

level was dramatically inhibited at late p.i. stages. This is of major importance 411

as studies of human schistosomiasis indicate the importance of IL-10 in 412

regulating morbidity [17], and IL-10 has been shown to inhibit the development 413

of protective immunity to secondary schistosome infection [63]. Thus, blockade 414

of IL-10 combined with PZQ treatment raised protective immunity against 415

re-infection with S. mansoni [63]. Interestingly, we also found here that the 416

combined treatment of EDLF and PZQ led to a marked inhibition in the Th1, 417

Th2 and Th17 responses at late S.mansoni p.i. times. Prolonged Th2 [81] and 418

Th17 [82] responses contribute to the development of hepatic granulomatous 419

inflammation and hepatic fibrosis, and thereby the drastic reduction in the level 420

of Th2 and Th17 cytokines in mice treated with PZQ+EDLF reported here 421

could explain in part the significant reduction in granuloma formation. Th2 422

immunity involves the rapid activation and engagement of cells of both the 423

innate (eosinophils and basophils) and adaptive (CD4+ T cells committed to the 424

Th2 pathway) immune systems [83], and constitutes a crucial factor in the 425

generation of granuloma. Eosinophils play a role in the killing of schistosomula 426

at about four weeks of infection [84] and constitute the major cell population in 427

hepatic granulomas (∼51%) [66, 67]. Basophils are found in very small numbers 428

in the circulation (0.01 to 0.3% of total leukocytes), and following activation 429

they secrete a number of mediators including histamine, leukotrienes, 430

proteoglycans and proteolytic enzymes, as well as several cytokines, playing a 431

major role in inflammation and modulating the number of eosinophils and 432
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neutrophils present at the inflammatory site [85, 86]. Basophils have been 433

thought to migrate into inflamed tissues after the Th2 cytokine-dependent 434

response is established, and they are associated with chronic allergic 435

inflammation and helminth infections [85, 87]. Recent studies have 436

demonstrated that MHC class II+ murine basophils migrate to the draining 437

lymph nodes following exposure to S. mansoni eggs [88], and depletion of 438

basophils resulted in a concomitant downregulation of egg granuloma formation 439

at 7 weeks p.i. [87]. In IL-17-associated pathogenicity of schistosomiasis, Th17 440

response favors neutrophil accumulation and degranulation, thus exacerbating 441

egg-induced tissue damage [31, 89, 90]. The results reported here show a marked 442

decrease at late p.i. times in the number of neutrophils, eosinophils and 443

basophils in the blood of S. mansoni -infected mice, treated with EDLF or 444

PZQ+EDLF, further supporting an anti-inflammatory effect of 445

EDLF-containing therapies, and thus ameliorating hepatic granulomatous 446

inflammation and liver damage. However, no significant changes were detected 447

in the total number of blood lymphocytes and monocytes following pretreatment 448

with PZQ, EDLF or PZQ+EDLF when compared to infected untreated mice, 449

showing figures similar to those previously reported [91]. On these grounds, our 450

data indicate that the inclusion of EDLF in the prophylactic regimen leads to a 451

dramatic change in the immune response elicited following S. mansoni infection. 452

However, EDLF does not act by indiscriminately eliminating cells in secondary 453

lymphoid organs that are crucial for triggering antigen- specific immunity [47]. 454

Moreover, we have also shown here that PZQ+EDLF combination treatment 455

significantly reduced the amount of eggs in both liver and intestine. Taken 456

together, our data suggest that the inclusion of EDLF in combination therapy 457

regimens improves schistosomiasis prophylaxis. Because in our present study 458

mice were treated with PZQ and EDLF since three days before until eight days 459

after infection, and the different experimental determinations were performed 3 460

and 8 weeks p.i., an important factor to take into account is the 461

pharmacokinetic parameters of both drugs. Whereas the elimination half-life of 462

PZQ is between 1-3 h [92, 93], the APL EDLF shows a much slower elimination 463

rate (half-life of elimination, 30.4 ± 26.8 h). EDLF has also a high distribution 464

to tissues, being highly distributed extravascularly, and with a rapid distribution 465

to organs that are highly irrigated, including liver, where it shows a low hepatic 466

clearance value [94]. The APL miltefosine shows an extremely slow elimination, 467

as assessed by the long elimination half-lives estimated from a two-compartment 468

pharmacokinetic model, with a primary elimination half-life of 7.05 days and a 469

terminal half-life of 30.9 days [43, 95]. Miltefosine is eliminated from the body 470

at a very slow rate and is still detectable in human plasma samples taken 5 to 6 471

months after the end of treatment [95]. Thus, APLs seem to be characterized by 472

their long residence times in the body. This long elimination half-life could be of 473

importance for the prophylactic action of EDLF and EDLF-containing regimens. 474

Combination therapy, ideally among drugs with unrelated mechanisms of action 475

and targeting the different developmental stages of schistosomes in the human 476

host, could be pursued as an area for future research [96, 97]. Here, we have 477

found that the combination of PZQ and EDLF leads to a prophylactic treatment 478
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that promotes the killing of mature and immature forms of S. mansoni, as well 479

as a drastic reduction in the immune response at late p.i. times that could lead 480

to a significant decrease in granuloma formation and liver pathology. In 481

conclusion, the results of this study demonstrate that the PZQ+EDLF 482

combination prophylactic treatment described here is able to kill immature 483

forms of S. mansoni, and modulate immune responses of infected mice, leading 484

to a significant reduction in parasite burden and hepatic granuloma size. In 485

addition, it is tempting to envisage that the combination of PZQ and EDLF 486

could be a promising therapeutic regimen not only for prophylaxis treatment, 487

but also for combination therapy against schistosomiasis. The results reported 488

here warrant further studies on the putative use of the alkylphospholipid EDLF 489

together with PZQ as a promising approach for treating schistosomiasis. 490

Supporting Information 491

S1 Video. S. mansoni schistosomula in culture. 492

This video shows a 24-h culture of S. mansoni schistosomula prepared by 493

repeatedly passing the cercariae through a double-ended needle connected to 494

two syringes to remove tails. 495

S2 Video. In vitro effect of edelfosine on S. mansoni 496

schistosomula. 497

These movies show morphological changes in control untreated schistosomula 498

(live control), heat-killed schistosomula (560C, dead control), and schistosomula 499

treated with 20 µM edelfosine for 24 h. 500

S1 Fig. Differential morphology and propidium iodide 501

permeability between live and dead S. mansoni schistosomula. 502

Image shows two schistosomula, alive (bottom) and dead (top), under light (left) 503

and fluorescence (right) microscopy. Dead schistosomula show loss in membrane 504

permeability leading to propidium iodide staining, as well as tegumental 505

deformation and a granular appearance in contrast to control live parasites, by 506
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fluorescence microscopy (propidium iodide staining) and light microscopy 507

morphology. 508

S2 Fig. Effects on relative liver weight after prophylactic 509

treatment of S. mansoni-infected mice with PZQ, EDLF or 510

PZQ+EDLF. 511

Infected mice were treated with 100 mg/kg PZQ, 45 mg/kg EDLF, or 512

PZQ+EDLF. Control groups consisting of a normal untreated (naive) and an 513

infected untreated (untreated) group, were given the same amount of the vehicle 514

at the same time as the PZQ-, EDLF- or PRQ+EDLF-treated groups and were 515

run in paralell. Compounds were orally administered. Relative liver weight was 516

determined as follows: Relative liver weight = (absolute liver weight/body 517

weight) x 100. Each point represents data from an individual drug-treated- or 518

infected untreated-mouse. Horizontal bars indicate average values. Significance 519

(p) value with respect to infected untreated mice is indicated. The means ± 520

SEM (n = 7) for each experimental condition are as follows: naive (4.3 ± 0.07); 521

untreated (7.95 ± 0.42); PZQ: (7.13 ± 0.13); EDLF: 6.85 ± 0.44; PZQ+EDLF: 522

6.19 ± 0.55). 523
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S3 Fig. Effects on parasite egg burden in intestine after 524

prophylactic treatment of S. mansoni-infected mice with PZQ, 525

EDLF or PZQ+EDLF. 526

Infected mice were treated with 100 mg/kg PZQ, 45 mg/kg EDLF, or 527

PZQ+EDLF. Infected untreated mice were run in parallel. Compounds were 528

orally administered. Parasite egg burden in intestine was determined as eggs per 529

gram (epg). Each point represents data from an individual treated- or infected 530

untreated-mouse. Horizontal bars indicate average values. Significance (p) 531

values with respect to infected untreated mice are indicated. Statistical 532

significance between the PZQ and PZQ+EDLF groups is also included. (***) 533

p<0.001. The means ± SEM (n = 5) for each experimental condition are as 534

follows: untreated (18532 ± 1600); PZQ (22435 ± 1160); EDLF (13872 ± 3333); 535

PZQ+EDLF (4306 ± 1465). 536

Time point Groups

Naive
Untreated

3rd Week PZQ
EDLF
PZQ+EDLF

Naive
Untreated

8th Week PZQ
EDLF
PZQ+EDLF

Data are shown as means (SEM) of eight mice. Asterisk represents statistical significance with
respect to untreated-infected group *p < 0.05; **p<0.01.

5.231 (0.437)
5.367 (0.543)
4.950 (0.630)
5.330 (0.454)

3.267 (0.255)
3.853 (0.518)
2.770 (0.223)
3.611 (0.319)

0.449 (0.045)
0.429 (0.032)
0.491 (0.032)
0.579 (0.070)

S1 Table. White blood cell, lymphocyte and monocyte count in drug-treated and untreated mice.      

White blood cells (103/µL) Lymphocytes (103/µL) Monocytes (103/µL)

6.013 (0.348) 0.709 (0.065)4.178 (0.303)

9.920 (1.241)

2.676 (0.237)
3.450 (0.399)
4.434 (1.049)
2.897 (0.384) 0.951 (0.124)

1.246 (0.158)3.828 (0.620)
6.451 (0.787)*
7,693 (0,8964)

0.595 (0.066)*
1.096 (0.072)
0.859 (0.069)

4.933 (0.377)**
10.310 (1.052)

S1 Table 537

White blood cell, lymphocyte and monocyte count in drug-treated and 538

untreated mice. 539
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57  Resumen:
Uso de edelfosina para la prevención y/o tratamiento
de helmintiasis.
La presente invención se refiere al uso de un
compuesto de fórmula general (I)
****IMAGEN****
donde preferiblemente el compuesto es edelfosina (1-
O-octadecil-2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina), para
la fabricación de un medicamento para la prevención
y/o el tratamiento de helmintiasis, es decir, para su
uso como antihelmíntico, preferiblemente para la
prevención y/o el tratamiento de esquistosomiasis y/o
estrongiloidiasis.

Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.Aviso:



USO DE EDELFOSINA PARA LA PREVENCIÓN Y/O TRATAMIENTO DE 
HELMINTIASIS.

 

 

La presente invención se encuadra dentro del campo de la actividad 

terapéutica de compuestos o preparaciones medicinales, en concreto, la !"

presente invención se refiere al uso de un compuesto de fórmula general (I) 

 

 

(I) 

donde preferiblemente el compuesto es edelfosina (1-O- octadecil-2-O-metil-#$"

rac-glicero-3-fosfocolina), para la fabricación de un medicamento para la 

prevención y/o el tratamiento de helmintiasis, es decir, para su uso como 

antihelmíntico, preferiblemente para la prevención y/o el tratamiento de 

esquistosomiasis y/o estrongiloidiasis. 

 #!"

 

ESTADO DE LA TÉCNICA ANTERIOR 

 

Según la Organización Mundial de la Salud, las enfermedades infecciosas 

constituyen la primera causa de morbilidad y mortalidad en los países en vía de %$"

desarrollo (Morel, 2000, Parasitol Today, 16(12):522-8). SIDA, tuberculosis y 

diarreas de diferentes etiologías son las más prevalentes, seguidas de 

enfermedades infecciosas típicamente tropicales causadas por organismos 

protistas como paludismo, tripanosomiasis o leishmaniasis, o causadas por 

helmintos, pertenecientes al reino animal, de mayor complejidad, como la %!"

filariasis, esquistosomiasis o estrongiloidiasis, etc. Algunas de ellas incluidas en 

las NTD (de las siglas en inglés Neglected Tropical Diseases). Estas últimas 

enfermedades han ido reemergiendo a raíz de los movimientos migratorios y al 

auge del turismo internacional (Pardo et al., 2005. Semergen 2005, 31 (3) 109-

116).  &$"
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"

El control de estas enfermedades se basa, además de la aplicación de las 

medidas generales preventivas diferentes en cada una de ellas, principalmente, 

en el tratamiento farmacológico y en el desarrollo de vacunas efectivas. En la 

actualidad no existen vacunas comerciales disponibles para el control de estas 

enfermedades, aunque muchos grupos están trabajando en esta dirección !"

(Martínez-Fernández et al., 2004. Vet Parasitol., 126(3):287-9; López Abán et 

al., 2008. MurVet Parasitol.,153(1-2):176-81). Por el contrario, existen 

tratamientos farmacológicos frente a la mayor parte de ellas, basados en la 

utilización y la combinación de diferentes fármacos (Aparicio et al., 2003. 

Enferm Infecc Microbiol Clin., 21(10):579-92).  #$"

 

Independientemente del escenario se han descrito resistencias a la mayoría de 

los fármacos utilizados. Bien conocido son las resistencias causadas por los 

fármacos antipalúdicos (Woodrow y Krishna, 2006. Cell Mol Life Sci., 

63(14):1586-96). La OMS recomienda la búsqueda continua de nuevos #!"

antimaláricos con vistas a paliar este efecto. No son menores las resistencias 

descritas frente a los fármacos de elección contra las leishmaniasis, como los 

antimoniales pentavalentes, pentamidina, anfotericina B, paramomicina, etc. 

(Croft et al., 2006. Indian J Med Res., 123(3):399-410; Loiseau y Bories, 2006. 

Curr Top Med Chem., 6(5):539-50). Incluso existen resistencias descritas para %$"

los antihelmínticos más utilizados. Hay evidencias de resistencias al 

praziquantel tanto en personas tratadas en zonas endémicas de 

esquistosomiasis (Ribeiro Dos Santos et al., 2006. Parasitol Res, 99(5): 505-

21), como en viajeros que visitan dichas zonas (Alonso et al., 2006. Am J Trop 

Med Hyg., 74(2):342-4). También son conocidas las resistencias generadas %!"

frente a derivados bencimidazólicos, o frente a ivermectina (Kohler, 2001. Int J 

Parasitol., 31(4):336-45), este último es el tratamiento de elección de la 

estrongiloidosis. Por estas razones es necesario el desarrollo de nuevos 

fármacos útiles contras estas enfermedades. 

 &$"
Los denominados lípidos sintéticos antitumorales (ATLs, synthetic “antitumor 

lipids”) constituyen una prometedora familia de compuestos anticancerosos que 

!"#$#%&'#'($#)(
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a diferencia de la mayoría de los antitumorales utilizados en clínica en la 

actualidad no tiene como diana el ADN (Gajate y Mollinedo, 2002. Curr Drug 

Metab., 3(5):491-525; Mollinedo et al., 2004. Curr Med Chem., 11(24):3163-84). 

Los ATLs pueden clasificarse en dos grandes categorías: a) los fosfolípidos 

alquiléter, conocidos colectivamente como éter lípidos antitumorales o análogos !"
de alquil-lisofosfolípidos, de los que su prototipo es la edelfosina (1-O-octadecil-

2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina); b) las alquilfosfocolinas, de las que su 

prototipo es la miltefosina (hexadecilfosfocolina) (Gajate y Mollinedo, 2002. 

Curr Drug Metab, 3(5): 491-525; Mollinedo et al., 2004. Curr Med Chem., 

11(24):3163-84). Aunque se ha considerado que los ATLs y como prototipo la #$"

edelfosina actúan de forma similar, ciertas diferencias parecen emerger entre 

ambos tipos de familias de ATLs. La edelfosina induce apoptosis de forma 

selectiva en células tumorales (Mollinedo et al, 1997. Cancer Res, 57(7): 1320-

8), a través de un nuevo mecanismo de acción que implica la activación 

intracelular del receptor de muerte Fas/CD95 mediante su reclutamiento y #!"

concentración en los denominados “lípids rafts” (Gajate y Mollinedo, 2001. 

Blood, 98(13): 3860-3; Gajate et al., 2004. J Exp Med, 200(3): 353-65). La 

edelfosina, actuando a través de este mecanismo, parece ser particularmente 

eficaz frente a malignidades hematológicas (Gajate y Mollinedo, 2007. Blood, 

109(2): 711-9). La acción antitumoral de la edelfosina es más potente que la %$"

miltefosina, comportándose como el ATL con mayor actividad anticancerosa. 

En tumores sólidos parece actuar vía un mecanismo diferente que implica la 

activación de la apoptosis a través del retículo endoplásmico (Nieto-Miguel et 

al., 2006. J Biol Chem, 281(21): 14833-40; Nieto-Miguel, 2007. Cancer Res., 

67(21): 10368-78). Por otra parte, aunque el proceso de apoptosis se inicie a %!"

través de distintos mecanismos, la mitocondria es fundamental en la inducción 

de apoptosis por edelfosina (Gajate et al, 2000. Int J Cancer, 86(2): 208-18; 

Vrablic et al, 2001. Faseb J, 15(10): 1739-44). Los datos obtenidos hasta el 

momento indican que la edelfosina induce la muerte de las células tumorales a 

través de la activación directa de la maquinaria apoptótica y de esta forma &$"

podría considerarse como un buen inductor de apoptosis en distintos sistemas. 
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Es conocido que la edelfosina ha sido empleada para el tratamiento de 

organismos sencillos pertenecientes al reino Protista como Leishmania 

amazonensis (Santa-Rita et al., 2004. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 

54: 704–710), Leishmania infantum (Alzate et al., 2008. Antimicrobial agents 

and chemotherapy, 52(10): 3779–3782) o se ha demostrado que induce !"
alteraciones en la membrana plasmática de Trypanosoma cruzi (Santa-Rita et 

al., 2006. Parasitol Res, 100:187–190). Sin embargo, hasta la fecha actual, los 

fármacos usados para el tratamiento de enfermedades causadas por protistas 

(por ejemplo, antimoniales pentavalentes, pentamidina, anfotericina B o 

paramomicina para el tratamiento de la leishmaniasis) se han mostrado #$"

inservibles en el tratamiento de enfermedades causadas por organismos 

superiores como por ejemplo los helmintos, tratadas por ejemplo con 

praziquantel (esquistosomiasis) o con ivermectina (estrongiloidosis).  

 

Por tanto, persiste el problema de encontrar fármacos eficaces para el #!"

tratamiento de enfermedades causadas por helmintos como esquistosomiasis o 

estrongiloidosis, alternativos a los escasos fármacos usados actualmente, cuyo 

único uso está provocando la aparición de resistencias de dichos helmintos a 

los tratamientos efectuados.  

 %$"

 

EXPLICACIÓN DE LA INVENCIÓN 

 

La presente invención se refiere al uso de un fosfolípido alquiléter de fórmula 

(I), preferiblemente la edelfosina, para la fabricación de un medicamento para %!"

la prevención y/o el tratamiento de helmintiasis, es decir, para su uso como 

antihelmíntico, preferiblemente para la prevención y/o el tratamiento de 

esquistosomiasis y/o estrongiloidiasis. 

 

A pesar de que los fármacos conocidos usados para el tratamiento de &$"

enfermedades parasitarias producidas por protistas, como por ejemplo 

Leishmania sp., no muestran resultados satisfactorios en el tratamiento de 

!"#$#%&'#'($#)(
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enfermedades causadas por parásitos más complejos como por ejemplo los 

helmintos, los inventores de la presente invención, han demostrado que la 

edelfosina es eficaz en la disminución de la carga helmíntica en hospedadores 

de dichos parásitos. Concretamente, tal como puede verse en los ejemplos, la 

edelfosina es capaz de actuar en una fase temprana de la esquistomatosis, !"

suponiendo ello un efecto profiláctico de enorme interés. Por otra parte, la 

edelfosina también es capaz de actuar reduciendo la carga helmíntica de 

Strongiloides. El efecto técnico mostrado en la presente invención es la eficacia 

en el tratamiento de esquistosomiasis y/o estrongiloidiasis cuando se usa el 

fármaco edelfosina, solucionando con ello un problema técnico cada vez más #$"

importante ya que, tal como se ha mencionado en el apartado anterior, el uso 

de los escasos antihelmínticos eficaces en el tratamiento de estas 

enfermedades, está provocando la aparición de resistencias de dichos 

helmintos.  

 #!"

Por tanto, la presente invención aporta al estado de la técnica información de 

alto valor para el tratamiento de los helmintos que provocan graves problemas 

en países tropicales y que, debido a la creciente inmigración, también supone 

un problema incipiente y potencialmente grave en los países desarrollados no 

tropicales. El uso de la edelfosina supone un refuerzo en el tratamiento de %$"

dichas enfermedades y, mediante la alternancia con otros fármacos o su 

combinación con los mismos, podría suponer la evitación o el retraso en la 

aparición de resistencias frente a los fármacos antihelmínticos conocidos. 

 

Un aspecto de la presente invención se refiere al uso de un compuesto de %!"

fórmula general (I), o cualquiera de sus sales farmacéuticamente aceptables, 

para la fabricación de un medicamento para la prevención y/o tratamiento de 

helmintiasis, 

 

!"#$#%&'#'($#)(
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(I) 

 

Donde: R1 se selecciona entre un alquilo (C14-C30), un alquenilo (C14-C30), un 

alquinilo (C14-C30) o un grupo -CH2-CH(OR3)-CH2-O-R4; R3 es un alquilo (C1-

C8), R4 se selecciona entre un alquilo (C12-C30), un alquenilo (C12-C30), un !"

alquinilo (C12-C30): 

 

 R2 se selecciona entre un grupo de fórmula (II), (III) ó (IV): 

            

                          (II)         (III)   (IV) #$"

 

Los compuestos de fórmula general (I) tienen uno o más centros asimétricos y 

por tanto, pueden existir en forma de enantiómeros o diastereómeros. En la 

presente invención también se contempla el uso de solvatos del compuesto de 

fórmula general (I) (como por ejemplo, pero sin limitarse, hidratos), prodrogas #!"

(sinónimo de profármacos), o claratos. Las sales farmacéuticamente 

aceptables se seleccionan de entre cloruro, bromuro ioduro o cualquier otra sal 

farmacéuticamente aceptable.  

 

Los compuestos de la presente invención representados por la fórmula (I), y %$"

más concretamente, los compuestos específicos pertenecientes a esta fórmula 

general anteriormente descrita pueden incluir isómeros, dependiendo de la 

presencia de enlaces múltiples (por ejemplo, Z, E), incluyendo isómeros ópticos 

o enantiómeros, dependiendo de la presencia de centros quirales. Los 

isómeros, enantiómeros o diastereoisómeros individuales y las mezclas de los %!"

mismos caen dentro del alcance de la presente invención. Los enantiómeros o 

diastereoisómeros individuales, así como sus mezclas, pueden separarse 

mediante técnicas convencionales. 
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En la presente invención, el término "sales farmacéuticamente aceptables" se 

refiere a sales preparadas de ácidos no tóxicos farmacéuticamente aceptables, 

incluyendo ácidos orgánicos o inorgánicos. Los ácidos orgánicos o inorgánicos 

no tóxicos se seleccionan de la lista que comprende, pero sin limitarse: acético, 

algínico, antranílico, benzenesulfónico, benzoico, camforsulfónico, cítrico, !"

etensulfónico, fórmico, fumárico, furoico, glucónico, glutámico, glucorénico, 

galacturónico, glicídico, hidrobrómico, hidroclórico, isetiónico, láctico, maleico, 

málico, mandélico, metanesulfónico, múcico, nítrico, pamoico, pantoténico, 

fenilacético, propiónico, fosfórico, salicílico, esteárico, succínico, sulfanílico, 

sulfúrico, tartárico o p-toluenosulfónico. #$"

 

El compuesto de la invención puede estar en forma cristalina como compuestos 

libres o como solvatos. En este sentido, el término “solvato”, tal como aquí se 

utiliza, incluye tanto solvatos farmacéuticamente y farmacológicamente 

aceptables, es decir, solvatos del compuesto de fórmula (I) que pueden ser #!"

utilizados en la elaboración de un medicamento, como solvatos 

farmacéuticamente no aceptables, los cuales pueden ser útiles en la 

preparación de solvatos o sales farmacéuticamente y farmacológicamente 

aceptables. La naturaleza del solvato farmacéuticamente aceptable no es 

crítica siempre y cuando sea farmacéuticamente aceptable. En una realización %$"

particular, el solvato es un hidrato. Los solvatos pueden obtenerse por métodos 

convencionales de solvatación conocidos por los expertos en la materia. 

 

Asimismo, dentro del alcance de esta invención se encuentran las prodrogas o 

profármacos de los compuestos de fórmula (I). El término “profármaco” o %!"

“prodroga” tal como aquí se utiliza incluye cualquier compuesto derivado de un 

compuesto de fórmula (I), por ejemplo y no limitativamente: ésteres (incluyendo 

ésteres de ácidos carboxílicos, ésteres de aminoácidos, ésteres de fosfato, 

ésteres de sulfonato de sales metálicas, etc.), carbamatos, amidas, amidas 

biohidrolizables, ésteres biohidrolizables, carbamatos biohidrolizables, ureidos &$"

biohidrolizables, fosfatos biohidrolizables. Otros ejemplos de prodrogas 

incluyen compuestos que comprenden grupos -NO, -NO2, -ONO, o -ONO2- que 

!"#$#%&'#'($#)(
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al ser administrado a un individuo puede ser transformado directa o 

indirectamente en dicho compuesto de fórmula (I) en el mencionado individuo. 

Ventajosamente, dicho derivado es un compuesto que aumenta la 

biodisponibilidad del compuesto de fórmula (I) cuando se administra a un 

individuo o que potencia la liberación del compuesto de fórmula (I) en un !"

compartimento biológico. La naturaleza de dicho derivado no es crítica, siempre 

y cuando pueda ser administrado a un individuo y proporcione el compuesto de 

fórmula (I) en un compartimento biológico del mismo. La preparación de dicho 

profármaco puede llevarse a cabo mediante métodos convencionales 

conocidos por los expertos en la materia. Los términos “amidas #$"

biohidrolizables”, “ésteres biohidrolizables”, “carbamatos biohidrolizables”, 

“ureidos biohidrolizables”, “fosfatos biohidrolizables”, se refieren a carbamato, 

carbonato, ureido y fosfato, respectivamente, de un compuesto que: 1) no 

interfiera con la actividad biológica del complejo pero que confiere al 

compuesto propiedades ventajosas in vivo, como absorción, duración del #!"

efecto, o del inicio del efecto; o 2) es biológicamente inactivo, pero se convierte 

in vivo a compuesto biológicamente activo. 

 

En la presente invención, el término “alquilo” se refiere a radicales de cadenas 

hidrocarbonadas lineales o ramificadas que se unen al resto de la molécula %$"
mediante un enlace sencillo, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-

butilo, terc-butilo, sec-butilo, n-pentilo, n-hexilo, etc. Los grupos alquilo pueden 

estar opcionalmente sustituidos por uno o más sustituyentes tales como 

halógeno, hidroxilo, alcoxilo, carboxilo, carbonilo, ciano, acilo, alcoxicarbonilo, 

amino, nitro, mercapto y alquiltio."El término “alquenilo” y “alquinilo” se refiere a %!"

radicales de cadenas hidrocarbonadas, lineales o ramificadas que tienen uno o 

varios dobles (alquenilo) o triples (alquinilo), respectivamente, entre sus átomos 

de carbono. 

 

El término “alquenilo” se refiere a radicales de cadenas hidrocarbonadas que &$"

contienen uno o más enlaces carbono-carbono dobles, por ejemplo, vinilo, 1-

propenilo, alilo, isoprenilo, 2-butenilo, 1,3-butadienilo, etc. Los radicales 

!"#$#%&'#'($#)(
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alquenilos pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o más sustituyentes 

tales como halo, hidroxilo, alcoxilo, carboxilo, ciano, carbonilo, acilo, 

alcoxicarbonilo, amino, nitro, mercapto y alquiltio.  

 

En la presente invención el término "alquinilo" se refiere a un radical de !"

cadenas hidrocarbonadas que contienen uno o más triples enlaces y que 

puede tener uno o mas enlaces dobles a lo largo de la cadena carbonada. Los 

radicales alquinilo pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o más 

sustituyentes tales como un arilo, halógeno, hidroxilo, carboxilo,  carbonilo,  

amino, etc. #$"
"

En la presente invención, el grupo R1 es un alquilo C14-C30. Preferiblemente el 

alquilo es C14, C15, C16, C17, C18, C19, C20, C21, C22, C23, C24, C25, C26, C27, C28, 

C29, o C30. Una realización preferida de la presente invención se refiere al uso 

del compuesto de fórmula general (I), tal como se ha descrito en los párrafos #!"

anteriores, donde R1 es un alquilo C14-C20. Más preferiblemente el alquilo es 

C16-C18. 

 

Otra realización preferida de la presente invención se refiere al uso del 

compuesto de fórmula general (I), donde R1 es un grupo -CH2-CH(OR3)-CH2-O-%$"

R4.  

 

En la presente invención, el grupo R3 es un alquilo C1-C8. Preferiblemente el 

alquilo es C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 o C8. Una realización más preferida de la 

presente invención se refiere al uso del compuesto de fórmula general (I), %!"

donde R3 es un alquilo (C1-C3). Más preferiblemente R3 es un grupo metilo.  

 

En la presente invención, el grupo R4 es un alquilo C12-C30. Preferiblemente el 

alquilo es C12, C13, C14, C15, C16, C17, C18, C19, C20, C21, C22, C23, C24, C25, C26, 

C27, C28, C29, o C30. Otra realización más preferida se refiere al uso del &$"

compuesto de fórmula general (I), donde R4 es un alquilo (C14-C20).  
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Otra realización preferida de la presente invención se refiere al uso de 

cualquiera de los compuestos de fórmula general (I) descritos anteriormente, 

donde R2 es un grupo de fórmula (II): 

 

 !"
Otra realización preferida de la presente invención se refiere al uso de 

cualquiera de los compuestos de fórmula general (I) descritos anteriormente, 

donde R2 es un grupo de fórmula (III): 

 

 #$"
 

Otra realización preferida de la presente invención se refiere al uso de 

cualquiera de los compuestos de fórmula general (I) descritos anteriormente, 

donde dicho compuesto se selecciona entre miltefosina, edelfosina o perifosina. 

Una realización más preferida de la presente invención se refiere al uso del #!"

compuesto de fórmula general (I), donde dicho compuesto es edelfosina. La 

edelfosina (1-O- octadecil-2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina) también es 

conocida como ET-18-OCH3. 

 

La edelfosina tiene la fórmula siguiente: %$"
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!

"
!

! !

# '

 

 

La miltefosina tiene la fórmula siguiente: 

 

 !"

La perifosina tiene la fórmula siguiente: 

 

 

En adelante, para referirse a cualquiera de los compuestos definidos en la #$"

presente invención, se puede emplear el término “compuesto de la invención” o 

“compuesto de la presente invención”· 

 

En la presente invención el término "tratamiento" se refiere a la erradicación o 

mejoramiento de una enfermedad, o de uno o más síntomas asociados con la #!"

helmintiasis, así como a minimizar la propagación o el empeoramiento de la 

helmintiasis, o retrasar la progresión, propagación o empeoramiento de 

helmintiasis. En la presente invención, el término "prevención" o “profilaxis” se 
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refiere a evitar la aparición, recurrencia o la propagación de la helmintiasis, o 

de uno o más síntomas de la misma.  

 

La helmintiasis es una enfermedad parasitaria en la que una parte del cuerpo 

esta infestada de gusanos, como lo son las lombrices intestinales, solitarias o !"

gusanos redondos. La helmiantiasis puede ser por ejemplo pero sin limitarse 

nematotodiasis (helmintiasis por nemátodos), cestodiasis (helmintiasis por 

céstodos) o trematodiasis (helmintiasis por tremátodos). La nematodiasis se 

selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, anisakiasis, 

anquilostomiasis, ascariasis, dracunculiasis, elefantiasis, enterobiasis, #$"

estrongiloidiasis, filariasis, oncocercosis, toxocariasis, tricuriasis o triquinelosis. 

La cestodiasis se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, 

cisticercosis, hidatidosis o teniasis. La trematodiasis se selecciona de la lista 

que comprende, pero sin limitarse, esquistosomiasis o tricuriasis. 

 #!"

Otra realización preferida de la presente invención se refiere al uso del 

compuesto de la invención, para la fabricación de un medicamento para la 

prevención y/o el tratamiento de esquistosomiasis. La esquistosomiasis está 

producida por al menos un platelminto parásito del género Schistosoma. 

 %$"

La esquistosomiasis (bilharziasis o bilharziosis) es una enfermedad parasitaria 

producida por gusanos platelmintos de la clase trematodos del género 

Schistosoma. La esquistosomiasis generalmente es adquirida por medio de la 

ingesta de agua dulce infectada con formas larvarias (cercarias) 

esquistosomas. La esquistosomiasis afecta por lo menos 200 millones de %!"

personas alrededor del mundo, y más de 700 millones de personas viven en 

zonas endémicas. La infección es frecuente en zonas tropicales y 

subtropicales, en las zonas pobres sin agua potable y saneamiento adecuado.  

 

El platelminto parásito del género Schistosoma se selecciona de la lista que &$"

comprende, pero sin limitarse, Schistosoma bovis, Schistosoma bovis x 

Schistosoma haematobium, Schistosoma curassoni, Schistosoma edwardiense, 
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Schistosoma guineensis, Schistosoma haematobium, Schistosoma 

haematobium x Schistosoma bovis, Schistosoma haematobium/matthei, 

Schistosoma hippopotami, Schistosoma incognitum, Schistosoma indicum, 

Schistosoma intercalatum, Schistosoma japonicum, Schistosoma leiperi, 

Schistosoma malayensis, Schistosoma mansoni, Schistosoma mansoni X !"

Schistosoma rodhaini, Schistosoma margrebowiei, Schistosoma matthei, 

Schistosoma mekongi, Schistosoma nasale, Schistosoma ovuncatum, 

Schistosoma rodhaini, Schistosoma sinensium o Schistosoma spindale. 

 

En humanos, la esquistosomiasis urinaria es causada por Schistosoma #$"

hematobium, la esquistosomiasis intestinal está causada por cualquiera de los 

organismos Schistosoma intercalatum, Schistosoma mansoni, Schistosoma 

japonicum, o Schistosoma mekongi. Por tanto, una realización más preferida de 

la presente invención se refiere al uso del compuesto de la invención, donde el 

platelminto parásito del género Schistosoma se selecciona de la lista que #!"

comprende Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium, Schistosoma 

intercalatum, Schistosoma japonicum o Schistosoma mekongi. Preferiblemente 

el platelminto parásito del género Schistosoma es Schistosoma mansoni. 

 

Otra realización más preferida de la presente invención se refiere al uso del %$"

compuesto de la invención, donde la esquistosomiasis está producida por al 

menos un platelminto parásito del género Schistosoma en una fase temprana 

inmadura en un mamífero, preferiblemente un humano. Las fases tempranas 

inmaduras de dicho parásito en humanos son la forma de larva (cercaria) y de 

esquistosómula, forma del ciclo anterior a la del parásito adulto. %!"

Preferiblemente la fase temprana inmadura es esquistosómula. 

 

Otra realización preferida de la presente invención se refiere al uso del 

compuesto de la invención, para la fabricación de un medicamento para la 

prevención y/o el tratamiento de estrongiloidiasis. La estrongiloidiasis está &$"
producida por al menos un nemátodo parásito del género Strongyloides. 
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La estrongiloidiasis es una enfermedad causada por una infección de una 

especie del género Strongyloides, nemátodos que se encuentran ampliamente 

diseminados en las áreas tropicales y subtropicales. El género Strongyloides 

está clasificado en el orden Rhabditida, y la mayoría de los miembros son 

nematodos que viven en el suelo. Strongyloides stercoralis es el patógeno más !"

común para los humanos. La infección grave, que resulta del aumento de la 

generación de larvas filariformes, ocurre cuando la inmunidad del paciente se 

encuentra alterada, especialmente por terapia esteroidea y, menos 

comúnmente, otros inmunosupresores, neoplasias hematológicas o 

desnutrición. #$"

 

El nemátodo parásito del género Strongyloides se selecciona de la lista que 

comprende, pero sin limitarse, Strongyloides akbari, Strongyloides 

callosciureus, Strongyloides cebus, Strongyloides fuelleborni, Strongyloides 

fuelleborni fuelleborni, Strongyloides fuelleborni kellyi, Strongyloides mirzai, #!"

Strongyloides myopotami, Strongyloides ophidiae, Strongyloides papillosus, 

Strongyloides planiceps, Strongyloides procyonis, Strongyloides ransomi, 

Strongyloides ratti, Strongyloides robustus, Strongyloides stercoralis, 

Strongyloides suis, Strongyloides venezuelensis, Strongyloides vitali o 

Strongyloides westeri. Una realización más preferida de la presente invención %$"

se refiere al uso del compuesto de la invención, donde el platelminto parásito 

del género Schistosoma se selecciona de la lista que comprende Strongyloides 

venezuelensis, Strongyloides stercoralis o Strongyloides fuelleborni. 

Preferiblemente el platelminto parásito del género Schistosoma es 

Strongyloides stercoralis. %!"

 

Otra realización preferida de la presente invención se refiere al uso del 

compuesto de la invención, donde el medicamento además comprende al 

menos otra sustancia activa. Esta sustancia activa debe permitir la actividad del 

compuesto de la invención, es decir, debe ser compatible. &$"
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El compuesto de la presente invención, sales, enantiómeros, diastereómeros, 

solvatos, prodrogas (profármacos), o claratos así como las composiciones 

farmacéuticas que los contienen pueden ser utilizados junto con otros 

fármacos, o principios activos, adicionales, para proporcionar una terapia de 

combinación. Dichos fármacos adicionales pueden formar parte de la misma !"

composición farmacéutica o, alternativamente, pueden ser proporcionados en 

forma de una composición separada para su administración simultánea o no a 

la de la composición farmacéutica que comprende el compuesto de la 

invención(I), sales, enantiómeros, diastereómeros, solvatos, prodrogas 

(profármacos), o claratos del mismo. #$"

 

Según una realización más preferida de la presente invención, la sustancia 

activa es un agente antiparasitario. Preferiblemente el agente antiparasitario es 

un agente antihelmíntico. 

 #!"

Una realización aún más preferida de la presente invención se refiere al uso del 

compuesto de la invención, para la fabricación de un medicamento para la 

prevención y/o el tratamiento de esquistosomiasis, donde el medicamento 

además comprende praziquantel, o cualquiera de sus sales farmacéuticamente 

aceptables. Tal como se muestra en el ejemplo 2 de la presente invención, el %$"

uso conjunto de edelfosina y de praziquantel es compatible, por tanto, ambos 

antihelmínticos pueden usarse de forma conjunta. También se contemplan en 

la presente invención, enantiómeros, diastereómeros, solvatos, prodrogas o 

claratos de praziquantel. El medicamento puede comprender el compuesto de 

la invención junto con otros fármacos, sólos, o en cualquiera de sus %!"

combinaciones, con o sin praziquantel, utilizados para el tratamiento de la 

esquistosomiasis como por ejemplo, pero sin limitarse, albendazol, mebendazol 

u Oxamniquina. El medicamento también puede comprender otros fármacos 

antiparasitarios. 

 &$"

Una realización aún más preferida de la presente invención se refiere al uso del 

compuesto de la invención, para la fabricación de un medicamento para la 
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prevención y/o el tratamiento de estrongiloidiasis, donde el medicamento 

además comprende ivermectina, o cualquiera de sus sales farmacéuticamente 

aceptables. La ivermectina es el fármaco más empleado y más eficaz hasta la 

fecha, para el tratamiento de estrongiloidiasis. También se contemplan en la 

presente invención, enantiómeros, diastereómeros, solvatos, prodrogas o !"

claratos de ivermectina."El medicamento puede comprender el compuesto de la 

invención junto con otros fármacos, sólos, o en cualquiera de sus 

combinaciones, con o sin ivermectina, utilizados para el tratamiento de la 

estrongiloidiasis como por ejemplo, pero sin limitarse, albendazol, tiabendazol, 

pamoato de oxantel o pamoato de pirantel. El medicamento también puede #$"

comprender otros fármacos antiparasitarios. 

 

Otra realización preferida de la presente invención se refiere al uso del 

compuesto de la invención, donde el medicamento además comprende al 

menos un excipiente y/o al menos un vehículo farmacéuticamente aceptable. #!"

Además, el excipiente o el vehículo deben ser farmacológicamente aceptables. 

 

El término “farmacológicamente aceptable” se refiere a que el compuesto al 

que hace referencia esté permitido y evaluado de modo que no cause daño a 

los organismos a los que se administra. El término “farmacéuticamente %$"

aceptable” se refiere a que el compuesto al que hace referencia permita la 

actividad del compuesto de la presente invención. 

 

El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la 

absorción del compuesto de la presente invención, estabiliza dicho compuesto %!"

o ayuda a la preparación del medicamento en el sentido de darle consistencia o 

aportar sabores que lo hagan más agradable. Así pues, los excipientes podrían 

tener la función de mantener los ingredientes unidos como por ejemplo 

almidones, azúcares o celulosas, función de endulzar, función de colorante, 

función de protección del medicamento como por ejemplo para aislarlo del aire &$"

y/o la humedad, función de relleno de una pastilla, cápsula o cualquier otra 

forma de presentación como por ejemplo el fosfato de calcio dibásico, función 
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desintegradora para facilitar la disolución de los componentes y su absorción 

en el intestino, sin excluir otro tipo de excipientes no mencionados en este 

párrafo. 

 

El término “vehículo farmacéuticamente aceptable” hace referencia a aquellas !"

sustancias, o combinación de sustancias, conocidas en el sector farmacéutico, 

utilizadas en la elaboración de formas farmacéuticas de administración e 

incluye, pero sin limitarse, sólidos, líquidos, disolventes o tensioactivos. El 

vehículo puede ser una sustancia inerte o de acción análoga al compuesto de la 

presente invención. La función del vehículo es facilitar la incorporación del #$"

compuesto de la invención y/o de otros compuestos, permitir una mejor dosificación 

y administración o dar consistencia y forma al medicamento. Cuando la forma de 

presentación es líquida, el vehículo es el diluyente. 

 

Otra realización preferida de la presente invención se refiere al uso del #!"

compuesto de la invención, donde el medicamento se presenta en una forma 

adaptada a la administración por vía oral. 

 

En cada caso, la forma de presentación del medicamento se adaptará al tipo de 

administración utilizada, por ello, el medicamento de la presente invención se %$"

puede presentar bajo la forma de soluciones o cualquier otra forma de 

administración clínicamente permitida. 

 

La forma adaptada a la administración oral se refiere a un estado físico que 

pueda permitir su administración oral. La forma adaptada a la administración %!"

oral se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, gotas, jarabe, 

tisana, elixir, suspensión, suspensión extemporánea, vial bebible, comprimido, 

cápsula, granulado, sello, píldora, tableta, pastilla, trocisco o liofilizado. 

 

El medicamento se puede presentar en una forma adaptada a la administración &$"

por vía oral La forma adaptada a la administración parenteral se refiere a un 

estado físico que pueda permitir su administración inyectable, es decir, 
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preferiblemente en estado líquido. La administración parenteral se puede llevar 

a cabo por vía de administración intramuscular, intraarterial, intravenosa, 

intradérmica, subcutánea o intraósea pero sin limitarse únicamente a estos 

tipos de vías de administración parenteral.  

 !"

Otra posibilidad es que el medicamento se presente en una forma adaptada a la 

administración sublingual, nasal, intracatecal, bronquial, linfática, rectal, 

transdérmica o inhalada. La forma adaptada a la administración rectal se 

selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, supositorio, cápsula 

rectal, dispersión rectal o pomada rectal. La forma adaptada a la administración #$"

transdérmica se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, parche 

transdérmico o iontoforesis.  

 

Es decir, el compuesto de la presente invención, sales, enantiómeros, 

diastereómeros, solvatos, prodrogas (profármacos), o claratos, se formulan en #!"

medicamento, en una cantidad terapéuticamente efectiva. El medicamento puede 

formularse junto con uno o más vehículos, adyuvantes o excipientes 

farmacéuticamente y farmacológicamente aceptables, así como también puede 

comprender otra sustancia activa, en una forma sustancialmente pura, es decir, 

que tiene un nivel de pureza farmacéuticamente aceptable excluyendo los %$"

aditivos farmacéuticos normales tales como diluyentes y portadores, y no 

incluyendo material considerado tóxico a niveles de dosificación normales. Los 

niveles de pureza para el principio activo son preferiblemente superiores al 

50%, más preferiblemente, superiores al 70%, y todavía más preferiblemente 

superiores al 90%. En una realización preferida, son superiores al 95% de %!"

compuesto de la invención, sus sales, enantiómeros, diastereómeros, solvatos, 

prodrogas (profármacos), o claratos. 

 

Teniendo en cuenta que la edelfosina es un fármaco que se comercializa como 

anticancerígeno, su farmacocinética es conocida. Dichas características &$"

farmacocinéticas de la edelfosina pueden consultarse en Estella-Hermoso de 

Mendoza et al., 2009 (Estella-Hermoso de Mendoza et al., 2009. Clin Cancer 
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Res., 15(3):858-64). 

 

Todos los medicamentos tienen unas características concretas en lo que se 

refiere a su liberación, absorción, distribución, metabolismo y eliminación. 

Cuando se introduce un fármaco en el organismo debe superar numerosas !"

barreras biológicas antes de llegar al receptor que dependen de la vía de 

administración. Para que un fármaco pueda ejercer su acción debe alcanzar 

una concentración adecuada y en el lugar adecuado en el cual un fármaco está 

en posición de interactuar con sus receptores para realizar su efecto biológico 

sin que intervengan barreras de difusión. #$"

 

A lo largo de la descripción y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus 

variantes no pretenden excluir otras características técnicas, aditivos, 

componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas 

y características de la invención se desprenderán en parte de la descripción y #!"

en parte de la práctica de la invención. Las siguientes figuras y ejemplos se 

proporcionan a modo de ilustración, y no se pretende que sean limitativos de la 

presente invención. 

 

 %$"

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

 

FIG. 1. Muestra la mortalidad larvaria valorado por motilidad en 

tratamiento con ET-18-OCH3 (edelfosina) y ET-18-OH (análogo inactivo). 

 %!"

FIG. 2. Muestra la mortalidad larvaria valorado por motilidad. Motilidad de 

larvas L3 de S. venezuelensis expuestas a edelfosina. 

 

FIG. 3. Muestra larvas L3 de S. venezuelensis tratadas con el donador de 

óxico nítrico DETA (100 g/ml) analizadas por el método TUNEL.  &$"
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Fluorescencia roja del ADN de las células del parásito (A). Fluorescencia verde 

del los núcleos apoptóticos mediante microscopia confocal (B). Larva vista con 

microscopia óptica (C). Superposición de la fluorescencia roja y verde sobre la 

larva (D). 

 !"

FIG. 4. Muestra ratones BALB/c infectados con larvas tratadas con 

edelfosina. 

 

C: Cantidad de huevos por gramo de heces. 

T post-infec: Días después de la infección de dichos ratones por las larvas #$"

tratadas con 2,5; 5 y 10 µg/ml de edelfosina. 

ET-18OCH3: Edelfosina. 

 

FIG. 5. Muestra ratones BALB/c infectados con larvas tratadas con 

edelfosina e ivermectina. #!"

 

C: Cantidad de huevos por gramo de heces. 

T post-infec: Días después de la infección de dichos ratones por las larvas 

tratadas con 0,1; 0,5; 1 y 2,5 µg/ml de edelfosina y 10 µg/ml de ivermectina. 

ET-18OCH3: Edelfosina. %$"

Iver: Ivermectina. 

 

FIG. 6. Muestra ratones BALB/c infectados con 100 L3 de S. venezuelensis 

y tratados vía oral. 

 %!"

C: Cantidad de huevos por gramo de heces. 

T post-infec: Días después de la infección de dichos ratones por las larvas 

tratadas con 1; 2,5; 5 y 10 µg/g de peso vivo (PV) de edelfosina y, 5 y10 µg/g 

PV de ivermectina. 

ET-18OCH3: Edelfosina. &$"

Iver: Ivermectina. 
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FIG. 7. Muestra la respuesta a los diferentes tratamientos al final del 

experimento.  

 

En (A) se observan las medias de los parásitos adultos de S. mansoni 

recuperados por perfusión al final del ensayo y en (B) la media de los huevos !"

por gramo de tejido, localizados en los granulomas del intestino.  

TP: Medida del nº total de parásitos. 

G1-NT: Grupo 1 no tratados. 

Las barras horizontales representan la media de los datos: ** p<0.05; *** 

p<0.0001. #$"

 

FIG. 8. Muestra el recuento de eosinófilos (A) y basófilos (B) a la octava 

semana del experimento. 

 

Eosin: Eosinófilos. #!"

Baso: Basófilos. 

G1-NT: Grupo 1 no tratados. 

Las columnas representan la media de los datos para cada grupo con su 

respectiva barra de error, los valores presentan diferencias estadísticas con * 

p<0.05. %$"

 

FIG. 9. Muestra los títulos de anticuerpos IgG2a, frente al antígeno 

somático de S. mansoni en los diferentes grupos experimentales durante 

la tercera semana post-infección (A; día 21) y octava semana post 

infección (B; día 56). %!"

 

G1-NT: Grupo 1 no tratados. 

Las columnas representan la medias de las densidades ópticas (D.O) de los 

grupos con su respectiva barra de error, los valores representan diferencias 

estadísticamente significativas con * p< 0.05. &$"
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FIG. 10. Muestra los análisis de los datos hematológicos de eosinófilos a 

lo largo de 8 semanas. 

 

Eos: Eosinófilos. 

PZQ: Plaziquantel. !"

EDLF: Edelfosina. 

NT: No tratados. 

Sem: Semana. Se muestran datos a la semana 0, 3, 5 y 8. 

 

FIG. 11. Muestra los análisis de los datos hematológicos de basófilos a lo #$"

largo de 8 semanas. 

 

Bas: Basófilos. 

PZQ: Plaziquantel. 

EDLF: Edelfosina. #!"

NT: No tratados. 

Sem: Semana. Se muestran datos a la semana 0, 3, 5 y 8. 

 

 

EJEMPLOS  %$"

 

A continuación se ilustrará la invención mediante unos ensayos realizados por 

los inventores. Los siguientes ejemplos específicos que se proporcionan en 

este documento de patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente 

invención. Estos ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han %!"

de ser interpretados como limitaciones a la invención que aquí se reivindica. 

Por tanto, los ejemplos descritos no pretenden limitar el campo de aplicación de 

la misma. 
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EJEMPLO 1. Actividad antihelmíntica de edelfosina frente a Strongyloides. 

 

1.1. Mantenimiento del ciclo biológico de S. venezuelensis. 

 

Las larvas infectivas de tercer estadio (L3) de S. venezuelensis, se !"

obtuvieron a partir de la cepa que se mantiene en el Laboratorio de 

Parasitología de la Facultad de Farmacia de La Universidad de Salamanca por 

pases sucesivos en ratas wistar. El ciclo se realizó a partir de heces de 

animales infectados se recuperan huevos de S. venezuelensis, para permitir el 

desarrollo de estos a larvas de primero (L1), segundo (L2) y tercer estadio (L3). #$"

Se mezclaron las heces con un sustrato inerte formado por vermiculita., 

posteriormente se recogían las L3 mediante la técnica de Baermann con 

modificaciones. Esta técnica se fundamenta en el termo-hidrotropismo 

característico de esta fase parasitaria. Se contarón las larvas 3 y se confirmó 

que al menos el 80% tuvieran movilidad. Finalmente se ponían en una #!"

concentración de 3.000 L3 en 0,5 ml de solución salina que eran inyectados por 

vía subcutánea a ratas macho de 60-120 g. 

 

1.2. Establecimiento de un modelo de infección de S. venezuelensis 

en ratones BALB/c. %$"

 

Se emplearon un total de 80 ratones BALB/c de 6 semanas, con pesos 

entre 18-20 g. Los ratones fueron divididos en 8 grupos de 10 ratones. Uno de 

los grupos se mantuvo sin infección y los 7 grupos restantes fueron infectados 

subcutáneamente con dosis de 100, 500, 1.000, 3.000, 5.000, 10.000 y 30.000 %!"

L3 respectivamente. Para el seguimiento de las infecciones se determinó 

diariamente el número de huevos en heces, Se extrajo de cada animal 1,5 ml 

de sangre del plexo retro-ocular, 0,5 ml se depositaron en tubos de ensayo con 

anticoagulante (EDTA), 1 ml fue dejado en reposo 4 horas, centrifugado a 

7.000 g, durante 10 minutos a 4ºC. El suero fue retirado, almacenado &$"

congelado a -20ºC, hasta su procesamiento. Se estudió el hemograma; número 

de plaquetas, número de leucocitos totales y fórmula leucocitaria (neutrófilos, 
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"

linfocitos, eosinófilos, basófilos) utilizando un citómetro (Beckman: Coulter LH 

750). En el suero se determinó alanina transaminasa GPT (EC 2.6.1.2), 

aspartato transaminasa GOT (EC 2.6.1.1), lactato deshidrogenasa LDH (EC 

1.1.1.27), amilasa (EC 3.2.1.2), creatin-quinasa CK (EC 2.7.3.2), glucosa, 

utilizando un auto-analizador (Beckman: Synchron CX9). Las determinaciones !"

fueron realizadas en los días 0, 1, 2, 5 y 20 después de la infección. Un animal 

de cada grupo fue sacrificado a las 6 horas, 1, 3, 5, 7, 14 y 20 días post-

infección y se recogió piel, pulmón, corazón, hígado, intestino y cerebro. 

Posteriormente se realizaron cortes histológicos. También se recogieron larvas 

del pulmón y hembras del intestino (ver figura nueva insertada). #$"

 

 

 Diagrama 1. Desarrollo del modelo de estrongiloidosis en ratones BALB/c 

infectados con S venezuelensis. 

 #!"

1.3. Análisis estadísticos. 

 

Los datos se expresaron como media y error estándar de la media. Para 

el análisis inferencial se estudió inicialmente la normalidad y 

homoscedasticidad de las muestras. En aquellos casos en los que las muestras %$"

tenían distribución normal y sus varianzas fueron similares, se emplearon en el 
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análisis pruebas paramétricas t de Student para comparar dos grupos o análisis 

de varianza (ANOVA) para comparar varios grupos. Cuando se obtuvieron 

diferencias entre grupos mediante ANOVA se aplicó la prueba post-ANOVA 

Fisher PLSD. Para los casos en los que la distribución no era normal se 

realizaron pruebas no paramétricas (Wilconxon y Friedman). Se consideraron !"

diferencias estadísticamente significativas cuando p<0,05. Los datos fueron 

procesados con el paquete estadístico SPSS 11.5 para Windows. 

 

1.4. Actividad in vitro frente a larvas de Strongyloides. 

 #$"
Se utilizaron cultivos de larvas de tercer estadío de Strongyloides 

venezuelensis cuyo ciclo biológico se mantienen en ratas Wistar mediante 

infecciones experimentales periódicas. Se emplearon dosis de edelfosina en un 

rango de entre 2,5-50 µg (FIG. 1). La viabilidad celular se midió mediante 

movilidad larvaria y fosfatasa alcalina. En la FIG. 2 se observan los resultados #!"

de inhibición con edelfosina, mostrando que con dosis de 10 µg existió una 

inhibición el 60% a los 30 minutos de exposición y de 80% a las 24 horas. Se 

utilizó como control negativo Et18OH (edelfosina inactiva), observándose que 

no se producía reducción significativa. 

 %$"

Posteriormente se evaluó el mecanismo de acción utilizado por 

edelfosina. Se realizó técnica de TUNEL con el fin de analizar su actividad 

proapoptótico. Los resultados mostraron que con las dosis efectivas de 

edelfosina en la inhibición e la motilidad se inducía apoptosis (FIG. 3). 

 %!"

1.5. Actividad ex vivo anti-Strongyloides. 

 

Larvas de tercer estadío de S. venezuelensis fueron tratadas con dosis 

de edelfosina de 2,5; 5 y 10 µg y posteriormente inoculadas a ratones CD1. Se 

realizaron análisis coprológicos diarios para valorar el número de huevos por &$"

gramo de heces. Los resultados se muestran en la FIG. 4. Los ratones a los 

que se administró larvas del parásito sin tratar tenían una eliminación de 
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huevos que comenzó al 5º día postinfección, con un pico máximo al 7º día y 

una disminución al 14º día postinfección. Ratones tratados con 2,5 µg de 

edelfosina presentaron una reducción del 78% en el número de huevos por 

gramo de heces, siendo del 100% durante toda la infección cuando se 

administraban larvas tratadas con 10 µg del fármaco. !"

 

Posteriormente se realizó un experimento en ratones BALB/c ampliando 

el rango de dosis utilizadas en el experimento anterior. Las respuestas 

inmunológicas en helmintos son diferentes dependiendo de las cepas de 

ratones utilizados. Los ratones BALB/c son ratones con predominio de #$"

respuestas Th2 y por tanto indicados para realizar experimentos de eficacia 

terapéutica. Se utilizaron larvas 3 de S. venezuelensis tratadas con dosis de 

0,1; 0,5; 1; 2,5 y 20 µg de edelfosina. Tras 24 h. de cultivo se introdujeron en 

ratones BALB/c. Se utilizaron como controles negativo y positivo larvas sin 

tratar y larvas tratadas con 10 µg de ivermectina (fármaco de elección den la #!"

estrongiloidosis). Los resultados se reflejan en FIG. 5. A partir de 0,5 µg de 

edelfosina, las larvas tratadas y posteriormente administradas a ratones 

BALB/c presentaban 100% de reducción durante el experimento. 

 

1.6. Actividad in vivo anti-Strongyloides. %$"

 

Se utilizaron 7 grupos experimentales de ratones BALB/c para realizar 

los estudios in vivo. Grupo 1: ratones infectados con 110 L3 de S. 

venezuelensis: Grupos 2 y 3: Ratones infectados y tratados con ivermectina (5 

y 10 µg). Grupos 4-7: Ratones infectados y tratados con edelfosina (dosis 1; %!"

2,5; 5 y 10 µg). Se midieron diariamente los huevos excretados en heces como 

marcador de infección. Los resultados obtenidos con dosis de 1 µg de 

edelfosina mostraron reducciones del 100% a lo largo del experimento. 

Ratones tratados con ivermectina no mostraron reducción del 100% en número 

de huevos (FIG. 6). &$"
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Ejemplo 2.- Actividad antihelmíntica de edelfosina frente a Schistosoma 

mansoni.  Actividad in vivo anti-S. mansoni. 

 

La edelfosina (EDLF) fue suministrada por Apointech. La dosis utilizada a cada 

animal fue de 45mg/Kg vía oral. El Praziquantel (PZQ) se obtuvo al !"

resuspender una tableta de Biltricide (Bayer Vital, 51368 Leverkusen) 600mg 

en un volumen 10ml de (liquido) al 2 % de Propilenglicol (200 $l) y se utilizó a 

dosis de 100 mg/Kg/día vía oral. 

 

2.1. Mantenimiento del Ciclo de vida del S. mansoni. #$"

 

La cepa de S. mansoni fue mantenida en laboratorio de Inmunología 

Parasitaria y Molecular (CIETUS) a través de caracoles del género 

Biomphalaria glabrata como hospedador intermediario y ratones hembras CD1 

(Edad: seis semanas) como hospedador definitivo. Los caracoles fueron #!"

mantenidos en acuarios de vidrio con capacidad de 20 litros y alimentados con 

lechuga en laboratorio. Ambiente controlado a temperaturas 26 a 28 OC y ciclos 

de12 horas luz/oscuridad. El proceso de infección de los caracoles y la 

obtención de las cercarías se efectuó de acuerdo a Lewis et al. (Lewis et al., 

1986. J Parasitol, 72(6): 813-29)  %$"

 

2.2. Infección en Ratones. 

 

En este experimento se utilizaron cincuenta ratones hembras no 

consanguíneos CD1 procedentes de Charles River Laboratorios España %!"

(CRIFFA S.A., Barcelona). Los animales fueron mantenidos en condiciones de 

experimentación con ambiente y temperatura controlados, en ciclos de 12 

horas luz/oscuridad, acceso libre al agua y alimento. Cuatro de los cinco grupos 

fueron infectados con ciento cincuenta cercarias de S. mansoni, cada uno de 

forma percutánea bajo inmovilización con una combinación de anestésico y &$"

sedante (Ketamina/Diazepam/Atropina(50/5/1/-mg/Kg)) vía i.p., para luego ser 

sujetados con cinta adhesiva y fijarles un cilindro plástico a nivel abdominal, 
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previamente afeitado, donde se depositan un volumen máximo de 0,5 ml de 

agua que contiene las ciento cincuenta cercarías. Los ratones son mantenidos 

en oscuridad por aproximadamente 45 minutos, tiempo estimado de 

penetración de las cercarías a través de la piel del ratón. El anterior 

procedimiento pretende homogenizar la infección en el grupo de ratones !"

infectados. 

 

El diseño experimental se puede observar de manera gráfica en el 

diagrama 1, donde se representan dos líneas de tiempo, la primera 

corresponde a parte del ciclo del S. mansoni en el modelo experimental y la #$"

segunda, los eventos de tratamiento y toma de muestras en las diferentes 

fases del ciclo. Las actividades del ensayo comienzan con la toma de muestra 

de sangre en los ratones tres días antes de la infección, posteriormente se 

suministra los diferentes tratamientos, con previa distribución de cinco grupo de 

ratones con 10 animales cada uno, así: No infectados no tratados o grupo #!"

control (Control), grupo infectados pero no tratados (G1-No tratados), grupo 

infectados tratados con PZQ (G2-PZQ), grupo infectados tratados con 

edelfosina (G3-EDLF), y grupo infectado tratados con la combinación PZQ más 

edelfosina suministrada en forma separada (G4-PZQ+EDLF). 
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Diagrama 2. Representación del diseño experimental, con dos líneas de 

tiempo, la primera indicando los días en la fase del ciclo del parásito S. 

mansoni y la segunda donde se realizan los tratamientos y las tomas de !"

muestras. 

 

2.3. Técnicas parasitológicas. 

 

Los animales fueron eutanasiados a las ocho semanas de #$"

experimentación (día 56), con pentobarbital sódico a una dosis 60mg/kg i.p, los 

datos parasitológicos como numero de parásitos obtenidos al realizar una 

incisión del músculo abdominal en el animal paralelamente a la línea alba, para 

despejar los órganos abdominales y lograr realizar la disección de la vena porta 

hepática efectuando un pequeño corte para facilitar la salida de los parásitos, #!"

posteriormente se realiza un corte a lado y lado el arco costal despejando la 
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caja torácica y dejando al descubierto el corazón por donde se inyecta en el 

ventrículo izquierdo con una jeringuilla (10 ml) una solución salina (0,85% NaCl, 

1000 U.I. de heparina) y con este procedimiento se realiza la perfusión del 

hígado (Smithers y Terry, 1965. Parasitology, 55(4): 695-700), con el fin de 

recuperar las formas adultas del parasito para su clasificación y conteo; otros !"

datos a recopilar son los huevos por gramo de hígado e intestino en cámara de 

Mac Master previa disolución del tejido en KOH al 5% durante 6-24h a 370C 

(Cheever, 1970." Bull World Health Organ, 43(4): 601-3), estas prácticas se 

llevaron a cabo en el animalario de la universidad de Salamanca y en el 

laboratorio de Inmunología Parasitaria y Molecular (CIETUS) de conformidad #$"

con la normativa de bienestar animal de la Unión Europea. 

 

2.4. Técnicas hematológicas. 

 

Los ratones fueron sangrados cuatro veces durante todo el experimento #!"

con un intervalo aproximado de cada tres semanas, labor realizada por 

personal calificado. Las muestras fueron recolectadas en tubos Vacutainer® 

(Cat. 367841) previamente etiquetados que contenían anticoagulante EDTA, 

homogenizando bien la sangre con el anticoagulante para evitar alteraciones 

en los resultados por coagulación. Se transfirió un volumen mínimo de 20 µl en %$"
tubos Eppendorf (1,5 ml), para ser colocados en el soporte del equipo 

Hemavet® HV950 (Drew Scientific Co. Limited, Barrow in Furness; England) y 

realizar el análisis. 

 

2.5. Técnica inmunológica de ELISA indirecto (Indirect-Enzyme-%!"

Linked ImmunoSorbent Assay). 

 

Para esta técnica se utilizó antígeno somático de S. mansoni (Ag-SO-

Sm) el cual se obtuvo de tomar 20 parejas de parásitos adultos y se sometieron 

a congelación en nitrógeno líquido para luego ser homogenizados en un &$"

macerador de cristal, adicionando 1ml de PBS pH 7,2 con cuatro inhibidores de 

proteasas:1mM de EDTA (E6758, Sigma), 1 mM de PMSF (P7626, Sigma), 
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1µM de Pepstatin A (P5318, Sigma) y 0,1 mM de TPCK (T4376, Sigma). Todo 

fue centrifugado a 10.000 x g a 4 0C durante 30 min, para luego recoger el 

sobrenadante y realizar una electroforesis en gel SDS-PAGE al 12% y 

cuantificar la cantidad de proteína obtenida por BCA. (Micro BCA TM Protein 

Assay Kit). !"

 

Con 100 µl del antígeno somático (Ag-SO-Sm) en tampón carbonato( pH 

9,6) con una concentración de 5 µg/ml, se tapizaron cada pocillo de una placa 

de poliestireno de fondo plano, luego se incubó durante 24 horas a 40C, se 

descartó el líquido de la placa y se hicieron tres lavados con 200 µl PBS-tween #$"

durante 4 min, se incorporó 100 µl por pocillo de una solución de leche 

descremada al 5% en PBS, se cubrió con papel de aluminio y se incubó (1 hora 

a 37 0C), se descartó el líquido de la placa y se hicieron tres lavados con 200 µl 

PBS-tween durante 4 min. Se diluyeron los sueros a 1:100 en PBS-tween y se 

dispensaron por duplicado (100 µl/pocillo), se cubrió la placa con papel de #!"

aluminio y se incubó (1 hora a 37 0C). Se descartó el líquido de la placa y se 

hicieron tres lavados con 200 µl PBS-tween durante 4 min, se añadieron 100 µl 

en cada pocillo de la anti-inmunoglubulina como anticuerpo secundario a una 

dilución 1:1000, en PBS-tween al 5% de leche descremada. Para cada suero 

de cada ratón se evaluó una Anti-IgG total (A-5906,Sigma), anti-IgG1(5037, %$"

Nordic Inmunology) y anti-IgG2a(5018, Nordic Inmunology), se cubrió con papel 

de aluminio y se incubó (1 hora a 370C). Se descartó el líquido de la placa y se 

hicieron tres lavados con 200 µl PBS-tween durante 4 min, se añadieron 100 µl 

de la solución de revelado que consta de 10 ml de tampón citrato (pH 5), 4 µl 

de H2O2  y 0.053 g de OPD (P1526, Sigma), se incubó en oscuridad durante 20 %!"

min. Se paró la reacción con 50 µl por pocillo de solución de H2SO4  2N y se 

leyó la placa en un espectrofotómetro a 450 nm (Anthos 2020). 

 

2.6. Análisis estadístico. 

 &$"

Los resultados se expresaron en medias ± errores estándar. Los datos 

fueron analizados en una dirección grupo por grupo en múltiples 
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comparaciones con la prueba U de Mann Whitney. Las diferencias entre los 

resultados de cada grupo se consideraron estadísticamente significativas 

cuando la p< 0,05 en la quinta versión del programa estadístico Graphpad 

Prism. 

 !"

2.7. Resultados parasitológicos. 

 

En los resultados obtenidos de la recuperación de vermes a las ocho 

semanas (56 días) de la infección, se observaron diferencias estadísticamente 

significativas (p< 0,05) entre el grupo infectado no tratado (G1-Control) y la #$"

reducción de vermes en el grupo infectado y tratado con edelfosina (G3-EDLF), 

la combinación PZQ más edelfosina (G4- PZQ+EDLF) también presentó una 

reducción estadísticamente significativa (p< 0,05) en este parámetro cuando se 

comparó con los ratones del grupo infectado no tratado (G1-Control) y a su vez 

con el grupo infectado tratado con PZQ (G2-PZQ); datos representados en la #!"

FIG. 7A. 

 

El recuento de huevos del parásito en tejidos de los animales infectado 

“huevos por gramo de tejido” (h.p.g), se llevó a cabo en hígado e intestino. El 

contaje de número de huevos en hígado entre los grupos infectados no %$"

presentó diferencias significativas en la reducción de vermes con respecto al 

grupo infectado no tratado (datos no mostrados); a diferencia de los intestinos 

donde se presentan diferencias estadísticamente significativas. El grupo tres 

infectado y tratado con EDLF (G3-EDLF) mostró diferencias estadísticamente 

significativas (p< 0,05), comparado con el grupo uno infectado no tratado (G1-%!"

No tratado) y a su vez el grupo cuatro (G4-PZQ+EDLF) presento diferencias 

altamente significativas (p<0,0001), comparándolo con los grupos uno (G1-No 

tratados) y el grupo dos infectado y tratado con PZQ (G2-PZQ), datos 

representados en la FIG. 2B. 
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2.8. Resultados hematológicos. 

 

El análisis de los datos hematológicos recopila los resultados del 

hemograma. Los resultados de la serie roja: recuento de glóbulos rojos y 

hematocrito (HCT) no mostraron diferencias estadísticamente significativas (p< !"

0.05) cuando se compararon los grupos estudiados, al igual que la 

hemoglobina (Hb), volumen corpuscular medio (MCV), hemoglobina 

corpuscular media (MCH), concentración de hemoglobina corpuscular media 

(MCHC), dispersión en el tamaño de eritrocitos (RDW) y de plaquetas (PLT). 

 #$"

En la línea celular de glóbulos blancos, los resultados del contaje de 

leucocitos, neutrófilos, linfocitos y monocitos no presentaron diferencias 

estadísticamente significativas cuando se compararon los diferentes grupo 

infectados, mientras que los resultados de contaje de # Eosinófilos 103/µL (Eos) 

(FIG. 10) y de # Basófilos 103/µL (Bas) (FIG. 11), se observaron diferencias #!"

estadísticamente significativas (p< 0,05) al realizar comparaciones entre los 

grupos de ratones infectados. Los resultados se expresaron de forma gráfica 

en columnas y las barras de error representan el error estándar de la media.  

 

2.9. Resultados inmunológicos- ELISA. %$"

 

Los resultados de la respuesta humoral contra antígenos somáticos de 

S. mansoni, de tipo IgG2a, comparando los grupos infectados G1 y G2 con 

respecto al grupo (G3-EDLF) presentaron diferencias estadísticamente 

significativas. Frente a la IgG1 y IgG total no se observaron diferencias %!"

estadísticamente significativas entre los grupos tratados. 

 

Conclusiones del ejemplo 2 

 

La edelfosina presenta un efecto positivo en el tratamiento temprano de &$"

la schistosomosis en el modelo experimental de ratón, donde se logra reducir la 

carga parasitaria de los grupos tratados con edelfosina y la combinación con 
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Praziquantel de manera estadísticamente significativa comparada con el grupo  

infectado no tratado (FIG. 7), esta reducción se ve reflejada en la disminución 

de formas adultas de S. mansoni al final del experimento como consecuencia 

de la muerte temprana de la fase inmadura del parásito (esquistosómula) y la 

disminución en la producción de huevos a nivel intestinal, lugar donde !"

finalmente se aloja la forma adulta del parásito. 

 

La respuesta celular ante el tratamiento con edelfosina provocó una 

disminución en dos grupos de las células (eosinófilos y basófilos), 

estadísticamente significativa, en la octava semana post infección (56 días), #$"

contrario a lo que se presenta de forma natural (FIG. 8), por el grupo infectado 

no tratado (G1-No tratado) donde se observa eosinoflia y basofilia; en este 

proceso y ante un constante estímulo antigénico provocado por el parásito y la 

producción de huevos, se favorece la proliferación celular hacia una respuesta 

exacerbada y formación de granulomas, ocasionando daño funcional en #!"

diferentes órganos como el hígado, bazo e intestinos, a diferencia del efecto 

que ocasiona el tratamiento con edelfosina donde no se presentó una 

eosinofilia y basofila. Esto hace pensar que se deba a la disminución temprana 

de la carga parasitaria. Lo anterior se puede también argumentar de forma 

inmunológica a través de la disminución de los títulos de anticuerpos IgG2a %$"
frente antígeno somático de S. mansoni (Ag.SO-Sm) en los grupos tratados 

con (EDLF) comparados con los grupos infectado no tratado (G1-No tratado) y 

el grupo infectado tratado con PZQ (G2-PZQ), esto se interpreta como una baja 

respuesta Th1, ante la poca presencia de esquistosomulas (Cardoso, Macedo 

et al. 2008. PLoS Negl Trop Dis, 2(10): e308) en la primera fase de la %!"

schistosomosis, en los grupos tratados con (EDLF).  

 

Por tanto se demuestra que un compuesto como la edelfosina podría 

resultar un tratamiento complementario en la equistosomosis, en combinación 

con el tratamiento actual (PZQ), que representa el beneficio de poder tener &$"

mayor cubrimiento del control de la enfermedad con un tratamiento 

complementario o combinado que cubra en lo posible todo el ciclo y formas del 
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parásito en el huésped definitivo. Este hallazgo podría aportar mucho en las 

áreas de mayor transmisión como un tratamiento profiláctico y/o combinación 

de moléculas que presenten sinergismo o que puedan ser combinadas con el 

mismo en una composición farmacéutica. Dada la preocupación de depender 

de un solo medicamento para tratar a más de 200 millones de personas y !"

riesgo eminente de crear resistencia a PZQ por el uso masivo en campañas 

sanitarias; la edelfosina se presenta en este trabajo como un compuesto con 

gran potencial farmacéutico para dar solución complementaria a esta 

enfermedad. 

 #$"

En resumen: 

1 La edelfosina actúa en la fase temprana de la esquistosomosis y con su 

efecto ayuda a disminuir la carga parasitaria. 

2. La combinación de Praziquantel más edelfosina también ocasiona un efecto 

positivo en el tratamiento de la esquistosomosis durante la fase temprana de la #!"

enfermedad.  

3. El tratamiento instaurado en forma profiláctica con edelfosina para la 

esquistosomosis influye en la disminución de eosinófilos y basófilos por efecto 

temprano en la reducción de la carga parasitaria. 
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REIVINDICACIONES 

 

1. Uso de un compuesto de fórmula general (I), o cualquiera de sus sales, 

isómeros o solvatos farmacéuticamente aceptables, 

 !"

 

(I) 

 

Donde: R1 se selecciona entre un alquilo (C14-C30), un alquenilo (C14-C30), 

un alquinilo (C14-C30) o un grupo -CH2-CH(OR3)-CH2-O-R4; R3 es un alquilo #$"

(C1-C8), R
4 se selecciona entre un alquilo (C12-C30), un alquenilo (C12-C30), 

un alquinilo (C12-C30): 

 

 R2 se selecciona entre un grupo de fórmula (II), (III) ó (IV): 

            #!"
  

(II)   (III)   (IV) 

 

para la fabricación de un medicamento para la prevención y/o tratamiento 

de helmintiasis. %$"

 

2. Uso según la reivindicación 1, donde R1 es un alquilo (C14-C20). 

 

3. Uso según la reivindicación 2, donde R1 es un alquilo (C16-C18).  

!"#$#%&'#'($#)(
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4. Uso según la reivindicación 1, donde R1 es un grupo -CH2-CH(OR3)-

CH2-O-R4. 

 

5. Uso según la reivindicación 4, donde R3 es un alquilo (C1-C3). 

 !"

6. Uso según la reivindicación 5, donde R3 es un metilo. 

 

7. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 5 ó 6, donde R4 es un 

alquilo (C14-C20). 

 #$"

8. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde R2 es un 

grupo de fórmula (II). 

 

9. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde R2 es un 

grupo de fórmula (III). #!"

 

10. Uso según la reivindicación 1, donde dicho compuesto se selecciona 

entre miltefosina, edelfosina o perifosina. 

 

11. Uso del compuesto según la reivindicación 10, donde dicho compuesto %$"

es edelfosina. 

 

12. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, para la fabricación 

de un medicamento para la prevención y/o el tratamiento de 

esquistosomiasis, producida por al menos un platelminto parásito del %!"

género Schistosoma. 

 

13. Uso según la reivindicación 12, donde la esquistosomiasis está 

producida por al menos un platelminto parásito del género Schistosoma 

en una fase temprana inmadura. &$"

 

!"#$#%&'#'($#)(
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14. Uso según la reivindicación 13, donde la fase temprana inmadura es 

esquistosómula. 

 

15. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, donde el 

platelminto parásito del género Schistosoma se selecciona de la lista !"

que comprende" Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium, 

Schistosoma intercalatum, Schistosoma japonicum o Schistosoma 

mekongi. 

 

16. Uso según la reivindicación 15, donde el platelminto parásito del género #$"
Schistosoma es Schistosoma mansoni. 

 

17. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, para la fabricación 

de un medicamento para la prevención y/o el tratamiento de 

estrongiloidiasis, producida por al menos un nemátodo parásito del #!"

género Strongyloides. 

 

18. Uso según la reivindicación 17, donde el nemátodo parásito del género 

Strongyloides se selecciona de la lista que comprende" Strongyloides 

venezuelensis, Strongyloides stercoralis o Strongyloides fuelleborni. %$"

 

19. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, donde el 

medicamento además comprende al menos otra sustancia activa. 

 

20. Uso según la reivindicación 19, donde la sustancia activa es un agente %!"

antiparasitario. 

 

21. Uso según la reivindicación 20, donde el agente antiparasitario es un 

agente antihelmíntico. 

!"#$#%&'#'($#)(

!

39

�������	�	
���


 



22.  Uso según cualquiera de las reivindicaciones 12 a 16, donde el 

medicamento además comprende praziquantel, o cualquiera de sus 

sales, isómeros o solvatos farmacéuticamente aceptables. 

 

23. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 17 ó 18, donde el !"

medicamento además comprende ivermectina, o cualquiera de sus 

sales, isómeros o solvatos farmacéuticamente aceptables. 

 

24. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, donde el 

medicamento además comprende al menos un excipiente y/o al menos #$"

un vehículo farmacéuticamente aceptables. 

 

25. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, donde el 

medicamento se presenta en una forma adaptada a la administración 

por vía oral. #!"
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IV.1 Conclusiones

1. Nuestros resultados indican que la edelfosina es el análogo

alquilfosfolípido más potente de los probados en este estudio, ya que es

capaz de inducir in vitro tanto la muerte de esquistosómulas como de

vermes adultos de Schistosoma mansoni. Este efecto es consecuencia

de la permeabilización de la membrana celular y del daño estructural

del tegumento, a través de un proceso con características similares a

la apoptosis.

2. La combinación de praziquantel y edelfosina es útil para la

profilaxis de la esquistosomosis ya que mata las formas inmaduras

de Schistosoma mansoni, modula la respuesta inmune de ratones

infectados y reduce significativamente tanto el número de parásitos

adultos como el tamaño de los granulomas hepáticos.

3. La edelfosina es una alternativa terapéutica al tratamiento con

praziquantel en la fase crónica de la esquistosomosis ya que disminuye

significativamente tanto la carga parasitaria como la producción de

huevos.
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  Í N D I C E  D E  C A P Í T U L O 

   INTRODUCCIÓN 

 Las geohelmintosis son las parasitosis más prevalen-
tes   . Su denominación deriva de la palabra griega 
 «Gea»  o  «Gaya» , que significa suelo o tierra, lugar 
donde los parásitos adquieren su capacidad infec-
tiva. Pertenecen a la clase Nematoda y sus especies 
más importantes son  Ascaris lumbricoides, Tri-
churis trichiura, Ancylostoma duodenale, Necator 
americanus y Strongyloides  spp .  Estas parasitosis 
están asociadas a la pobreza, especialmente a la 
falta de higiene ambiental (inadecuado manejo o 
eliminación de materia fecal) y a la falta de acceso 
a los servicios de salud. En las zonas endémicas 
afectan a toda la población general, aunque tienen 
un mayor impacto en niños menores de 15 años, 
constituyendo una de las causas más importantes 
de retraso en el crecimiento y en el desarrollo in-
telectual.  

  AGENTES CAUSALES 
Y CICLOS BIOLÓGICOS 

 Ascariosis, tricurosis y uncinariosis presentan ci-
clos biológicos similares ,  pero no iguales. Todos 
los parásitos señalados tienen fases adultas con 
morfología cilíndrica, sin segmentación corpo-
ral, con una capa externa denominada cutícula, 
una capa muscular y una cavidad celómica o 

pseudocele   . Entre la cutícula y la capa mus-
cular se encuentra la hipodermis. Además, una 
lámina basal separa la hipodermis del pseudocele. 
La cavidad celómica incluye el tubo digestivo, sis-
tema excretor, nervioso y reproductor con sexos 
separados. Las hembras producen huevos que 
eclosionan dentro del hospedador o en el medio 
ambiente, de los cuales emerge una larva que pasa 
por cuatro fases hasta llegar a la fase de adulto. 

  Ascaris lumbricoides  es el nematodo intestinal 
de mayor tamaño  (round worm) . La hembra 
adulta mide de 20 a 30     cm de longitud y entre 
3-6     cm de diámetro; los machos son de menor 
tamaño. La vida media de los parásitos adultos 
es hasta de un año y cuando mueren se eliminan 
espontáneamente. Residen en la luz del intestino 
delgado (principalmente en yeyuno) y, aunque 
no tienen órganos de fijación, se mantienen ad-
heridos a las paredes del intestino evitando ser 
arrastrados por el peristaltismo intestinal gracias 
a la capa muscular que tienen debajo de la cutí-
cula. La hembra grávida elimina al exterior los 
huevos inmaduros. Se calcula que una hembra 
puede contener 27 millones de huevos, con una 
oviposición entre 200.000 a 240.000 huevos por 
día. Los huevos maduran en el medio externo 
en un período de seis semanas y, en condicio-
nes ambientales favorables (temperaturas entre 
15 y 30     °C), tienen forma oval o redondeada, 
miden entre 70      ×      30     mm y poseen una cubierta 
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mamelonada. El mecanismo de transmisión es 
la ingestión de los huevos embrionados   , que 
eclosionan en el intestino delgado emergiendo 
una larva de pequeño tamaño (250     mm de diá-
metro) que atraviesa la pared intestinal y emigra 
por el sistema venoso hasta llegar, inicialmente, 
al corazón derecho y, después, a la circulación 
pulmonar. Desde los capilares pulmonares, 
atraviesan la pared accediendo al alvéolo, don-
de permanecen varios días mientras hacen dos 
mudas y aumentan de tamaño. Posteriormente, 
las larvas inician una emigración ascendente 
por las vías respiratorias pasando por la tráquea, 
la epiglotis y la faringe, siendo deglutidas para 
llegar de nuevo al intestino delgado, en donde 
continúa su crecimiento hasta su fase adulta. 
El período comprendido desde la ingestión del 
huevo embrionado hasta que la hembra adulta 
tiene capacidad de poner huevos oscila entre 
8 y 12 semanas. 

  Trichuris trichiura  es un nematodo intestinal 
cuyo nombre procede del griego  «thrikhos» , que 
significa «pelo». El gusano adulto mide de 3 a 
5     cm y el tercio posterior es más grueso que los 
dos tercios anteriores, simulando forma de látigo 
 (whipworm) . Se localizan en el intestino grueso, 
específicamente en túneles dentro del epitelio del 
colon. El ciclo biológico es directo   , desarro-
llándose en el tubo digestivo del hospedador defi-
nitivo y en el medio externo. La hembra produce 
entre 7.000 y 20.000 huevos al día, los cuales son 
muy característicos y fáciles de identificar   ; mi-
den aproximadamente 25     mm de ancho ×  50     mm 
de largo, son de color café y tienen tapones en 
los dos extremos. Salen al exterior con las heces 
sin tener aún capacidad para infectar. Cuando 
se depositan en tierra húmeda, en condiciones 
adecuadas de temperatura (entre 14 y 30     °C), 
a las dos semanas, adquieren la capacidad de 
infección, pudiendo permanecer activos en el 
suelo durante varios meses o años. La infección 
se produce al ingerir huevos embrionados en el 
agua o con alimentos contaminados. Estos, una 
vez en el intestino delgado, liberan larvas que tie-
nen un corto período de desarrollo y luego pasan 
al colon, en donde maduran y se enclavan por su 
parte delgada a la mucosa intestinal. El tiempo 
transcurrido entre la infección y la formación 
de parásitos adultos con capacidad de producir 
huevos puede ser de tres meses. 

 Existen más de 18 géneros de uncinarias 
 (hookworm)  que parasitan un amplio rango 
de mamíferos. Las dos principales uncinarias 

que infectan al ser humano son  Ancylostoma 
duodenale  y  Necator americanus.  Ambas perte-
necen a la familia Ancylostomidae, son gusanos 
cilíndricos de 10     mm de longitud y poseen una 
cápsula bucal con órganos cortantes (que funcio-
nan como órganos de fijación, lesionando la mu-
cosa intestinal induciendo pérdidas de sangre). 
Aunque las diferentes especies pueden distin-
guirse en su etapa adulta por su tamaño y mor-
fología, sin embargo los huevos de las uncina-
rias son idénticos. Los gusanos adultos viven 
fijados a la mucosa del duodeno y del yeyuno 
principalmente. Las diferencias más llamativas 
entre las fases adultas de las dos especies son   : 
 N. americanus  es más pequeño que  A. duode-
nale , vive más tiempo (entre 4 y 20 años para 
 N. americanus , y entre 5 y 7 años para el  A. duo-
denale) , produce menos huevos (10.000     huevos/
día para  N. americanus  y hasta 25.000     huevos/
día para  A. duodenale ) y succiona menos san-
gre (0,03     ml/día para  N. americanus  y hasta 
0,20     ml/día para  A. duodenale ). Tras la cópula, 
las hembras grávidas depositan sus huevos en 
la luz del intestino. Cuando alcanzan el suelo 
y en condiciones óptimas de humedad y tem-
peratura, los huevos se desarrollan liberando 
la larva de primer estadio o larva rabditiforme 
(250-300     mm) entre las 24 y 48     h. Esta larva se 
alimenta de bacterias y desechos orgánicos hasta 
sufrir dos mudas, transformándose en larva de 
tercer estadio o larva filariforme (600     mm), la 
cual infecta al ser humano. Las larvas de  N. 
americanus  penetran exclusivamente por la piel, 
mientras que las de  A. duodenale , además de 
penetrar por la piel, también pueden infectar por 
vía oral, en cuyo caso no tienen ciclo pulmonar 
y se localizan directamente en el intestino. En 
algunas ocasiones, las larvas de  Ancylostoma  
acceden al tejido muscular o intestinal, donde 
permanecen en período latente reactivándose 
cuando encuentran condiciones favorables. Este 
fenómeno es conocido como hipobiosis. Las 
larvas filariformes presentan tigmotropismo, 
termotropismo y geotropismo negativo, por esta 
razón se adhieren a la piel cuando tienen oportu-
nidad, para posteriormente penetrar en el tejido 
subcutáneo y finalmente, acceder a las vénulas 
superficiales desde donde son transportadas al 
corazón derecho y desde este a los pulmones. 
Después ascienden por el árbol bronquial, 
tráquea, laringe y por último, son deglutidas. 
Cuando llegan al intestino se trasforman en L4 
desarrollando una cápsula bucal temporal que les 
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permite fijarse a la mucosa intestinal, aumentar 
de tamaño y alcanzar la diferenciación sexual, 
desarrollando una cápsula bucal definitiva   . El 
período comprendido desde la infección hasta la 
oviposición de los gusanos adultos dura aproxi-
madamente entre cinco y siete semanas. 

 La estrongiloidosis es una geohelmintosis 
causada principalmente por  Strongyloides 
stercoralis , aunque se han descrito infecciones 
por  S. fuelleborni fuelleborni  en África y  S. fue-
lleborni kellyi  en Papúa Nueva Guinea. Posee 
un ciclo biológico muy peculiar ya que presenta 
dos formas de transmisión: heteroinfección y 
autoinfección. 

  1.     Heteroinfección: El mecanismo habitual de 
transmisión entre humanos se produce de forma 
similar al de  A. duodenale , mediante pene-
tración transcutánea de larvas filariformes 
(550     mm)   , aunque en ocasiones excepcio-
nales puede ocurrir la transmisión mediante 
ingestión de larvas filariformes. Estas larvas 
atraviesan el tejido celular subcutáneo acce-
diendo a la circulación sanguínea, para llegar 
luego a las cavidades cardíacas derechas y 
pulmón. En el pulmón, atraviesan la barrera 
alvéolo-capilar y desde la región alveolar as-
cienden por el árbol bronquial hasta llegar a 
la tráquea, la laringe y la faringe, accediendo 
después al tubo digestivo. Cuando llegan al 
intestino delgado alcanzan su madurez se-
xual. Un dato característico en la biología de 
 Strongyloides  es la presencia única de hembras 
(2,2     mm) a nivel intestinal que se reproducen 
mediante partenogénesis. De esta manera, 
ponen sus huevos en la mucosa intestinal, 
eclosionan y liberan larvas rabditiformes 
(250-300     mm). En el medio ambiente (suelo) 
las larvas rabditiformes evolucionan de dos 
formas: 
  a)     Pueden sufrir una transformación (en un 

máximo de dos semanas) en larvas filari-
formes, capaces de penetrar en un nuevo 
hospedador.  

  b)     Pueden transformarse en adultos de vida 
libre, con posterior cópula, producción 
de huevos, eclosión y muda primero a 
larvas rabditiformes y, posteriormente, 
a filariformes, que también serán capaces 
de infectar.     

  2.     Autoinfección: Una característica biológica 
propia de  Strongyloides  spp es la posibilidad 
de transformación en el intestino grueso del 

hospedador de larvas rabditiformes en larvas 
filariformes. De esta manera, las larvas fi-
lariformes no tienen que salir al medio ex-
terno y pueden volver a penetrar a través 
de la mucosa intestinal y/o la piel perianal, 
produciendo autoinfección. En este proceso 
pueden intervenir factores locales como es-
treñimiento, divertículos o disminución de la 
motilidad intestinal o bien factores sistémicos 
como la administración de glucocorticoides 
o la infección por HTLV-1. Por el contrario, 
la infección por VIH o la administración de 
ciclosporina no son factores condicionantes 
de la autoinfección. Por último, debido a la 
autoinfección, se produce una reactivación 
del ciclo que puede dar lugar a una persis-
tencia de la infección u originar un cuadro 
de hiperinfección con consecuencias fatales.     

  EPIDEMIOLOGÍA 

 Las geohelmintosis son helmintosis de distribu-
ción mundial con mayor prevalencia en áreas 
tropicales y subtropicales ( fig. 44-1   ). Se calcula 
que existen más de 2.000 millones de personas 
infectadas ( tabla 44-1   ). La más prevalente es la 
ascariosis (se estima que una cuarta parte de 
la población mundial está infectada por  Asca-
ris lumbricoides ). Entre las uncinariosis, son 
más prevalentes las infecciones producidas por 
 N. americanus  que las de  A. duodenale    . Hay 
tres factores epidemiológicos importantes en 
estas parasitosis relacionados entre sí: 

  •     La contaminación fecal del suelo (deficiente 
saneamiento ambiental).  

  •     Las condiciones ambientales apropiadas para 
el desarrollo de huevos y larvas (tierra cálida, 
húmeda y sombría).  

  •     El contacto de las personas con la tierra con-
taminada (directamente o a través de la inges-
tión de alimentos o agua contaminada).    

 Las geohelmintosis tienen diferente perfil 
atendiendo a la edad. Así, los niños son la po-
blación más afectada en la infección por  Ascaris  
spp y  Trichuris  spp, con un pico máximo de in-
fección a los 7 años. Sin embargo, las uncinario-
sis presentan una curva ascendente de infección 
desde los 0 hasta los 25 años, estabilizándose 
a partir de esa edad. El principal índice epide-
miológico utilizado en las geohelmintosis es la 
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intensidad de la infección ,  ya que se relaciona 
directamente con la morbilidad   . El grado de 
infección se mide por el número de huevos por 
gramo de heces, lo que permite inferir el número 
de gusanos adultos presentes en el intestino 
(carga parasitaria). En las zonas endémicas, la 
mayor parte de la carga parasitaria se concentra 
en algunos individuos (el 10% de la población 
infectada porta el 70% de los gusanos). Esta 
variabilidad en la distribución de la carga para-

sitaria entre individuos en condiciones similares 
de exposición al parásito sugiere la existencia de 
factores genéticos o inmunológicos. En el caso 
de  Strongyloides stercoralis , la carga parasitaria 
no se correlaciona necesariamente con el tiempo 
de exposición. Esto se debe a que mediante el 
proceso de «autoinfección» se completa su ciclo 
biológico en el mismo individuo y se aumenta 
la carga parasitaria sin necesidad de una nueva 
reinfección. Esta característica explica cómo las 

       Prevalencia y factores de riesgo en geohelmintosis  

Geohelmintos Prevalencia Factores de riesgo

 Ascaris lumbricoides 1,2 billones Malos hábitos higiénicos y condiciones sanitarias 
insuficientes

 Trichuris trichiura 795 millones Malos hábitos higiénicos y condiciones sanitarias 
insuficientes

Uncinarias 740 millones Malos hábitos higiénicos y condiciones sanitarias 
insuficientes 

   Caminar descalzo

 Strongyloides stercoralis 200 millones Malos hábitos higiénicos y condiciones sanitarias insuficientes 
   Caminar descalzo 
   Enfermedades inmunosupresoras y/o tratamientos 

con corticoides

TABLA 44-1

Área donde las Geohelmintosis son un problema de salud pública
Área donde las Geohelmintosis se transmite

 FIGURA 44-1      Distribución geográfica de geohelmintosis.   f0010

t0010
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infecciones crónicas pueden perpetuarse durante 
décadas después de la exposición inicial. Esta 
consideración tiene especial importancia en el 
inmigrante que sufre una estrongiloidosis crónica 
a pesar de no haber regresado a zonas endémicas 
durante años. No detectar y tratar esta enferme-
dad puede tener consecuencias fatales en caso de 
iniciar un tratamiento inmunosupresor.  

  MECANISMOS PATOGÉNICOS 
Y MANIFESTACIONES CLÍNICAS 

 La mayoría de los pacientes con infección por 
estos nematodos van a permanecer asintomá-
ticos durante años y la eosinofilia puede ser 
el único dato que indique que el paciente su-
fre una infección parasitaria. La gravedad de 
los cuadros puede variar desde formas leves a 
graves, pudiendo llegar a comprometer la vida 
del paciente (p. ej., estado de hiperinfección en 
la estrongiloidosis). Los factores que influyen 
en el curso de la enfermedad dependen tanto del 
parásito como del hospedador. Los principales 
factores relacionados con el parásito son: 

  •     La intensidad de la infección ,  de tal forma 
que, en general presentan más síntomas los 
individuos que albergan mayor número de 
parásitos.  

  •     La coexistencia con otras parasitosis, sien-
do frecuente la coinfección por más de una 
especie en un mismo individuo. Además, en 
muchas regiones de África subsahariana las 
geohelmintosis se solapan geográficamente 
con la malaria.  

  •      Los mecanismos de evasión  que permiten 
vivir al parásito en el hospedador durante 
largos periodos de tiempo. Los factores de-
pendientes del hospedador son, entre otros, 
los siguientes: 
  •     El estado nutricional. Así, los niños y las 

mujeres en edad fértil son los más vulne-
rables a las pérdidas de sangre por tener 
menores depósitos de hierro y ser mayores 
los requerimientos de este oligoelemento. 
A su vez, la desnutrición y la carencia de 
hierro agravan la enfermedad en zonas 
endémicas.  

  •     La respuesta inmunológica desencadenada 
frente a estos parásitos es prioritariamente 
dirigida por los linfocitos Th2 con pro-
ducción de citocinas como IL-4 e IL-5, 

anticuerpos como IgE y células efectoras 
como eosinófilos o basófilos.       

 Los ciclos biológicos de estos parásitos, 
aunque tienen características similares, mues-
tran diferencias que son importantes para com-
prender los mecanismos fisiopatológicos. De esta 
forma, algunas manifestaciones clínicas son co-
munes a todos ellos y otras son propias de cada 
geohelmintosis. En general, los mecanismos de 
expresión de enfermedad pueden encuadrarse en 
tres apartados: 

  1.     Migración larvaria precoz: Las larvas atra-
viesan distintos tejidos del organismo. En 
su recorrido, según el número de larvas 
y la sensibilidad del hospedador, dan lugar a 
diferentes signos y síntomas. Así, las larvas 
filariformes de  A. duodenale, N. americanus  
y  S. stercoralis  contactan con la piel ,  casi 
siempre en los espacios interdigitales de los 
pies o las manos, y la atraviesan pudiendo 
ocasionar dermatitis. Esta situación, excep-
cional en inmigrantes, y frecuente en viajeros 
( fig. 44-2A y B   ; v.  cap. 28 ), y en el caso de las 
uncinarias recibe el nombre de  « prurito del 
suelo »  y consiste en una erupción pruriginosa 
que puede durar hasta dos semanas. Por otro 
lado, es muy característica en la infección 
crónica por  S. stercoralis  la denominada  lar-
va currens , una erupción serpiginosa y muy 
pruriginosa, que aparece y desaparece en 
horas, moviéndose a la velocidad de 10     cm/h 
y observada habitualmente en el tronco y 
nalgas   . 

  Las lesiones ocasionadas por los parásitos en 
su emigración a través del pulmón y del árbol 
traqueobronquial pueden deberse a factores 
mecánicos y a una respuesta de hipersen-
sibilidad del huésped. Las manifestaciones 
son inespecíficas e incluyen: fiebre, tos no 
productiva, hemoptisis, disnea, sibilancias 
e irritación faríngea. Debido a la respuesta 
de hipersensibilidad, puede observarse un 
infiltrado pulmonar inflamatorio asociado a 
eosinofilia en sangre periférica, lo que cons-
tituye el síndrome de Löffler (v.  cap. 30  y   ). 
Algunos pacientes con infección crónica por 
 S. stercoralis  presentan episodios repetidos 
de fiebre y neumonitis que simulan cuadros 
recurrentes de neumonía bacteriana. 

  Otra posible vía de infección reconocida de  A. 
duodenale  es la vía oral. Cuando esto ocurre, 
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la migración larvaria causa el denominado 
síndrome de Wakana ,  que se caracteriza por 
náuseas, vómitos, irritación faríngea, tos, 
disnea y ronquera.  

  2.     Parasitismo intestinal: Solo cuando la intensi-
dad de la infección es moderada o grave apa-
recen manifestaciones gastrointestinales. Las 
más comunes son anorexia, náuseas, vómitos, 
molestias epigástricas, diarrea y meteorismo. 
Otras manifestaciones son características de 
cada parasitosis. 
  a)     Ascariosis: En el intestino delgado, los ver-

mes adultos obtienen los nutrientes del con-
tenido intestinal pero no aspiran sangre ni 
dañan significativamente la mucosa. Cuan-
do el paciente presenta parasitosis masivas, 
estos parásitos de gran tamaño ocasionan 
obstrucción intestinal. Las formas más 
graves tienen lugar cuando la obstrucción 

se localiza en áreas del tubo digestivo de 
escaso calibre como la vía biliar, el con-
ducto pancreático o el apéndice vermicular 
ocasionando colangitis, abscesos hepáticos, 
pancreatitis y apendicitis   . A diferencia 
de la obstrucción intestinal, más frecuente 
en niños, la obstrucción hepatobiliar y pan-
creática es más habitual en adultos. Por 
último, estos helmintos pueden aparecer 
por la boca o eliminarse por las heces ( fig. 
44-2C y D ).  

  b)     Tricuriosis: El parásito, al introducirse en 
la mucosa del intestino, habitualmente en la 
región ileocecal, origina una reacción in-
flamatoria y pequeñas pérdidas de sangre 
(estimada en 5     ml al día con una infección 
de 1.000 tricocéfalos). La afectación de los 
plexos nerviosos incrementa el peristaltis-
mo dando lugar a diarrea, dolor de tipo 

A B

C D

 FIGURA 44-2      Clínica de la geohelmintosis. Larva  migrans  (A, B). Emisión de gusano por boca (C). Eliminación intestinal de  Ascaris 
lumbricoides  (D).   
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cólico, tenesmo rectal y, en infecciones 
masivas, a un prolapso rectal que puede 
acompañarse de un cuadro de disentería.  

  c)     Uncinariosis: Como se ha señalado 
previamente, estos geohelmintos poseen 
una cápsula bucal provista de dientes o 
láminas cortantes, con los cuales se ad-
hieren a la mucosa del intestino causan-
do pequeñas úlceras y hemorragias   . 
La ruptura de los capilares ocurre por un 
efecto no solo mecánico, sino también 
químico mediado por la acción de enzimas 
hidrolíticas (tripsina que inhibe la agre-
gación plaquetaria, quimiotripsina que 
actúa inhibiendo el factor X activado o 
elastasa que actúa inhibiendo el complejo 
factor VIIa/FT). Por otro lado, se calcula 
que cada gusano consume de 0,03     ml 
 (N. americanus)  a 0,05     ml  (A. duodenale)  
de sangre al día. La pérdida continua de 
sangre y proteínas séricas puede originar 
al cabo de unos meses una anemia ferro-
pénica, asociada a veces a hipoalbumine-
mia y edema.  

  d)     Estrongiloidosis   : Las larvas, al atravesar 
la pared intestinal, provocan una respuesta 
inflamatoria con dolor epigástrico, diarrea 
intermitente o pérdida de peso. En fases 
crónicas, la fibrosis y la atrofia muscular 
convierten el duodeno y yeyuno en un 
tubo liso y rígido. En infecciones crónicas 
con una carga parasitaria elevada la en-
terocolitis crónica se manifiesta como un 
síndrome de malabsorción.     

  3.     Otras manifestaciones: síndrome de hiperin-
fección por  S. stercoralis : Esta complicación 
rara, pero grave, de la infección por  S. ster-
coralis  puede aparecer en las situaciones de 
inmunosupresión previamente mencionadas. 
La migración larvaria diseminada incluye 
órganos y tejidos que no son habituales en 
su ciclo biológico (p. ej., hígado, corazón, 
cerebro). Además de las manifestaciones in-
testinales y pulmonares comunes, aparecen 
las derivadas de la disfunción de los distintos 
órganos, en ocasiones, complicadas por un 
shock séptico. Generalmente, está ausente la 
eosinofilia debido a una infección bacteriana 
concomitante, o al tratamiento esteroideo. A 
pesar del tratamiento de soporte y antihelmín-
tico habitual, el pronóstico de esta entidad es 
grave, con una mortalidad que puede alcanzar 
el 70%.     

  DIAGNÓSTICO 

 El principal método diagnóstico de las geohel-
mintosis es el análisis coproparasitario directo 
y la detección de larvas de  Strongyloides  en heces 
y/o fluido duodenal. En el análisis coproparasi-
tario directo se utilizan dos técnicas principales; 
Kato-Katz o Ritchie (sedimentación en la que 
se emplea formol, alcohol tamponado y éter 
etílico)   . Ambas técnicas son complementarias 
y, en trabajos de nuestro grupo, se ha constatado 
que la técnica de Kato-Katz es más sensible en 
el diagnóstico de ascariosis y tricurosis mientras 
que la de Ritchie es más sensible en el diagnós-
tico de uncinariosis. Los datos característicos 
de la fase de huevo se han descrito previamente 
( fig. 44-3   )   . Las técnicas más utilizadas para 
la detección de larvas son las de concentración 
en formalina-éter y las de migración larvaria en 
medio líquido (técnica de Baermann, técnica de 
Harada-Mori) o sólido (cultivo en placas de agar 
enriquecido)   . Recientemente, se ha desarrolla-
do una PCR a tiempo real para detectar  Strongy-
loides  en muestras de heces. También se emplean 
métodos inmunológicos basados en la detección 
de anticuerpos específicos frente a  Strongyloides , 
utilizando extractos crudos procedentes de larvas 
filariformes   . Esta prueba presenta una elevada 
sensibilidad pero también reactividad cruzada 
con otras infecciones producidas por helmintos 
(principalmente filarias, esquistosomas y otros 
geohelmintos). Recientemente se ha desarrollado 
un sistema de inmunoprecipitación con luciferasa 
para la detección de IgG contra dos antígenos, 
uno recombinante denominado NIE y otro in-
munorreactivo llamado SsIR, con especificidad 
del 100%.  

  TRATAMIENTO Y PREVENCIÓN 

 El tratamiento individual se basa en eliminar 
los vermes adultos del tracto gastrointestinal. 
Los fármacos más empleados son dos benzimida-
zoles: albendazol y mebendazol. Una diferencia 
importante radica en que albendazol se absorbe 
mejor a nivel del tracto gastrointestinal y el prin-
cipio derivado de su metabolismo hepático tiene 
un volumen de distribución tisular elevado; por 
esta razón, se emplea cuando existe migración 
larvaria a través de los tejidos (uncinariosis 
y ascariosis). En muchos pacientes, la infección 
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por geohelmintos incluye 2 o más especies, en 
cuyo caso el tratamiento de elección es meben-
dazol (100     mg/12     h      ×      3 días). La ivermectina es 
el fármaco de elección para el tratamiento de la 
estrongiloidosis  tabla 44-2   . 

 El tratamiento colectivo de estas parasito-
sis varía atendiendo a la prevalencia en la po-
blación global. Cuando es mayor del 50%, se 
recomienda el tratamiento de toda la población 
(excepto embarazadas en el primer trimestre de 
gestación). Si, por el contrario, la prevalencia 
en la población es menor del 50% (como ocu-
rre en España) se deben tratar únicamente a las 

personas infectadas. Ante la posible aparición 
de resistencias debido al uso extendido de los 
benzimidazoles en los tratamientos en masa, las 
nuevas estrategias terapéuticas incluyen combi-
naciones de los fármacos ya empleados así como 
otros nuevos con propiedades antihelmínticas 
como la nitazoxanida y el oxibendazol   . 

 De momento, no se dispone de vacunas para 
los geohelmintos y el control de estas parasitosis 
se basa principalmente en medidas de saneamiento 
ambiental, sobre todo la adecuada eliminación de 
residuos fecales, y en la adopción de hábitos higié-
nicos personales como el lavado de manos   . 

A

C

B

D

 FIGURA 44-3      Huevo de  Ascaris lumbricoides  (A). Huevo de  Trichuris trichiura  (B). Huevo de uncinarias (C). Larva filariforme de 
 Strongyloides stercolaris  (D).   
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       Tratamiento de las geohelmintosis  

Elección Alternativas

 Ascariosis Albendazol 
   400     mg en dosis única

   •   Mebendazol 100 mg/12 h      ×      3 días (co-parasitosis)  
  •   Pamoato de pirantel 11mg/Kg* diario      ×      3 días 

(embarazada)   

 Trichuriosis Mebendazol 100 mg/12 h      ×      3 días    •   Mebendazol 500     mg dosis única (tratamientos en 
masa)  

  •   Albendazol (400 mg)      +      ivermectina (200      ! g/Kg) (si 
otras helmintosis)   

 Uncinariosis Albendazol 
   400     mg en dosis única

   •   Mebendazol 100 mg/12 h      ×      3 días (co-parasitosis)  
  •   Pamoato de pirantel 11mg/Kg* diario      ×      3 días 

(embarazada)   

 Estrongiloidosis Ivermectina 
   200      ! g/Kg 2 días consecutivos 
   Repetir a la semana

   •   Albendazol 400 mg/12 h      ×      3 días  
  •   Tiabendazol 25mg/Kg/12 h hasta 3     g día 2 días en 

inmunocompetente, 7 en inmunodeprimido   
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Abstract

Background: The leishmaniases are a complex of neglected tropical diseases caused by more than 20 Leishmania parasite
species, for which available therapeutic arsenal is scarce and unsatisfactory. Pentavalent antimonials (SbV) are currently the
first-line pharmacologic therapy for leishmaniasis worldwide, but resistance to these compounds is increasingly reported.
Alkyl-lysophospoholipid analogs (ALPs) constitute a family of compounds with antileishmanial activity, and one of its
members, miltefosine, has been approved as the first oral treatment for visceral and cutaneous leishmaniasis. However, its
clinical use can be challenged by less impressive efficiency in patients infected with some Leishmania species, including L.
braziliensis and L. mexicana, and by proneness to develop drug resistance in vitro.

Methodology/Principal Findings: We found that ALPs ranked edelfosine.perifosine.miltefosine.erucylphosphocholine
for their antileishmanial activity and capacity to promote apoptosis-like parasitic cell death in promastigote and amastigote
forms of distinct Leishmania spp., as assessed by proliferation and flow cytometry assays. Effective antileishmanial ALP
concentrations were dependent on both the parasite species and their development stage. Edelfosine accumulated in and
killed intracellular Leishmania parasites within macrophages. In vivo antileishmanial activity was demonstrated following
oral treatment with edelfosine of mice and hamsters infected with L. major, L. panamensis or L. braziliensis, without any
significant side-effect. Edelfosine also killed SbV-resistant Leishmania parasites in in vitro and in vivo assays, and required
longer incubation times than miltefosine to generate drug resistance.

Conclusions/Significance: Our data reveal that edelfosine is the most potent ALP in killing different Leishmania spp., and it
is less prone to lead to drug resistance development than miltefosine. Edelfosine is effective in killing Leishmania in culture
and within macrophages, as well as in animal models infected with different Leishmania spp. and SbV-resistant parasites.
Our results indicate that edelfosine is a promising orally administered antileishmanial drug for clinical evaluation.
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Introduction

The impact of the leishmaniases on human health has been

grossly underestimated for many years, and this complex of

diseases has been classified by the World Health Organization

(WHO) as one of the most neglected tropical diseases [1]. During

the last decade, endemic areas have been spreading and a sharp

increase in the number of leishmaniasis cases has been recorded.

The WHO classifies leishmaniasis as a category 1 disease

(‘‘emerging and uncontrolled’’), and there is an urgent need to

develop new therapeutic drugs and approaches. Currently, about

350 million people in 98 countries around the world are at risk,

and an estimated 12 million people are infected [1]. Despite

progress in the diagnosis and treatment, leishmaniasis remains a

major public health problem, particularly in tropical and sub-

tropical developing countries. Published figures indicate an

estimated incidence of two million new cases per year, with 1.5

million cases of self-healing, but disfiguring, cutaneous leishman-
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iasis, and 500,000 cases of life-threatening visceral leishmaniasis

[1,2]. Approximately 60,000 people die from visceral leishmaniasis

each year, a rate surpassed among parasitic diseases only by

malaria; and a loss of about 2.4 million disability-adjusted life

years (DALYs) throughout the world has been calculated as the

total disease burden of leishmaniasis [1–3]. Furthermore, a

number of reports have emphasized the increasing importance

of visceral leishmaniasis as an opportunistic infection among HIV-

positive patients in areas where both infections are endemic [4].

The chemotherapy currently available for the leishmaniases is

far from satisfactory and presents several problems, including

toxicity, many adverse side-effects, high costs and development

of drug resistance [2,5]. Two pentavalent antimonial (SbV)

compounds, sodium stibogluconate (Pentostam) and meglumine

antimoniate (Glucantime), were first introduced in the 1940’s

and have since been used as first-line chemotherapeutic agents

against all forms of leishmaniasis through parenteral adminis-

tration. Although SbV, administered by intramuscular or

intravenous route, remains the first-line drug for the treatment

of leishmaniasis worldwide, its efficacy is becoming increasingly

lower [6], and highly depends on Leishmania species and distinct

endemic regional variations, even within the same country.

Resistance is now common in India, and rates of resistance have

been shown to be higher than 60% in parts of the state of Bihar,

in north-east India [7,8]. In addition, the incidence of adverse

effects, including myalgia, arthralgias, pancreatitis, nephrotoxi-

city, hepatotoxicity, and cardiotoxicity [1,2,9], makes the search

for new alternative medicines to SbV an urgent issue, and a

number of drugs are now in clinical trials [10]. Intravenous

infusion of liposomal amphotericin B (AmBisome) is at present

the most effective anti-Leishmania drug [2,11], but its relatively

high cost makes it unaffordable in several poor areas of the world

where the disease is more prevalent [2]. In addition, the

requirement for long periods of parenteral administration,

frequently requiring hospitalization, has also limited the clinical

use of amphotericin B.

Miltefosine (Impavido) is a new oral agent that has shown high

cure rates in visceral leishmaniasis in India (L. donovani; 94% cure)

[12], and in cutaneous leishmaniasis in Colombia (L. panamensis;

.90% cure) [13]. However, a recent therapeutical trial has

revealed a limited potential of miltefosine for the treatment of

American cutaneous leishmaniasis, with an unsatisfactory cure

rate of 69.8% in Colombia [14]. Furthermore, this percentage fell

to 49% when miltefosine was administered to patients with lesions

caused by L. braziliensis, which comprise more than 60% of

cutaneous leishmaniasis in Colombia [14]. Additional recent

clinical trials in Brazil showed a cure rate of miltefosine for the

treatment of cutaneous leishmaniasis caused by L. braziliensis of

75% [15], and for the treatment of cutaneous leishmaniasis caused

by L. guyanensis of 71% [16]. Miltefosine treatment also led to

approximately 70% cure rate for mucosal leishmaniasis due to L.

braziliensis in Bolivia [17,18]. Moreover, the miltefosine cure rate

was approximately 53% for cutaneous leishmaniasis (33% for L.

braziliensis infection, and 60% for L. mexicana infection) in

Guatemala [13,19,20], and a cure rate of 63% was reported for

L. tropica in Afghanistan [20]. These figures contrast with cure rates

of more than 82% in the treatment of visceral leishmaniasis (kala-

azar) in India [21,22] and Bangladesh [23]. These data point out

the great variability in the outcome depending on the geographical

area for reasons that are not well understood. In addition,

miltefosine commonly induces gastrointestinal side-effects, such as

anorexia, nausea, vomiting and diarrhea, that sometimes lead to

drop out from treatment [1,2,22]. Miltefosine is potentially

teratogenic and should not be administered to pregnant women

[1,2], for whom adequate contraception should be guaranteed

during treatment and for up to 3 months afterwards [1], given the

teratogenic potential of miltefosine in animal models [24]. An

additional concern is the rapid in vitro generation of resistance to

miltefosine [25–27] that could limit its clinical use. Thus, these

studies reinforce the need to search for new therapeutic

alternatives in the treatment of leishmaniasis.

Edelfosine (1-O-octadecyl-2-O-methyl-rac-glycero-3-phospho-

choline, ET-18-OCH3) is a promising antitumor ether lipid drug

[28–30], which is not mutagenic and acts by activating apoptosis

through its interaction with cell membranes [31–34]. In addition

to its antitumor activity, edelfosine has been shown to exert in vitro

antiparasitic activity against different species of Leishmania parasites

[35–37]. Edelfosine has been considered the prototype molecule of

a rather heterogeneous family of synthetic compounds collectively

known as alkyl-lysophospholipid analogs (ALPs), that comprise the

above clinically relevant miltefosine as well as perifosine, which

also shows anti-Leishmania activity [38,39]. Although the mecha-

nism of action of miltefosine against Leishmania parasites remains to

be fully elucidated, there are some reports showing that the ability

of this compound to promote an apoptosis-like cell death is critical

for its leishmanicidal activity [40,41]. Because edelfosine has been

shown to have a higher proapototic activity than both miltefosine

and perifosine in human cancer cells [29,30,33], we have carried

out here a comprehensive in vitro and in vivo study, investigating the

putative anti-Leishmania traits of edelfosine, as compared to other

ALPs, using different Leishmania species as well as mouse and

hamster experimental models.

Materials and Methods

Ethics statement
Animal procedures in this study complied with the Spanish

(Real Decreto RD1201/05) and the European Union (European

Directive 2010/63/EU) guidelines on animal experimentation for

the protection and humane use of laboratory animals, and were

Author Summary

Leishmaniasis represents a major international health
problem, has a high morbidity and mortality rate, and is
classified as an emerging and uncontrolled disease by the
World Health Organization. The migration of population
from endemic to nonendemic areas, and tourist activities
in endemic regions are spreading the disease to new areas.
Unfortunately, treatment of leishmaniasis is far from
satisfactory, with only a few drugs available that show
significant side-effects. Here, we show in vitro and in vivo
evidence for the antileishmanial activity of the ether
phospholipid edelfosine, being effective against a wide
number of Leishmania spp. causing cutaneous, mucocuta-
neous and visceral leishmaniasis. Our experimental mouse
and hamster models demonstrated not only a significant
antileishmanial activity of edelfosine oral administration
against different wild-type Leishmania spp., but also
against parasites resistant to pentavalent antimonials,
which constitute the first line of treatment worldwide. In
addition, edelfosine exerted a higher antileishmanial
activity and a lower proneness to generate drug resistance
than miltefosine, the first drug against leishmaniasis that
can be administered orally. These data, together with our
previous findings, showing an anti-inflammatory action
and a very low toxicity profile, suggest that edelfosine is a
promising orally administered drug for leishmaniasis, thus
warranting clinical evaluation.
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conducted at the accredited Animal Experimentation Facility

(Servicio de Experimentación Animal) of the University of

Salamanca (Register number: PAE/SA/001). Procedures were

approved by the Ethics Committee of the University of Salamanca

(protocol approval number 48531).

Drugs
Edelfosine (1-O-octadecyl-2-O-methyl-rac-glycero-3-phospho-

choline) was from INKEYSA (Barcelona, Spain) and Apointech

(Salamanca, Spain). Miltefosine (hexadecylphosphocholine) was

from Calbiochem (Cambridge, MA). Perifosine (octadecyl-(1,1-

dimethyl-piperidinio-4-yl)-phosphate) and erucylphosphocholine

((13Z)-docos-13-en-1-yl 2-(trimethylammonio)ethyl phosphate)

were from Zentaris (Frankfurt, Germany). Stock sterile solutions

of the distinct ALPs (2 mM) were prepared in RPMI-1640 culture

medium (Invitrogen, Carlsbad, CA), supplemented with 10% (v/v)

heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine, 100

units/ml penicillin, and 100 mg/ml streptomycin (GIBCO-BRL,

Gaithersburg, MD) as previously described [28].

Leishmania cells and culture conditions
The following Leishmania strains were used in this study: L.

amazonensis (MHOM/Br/73/LV78), L. braziliensis (MHOM/CO/

88/UA301), L. donovani (MHOM/IN/80/DD8), L. infantum

(MCAN/ES/96/BCN150), L. major LV39 (MRHO/SU/59/P),

L. mexicana (MHOM/MX/95/NAN1), and L. panamensis

(MHOM/CO/87/UA140).

Leishmania promastigotes were grown in RPMI-1640 culture

medium, supplemented with 10% FBS, 2 mM glutamine, 100

units/ml penicillin, and 100 mg/ml streptomycin at 26uC.

Promastigotes were treated with the indicated compounds during

their logarithmic growth phase (1.56106 parasites/ml) at 26uC.

Late stationary promastigotes were obtained after incubation of

the parasites for 5–6 days with starting inocula of 16106 parasites/

ml. Leishmania axenic amastigotes were obtained at pH 5.0 in

Schneider’s culture medium following a stepped temperature

increase to 30, 31 and 32uC, except for L. infantum amastigotes,

which were exposed to 34, 36 and 37uC, as previously described

[42].

Growth inhibition assay
The antileishmanial activity in promastigotes and axenic

amastigotes was determined by using the XTT (sodium 3,39-[1-

(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis (4-methoxy-6-nitro)

benzene sulfonic acid hydrate) cell proliferation kit (Roche

Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) as previously

described [42,43]. Cells were resuspended in FBS-containing

RPMI-1640 culture medium (1.56106 cells/ml for promastigotes,

and 26106 cells/ml for axenic amastigotes), and plated (100 ml/

well) in 96-well flat-bottomed microtiter plates at 26uC, in the

absence and in the presence of different concentrations of the

indicated ALPs. After 72-h incubation at 26uC, IC50 (half-

maximal inhibitory concentration) values, defined as the drug

concentration causing 50% inhibition in cell proliferation with

respect to untreated controls, were determined for each com-

pound. Measurements were done in triplicate, and each

experiment was repeated four times.

Analysis of apoptosis-like cell death by flow cytometry
One and a half million Leishmania spp. promastigotes or axenic

amastigotes were treated in the absence and in the presence of the

indicated concentrations of ALPs for different incubation times.

Then, parasites were pelleted by centrifugation (10006g) for 5 min,

and analyzed for apoptosis-like DNA breakdown by flow cytometry

following a protocol previously described [44]. Quantitation of

apoptotic-like cells was monitored as the percentage of cells in the

sub-G0/G1 region (hypodiploidy) in cell cycle analysis [44,45], using

a fluorescence-activated cell sorting (FACS) Calibur flow cytometer

(Becton Dickinson, San Jose, CA) equipped with a 488 nm argon

laser. WinMDI 2.8 software was used for data analysis.

Intracellular distribution of fluorescent edelfosine analog
in L. panamensis–infected J774 macrophages

The mouse macrophage-like cell line J774, grown in RPMI-

1640 culture medium, supplemented with 10% FBS, 2 mM L-

glutamine, 100 U/mL penicillin, and 100 mg/ml streptomycin, at

37uC in humidified 95% air and 5% CO2, was infected overnight

at the exponential growth phase (36105 cells/ml) with stationary-

phase L. panamensis promastigotes, at a macropage/promastigote

ratio of 1/10 in complete RPMI-1640 culture medium. Non-

internalized promastigotes were removed by 2–3 successive washes

with PBS. Then, uninfected and L. panamensis-infected J774

macrophages were incubated for 1 h with 10 mM of the

fluorescent edelfosine analog all-(E)-1-O-(159-phenylpentadeca-

89,109,129,149-tetraenyl)-2-O-methyl-rac-glycero-3-phosphocholine

(PTE-ET) [34,46,47] (kindly provided by F. Amat-Guerri and

A.U. Acuña, Consejo Superior de Investigaciones Cientı́ficas,

Madrid, Spain) in complete RPMI-1640 culture medium. In

addition, J774 cells were also incubated first with 10 mM PTE-ET

for 1 h, then washed with PBS and infected with L. panamensis in

the darkness for 6 h. Samples were fixed with 1% formaldehyde,

and analyzed with a Zeiss Axioplan 2 fluorescence microscope

(Carl Zeiss GmbH, Oberkochen, Germany) (406magnification).

Assessment of intracellular parasitic load in macrophage-
like cells

J774 cells were infected with L. panamensis promastigotes as

above. The number of intracellular viable parasites was assessed

by incubating infected cells with RPMI-1640 medium containing

0.008% SDS to gently disrupt macrophage plasma membrane,

followed by addition of RPMI-1640 culture medium containing

20% FBS to stop further lysis. Samples were then sequentially

diluted in 96-well plates containing biphasic Novy-MacNeal-

Nicolle (NNN) medium. Plates were incubated at 26uC for 20

days, and examined weekly under an inverted Nikon TS-100

microscope (Nikon, Kanagawa, Japan) to evaluate the presence of

viable motile promastigotes. The reciprocal of the highest dilution

found positive for parasite growth was considered to be the

concentration of parasites.

Determination of nitric oxide (NO) by the nitrite assay
Macrophage-like J774 cells were plated in complete RPMI-

1640 culture medium at a concentration of 16106 cells/well in 24-

well culture plates (Costar, Cambridge, MA), and let them adhere

for 2 h at 37uC in 5% CO2. Non-adhering cells were removed by

gentle washing with complete RPMI-1640 culture medium.

Adherent J774 cells were incubated in the absence (negative

control), or in the presence of 10 mg/ml lipopolysaccharide

(Sigma, St. Louis, MO) (LPS; positive control) or of different

concentrations of edelfosine. After 18-h incubation at 37uC in 5%

CO2, supernatants were collected, centrifuged at 5006 g for

10 min, and stored at 280uC until analysis. NO release was

indirectly measured using a colorimetric assay based on the Griess

reaction. Triplicate 100-ml aliquots of cell culture supernatants

were incubated with 50 ml of freshly prepared Griess reagent (1%

sulfanilamide, 0.1% naphthylethylene diamide dihydrochloride,

Antileishmanial Activity of Ether Lipid Edelfosine
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and 2.5% orthophosphoric acid) for 15 min at room temperature,

and then absorbance of the azo-chromophore was measured at

550 nm. Nitrite concentration was determined by using sodium

nitrite as a standard. All samples were assayed against a blank

comprising complete RPMI-1640 culture medium incubated for

18 h on the same plates as the samples, but in the absence of cells.

All reagents were purchased from Sigma. Results were expressed

in nanomoles of nitrite per 106 macrophages.

Evaluation of antileishmanial activity in mouse and
hamster models

Six-week-old female BALB/c mice (18–20 g) and four-week-old

male Syrian golden hamsters (Mesocricetus auratus) (about 120 g)

(Charles River Laboratories, Lyon, France), kept in a pathogen-

free facility and handled according to institutional guidelines,

complying with the Spanish legislation under a 12/12-h light/dark

cycle at a temperature of 22uC, received a standard diet and water

ad libitum. Mice were inoculated s.c. into their left hind footpad (in a

total volume of 50 ml PBS) with 26106 infective stationary-phase

promastigotes, whereas hamsters, previously anesthetized with

inhaled Forane, were inoculated intradermally in the nose with

16106 stationary-phase promastigotes in a volume of 50 ml PBS.

When inflamation was evident (about 1 week in mice, and 6 weeks

in hamsters, after inoculation), animals were randomly assigned

into cohorts of 7 animals each, receiving a daily oral administra-

tion (through a feeding needle) of edelfosine (15 mg/kg for mice,

and 26 mg/kg for hamsters, in water), or an equal volume of

vehicle (water). In mice, the footpad thickness was measured with

calipers every week, and compared with the uninfected right hind

footpad to obtain the net increase in footpad swelling. In hamsters,

nose swelling was measured with calipers every week, and

compared with the nose size before inoculation and treatment.

Evolution index of the lesion was calculated as size of the lesion

during treatment (mm)/size of the lesion before treatment. Animal

body weight and any sign of morbidity were monitored. Drug

treatment lasted for 28 days, and animals were killed following

institutional guidelines, 24 h after the last drug administration.

After the killing of the animals, the parasite burden in the infected

tissues was determined by limiting dilution assays as previously

described [48]. Biopsies were washed 3 times with PBS supple-

mented with 100 units/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin

(GIBCO-BRL), and then incubated overnight (12 h) at 4uC with

PBS containing 100 units/ml of penicillin and 100 mg/ml

streptomycin. Following overnight incubation, biopsies were

washed 2–3 times with PBS supplemented with the above

antibiotics, and then a weighed piece of the infected area was

homogenized in 1 ml PBS containing antibiotics using a sterile glass

Potter-Elvejhem type tissue grinder. Homogenate was diluted at a

final concentration of 0.1 mg/ml in Schneider’s culture medium,

containing 100 units/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin;

and then serial dilutions were made in triplicate in 96-well plates

containing biphasic Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) medium. Plates

were incubated at 26uC for 20 days, and examined weekly under an

inverted Nikon TS-100 microscope to evaluate the presence of

viable promastigotes. The reciprocal of the highest dilution found

positive for parasite growth was considered to be the concentration

of parasites per mg of tissue. Total parasite load was calculated using

the total weight of the respective infected organ.

Induction of in vitro resistance to Glucantime in L.
panamensis promastigotes

Parasites cultured in Schneider’s culture medium supplemented

with 10% FBS, 100 units/ml penicillin, and 100 mg/ml strepto-

mycin at 26uC for 5 days, were washed twice with PBS, and

centrifuged at 10006 g for 10 min at room temperature. Parasites

were then resuspended at 26106 promastigotes/ml in Schneider’s

culture medium, and incubated at 26uC for 5 days with 4 mg/ml

Glucantime (Aventis Pharma, Sao Paulo, Brazil), which corre-

sponded to its IC50 value, previously assessed by the XTT

technique. Drug-containing culture medium was changed every 4–

6 days, depending on parasite growth, and parasites were washed

with PBS, analyzed by XTT assay, and resuspended again at

26106 parasites/ml. This procedure was repeated until parasite

viability in the presence of the drug was over 80%. Then, after

achieving this viability rate, this process was repeated three times,

with increasing concentrations of SbV, up to reaching a final

concentration of 37 mg/ml. The volume of drug solution used in

each passage was controlled not to exceed 10% of the total volume

of culture medium.

Assessment of L. panamensis resistance to SbV in the
hamster animal model

The level of SbV resistance was further assessed by infection of

golden hamsters with the above in vitro-generated SbV-resistant

(SbV-R) L. panamensis parasites, growing in the presence of 37 mg/

ml SbV, as well as with wild-type susceptible L. panamensis,

followed by treatment with Glucantime. Hamsters were divided

into two groups, eight animals infected with the resistant strain and

eight animals infected with the susceptible strain. Each group was

inoculated intradermally on the nose with 16106 stationary-phase

promastigotes in a volume of 50 ml PBS. These animals were

previously anesthetized with ketamine (50 mg/ml) and xylazine

(5 mg/kg) intraperitoneally. About six weeks after infection,

lesions were evident in both animal groups, and animals were

treated daily with 40 mg/kg Glucantime, intramuscularly using a

27-gauge needle, for ten days. Evolution of the lesions and drug

efficacy were monitored as above.

Induction of in vitro resistance to ALPs in different
Leishmania species

ALP-resistant Leishmania strains were generated as indicated

above for SbV-resistant parasites. Drugs were initially incubated at

their corresponding IC50 values, and then drug concentration was

gradually increased. Parasites were considered resistant when they

could grow at a drug concentration of 30 mM.

Statistical analysis
Data are shown as mean 6 SD. Between-group statistical

differences were assessed using the Mann-Whitney or the

Student’s t test. A P-value of ,0.05 was considered statistically

significant.

Results

ALPs differentially inhibit the proliferation of Leishmania
spp. promastigotes

We analyzed the antileishmanial potential of the four most

clinically relevant ALPs, namely edelfosine, miltefosine, perifosine

and erucylphosphocholine (Figure 1). By using the XTT assay, we

found that edelfosine and perifosine were the most active ALPs

inhibiting proliferation of distinct Leishmania spp. promastigotes

with IC50 values in the range of low micromolar concentration

(,2–9 mM) in most cases (L. donovani, L. panamensis, L. mexicana, L.

major, L. amazonensis) (Table 1). L. braziliensis and L. infantum

promastigotes were more resistant to the action of edelfosine,

perifosine and miltefosine than the other Leishmania species tested
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(Table 1). Erucylphosphocholine was the least efficient ALP in

inhibiting parasite proliferation regarding most Leishmania spp.

promastigotes, but interestingly it showed the highest antiparasitic

activity against L. infantum promastigotes (Table 1). In general, the

antileishmanial activity of the distinct ALPs ranked edelfosine$-

perifosine.miltefosine.erucylphosphocholine against Leishmania

spp. promastigotes.

Effect of ALPs in inhibiting proliferation of Leishmania
spp. axenic amastigotes

Next, we analyzed the antileishmanial activity of the distinct

ALPs against distinct axenic Leishmania amastigotes. Following an

axenic amastigote drug screening, we found that edelfosine and

perifosine behaved as the most potent ALPs in the inhibition of

proliferation of distinct Leishmania spp. amastigotes (Table 1). A

wider range of IC50 values was detected for amastigote than for

promastigote forms of Leishmania (Table 1). The IC50 values for

the anti-Leishmania amastigote activity of edelfosine and perifosine

ranged between ,3–12 mM and ,2–15 mM, respectively.

Miltefosine showed a higher degree of variability (IC50, ,4–

39 mM), with L. panamensis amastigotes being rather resistant

(IC50, 39.3 mM) (Table 1). Erucylphosphocholine showed the

highest IC50 values (,28–66 mM) for the inhibition of cell growth

in all the Leishmania spp. amastigotes analyzed (Table 1).

Surprisingly, L. infantum amastigotes were very sensitive to the

action of perifosine, edelfosine and miltefosine, whereas their

cognate promastigotes forms were rather resistant (Table 1), with

double digit IC50 figures for promastigotes and low one-digit IC50

values for amastigotes. Interestingly, L. braziliensis amastigotes

were far more sensitive to edelfosine and miltefosine than their

promastigote counterparts (Table 1), whereas perifosine and

erucylphosphocholine showed similar IC50 values for both L.

braziliensis promastigote and amastigote forms with IC50 figures

over 14 mM (Table 1). In general, the antileishmanial activity of

the distinct ALPs ranked edelfosine$perifosine.miltefosine.er-

ucylphosphocholine against Leishmania spp. amastigotes. These

results indicate that sensitivity of Leishmania parasites to ALPs is

highly dependent on each species as well as on their stage form,

namely promastigote or amastigote. Interestingly, because we

have recently found that the level of edelfosine in plasma, after

daily oral administration of 30 mg/kg, was about 10.3–25.2 mM

in both BALB/c and immunodeficient mice [29,30,49], a dose

that was effective in inhibiting cancer cell growth in vivo

[29,30,50], our results indicate that edelfosine was active against

all Leishmania spp. tested at pharmacologically relevant concen-

trations (Table 1).

Figure 1. Chemical structures of edelfosine, miltefosine, perifosine and erucylphosphocholine.
doi:10.1371/journal.pntd.0001612.g001
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Edelfosine is the most potent ALP in inducing apoptosis-
like cell death in Leishmania promastigotes

The above results showed that ALPs were able to inhibit

Leishmania spp. proliferation at distinct rates. We next analyzed

whether these agents, used at the pharmacologically relevant

concentration of 10 mM, were able to induce an apoptotic-like cell

death in Leishmania spp. promastigotes by determining DNA

fragmentation by flow cytometry. Parasites displaying a sub-G0/

G1 hypodiploid DNA content represent cells that undergo DNA

breakdown and an apoptotic-like cell death [51]. We found that

edelfosine was the most active ALP in promoting a potent

apoptotic-like response in all Leishmania spp. tested (Figure 2A). The

well nigh absence of apoptotic response in L. infantum promasti-

gotes (Figure 2A) was expected, as ALPs were used at 10 mM,

below the IC50 value for the inhibition of L. infantum promastigote

proliferation measured by XTT assays (Table 1). Interestingly,

edelfosine showed a much higher proapoptotic-like activity against

L. donovani and L. mexicana promastigotes than miltefosine and

perifosine (Figure 2A), despite the similar IC50 values (,2–3 mM)

of the three ALPs, assessed by XTT assays (Table 1). These results

suggest that the induction of cell death by edelfosine might differ

somewhat from the way by which miltefosine and perifosine

promote parasite killing. The ability of the distinct ALPs to induce

apoptosis-like cell death in Leishmania spp. promastigotes ranked

edelfosine.perifosine>miltefosine.erucylphosphocholine. Re-

sults shown in Figure 2A also show that the ability of edelfosine

to promote an apoptosis-like cell death is highly dependent on the

Leishmania sub-genus. In this regard, edelfosine inhibited prolifer-

ation of L. amazonensis (sug-genus Leishmania) and L. braziliensis (sug-

genus Viannia) promastigotes with XTT IC50 values of 6.4 and

18.3 mM, respectively (Table 1), but the percentage of parasites

with a sub-G0/G1 hypodiploid DNA content was higher in L.

braziliensis than in L. amazonensis promastigotes (Figure 2A).

L. infantum promastigotes behaved somewhat different from

other Leishmania species, with regard to their sensitivity to undergo

apoptosis-like cell death by ALPs, requiring high ALP concentra-

tions. A dose-response analysis of the apoptotic-like response of L.

infantum promastigotes to the four ALPs tested was in agreement

with the above XTT IC50 values of the corresponding drugs (cf.

Figure 2B and Table 1), with erucylphosphocholine as the most

efficient ALP at 30 mM (Figure 2B). However, at higher

concentrations, edelfosine became as efficient as erucylphospho-

choline in prompting an apoptotosis-like cell death in L. infantum

promastigotes (Figure 2B).

A comparative dose-response analysis showed that edelfosine

was more potent than miltefosine in inducing apoptosis-like cell

death in L. panamensis promastigotes (Figure 2, C and D), edelfosine

being highly effective even at 5 mM. These results agree with our

above data on XTT IC50 figures (Table 1). The cell cycle profiles

from propidium iodide-stained L. panamensis promastigotes showed

a high percentage of parasites with apoptosis-like DNA breakdown

following edelfosine treatment at either 5 or 10 mM (Figure 2, C

and D), whereas miltefosine induced only a significant DNA

breakdown response at 10 mM (Figure 2, C and D). Interestingly,

edelfosine also induced apoptosis-like cell death in L. panamensis

axenic amastigotes (25.864.6 and 55.462.8% sub-G0/G1 cells

(n = 3) after 24 h incubation with 10 and 20 mM edelfosine,

respectively).

Edelfosine accumulates in intracellular Leishmania
parasites

Because Leishmania parasites use macrophages as their main host

cell in mammalian infection, we next analyzed the localization of

edelfosine in Leishmania-infected macrophages. To this aim, we used

the fluorescent edelfosine analog all-(E)-1-O-(159-phenylpentadeca-

89,109,129,149-tetraenyl)-2-O-methyl-rac-glycero-3-phosphocholine

(PTE-ET), which has been previously used as a bona fide

compound to analyze the subcellular localization of edelfosine

in cancer cells [30,34,46,52,53], and it fully mimics the antitumor

[30,34,46,52,53] and antileishmanial [54] (data not shown)

Table 1. Inhibition of proliferation of different Leishmania spp. (IC50 values) by ALPs.

Parasite stage IC50 (mM)

Promastigotes Edelfosine Miltefosine Perifosine ErPC

L. amazonensis 6.460.3 13.060.8 9.661.8 40.063.0

L. braziliensis 18.363.7 37.763.2 14.362.1 21.063.5

L. donovani 2.160.3 3.160.8 2.260.4 13.361.2

L. infantum 27.764.6 47.364.1 35.362.5 16.762.8

L. major 2.060.2 6.860.3 7.160.5 12.761.5

L. mexicana 2.460.2 2.760.7 2.560.1 11.164.9

L. panamensis 2.360.8 6.360.6 2.460.2 14.163.1

IC50 (mM)

Axenic amastigotes Edelfosine Miltefosine Perifosine ErPC

L. amazonensis 3.160.1 5.961.2 2.960.5 42.963.9

L. braziliensis 8.160.2 6.561.2 15.163.0 28.260.7

L. donovani 5.360.2 14.560.5 9.960.7 47.763.9

L. infantum 4.260.6 4.461.1 1.760.2 37.063.1

L. mexicana 5.261.4 4.460.8 2.560.8 37.667.8

L. panamensis 12.261.2 39.363.7 9.360.8 65.866.7

Leishmania parasites were incubated with edelfosine, miltefosine, perifosine and erucylphosphocholine (ErPC), and assayed for growth inhibition by XTT assays as
described in Materials and Methods. Data are shown as the mean values 6 SD of four independent determinations.
doi:10.1371/journal.pntd.0001612.t001
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Figure 2. Differential ability of ALPs to induce apoptosis-like cell death in Leishmania spp. (A) Promastigotes from different Leishmania
spp. were treated with 10 mM edelfosine, miltefosine, perifosine or erucylphosphocholine (ErPC) at 26uC for 24 h. Apoptosis-like cell death was then
quantitated as percentage of parasites in the sub-G0/G1 region by flow cytometry. (B) L. infantum promastigotes were incubated with different
concentrations of edelfosine, miltefosine, perifosine and erucylphosphocholine (ErPC) at 26uC for 24 h, and then apoptosis-like cell death was
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actions of the parent drug edelfosine. The mouse macrophage-like

cell line J774 was rather resistant to undergo apoptosis following

treatment with edelfosine (IC50 = 40.767.1 mM, assessed by XTT

assays), and therefore it was used as a host cell line for Leishmania

infection. Edelfosine (10 mM) was unable to induce apoptosis in

J774 cells following 24 h incubation (,2% apoptosis), and caused

less than 15% apoptosis after 48 h incubation. This is in stark

contrast to the high sensitivity of other monocyte-like cell lines to

edelfosine, such as human U937 cells [28,55,56], which undergo

rapid apoptosis and can therefore not be used as host cells to

analyze the effect of ALPs on intracellular parasites residing in

macrophages. Incubation of J774 macrophages with PTE-ET

showed that the fluorescent edelfosine analog was taken up into

the cell (Figure 3A). The blue fluorescence of PTE-ET was mainly

located around the nucleus (Figure 3A, left panel) that could be

related to a predominant accumulation of this ether lipid in the

endoplasmic reticulum of J774 cells, as previously reported for

solid tumor cells [50,52]. When macrophages were infected with

L. panamensis parasites, an intense blue fluorescence was detected

in the intracellular parasites (Figure 3A, middle panel), indicating

that a major location of the PTE-ET fluorescent compound

turned out to be in the intracellular parasites inside the

macrophage. The PTE-ET location in the parasites residing in

the macrophage was clearly detected, irrespective of whether

PTE-ET was incubated with macrophages previously infected

with parasites (Figure 3A, middle panel), or with intact

macrophages and then subsequently incubated with parasites

(Figure 3A, right panel). Macrophages containing a low number

of Leishmania amastigotes are shown in Figure 3 in order to

facilitate visualization of the fluorescent drug location in the

parasites (Figure 3A). Similar data were obtained with primary

mouse bone marrow-derived macrophages, which were resistant

to 10 mM edelfosine, following infection with L. major (data not

shown). These data suggest that edelfosine accumulates in

intracellular Leishmania parasites inside macrophages, in a similar

way as PTE-ET, to exert its anti-parasite action regardless drug

treatment is before or after infection.

Edelfosine induces cell death of Leishmania amastigotes
inside macrophages

We also found that edelfosine efficiently killed J774 macrophage-

residing L. panamensis by examining the parasitic burden of

macrophages through limiting dilution assays (Figure 3B). The

cytotoxic action of edelfosine against intracellular L. panamensis

amastigotes was further confirmed by a dramatic decrease in the

number of intracellular parasites, using J774 macrophages infected

with green fluorescent L. panamensis, previously transfected with p.6.5-

egfp to express green fluorescent protein (GFP) [57] (data not shown).

Some anti-parasite drugs are suggested to promote their action

through the generation of nitric oxide (NO) [58], as this molecule

exerts an important anti-parasitic effect [59,60]. Miltefosine has

been reported to induce NO in U937 cells [61]. However, we were

unable to detect NO production following incubation of 10 mM

edelfosine with J774 macrophages (,2 nmol nitrites/106 J774

cells after 18 h incubation), unlike cell incubation with 10 mg/ml

LPS (100 nmol nitrites/106 J774 cells after 18 h incubation).

Likewise, edelfosine treatment failed to prompt NO synthesis in

mouse bone marrow-derived macrophages and rat alveolar

macrophages (data not shown). These data suggest that the killing

effect of edelfosine on macrophage-residing Leishmania parasites

does not depend on NO generation.

In vivo antileishmanial activity of edelfosine in a mouse
model

We next examined the in vivo antileishmanial activity of

edelfosine in BALB/c mice infected subcutaneously in the footpad

with 26106 infective stationary-phase L. major promastigotes. In

agreement with previous estimates [29,30,49], we found that a

daily oral administration of 15 or 30 mg/kg edelfosine was well

tolerated, 45 mg/kg being the maximum tolerated dose, following

toxicity analyses, where animals were monitored for body weight

loss or any appreciable side-effect, including changes in strength

and general condition (data not shown). We found that a daily oral

administration dose of 15 mg/kg body weight edelfosine achieved

a remarkable inhibition of both footpad inflammation (Figure 4A)

and parasitic load (Figure 4B), as assessed by caliper measures of

footpad swelling and limiting dilution assays, respectively, at the

end of the 28-day treatment period. In comparison experiments,

we found that oral treatment of L. major-infected BALB/c mice

determined by flow cytometry. (C) Representative histograms of cell cycle analysis of L. panamensis promastigotes treated with 5 and 10 mM
edelfosine and miltefosine at different incubation times. The position of the sub-G0/G1 peak, integrated by parasites undergoing apoptosis-like cell
death, is indicated by arrows. Percentages of apoptotic parasites are shown in each histogram. (D) L. panamensis promastigotes were treated with 5
and 10 mM edelfosine or miltefosine at different incubation times, and then apoptosis-like cell death was determined by flow cytometry. Untreated
Leishmania promastigotes were run in parallel, and apoptosis-like cell death was less than 1.5% in untreated parasites in all cases shown in panels A–
D. Data are means 6 SD or representative of four independent experiments. Asterisks indicate that the differences between edelfosine- and
miltefosine-treated cells are statistically significant. (*) P,0.05. (**) P,0.01.
doi:10.1371/journal.pntd.0001612.g002

Figure 3. Antileishmanial activity of edelfosine against intra-
cellular Leishmania amastigotes within macrophage-like J774
cells. (A) J774 cells, incubated with the blue-emitting fluorescent
analog PTE-ET (left panel), or with L. panamensis (Lp) and then with PTE-
ET (middle panel), or with PTE-ET and then with L. panamensis (Lp) (right
panel), were analyzed by fluorescence microscopy to examine drug
localization. White arrows point to the intracellular amastigotes. (B)
Parasite burden in L. panamensis-infected J774 cells untreated (Control)
and treated with 5 or 10 mM edelfosine for 24 h. Data are means 6 SD
or representative of four independent experiments. Asterisks indicate
that the differences between control and edelfosine-treated groups are
statistically significant. (*) P,0.05. (**) P,0.01.
doi:10.1371/journal.pntd.0001612.g003
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with edelfosine was slightly more effective than with miltefosine,

although differences were not statistically significant (data not

shown). The dose of edelfosine used in our assays was similar to the

dose used for miltefosine in mouse models, ranging from 2.5 to

25 mg/kg of body weight/day given orally, and being 20 mg/kg/

day the most widely used dose for in vivo murine experiments

[35,39,62–65]. In addition, because the molecular masses for

edelfosine and miltefosine are 523.7 and 407.6, respectively, the

edelfosine dose used in our assays (15 mg/kg, corresponding to

28.6 mmol/kg) was even lower than the usual miltefosine dose

(20 mg/kg, corresponding to 49.1 mmol/kg) in these in vivo murine

studies.

In vivo antileishmanial activity of edelfosine in hamster
models of cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis

Next, we used golden hamsters as an additional experimental

animal model of leishmaniasis. Hamsters have been reported to

better reproduce the clinicopathological features of human

leishmaniasis than mice [66–68]. One million promastigotes of

L. panamensis and L. braziliensis were inoculated in the nose of

golden hamsters, as animal models for cutaneous and mucocu-

taneous leishmaniasis, since the above Leishmania species can

cause both cutaneous and mucocutaneous disease [69,70]. Then,

hamsters were randomized into drug-treated and drug-free

control (water vehicle) groups of seven hamsters each, and the

animal models for L. panamensis (Figure 5, A–C) and L. braziliensis

(Figure 5, D–F) infections were monitored for the antileishma-

nial efficacy of edelfosine. Serial caliper measurements during

the course of the assays were made to determine the rate of nose

swelling (Figure 5, A and D). Progression of the disease led to a

dramatic swelling and ulceration of the nose. Oral administra-

tion of edelfosine (26 mg/kg body weight) on a daily basis for 4

weeks (28 days) induced a remarkable decrease in both nasal

swelling and parasitic load at the site of infection (Figure 5). This

dose is lower than the miltefosine dose (40 mg/kg/day) used in a

recent study with L. donovani-infected hamsters [71]. Here, we

found no appreciable adverse effects on the general condition of

the animals following a daily oral administration of 26 mg/kg

edelfosine. The effect of edelfosine on nose swelling became

evident in both L. panamensis and L. braziliensis infections after

two weeks of treatment (Figure 5, A and D). The parasite loads,

assessed by limiting dilution assays, were significantly diminished

in both animal models following oral treatment with edelfosine

(Figure 5, B and E). Untreated infected animals displayed

intense swelling and ulceration in their noses, but edelfosine

treatment greatly ameliorated the signs of leishmaniasis (Figure 5,

E and F).

Edelfosine shows potent in vitro and in vivo
antileishmanial activity against SbV-resistant L.
panamensis parasites

Cutaneous leishmaniasis is the most common form of

leishmaniasis and is endemic in many tropical and subtropical

countries [1,2]. Common therapies for leishmaniasis for more

than 60 years include the use of SbV drugs as meglumine

antimoniate (Glucantime) or sodium stibogluconate (Pentostam)

[2,72]. However, extensive use of these compounds is leading to

SbV resistance. Thus, parasites have become resistant to

antimony in many parts of the world, and primary resistance to

SbV exceeds 60% of cases of leishmaniasis in the state of Bihar in

India [73]. Different Leishmania species have been shown to

display distinct susceptibility to antimonials [74,75]. In addition,

susceptibility of L. donovani to SbV has been reported to follow

stage transformation from promastigotes to axenic amastigotes,

while resistance to SbV is acquired when amastigotes differentiate

into promastigotes [76]. SbV has also been reported to be active,

even though to different degrees, against a number of Leishmania

spp. promastigotes and amastigotes in vitro, including L. panamensis

[77–81]. On these grounds and because of possible clinical

implications, we generated a SbV-resistant L. panamensis strain to

be tested for the antiparasitic activity of the distinct ALPs.

Induction of resistance to SbV in L. panamensis promastigotes was

achieved by continuous in vitro exposure of these parasites to

increasing Glucantime concentrations for 1 year. The SbV-

resistant L. panamensis strain was able to resist concentrations of

Glucantime as high as 36 mg/ml, as assessed by XTT assays, a

concentration 9-fold higher than the IC50 (4 mg/ml) for wild type

L. panamensis promastigotes. Because of the different susceptibility

to SbV shown by certain Leishmania spp., depending on their

promastigote or amastigote stage, SbV resistance of L. panamensis

promastigotes was further evaluated by in vivo experiments in a

hamster model. Two groups of eight hamsters each were

inoculated in the nose with wild type and SbV-resistant L.

panamensis promastigotes, and then, after a 6-week post-infection

period, when nose swelling was clearly detected, hamsters were

injected intramuscularly with 40 mg/kg body weight Glucantime

(SbV), on a daily basis for 4 weeks. As shown in Figure 6 (A and

B), swelling was decreased in animals infected with wild type L.

panamensis, but increased in animals infected with SbV-resistant L.

panamensis. In addition, macrophages infected with Leishmania

amastigotes were readily observed in smears from the nose of

SbV-resistant L. panamensis-infected hamsters, but not from wild

type L. panamensis-infected animals, treated with SbV (Figure 6B).

Moreover, the parasitic burden in the nose of the two groups of

animals indicated that the amount of viable wild type L.

panamensis was dramatically diminished following treatment with

the pentavalent antimonial drug, but the SbV-resistant L.

panamensis parasites remained viable in the in vivo assay (data

not shown). These results indicate that the generated SbV-

resistant L. panamensis strain was highly resistant to pentavalent

antimonial treatment both in vitro and in vivo.

Next, we tested in vitro the activity of the four ALPs edelfosine,

miltefosine, perifosine and erucylphosphocholine against both wild

type and SbV-resistant L. panamensis promastigotes by XTT assays.

We found that all ALPs were effective in inhibiting proliferation of

SbV-resistant L. panamensis promastigotes showing similar IC50

values to those found against wild type L. panamensis (Figure 6C).

Figure 4. In vivo antileishmanial action of edelfosine in L. major-
infected mice. BALB/c mice were infected with 26106 L. major
promastigotes in the left hind footpad, and after swelling was
perceptible, mice were randomized into drug-treated (15 mg edelfo-
sine/kg of body weight, daily oral administration for 28 days) and
control (water vehicle) groups of 7 mice each. After completion of the
4-week treatment, lesions were evaluated by measuring the footpad
swelling (A) and determining the parasite load (B), using caliper
measurements and limiting dilution assays respectively. Data are means
6 SD (n = 7). Asterisks indicate that the differences between control and
edelfosine-treated groups are statistically significant. (**) P,0.01.
doi:10.1371/journal.pntd.0001612.g004
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Edelfosine was the most effective ALP against SbV-resistant L.

panamensis promastigotes and no difference in edelfosine sensitivity

was observed between wild type and SbV-resistant strains

(Figure 6C).

Infection of hamsters with SbV-resistant L. panamensis parasites

in the nose, showed that a daily oral treatment with edelfosine

(26 mg/kg body weight) for 4 weeks led to a dramatic decrease in

the evolution index, parasitic burden and local inflammation

(Figure 6, D–F). The first signs of improvement were detected after

about two weeks of treatment (Figure 6A). These data indicate that

oral treatment with edelfosine was efficient against leishmaniasis

caused by SbV-resistant L. panamensis parasites.

Differential time requirement for the generation of
resistance to edelfosine and miltefosine in Leishmania
spp. promastigotes

A major concern in anti-parasitic chemotherapy is the

generation of drug resistance. Thus, we next analyzed the

feasibility to generate drug resistance to miltefosine and edelfosine

in different Leishmania species, by a gradual increase in drug

concentration. We determined the time required to achieve

resistance to 30 mM miltefosine or edelfosine. This drug

concentration could be appropriate to distinguish between specific

and unspecific effects, and thereby drug resistance was considered

Figure 5. In vivo antileishmanial action of edelfosine in L. panamensis- and L. braziliensis-infected hamsters. Golden hamsters were
infected with 16106 L. panamensis or L. braziliensis promastigotes in the nose, and after swelling was perceptible, hamsters were randomized into
drug-treated (26 mg edelfosine/kg of body weight, daily oral administration for 28 days) and control (water vehicle) groups of 7 hamsters each. (A, D)
Lesion development was monitored by measuring nose thickness at regular intervals, and comparison to values obtained before treatment
(evolution index). (B, E) Parasite load was determined by limiting dilution assays after completion of the 4-week in vivo assays. Data are means 6 SD
(n = 7). Asterisks indicate that the differences between control and edelfosine-treated groups are statistically significant. (*) P,0.05. (**) P,0.01. (C, F)
Edelfosine treatment led to a dramatic decrease and amelioration in parasite-induced nose thickness and damage, as shown by representative
photographs from drug-free control and edelfosine-treated hamsters.
doi:10.1371/journal.pntd.0001612.g005
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Figure 6. Sensitivity of SbV-resistant L. panamensis parasites to edelfosine. (A) Two groups of eight golden hamsters each were infected in
the nose with wild type and SbV-resistant L. panamensis (Lp) promastigotes, and after the sixth week post-infection, they were treated with a daily
intramuscular injection of Glucantime (SbV) for 4 weeks. Disease evolution rate was measured along the whole process through determining nose
thickness as compared to figures obtained before infection. (B) Golden hamsters inoculated with SbV-resistant (SbV-R) L. panamensis (Lp) did not
respond to treatment with Glucantime (inflamed nose) (upper left panel), and nose smears showed amastigotes within macrophages (arrow)
following Giemsa staining (lower left panel). However, hamsters infected with wild type (wt) L. panamensis (Lp) fully responded to Glucantime
treatment, showing uninflamed nose and negative staining for amastigotes in nose smears (upper and lower right panels). (C) IC50 values of
edelfosine, miltefosine, perifosine, and erucylphosphocholine (ErPC) for in vitro growth inhibition of wild type (wt) and SbV-resistant (SbV-R) L.
panamensis (Lp) promastigotes were determined by XTT assays. (D–F) Golden hamsters were infected with 16106 SbV-resistant L. panamensis
promastigotes in the nose, and after nose inflammation was evident, hamsters were randomized into drug-treated (26 mg edelfosine/kg of body
weight, daily oral administration for 28 days) and control (water vehicle) groups of 7 hamsters each. (D) Lesion development was monitored by
measuring nose thickness at regular intervals and comparison to values obtained before treatment (evolution index). (E) Parasite load was
determined by limiting dilution assays after completion of the 4-week in vivo assay. (F) Edelfosine treatment led to a dramatic decrease and
amelioration in parasite-induced nose thickness and damage, as shown by photographs from drug-free control and edelfosine-treated hamsters.
Data are means 6 SD or representative experiments (n = 7). Asterisks indicate that differences between control and edelfosine-treated groups, or
between wild type and SbV-resistant parasites treated with SbV, are statistically significant. (*) P,0.05. (**) P,0.01.
doi:10.1371/journal.pntd.0001612.g006
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when parasites became resistant to a final drug concentration of

30 mM. We found that the continuous exposure of L. donovani, L.

major and L. panamensis promastigotes to increasing amounts of

miltefosine led to a rather rapid advent of drug resistance following

40–64 days of treatment (Table 2). However, relatively more

protracted continuous treatments were required to generate

edelfosine resistance in L. major and L. panamensis promastigotes

(Table 2). Interestingly, whereas miltefosine treatment led to drug

resistance in L. donovani after a relatively short period of time

(Table 2), no drug resistance was detected after 100-day treatment

of L. donovani with edelfosine (Table 2).

Discussion

Our results show the in vitro and in vivo antileishmanial activity of

edelfosine against different Leishmania species. The ability of

edelfosine to kill distinct Leishmania spp. promastigotes and

amastigotes is in general higher than other ALPs, and the

antileishmanial activity of ALPs ranked edelfosine.perifosine.-

miltefosine.erucylphosphocholine. Edelfosine also shows a higher

capacity to induce an apoptosis-like cell death in Leishmania than

miltefosine (Impavido), which has been approved as the first oral

drug active against visceral leishmaniasis [2]. However, recent

studies have challenged the efficacy of miltefosine against some

cutaneous leishmaniasis [13–15,17–20], and relapse cases of

miltefosine-treated parasites have been reported in visceral and

diffuse cutaneous leishmaniasis [82–84] as well as in HIV-positive

patients [85,86].

Here, we have found that edelfosine shows an outstanding

activity against a wide number of Leishmania spp. causing

cutaneous, mucocutaneous and visceral leishmaniasis. Edelfosine

was able to kill parasites in both promastigote and amastigote

forms through an apoptosis-like process that involved DNA

degradation, as assessed by an increase in the percentage of cells

with a hypodiploid DNA content. Leishmania parasites infect

macrophages wherein they reside and replicate in a fusion

competent vacuole (parasitophorous vacuole). Interestingly,

edelfosine efficiently killed intracellular parasite amastigotes

inside macrophages, without affecting the host cells. This killing

activity on intracellular parasites seems to be mainly due to a

direct action of the drug on the parasite, as edelfosine was unable

to induce NO generation in macrophages, while a fluorescent

edelfosine analog accumulated in the intracellular parasites

within macrophages.

Our data also reveal a remarkable antileishmanial activity of

edelfosine in several in vivo assays using mouse and hamster animal

models infected with L. major, L. panamensis or L. braziliensis. To our

knowledge this is the first study using hamsters as animal models

for the in vivo evaluation of ALPs against cutaneous leishmaniasis.

In addition, both in vitro and in vivo evidence showed that edelfosine

was very effective against SbV-resistant Leishmania parasites. This is

of importance as pentavalent antimonials Glucantime and

Pentostam are being used in the treatment of leishmaniasis for

over more than six decades, and still they are the first line drugs of

choice and the traditional treatment worldwide. However,

resistance to pentavalent antimonials is emerging as a result of

their widespread use. A stark example of SbV resistance is well

documented in Bihar (India), which houses approximately 90% of

Indias’s cases of visceral leishmaniasis, representing about 50% of

the world’s cases, and where resistance ended the usefulness of

SbV more than a decade ago [2].

A major potential drawback in the use of miltefosine could be

the relatively rapid generation of drug resistance in vitro. We have

found here that generation of drug resistance required longer

incubation times of Leishmania spp. with edelfosine than with

miltefosine. Furthermore, whereas miltefosine generated drug

resistance in L. donovani following a 40-day treatment, no resistance

to edelfosine was detected after 100-day incubation.

It is worthwhile to note that miltefosine treatment has been

reported to be unsatisfactory against infections caused by L.

braziliensis [13–15,17–20], whereas here we have found a

remarkable antiparasitic activity of edelfosine in L. braziliensis-

infected hamsters. In addition, edelfosine offers a number of

additional advantages as compared to miltefosine, such as the

fact that edelfosine shows a potent anti-inflammatory action

[87], and no apparent toxicity [87]. Leishmania parasites enter

first neutrophils through the regulation of granule fusion

processes that prevents any deleterious action on the parasite

[88]. Leishmania parasites use polymorphonuclear neutrophils as

intermediate hosts before their ultimate delivery to macrophages,

following engulfment of parasite-infected neutrophils, and in this

way Leishmania can escape the host immune system [89]. A

significant part of the destruction caused by cutaneous

leishmaniasis is due to severe inflammation at the site of

infection in the skin, leading to ulceration [90]. Neutrophils are

recruited into the site of infection during cutaneous leishmaniasis

[91,92], and accumulation of neutrophils have been linked to

tissue damage [93]. Edelfosine induces L-selectin (CD62L)

shedding, and thus prevents neutrophil extravasation to the

inflammation or infection site [87]. On these grounds, leish-

maniasis could be ameliorated by oral treatment of edelfosine,

which could reduce the parasite burden, by direct parasite

killing, as well as the ulcerative process and subsequent scar

formation, by a reduction in the recruitment of neutrophils into

the site of infection.

A serious drawback of miltefosine is its teratogenic effects [24],

however no studies have been conducted so far for a putative

teratogenic action of edelfosine.

The studies reported here provide compelling evidence for the

potent antileishmanial activity of edelfosine, which together with

the low toxicity profile displayed by this ether lipid and its anti-

inflammatory activity, warrants further clinical evaluation as a

possible alternative treatment against leishmaniasis.
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Table 2. Differential incubation times required for drug
resistance generation.

Leishmania species
Time required for drug resistance
(days)

Promastigotes Edelfosine Miltefosine

L. donovani NR 40

L. major 88 60

L. panamensis 89 64

Leishmania promastigotes were incubated with increasing concentrations of
edelfosine and miltefosine until parasite viability in the presence of 30 mM drug
was over 80% (considered as drug resistant). The maximum period of time
evaluated for acquisition of the resistant phenotype was 100 days, and no
resistance to edelfosine was generated in L. donovani promastigotes after this
incubation time. NR, no resistance.
doi:10.1371/journal.pntd.0001612.t002
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ABSTRACT

Background: To test the inhibition of nitric oxide (NO) release by polyphenols isolated from Maclura pomifera, 
Morus alba, Paulownia tomentosa and Schisandra chinensis. Materials and Methods: Polyphenols were 
isolated from selected plants and tested for for their ability to inhibit release of nitrite oxide (NO) from 
bacterial lipopolysaccharide prestimulated rat macrophages. Results: Among the panel of compounds 
tested, the prenylated isofl  avone pomiferin, the geranylated fl avanone 3´-O-methyl-5´-hydroxydiplacone 
and the dibenzocyclooctadiene lignans, g-schisandrin and schisandrin showed signifi  cantly decreased 
levels of NO at micromolar concentrations. Results show the potential of these compounds as NO-balancing 
agents in some infl ammatory-based diseases. Conclusion: The low toxicity proved on native macrophages 
allows these compounds to be studied more deeply on cytotoxic activity against cancer cells because of 
the potential selectivity of the toxic effect toward cancer cells.

Key words:Key words: Cytotoxicity, Maclura pomifera, nitric oxide, Paulownia tomentosa, Schisandra chinensis

INTRODUCTION

Nitrite oxide (NO) is a molecule produced by 
several cells of the human body by an enzyme 
called NO-synthase (NOS). The different 
isoforms of NOS that can be distinguished 
are a constitutive and inducible NOS 
(iNOS) and then, e.g. endothelial or neural. 
NO serves as a signal molecule in many 
physiological processes. In cells involved in 
the  immunity system, as are macrophages, 
NO can be massively produced by iNOS as 
a response to the pathological stimulation of 
these cells. NO is a part of a large group of 
structurally different compounds generally 
named reactive oxygen or nitrogen reactive 
species (ROS/RNS). These reactive species 
can interact with many biologic systems 
and can affect different cell functions. NO 
is considered as an important mediator 
of inflammation, a relaxing factor of 
endothelium and also as a source of 
cytotoxic substances. Its activation could 
trigger or support an immunity reaction 
against various agents, such as bacterial 
or parasitic infections.[1-3] On the other 
hand, uncontrolled production of NO can 
cause a multiple organic injury described, 
for example, during a septic shock or 

endotoxinemia.[4] Therefore, equilibrium in 
NO production is necessary for maintenance 
of a healthy organism.

Polyphenols are a heterogenic group of 
plant secondary metabolites. They possess 
plenty of known biologic effects, e.g. on the 
cardiovascular system or antibacterial, 
antiviral or antitumoral activities.[5-8] Among 
these activities, the ROS/RNS scavenging 
activity is especially well described. The 
antioxidant effect of polyphenols is  sometimes 
dubious, e.g. epigallocatechin gallate 
activates endothelial NOS and thereby 
increases NO production ex vivo[9] but, on 
the other hand, the same compound inhibits 
iNOS expression and therefore decreases 
NO production in the HaCaT cell line.[10] 
The antiradical activity of some compounds 
used in our assay was proved previously: 
prenylated isofl avone pomiferin (1) from 
Maclura pomifera fruits showed a signifi cant 
protective activity of DNA exposed to oxygen 
radicals and anti-EROD (7-ethoxyresorufi n-
O-deethylase) activity tested on mouse 
hepatic microsomes in vitro.[11] Pomiferin (1) 
is a good scavenger of DPPH (2,2-diphenyl-
1-picryl-hydrazyl), which showed an ability 
to inhibit tyrosine nitration[12] and lipid 
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peroxidation of purified sunflower triacylglycerol in 
vitro.[13] Geranylated flavonoids and extracts from 
Paulownia tomentosa Steud. fruits previously showed 
some antiradical properties in DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) assays.[14,15]  Dibenzooctadiene lignans 
from Schisandra chinensis Turcz. fruits display lots of 
biological activities, like hepatoprotective, antioxidant 
and antiviral effects.[16-18]

Previous studies described that, especially, the ortho-
dihydroxy structure on the aromatic ring is essential for 
the radical scavenging properties of polyphenols.[8,11] This 
is especially known for direct scavenging of free radicals, 
as are synthetic DPPH and ABTS, natural hydroxyl 
radical anion and others. The antiradical activity can 
also arise from the inhibition of enzymatic systems, 
which are involved in the production of radicals or from 
enhancement of systems that combat the free reactive 
oxygen and nitrogen species. Aside from these facts, this 
study was carried out with the aim to verify whether the 
chosen fl avonoid and dibenzooctadiene compounds could 
affect NO production in macrophages. This means whether 
they help with an immunity response by increasing or 
whether they protect cells against exaggerated free 
radical activity by decreasing the NO level. Moreover, 
the evaluation of cytotoxicity against native macrophage 
cells was important because of their inevitable role in 
protection of the organism and possibility of selective 
toxicity toward cancer cells.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of the Samples
Compounds isolated from S. chinensis (schisandrin (4), 
deoxyschisandrin, -schisandrin (5), gomisin N, gomisin 
J), P. tomentosa (3´-O-methyl-5´-hydroxydiplacone (6), 
3´-O-methyl-5´-O-methyldiplacone, 3´-O-methyldiplacol, 
3´-O-methyldiplacone, mimulone, diplacone (3)), M. alba 
(kuwanone E, 3´-O-methylkuwanone E, cudrafl avone B) 
and M. pomifera (pomiferin (1), osajin (2)), as previously 
described [Figure 1],[11,18,19] in purity >95% (HPLC-
verifi ed), were dissolved in 40% DMSO with 10% 0.1 M 
NaOH and stock solutions of concentrations 0.25, 2.5, 25, 
50, 125 and 250 μM were prepared. In our experiments, 
the fi nal concentration of DMSO in cell culture never 
exceeded 0.4%, which did not affect the viability of the 
cells.

Isolation of Alveolar Macrophages
Cells were obtained by a modified method of 
bronchoalveolar lavage. Male Wistar rats (250 g, IFFA 
Credo, Spain) were narcotized i.p. by sodium pentobarbital 
(100 mg/kg body weight). Softly, 6 mL aliquots of pyrogen-
free phosphate buffer (PBS, pH 7.4) were injected into 
the lungs using a sterile Tefl on catheter and the lavage 

was performed. Fifty milliliters of the suspension of cells 
was subsequently centrifuged (1400g, 10 min) and the 
supernatant was separated. The cells were resuspended 
in Dulbecco’s modifi ed Eagle’s medium (DMEM, Sigma, 
USA) supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM 
glutamine and 100 U/mL penicillin–streptomycin (Sigma) 
and cultured at 37°C and 5% CO2.

Cell Culture Treatment
Alveolar macrophages (106/well) were plated in culture 
24-well plates and allowed to adhere for 2 h at 37°C 
and 5% CO2. Non-adhered cells were removed by gentle 
washing with the complete Dulbecco medium and 1 mL 
of the fresh complete medium was added for future cell 
culture. The adhered alveolar macrophages were incubated 
alone (negative control, Ø) with 10 μg of Escherichia coli 
lipopolysaccharide (positive control, LPS, serotype O55:B5, 
Sigma), with different concentrations of the compounds 
tested (ranging from 0.25 to 250 μM) or with a combination 
of 10 μg LPS with a further addition of compounds tested 
after 1 h of LPS stimulation. After 18 h of incubation at 
37°C and 5% CO2, the supernatant was separated by 
centrifugation (500g, 10 min) and stored at -80°C until 
further analysis. Subsequently, the viability of the cells 
was evaluated by MTT assay using mitochondrial reduction 
of 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (Thiazolyl Blue, Sigma). Cells were incubated 
for 1 h at 37°C with 200 μL of thiazolyl blue, the resulting 
formazan was diluted with ethanol and the absorbance 
was measured at 550 nm (620 nm as a reference). The 
viability was expressed as percentage of the living cells 
in comparison with the control.

Nitrite Assay
The quantity of nitrites in the supernatant was measured 
using the colorometric method based on the Griess 
reaction. The cell supernatants were collocated in 
triplicate aliquots of 100 μL and cultivated with 50 μL 
of freshly prepared Griess reagents (1% sulphanilamide 

Figure 1: Structures of acti ve compounds
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and 0.1% naphtylethylene diamide dihydrochloride in 
2.5% ortho-phosphoric acid) at room temperature for 15 
min. Then, the absorbance was measured at 550 nm (620 
nm as a reference). The quantity of NO2- was evaluated 
according to the calibration curve using sodium nitrite as 
a standard. All samples were compared with the complete 
medium cultivated at the same plate without cells as a 
blank sample. There was no interference between NOS 
inhibitor and NO2- assay. Results were expressed in 
nanomols of NO2-/106 of macrophages.

Statistical Analysis
All experiments were run in independent triplicates. 
All data were expressed as means ± standard error 
of mean (SEM). The overall differences among the 
groups were compared by analysis of variance (ANOVA) 
with one coeffi cient of variation. Differences among 
the groups were determined by an ANOVA test, and 
Fishers Protected Least Signifi cant Difference (PLSD) 
was applied. Statistically signifi cant differences were 
considered at the P <0.05 level.

RESULTS AND DISCUSSION

In the fi rst part of the experiment, the cytotoxicity of 
all tested compounds on native rat macrophages was 
evaluated using the MTT assay to get suffi cient data 
for further testing of compounds on NO production. The 
cells were incubated with six different concentrations of 
compounds tested, ranging between 0.25 and 250 μM. 
The measurement of cell viability has indicated the 
cytotoxicity of two compounds only. Diplacone (2) testing 
showed in a concentration of 250 μM, 50.3 ± 9.1% of living 
cells in comparison with the control; pomiferin (1) 54.9 ± 
16.9% in a concentration of 125 μM. In all the remaining 
cytotoxicity experiments, the viability of the macrophages 
was more than 90%. These results correspond to no 
cytotoxicity of osajin (2) and low cytotoxicity of pomiferin 
(1) on human hepatocytes.[20] The antiproliferative 
activity of diplacone (3) is known.[19,21] This is the fi rst 
cytotoxicity assay of 1-3 on native non-cancer cells, and 
the relatively low toxicity of the compounds tested allows 
these compounds to be tested more deeply to confi rm their 
cytotoxic potential against cancer cells. The potential 
selectivity of 1-3 toward the cancer cell lines could be 
benefi cial if used in the treatment of a cancer disease.[14,19]

In the same stage of the experiment, we studied the 
possible NO production-inducing effect in vitro on 
macrophages without LPS pre-stimulation. None of the 
compounds tested have shown the activity, using LPS 
only as a control.

Next, lignans (schisandrin (4), deoxyschisandrin, 
-schisandrin (5) gomisin N, gomisin J) and chosen 

fl avonoids (pomiferin (1), osajin (2), 3´-O-methyl-5´-
hydroxydiplacone (6)) were tested on modulation of NO 
production using pre-stimulation by LPS. Compounds 
were tested in concentrations ranging from 0.25 to 
250 μM, but only concentrations of 50, 125 and 250 
μM were displayed due to the low or no activity at 
lower concentrations. The results of the experiments are 
summarized in Figure 2. The most active substance was 
found to be pomiferin (1), which signifi cantly lowered 
the production of NO in the macrophages (P < 0.05) at 
a concentration of 50 μM, showing the inhibition of 35.4 
± 6.3%. Some activity was also shown by schisandrin 
(4, 25.0 ± 9.2%), -schisandrin (5, 28.1 ± 11.7%) and 
3´-O-methyl-5´-hydroxydiplacone (6, 40.8 ± 0.8%), but, 
unfortunately, only at concentrations of 250 μM. In 
the case of pomiferin (1), at concentrations of 125 and 
250 μM, there was interference between its activity 
and cytotoxicity. -schisandrin (5) and 3´-O-methyl-5´-
hydroxydiplacone (6) have demonstrated a statistically 
signifi cant inhibition at a concentration of 25 μM, but our 
data analyses showed no linear concentration–activity 
relationship (data not shown).

Stimulation of NO production by LPS at the macrophages 
and decrease of NO production caused by different agents 
has been described previously. Flavonoids has been 
described to decrease the NO level after LPS stimulation 
of murine macrophages at concentrations of tens of 
micromoles.[22] A prenylated chalcone decreased the level 
of NO in the RAW 264.7 cell line after LPS stimulation 
in a concentration-dependent manner.[23]

Dibenzocyclooctadiene lignans are well known to possess 
an antiradical activity. S. chinensis lignans (-schisandrin 
(5), gomisin K3) inhibit superoxide anion production in 
the xanthin/xanthin oxidase system that is comparable or 

Figure 2: Comparison of acti ve compounds 1, 4, 5 and 6 in assay of NO inhibiti on 
producti on in LPS-sti mulated macrophages. Acti viti es are expressed as percentage of 
inhibiti on of NO producti on at concentrati ons 50, 125 and 250 μM, as a mean ± SEM. 
Each experiment was run in triplicate x cell viability was less than 90%. N.d. – no inhibiti on 
of NO producti on detected
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better than vitamin E, but in millimolar concentrations, 
which are probably not suitable for practical usage.[24] The 
scavenging effects of these compounds on hydroxyl radical 
and superoxide, which was greater than the effects of 
vitamin E and C, were shown in different experimental 
models, but again in millimolar concentrations.[25] The 
activity of S. chinensis lignans is probably connected with 
the stimulation of the antiradical defense of organisms. 
-schisandrin (5) increases the level and regeneration of 
cellular glutathione;[26] deoxyschisandrin, -schisandrin 
(5), schisandrin (4), gomisin A, gomisin K3 and wuweizisu 
C inhibit lipoperoxidation.[27] High levels of free radicals 
were observed at ischemic and reperfusion damage 
of the cell tissue. Studies modeling cerebral ischemia 
and reperfusion in vitro show the beneficial effect 
of gomisin K3 and -schisandrin (5), which inhibited 
oxidative mitochondrial damage, lowered production 
of malondialdehyde and inhibited decrease of ATPase 
activity after reperfusion.[28] Some recent experiments 
proved that these data showed only the low activity 
of lignans in assays using synthetic radicals.[18] Only 
schisandrin (4) and -schisandrin (5) were active in our 
study. The ability of schisandrin (4) and -schisandrin 
(5) to reduce the NO production in the cell tissue after 
LPS stimulation agrees with a previous report of Opletal 
and Opletalová, who described that an alcoholic extract 
from S. chinensis fruits containing dibenzocyclooctadiene 
lignans inhibit the quantity of NO in saliva obtained from 
sportsmen undergoing physical stress.[29] They tested 
the mixture of compounds and our study showed the 
compounds responsible for this activity.

The activity of the chosen prenylated fl avonoids (1, 2, 
6) was also compared. As Van Hoorn et al. previously 
described,[30] the ortho-dihydroxy moiety on the ring 
B of flavonoid is essential for the direct radical-
scavenging properties of many fl avonoids. 3´-O-methyl-
5´-hydroxydiplacone (6) and pomiferin (1) satisfy this 
substitution and, therefore, we could expect their effect. 
The potential to affect NO level can be caused by inhibition 
of NO production or by direct scavenging of the produced 
NO. Previously, the presence of the ortho-dihydroxy 
moiety important for peroxynitrite scavenging activity 
was described for 1.[11] The effect of reduction of NO 
production in murine macrophages caused by inhibition 
of iNOS gene expression was described for 8-prenylated 
fl avonoids by Paoletti et al.[31] This was also shown by a 
study of Cheon et al., showing the potential of various 
prenylated compounds to inhibit NO production by gene 
expression inhibition of iNOS, but no direct inhibition 
of this enzyme.[32] The ability to change the level of NO 
was discovered also at prenylfl avonoids isolated from 
hops.[32,33]

Uncontrolled production of NO is observed in the massive 
infl ammation or bacterial infections and those, according 

to our results, chosen S. chinensis lignans or various 
prenylated fl avonoids can be used as radical-balancing 
agents in the treatment of diseases connected with radical 
damage.
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con una capa externa denominada cutícula, una capa muscu-
lar y una cavidad celómica o pseudocele. Entre la cutícula y 
la capa muscular se encuentra la hipodermis. Además, hay 
una lámina basal que separa la hipodermis del pseudocele. La 
cavidad celómica incluye el tubo digestivo, sistema excretor, 

ACTUALIZACIÓN

Introducción

Estructuramos esta actualización en tres grandes apartados. 
Los dos primeros están dedicados al estudio de las geohel-
mintosis, la parasitosis más prevalentes en el mundo1. Adop-
tan este nombre debido a que sus fases de huevo o larvarias 
se desarrollan en el suelo antes de ser capaces de infectar al 
ser humano. Inicialmente se abordará el estudio de la asca-
riosis, trichurosis y uncinariosis de forma conjunta, señalan-
do las características comunes y diferentes que existen entre 
estas entidades. A continuación estudiaremos la estrongi-
loidosis, una geohelmintosis que presenta importantes dife-
rencias patogénicas, clínicas, diagnósticas y terapéuticas. Por 
último, describiremos las principales nematodosis tisulares 
(anisaquiosis, toxocariosis y triquinelosis), finalizando con 
una breve descripción de otras nematodosis de menor im-
portancia clínica. El estudio de la enterobiosis se incluye en 
la actualización sobre el manejo general y extrahospitalario 
del paciente con parasitosis de esta misma unidad temática.

Ascariosis, tricurosis y uncinariosis

Mas de un billón de personas están infectadas por una de las 
cuatro especies de nematodos siguientes: Ascaris lumbricoides, 
Trichuris trichiura y uncinarias o hookworms (Necator ameri-
canus y Ancylostoma duodenale), constituyendo un esencial 
problema de salud pública en todo el mundo2.

Biología, estructura y ciclo biológico 

Estas geohelmintosis presentan ciclos biológicos similares 
pero no iguales. Todos los parásitos señalados tienen fases 
adultas con morfología cilíndrica, sin segmentación corporal, 

Geohelmintosis  
y nematodosis 

tisulares
A. Muroa, J. Diba, E. Yepesa y J.L. Pérez-Arellanob,c

aLaboratorio de Inmunología Parasitaria y Molecular. CIETUS. Facultad de 
Farmacia. Universidad de Salamanca. Salamanca. España.  

bDepartamento de Ciencias Médicas y Quirúrgicas. Universidad de Las Palmas. 
Las Palmas. Gran Canaria. España.  

cUnidad de Enfermedades Infecciosas y Medicina Tropical. Servicio de Medicina 
Interna. Hospital Insular de Las Palmas. Las Palmas. Gran Canaria. España.

PUNTOS CLAVE

Epidemiología. Las geohelmintosis son las 
parasitosis que presentan una mayor prevalencia. 
Han sido y siguen siendo un importante problema 
de salud pública en los países tropicales y 
subtropicales en los que las deficiencias higiénicas 
y de saneamiento favorecen su transmisión.

Patogenia. La respuesta inmunológica frente a 
estos parásitos es mediada principalmente por 
los linfocitos Th2, desarrollando múltiples 
mecanismos de evasión que permiten su 
supervivencia en el hospedador durante largos 
periodos de tiempo (años).

Clínica. El patrón clínico de las geohelmintosis 
incluye manifestaciones digestivas inespecíficas 
y datos peculiares asociados a cada parásito 
específico.

Estrongiloidosis. La administración de 
glucocorticoides y/o la infección por HTLV-I 
son factores que favorecen la presencia de 
hiperinfección por Strongyloides spp. El método 
de elección para el diagnóstico de las 
geohelmintosis es el estudio coproparasitario 
y las técnicas especiales para la detección de 
larvas de Strongyloides spp. Los benzimidazoles 
son los fármacos de elección para el tratamiento 
de las geohelmintosis, excepto en la 
estrongiloidosis que es la ivermectina.

Anisaquiosis y triquinelosis. Su adquisición se 
produce por consumo de pescados y carnes 
crudas o poco cocinadas.

Toxocariosis. Es más frecuente en niños y cursa 
habitualmente de forma asintomática, aunque 
ocasionalmente da lugar a cuadros como el 
síndrome de larva visceral emigrante o la 
toxocariosis ocular.

Nematodosis. La serología es la técnica de 
elección para el diagnóstico de las nematodosis 
tisulares. Una de las nematodosis tisulares 
emergentes en viajeros es la gnathostomosis. 
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nervioso y reproductor con sexos separados. Las hembras 
producen huevos que eclosionan dentro del hospedador o en 
el medio ambiente, de los cuales emerge una larva que pasa 
por cuatro fases hasta llegar a la fase de adulto.

Ascaris lumbricoides
Es el nematodo intestinal de mayor tamaño (round worm). La 
hembra adulta mide de 20 a 30 cm de longitud y entre 3-6 cm 
de diámetro; los machos son de menor tamaño. La vida media 
de los parásitos adultos es hasta de un año y cuando mueren se 
eliminan espontáneamente. Residen en la luz del intestino del-
gado (principalmente en el yeyuno) y, aunque no tienen órga-
nos de fijación, se mantienen adheridos a las paredes del intes-
tino evitando ser arrastrados por el peristaltismo intestinal 
gracias a la capa muscular que tienen debajo de la cutícula. La 
hembra grávida elimina al exterior los huevos inmaduros. Se 
calcula que una hembra puede contener 27 millones de hue-
vos, con una oviposición entre 200.000 a 240.000 huevos por 
día. Los huevos maduran en el medio externo en un periodo 
de seis semanas y, en condiciones ambientales favorables (tem-
peraturas entre 15 y 30° C), tienen forma oval o redondeada, 
miden entre 70 x 30 μm y poseen una cubierta mamelonada. 
El mecanismo de transmisión se debe a la ingestión de los 
huevos embrionados (fig. 1) que eclosionan en el intestino del-
gado saliendo una larva de pequeño tamaño (250 μm de diá-
metro) que penetra por la pared intestinal y migra por el sis-
tema venoso hasta llegar inicialmente al corazón derecho y 
posteriormente a la circulación pulmonar. Desde los capilares 
pulmonares, atraviesan la pared accediendo al alveolo en don-
de permanecen varios días mientras hacen dos mudas y au-
mentan de tamaño. Posteriormente las larvas inician una mi-
gración ascendente por las vías respiratorias pasando por la 
traquea, la epiglotis y la faringe, siendo deglutidas para llegar 
de nuevo al intestino delgado en donde continúa su creci-
miento hasta su fase adulta. El período comprendido desde la 
ingestión del huevo embrionado hasta que la hembra adulta 
tiene capacidad de poner huevos dura entre 8 y 12 semanas.

Trichuris trichiura
Es un nematodo intestinal cuyo nombre procede del griego 
thrikhos que significa pelo. El gusano adulto mide de 3 a 5 cm y 

el tercio posterior es más grueso que los dos tercios anteriores, 
simulando forma de látigo (whipworm). Se localizan en el in-
testino grueso, específicamente en túneles dentro del epitelio 
del colon. El ciclo biológico es directo, desarrollándose en el 
tubo digestivo del hospedador definitivo y en el medio exter-
no. La hembra produce entre 7.000 y 20.000 huevos al día, los 
cuales son muy característicos y fáciles de identificar. Miden 
aproximadamente 25 μm de ancho x 50 μm de largo, son de 
color café y tienen tapones en los dos extremos. Salen al exte-
rior con las heces sin tener aún capacidad para infectar. Cuan-
do se depositan en tierra húmeda y en condiciones adecuadas 
de temperatura (entre 14 y 30 C°), a las dos semanas adquieren 
la capacidad de infección, pudiendo permanecer activos en el 
suelo durante varios meses o años. La infección se produce al 
ingerir huevos embrionados en el agua o con alimentos con-
taminados (fig. 1). Estos una vez en el intestino delgado libe-
ran larvas que tienen un corto período de desarrollo y luego 
pasan al colon en donde maduran y se enclavan por su parte 
delgada a la mucosa intestinal. El tiempo transcurrido entre la 
infección y la formación de parásitos adultos con capacidad de 
producir huevos puede ser de tres meses.

Uncinarias
Existen más de 18 géneros de uncinarias (hook worm) que pa-
rasitan un amplio rango de mamíferos, aunque las dos princi-
pales que infectan a las personas son Ancylostoma duodenale  
y Necator americanus. Pertenecen a la familia Ancylostomidae y 
poseen una cápsula bucal con órganos cortantes. Son gusanos 
cilíndricos de 10 mm de longitud. Los dientes o las placas 
cortantes les sirven como órganos de fijación que dañan la 
mucosa intestinal y producen hemorragia. Las diferentes espe-
cies pueden distinguirse en su etapa adulta por su tamaño y 
morfología; sin embargo, los huevos de las uncinarias no pue-
den diferenciarse entre sí. Los gusanos adultos viven fijados a 
la mucosa del duodeno y del yeyuno principalmente, pero en 
ocasiones se sueltan para cambiar de sitio o aparearse. Las di-
ferencias más llamativas entre las fases adultas de las dos espe-
cies son las siguientes. N. americanus es más pequeño que A. 
duodenale, vive más tiempo (entre 4 y 20 años para N. ameri-
canus y entre 5 y 7 años para A. duodenale), produce menos 
huevos (10.000 huevos al día para N. americanus y hasta 25.000 
huevos al día para A. duodenale) y succiona menos sangre (0,03 
ml/día para N. americanus y hasta 0,20 ml/día para A. duodena-
le). Tras la cópula, las hembras grávidas depositan sus huevos 
en la luz del intestino. Cuando alcanzan el suelo y en condi-
ciones óptimas de humedad y temperatura, los huevos se de-
sarrollan liberando la larva de primer estadio o larva rabditi-
forme (250-300 μm) entre las 24 y 48 horas. Esta larva se 
alimenta de bacterias y desechos orgánicos hasta sufrir dos 
mudas, transformándose en larva de tercer estadio o larva fila-
riforme (600 μm), la cual infecta al ser humano (fig. 1). Las 
larvas de N. americanus penetran por la piel exclusivamente 
mientras que las de A. duodenale además de penetrar por la piel 
también pueden infectar por vía oral, en cuyo caso no hacen el 
ciclo pulmonar y se localizan directamente en el intestino. En 
algunas ocasiones, las larvas de Ancylostoma acceden al tejido 
muscular o intestinal, donde permanecen en período latente 
reactivándose cuando encuentran condiciones favorables. Este 
fenómeno es conocido como hipobiosis. Las larvas filarifor-Fig. 1. Mecanismos de transmisión de las geohelmintosis.
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mes presentan tigmotropismo, termotropismo y geotropismo 
negativo, por esta razón se adhieren a la piel cuando tienen 
oportunidad, para posteriormente penetrar en el tejido subcu-
táneo y finalmente entrar en las vénulas superficiales desde 
donde son transportadas al corazón derecho y desde éste a los 
pulmones. Posteriormente ascienden por el árbol bronquial, 
tráquea, laringe y finalmente son deglutidas. Cuando llegan al 
intestino se trasforman en L4 desarrollando una cápsula bucal 
temporal que les permite fijarse a la mucosa intestinal, aumen-
tar de tamaño y alcanzar la diferenciación sexual. Posterior-
mente desarrollan la cápsula bucal definitiva. El período com-
prendido desde la infección hasta la oviposición de los gusanos 
adultos dura aproximadamente entre cinco y siete semanas.

Epidemiología 

Estas geohelmintosis presentan características epidemiológi-
cas comunes, aunque con diferencias importantes. Los aspec-
tos esenciales se resumen a continuación. Son enfermedades 
que afectan a personas pobres de países pobres3. Con respecto 
a la distribución geográfica, podemos afirmar que son parasi-
tosis de distribución mundial con mayor prevalencia en áreas 
tropicales y subtropicales. La más prevalente es la ascariosis (se 
estima que una cuarta parte de la población mundial está in-
fectada con Ascaris lumbricoides), seguida de las uncinariosis 
(más prevalentes las infecciones producidas por N. americanus 
que las de A. duodenale) y finalmente la trichurosis con una 
estimación de 800 millones de personas infectadas. El suelo 
tiene importancia en su transmisión (por eso el nombre de 
geohelmintosis). Las condiciones de humedad, temperatura y 
nutrientes son esenciales para el desarrollo de la infección. Un 
ejemplo lo constituyen los huevos de Ascaris, los cuales son 
muy resistentes a la temperatura y a la desecación, sobrevi-
viendo temporalmente en anaerobiosis. Existe agregación in-
dividual. En áreas endémicas la mayor carga parasitaria se 
concentra en algunos individuos dependiendo de factores ge-
néticos e inmunológicos. Tienen diferente perfil atendiendo a 
la edad. Así, los niños son la población más afectada en la in-
fección por Ascaris y Trichuris con un pico máximo de infec-
ción a los 7 años. Sin embargo, las uncinariosis presentan una 
curva ascendente de infección desde los 0 hasta los 25 años, 
estabilizándose a partir de esa edad4.

Patogenia

Los mecanismos de agresión producidos por estos helmintos 
producen lesiones debidas a fenómenos mecánicos e inmuno-
lógicos desencadenados en su migración, así como lesiones 
traumáticas que pueden ocasionar los gusanos adultos cuando 
se localizan en el aparato digestivo (por ejemplo, obstrucción 
intestinal). La respuesta inmunológica desencadenada frente 
a estos parásitos es prioritariamente dirigida por los linfocitos 
Th2 con producción de citocinas como IL-4 e IL-5, anticuer-
pos como IgE y células efectoras como eosinófilos o basófilos. 
Además, estos helmintos desarrollan múltiples mecanismos 
de evasión que los permiten vivir en el hospedador durante 
largos periodos de tiempo. Entre ellos podemos señalar su 

capacidad para modificar el procesamiento y la presentación 
antigénica. Para realizar esta función las células presentadoras 
de antígeno deben fragmentar los antígenos mediante cistei-
nil y aspartil proteasas y posteriormente expresarlos en la 
membrana, asociados a moléculas del complejo mayor de his-
tocompatibilidad. Ascaris produce un inhibidor de la aspartil 
proteasa, consiguiendo así la evasión de la respuesta inmuno-
lógica5. Otro mecanismo al alcance de las uncinarias es poder 
producir proteasas y otras moléculas que son capaces de frag-
mentar las inmunoglobulinas, romper quimiocinas reclutan-
tes de eosinófilos e inducir la liberación de interferón gamma 
(IFN-γ) desde las células natural killer6.

Manifestaciones clínicas y exámenes 
complementarios 

Podemos clasificar las manifestaciones clínicas de estas para-
sitosis en dos tipos: clásicas y frecuentes.

Patrón clásico
Se caracteriza por presentar una clínica digestiva inespecífica aso-
ciada con manifestaciones características de cada enfermedad.

Ascariosis. En la ascariosis se presentan tres manifestaciones 
clásicas principales:

1. Síndrome de Löffler debido al paso de las larvas por el 
pulmón, desencadenando fenómenos de hipersensibilidad y 
produciendo neumonía con fiebre, tos no productiva, disnea, 
eosinofilia e infiltrados pulmonares transitorios.

2. Emisión de gusanos. Estos pueden aparecer por la 
boca o eliminarse por las heces (figs. 2 A y B).

3. Manifestaciones obstructivas. En áreas endémicas has-
ta el 85% de las obstrucciones intestinales en niños de edades 
comprendidas entre 1-5 años se deben a esta helmintosis. 
Además se puede producir pancreatitis, colangitis, colecistitis 
y abscesos hepáticos.

Trichurosis. La trichurosis se caracteriza por presentar co-
litis hemorrágica con dolor abdominal, diarrea, anemia fe-
rropénica y retraso estaturo-ponderal. Se puede producir 
prolapso rectal, en el que se observan los vermes adultos en 
la mucosa prolapsada.

Uncinariosis. Se pueden apreciar cuatro patrones clínicos4:
1. Lesiones cutáneas. N. americanus y A. duodenale presen-

tan lesiones sistémicas mientras que A. caninum y A. brazi-
liensis producen larva cutánea migrans (figs. 2 C y D).

2. Pseudo-Löffler. La migración de las larvas a través del 
pulmón origina una neumonitis transitoria, similar pero más 
leve que la causada por Ascaris en su migración pulmonar.

3. Cuando la ruta de infección es por vía oral se produce 
un cuadro caracterizado por náuseas, vómitos, irritación farín-
gea, tos, disnea y ronquera, debido a la migración temprana de 
las larvas filariformes, que se denomina síndrome de Wakana.

4. Las manifestaciones más importantes en la uncinario-
sis son la anemia ferropénica y la malnutrición, consecuencia 
de las pérdidas sanguíneas. Los parásitos producen daño me-
cánico al succionar la mucosa intestinal mediante su cápsula 
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bucal. Además segregan enzimas como la tripsina que inhibe 
la agregación plaquetaria, la quimiotripsina que actúa inhi-
biendo el factor X activado o la elastasa que actúa inhibiendo 
el complejo factor VIIa/FT.

Patrón frecuente
El patrón clínico habitual es la ausencia de sintomatología y 
la detección de huevos de los parásitos en el estudio copro-
parasitario. Sin embargo, la eosinofilia es una alteración ana-
lítica frecuente que ocurre tanto en las formas aisladas como 
en las formas combinadas con otras helmintosis.

Diagnóstico etiológico 

El principal método es el diagnóstico parasitológico mediante 
análisis coprológico. Se utilizan dos técnicas: Kato Katz (con-
sultar actualización dedicada al estudio de las trematodosis) o 
Ritchie (sedimentación en la que se emplea formol, alcohol 
tamponado y éter etílico). En un estudio realizado en inmi-
grantes se comprobó que la técnica de Kato Katz es más sen-
sible para el diagnóstico de ascariosis y trichurosis, mientras 
que la de Ritchie es mejor para el diagnóstico de uncinarias7. 
Aunque existen datos contradictorios8,9, nuestra experiencia 
indica que el análisis coprológico de tres muestras aumenta la 
rentabilidad diagnóstica frente al análisis de una o dos mues-
tras de heces. Por último, los datos característicos de la fase de 
huevo de los diferentes geohelmintos estudiados en esta actua-
lización se describen en apartados anteriores. Además, como 
se ha señalado previamente, no es posible diferenciar morfo-
lógicamente las dos especies más importantes de uncinarias. 
Esto no tiene trascendencia desde el punto de vista práctico, 
dado que ambas especies se tratan de forma similar.

Tratamiento y control

Las pautas de tratamiento individual actual10 se detallan en la 
tabla 1. Algunos autores proponen la utilización de nitazoxa-
mida y oxabendazol como tratamiento individual futuro3. 

El control de estas enfermedades se basa en la aplicación 
de una serie de medidas específicas: mejoría de las condiciones 
higiénicas, uso de agua potable y lavado de manos, preferente-
mente antes de las comidas. Si la prevalencia es mayor del 
50% se recomienda quimioterapia en masa. Para ello se utiliza 
mebendazol, albendazol, pirantel o levamisol principalmente 
en áreas de elevada prevalencia de Ascaris. Se administra en 
niños en monodosis y durante dos o tres veces al año. Los 
problemas que plantea son la eficacia variable de los fármacos, 
la reinfección y la selección de resistencias. La alternativa es el 
uso de vacunas. Recientemente se ha desarrollado una vacuna 
bivalente contra N. americanus compuesta por hemoglobinasa 
procedente del verme adulto y una proteasa secretada tipo 2 
denominada NA-ASP-211,12. Actúa mediante la producción de 
anticuerpos neutralizantes y desencadena citotoxicidad celular 
mediada por anticuerpos. Inhibe la degradación de la hemog-
lobina y la migración del parásito, disminuyendo la fecundidad 
y la carga parasitaria. Como consecuencia final existe una dis-
minución de la enfermedad.

Estrongiloidosis

Es una geohelmintosis tanto importada como autóctona, ya 
que se han registrado casos en nuestro país, concretamente 
en el litoral mediterráneo. Es causada principalmente por 
Strongyloides stercoralis, aunque se han descrito infecciones 
por S. fuelleborni fuelleborni en África y S. fuelleborni kellyi en 
Papua Nueva Guinea13.

Ciclo biológico

La estrongiloidosis14 es una helmintosis que tiene un ciclo 
biológico muy peculiar, ya que presenta dos formas de trans-
misión: heteroinfección y autoinfección.

Heteroinfección
El mecanismo de transmisión entre seres humanos se produ-
ce de forma similar al de A. duodenale, mediante la penetra-
ción transcutánea de larvas filariformes (550 μm). En algu-
nas ocasiones puede ocurrir la transmisión mediante ingestión 
de larvas filariformes. Estas larvas atraviesan el tejido celular 
subcutáneo accediendo a la circulación sanguínea, llegando 
al corazón derecho y pasando por el pulmón donde atravie-
san capilares y alveolos para ascender por el árbol bronquial 
hasta llegar a la tráquea, la laringe y la faringe, donde son 

Fig. 2. Cuadros clínicos en geohelmintosis.

TABLA 1
Tratamiento en geohelmintosis

Elección Alternativas

Ascariosis Albendazol 400 mg  
en dosis única

Mebendazol 500 mg en dosis única 
o 100 mg/12 h × 3 días (niños)

Trichuriosis Mebendazol 500 mg  
en dosis única

Albendazol (400 mg) en dosis única

Uncinariosis Albendazol 400 mg  
en dosis única

Mebendazol 500 mg en dosis única 
o 100 mg/12 h × 3 días (niños)

Estrongiloidosis Ivermectina 200 μg/kg/día 
durante 2 días consecutivos

Abendazol 400 mg/12 h durante 
dos días consecutivos
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deglutidas. A continuación llegan al intestino delgado donde 
alcanzan su madurez sexual. Un dato característico en la bio-
logía de Strongyloides es la presencia única de hembras (2,2 
mm) en el intestino, que se reproducen mediante partenogé-
nesis. De esta manera ponen sus huevos en la mucosa intes-
tinal, eclosionan y liberan larvas rabditiformes (250-300 μm). 
En el medio ambiente (suelo) las larvas rabditiformes pueden 
tomar dos caminos. Uno de ellos es la transformación en un 
máximo de dos semanas en larvas filariformes, preparadas 
para penetrar en un nuevo hospedador. El otro, es poder 
transformarse en adultos de vida libre, con posterior cópula, 
producción de huevos, eclosión y muda primero a larvas rab-
ditiformes y posteriormente a filariformes que también esta-
rán preparadas para introducirse en un nuevo hospedador.

Autoinfección
Una característica biológica exclusiva de Strongyloides es la 
posibilidad de transformación en el intestino grueso del hos-
pedador de larvas rabditiformes en larvas filariformes. De 
esta manera las larvas filariformes no tienen que salir al me-
dio externo y pueden volver a penetrar a través de la mucosa 
intestinal y/o de la piel perianal, produciendo autoinfección. 
En este proceso pueden intervenir factores locales como es-
treñimiento, divertículos o disminución de la motilidad in-
testinal o factores sistémicos como la administración de glu-
cocorticoides o la infección por HTLV-1. No son factores 
sistémicos influyentes la infección por el virus de la inmuno-
deficiencia humana (VIH) ni la administración de ciclospo-
rina. Por último, debido a la autoinfección se produce una 
reactivación del ciclo que puede dar lugar a una persistencia 
de la infección u originar un cuadro de hiperinfección con 
consecuencias fatales15.

Epidemiología

Se estima una prevalencia global para la estrongiloidosis de 
hasta 100 millones de personas infectadas, aunque algunos au-
tores indican menores cifras de parasitación. Su distribución 
es cosmopolita, fundamentalmente en áreas tropicales y sub-
tropicales del planeta. Sin embargo, es endémica en algunas 
regiones europeas como Rumanía (estimaciones del 6,9%), 
norte de Italia (3%) y este de España, específicamente las co-
munidades autónomas de Murcia y Valencia (12,4%)16.

Patogenia

La respuesta inmunológica predominante en la infección por 
Strongyloides es la generada por linfocitos Th2 con altos nive-
les de citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, así como aumento 
de anticuerpos del isotipo IgE y predominio de eosinófilos. 
Se ha demostrado que pacientes coinfectados con HTLV-1 
presentan respuestas Th117, con disminución de Th2, lo que 
favorece el desarrollo de hiperinfección. Estudios realizados 
en nuestro laboratorio con S. venezuelensis demostraron la 
activación del óxido nítrico y el aumento de expresión de 
factores angiogénicos en macrófagos estimulados con dife-
rentes antígenos del parásito18.

Manifestaciones clínicas y exámenes 
complementarios

Las manifestaciones clínicas en la estrongiloidosis difieren 
en el individuo inmunocompetente y en el inmunodeprimi-
do. En las personas inmunocompetentes la mitad de los su-
jetos infectados están asintomáticos. Cuando existen sínto-
mas estos se manifiestan mediante:

1. Manifestaciones cutáneas: la más característica es la larva 
currens que se presenta como una lesión cutánea serpiginosa de 
varios centímetros de tamaño que se mueve a la velocidad de 
10 cm por hora y suele desaparecer en uno o dos días. También 
es frecuente un exantema urticariforme inespecífico.

2. Manifestaciones digestivas: como dolor epigástrico, 
diarrea intermitente o pérdida de peso.

3. Presencia de eosinofilia que en algunas ocasiones se 
asocia con sintomatología pulmonar debido al paso de la lar-
va por los pulmones.

En pacientes inmunodeprimidos19 se produce una dise-
minación de las larvas de Strongyloides tanto al aparato respi-
ratorio y digestivo como a otros órganos, entre los que se 
encuentra el sistema nervioso central y la piel. En estos casos 
desaparece la eosinofilia y aumenta el riesgo de infección por 
bacterias gramnegativas, incrementándose la posibilidad de 
sepsis bacteriana y de un posterior fracaso multiorgánico. 
Por tanto, es imprescindible la prevención para evitar estas 
complicaciones fatales.

Diagnóstico

Los métodos utilizados para el diagnóstico etiológico de la 
estrongiloidosis son de dos tipos: directos (parasitológicos y 
moleculares) e indirectos (inmunológicos)20.

Técnicas directas
El diagnóstico parasitológico se establece al detectar larvas 
de Strongyloides en heces y/o fluido duodenal. En pacientes 
con hiperinfección también se puede aislar en el lavado 
broncoalveolar y el líquido pleural. Las técnicas más utiliza-
das son las de concentración en formalina-éter y las de mi-
gración larvaria en medio líquido (técnica de Baermann, téc-
nica de Harada-Mori) o sólido (cultivo en placas de agar 
enriquecido)21. Recientemente se ha desarrollado una reac-
ción en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real para 
detectar Strongyloides en muestras de heces22.

Técnicas indirectas
Aunque se han utilizado test cutáneos, la mayoría de los métodos 
inmunológicos se basan en la detección de anticuerpos específi-
cos contra Strongyloides. Para ello se ha empleado la técnica  
ELISA usando extractos crudos procedentes de larvas filarifor-
mes. Esta prueba presenta una elevada sensibilidad pero presen-
ta reactividad cruzada con otras infecciones producidas por hel-
mintos (principalmente filarias, esquistosomas y otros geohel-
mintos). Recientemente se ha desarrollado un sistema de inmu-
noprecipitación con luciferasa para la detección de IgG contra 
dos antígenos, uno recombinante denominado NIE y otro in-
munorreactivo llamado SsIR, con especificidad del 100%23.
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Tratamiento

La ivermectina es el fármaco de elección para el tratamiento 
de la estrongiloidosis. Las pautas de administración, así como 
los fármacos alternativos, se describen en la tabla 1.

Nematodosis tisulares 

Anisaquiosis

Nematodosis tisular producida por ascáridos pertenecientes 
al genero Anisakis, cuya especie principal es Anisakis simplex24. 
El ciclo biológico tiene diferentes hospedadores. Los vermes 
adultos se encuentran en el aparato digestivo de una gran va-
riedad de mamíferos marinos (hospedadores definitivos) que 
incluyen cetáceos y en menor medida pinnípedos. Los huevos 
sin embrionar son expulsados con las heces de los mamíferos 
al medio marino. Una vez embrionados se produce la eclo-
sión, liberándose larvas de tercer estadio de vida libre (1-5 cm 
de longitud). Estas son ingeridas por crustáceos que poste-
riormente son comidos por peces y calamares. El mecanismo 
de transmisión en las personas se produce al consumir pesca-
dos o calamares crudos o poco cocinados. Por último, la in-
gestión de crustáceos, peces y calamares por parte de los ma-
míferos marinos cierra el ciclo biológico de la anisaquiosis. 

Epidemiología
Desde el punto de vista epidemiológico, la anisaquiosis es una 
enfermedad muy relacionada con determinadas costumbres culi-
narias como el consumo de sushi y sashimi japonés, arenques ho-
landeses, gravlax nórdico, lomi-lomi hawaiano, cebiche sudameri-
cano o boquerones en vinagre españoles. Su prevalencia es más 
alta en Japón y cada vez más frecuente en otros países del mundo. 
En España se puede considerar una parasitosis emergente25.

Clínica
Las lesiones producidas por Anisakis son consecuencia tanto 
de la acción mecánica de la larva y de las moléculas que libe-
ra como de las reacciones de hipersensibilidad que se produ-
cen frente a los antígenos del parásito26. Desde el punto de 
vista clínico se consideran cuatro tipos de manifestaciones:

1. Gástricas. Cursan con dolor epigástrico y aparece en las 
primeras 12 horas tras la ingesta de pescado contaminado. Suele 
asociarse con náuseas y/o vómitos. Aunque con menor frecuencia 
puede aparecer diarrea, anorexia, febrícula, hematemesis, pirosis, 
escalofríos, dolor torácico y distensión abdominal. Los datos ana-
líticos revelan leucocitosis y, en pocos casos, eosinofilia.

2. Intestinales. Cursan con dolor abdominal en cuadrante 
inferior derecho que aparece en las primeras 48 horas después 
de ingerir la larva. Pueden aparecer signos de apendicitis. Si 
hay fiebre se debe sospechar la presencia de una peritonitis 
bacteriana asociada. Las pruebas de imagen revelan un engro-
samiento en la pared intestinal. Los datos analíticos son simi-
lares a los descritos en las manifestaciones gástricas.

3. Alérgicas. Se presentan como una urticaria o un angio-
edema. 

4. Anisaquiosis ectópica. Con diferente sintomatología 
dependiendo de la localización de la larva.

Diagnóstico
En el diagnóstico etiológico hay que considerar los siguientes as-
pectos. Los análisis coprológicos no sirven para su diagnóstico, ya 
que las personas no liberan ni huevos ni larvas del parásito. Las 
técnicas de imagen son muy utilizadas. La endoscopia es la técnica 
de elección, ya que permite visualizar y extraer las larvas en un 
mismo proceso. También es útil la radiología, especialmente en la 
anisaquiosis intestinal. Las pruebas serológicas también son de gran 
utilidad y se basan en la detección de anticuerpos específicos del 
isotipo IgE. Se usan pruebas cutáneas (prick test), CAP o ELISA de 
captura utilizando un anticuerpo monoclonal denominado UA3. 

Tratamiento
En general consiste en la extirpación de las larvas mediante 
endoscopia o cirugía y el tratamiento sintomático de las ma-
nifestaciones de hipersensibilidad. En algunos casos el em-
pleo de albendazol ha resultado de gran utilidad27.

Prevención
Hay que tener en cuenta que las larvas del parásito son des-
truidas por congelación o por calentamiento por encima 
de 60° C. Por el contrario son resistentes a la elaboración de 
marinados y semiconservas.

Toxocariosis

Es una enfermedad producida por ascáridos pertenecientes al 
género Toxocara cuya especie principal es Toxocara canis24. En el 
ciclo biológico de T. canis los hospedadores definitivos son los 
perros u otros cánidos. Estos animales albergan las fases adultas 
(vermes redondos de 5 a 18 cm de tamaño con dos expansiones 
laterales denominadas alas cefálicas) en su intestino que, tras la 
cópula, pondrán huevos que serán eliminados al exterior. La 
infección en el ser humano (hospedador paraténico o acciden-
tal) se origina mediante la ingestión de huevos embrionados del 
parásito (75-90 μm) que tras eclosionar en el aparato digestivo 
liberan larvas que penetran por las criptas de Lieberkühn y ac-
ceden al hígado por vía portal. A continuación alcanzan los pul-
mones y mediante la circulación sistémica acceden a diferentes 
lugares del organismo (por ejemplo, sistema nervioso central y 
músculo estriado) originado el síndrome de larva visceral emi-
grante. Algunas larvas llegan a lugares menos accesibles como 
por ejemplo el ojo, produciendo la toxocariosis ocular. 

Epidemiologia
Consideramos que la toxocariosis humana es una parasitosis de 
distribución mundial en la que se desconoce la prevalencia real. 
Los datos existentes en España muestran una prevalencia muy 
variable entre las diferentes comunidades autónomas, con pre-
dominio en población infantil28. El factor epidemiológico más 
importante en la transmisión es la contaminación de suelos de 
parques públicos con huevos eliminados por perros parasitados. 
En diversos estudios realizados en parques de nuestro país se ha 
observado una prevalencia que oscila entre 9-37%.

Patogenia
La patogenia de la toxocariosis se debe al asentamiento de las 
larvas en los tejidos, a la liberación de antígenos metabólicos 
y a la respuesta inmunológica desencadenada frente a estos 
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estímulos, predominantemente tipo Th2. Se ha comprobado 
que antígenos de T. canis son capaces de estimular la produc-
ción de óxido nítrico y prostaglandina E2 por macrófagos 
alveolares. Estos mediadores inflamatorios pueden desenca-
denar fenómenos de vasodilatación y por tanto facilitar los 
procesos de migración del parásito en el organismo29. 

Clínica
Desde el punto de vista clínico, la toxocariosis30 suele cursar 
de forma asintomática o bien presentarse con un cuadro clí-
nico indefinido denominado toxocariosis encubierta. No 
obstante, existen dos procesos bien caracterizados:

1. Síndrome de larva visceral emigrante. Cuadro que apa-
rece con más frecuencia en niños en contacto con tierra con-
taminada o con perros infectados. Sus manifestaciones son 
extremadamente variables, desde formas asintomáticas hasta 
infecciones fulminantes. Los órganos más frecuentemente 
afectados son el hígado y el pulmón. La hepatomegalia es el 
signo más frecuente. La afectación pulmonar se manifiesta con 
disnea, tos seca, sibilancias en la exploración física e infiltrados 
pulmonares difusos en la radiografía de tórax. La eosinofilia y 
la leucocitosis son los datos analíticos más frecuentes. En algu-
nas ocasiones se han observado manifestaciones reumatológi-
cas, lesiones cutáneas y afectación neurológica.

2. Toxocariosis ocular. Se presenta de forma unilateral 
con pérdida de visión y dolor ocular. En el fondo de ojo se 
ven granulomas retinianos posteriores, granulomas periféri-
cos y endoftalmitis crónica. No cursa con manifestaciones 
sistémicas y no aparece eosinofilia ni leucocitosis.

Diagnóstico etiológico
En el diagnóstico etiológico hay que considerar dos aspectos 
esenciales: a) como en la anisaquiosis las técnicas coprológicas 
no tienen utilidad, y b) los métodos serológicos son los utiliza-
dos habitualmente. En la toxocariosis sistémica la detección de 
anticuerpos específicos mediante ELISA utilizando antígenos 
metabólicos de T. canis presenta una alta sensibilidad y una baja 
especificidad, dando reactividad cruzada con otros helmintos. 
Esta técnica no sirve para el diagnóstico de la toxocariosis ocu-
lar, ya que no detecta anticuerpos sistémicos. En este caso la 
exploración oftalmológica sigue siendo la mejor alternativa. 

Tratamiento
El tratamiento de elección10 en niños se basa en el empleo de 
albendazol (200 mg cada 12 horas durante 5-20 días). Como 
fármaco alternativo se utiliza mebendazol con la misma pau-
ta de tratamiento. En adultos hay que duplicar la dosis (400 
mg). Se puede asociar a corticosteroides y en el caso de la 
toxocariosis ocular es preciso el tratamiento quirúrgico.

Triquinelosis

La triquinelosis es una nematodosis producida por especies del 
género Trichinella que afecta tanto a seres humanos como a ani-
males carnívoros y omnívoros24. Existen 11 especies conocidas 
divididas en dos grandes grupos atendiendo a la presencia o no 
de cápsula. Trichinella spiralis es la especie de mayor importancia. 
Desde el punto de vista biológico Trichinella tiene algunas carac-

terísticas peculiares. Su ciclo es autoheteroxeno, ya que necesita 
de más de un hospedador (por ejemplo, cerdo, jabalí, caballo, 
roedores, humanos) para completar su desarrollo, aunque en 
todos ellos se repiten todas las fases del ciclo biológico. En la 
fase intestinal la infección se produce principalmente por el 
consumo de carne cruda o poco cocinada, parasitada con larvas 
de primer estadio (1 mm de tamaño). En el intestino se realizan 
cuatro mudas en menos de 28 horas hasta desarrollarse a vermes 
adultos (machos y hembras). En la fase muscular los adultos se 
aparean en la mucosa intestinal, eclosionando los huevos en el 
interior del útero de la hembra adulta y liberando larvas de pri-
mer estadio que se dirigen hacia los vasos linfáticos o se intro-
ducen en la circulación sistémica para parasitar las células del 
músculo estriado, en el cual muda a larva de tercer estadio en 15 
días, pudiendo permanecer viables durante meses o años. 

Epidemiología
Desde el punto de vista epidemiológico, es una enfermedad de 
distribución cosmopolita con más de 11 millones de personas 
infectadas. Está asociada al consumo de carne de cerdo, princi-
palmente embutidos. También se relaciona con el consumo de 
carne de caballo y de animales salvajes31.

Patogenia
Está íntimamente ligada al proceso de invasión de las células 
musculares en el que se producen cambios tanto a nivel para-
sitario como en la célula infectada. Excepto en las especies no 
encapsuladas, se forma una cápsula de colágeno en torno a la 
larva creándose nuevos vasos alrededor de la célula infectada 
con activación en la expresión de factores angiogénicos32. 

Clínica
Las manifestaciones clínicas de la triquinelosis son las si-
guientes. En general, la fase intestinal es asintomática, en oca-
siones aparece diarrea acompañada de náuseas y vómitos. Son 
frecuentes los síntomas musculares asociados con fiebre. El 
dolor muscular aparece dos semanas después de la infección, 
localizado en el hemicuerpo superior, de intensidad variable 
que se incrementa con la presión. Un dato muy característico 
y precoz es el edema palpebral. Puede acompañarse de dolor 
ocular, fotofobia, congestión y hemorragias conjuntivales. 
También son frecuentes las hemorragias subungueales en as-
tilla y la presencia de un exantema en tronco y extremidades. 
Los datos analíticos más llamativos son: eosinofilia elevada, 
aumento de IgE total, incremento de creatinfosfocinasa 
(CPK), lacticodeshidrogenasa (LDH) e hipoalbuminemia.

Diagnóstico
La serología es el método más utilizado para el diagnóstico de 
la triquinelosis. Se utiliza ELISA para la detección de anticuer-
pos específicos usando antígenos metabólicos larvarios o glico-
proteínas purificadas como tivelosa. Presenta el inconveniente 
de no servir para la detección de anticuerpos en la fase intesti-
nal de la infección. Por otro lado, no se utiliza la biopsia mus-
cular, ya que es una prueba agresiva y de baja sensibilidad. 

Tratamiento
El tratamiento de la triquinelosis depende de la presencia o 
no de sintomatología10. En presencia de clínica debe ser pre-
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coz, ya que si el parásito se encapsula los antihelmínticos pier-
den eficacia. El fármaco de elección es mebendazol (200 mg 
cada 8 horas durante 3 días y 400 mg cada 8 horas diez días 
más). Se utiliza albendazol como tratamiento alternativo (400 
mg cada 12 horas durante 8-14 días). Las medidas preventivas 
se dirigen principalmente al control de la carne y de sus pro-
ductos destinados al consumo humano, con especial atención 
a los procedentes de la caza y explotaciones extensivas.

Otras nematodosis de menor importancia

Las principales características de angiostrongilosis33, esofa-
gostomosis y gnathostomosis34 se recogen en la tabla 2. 
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TABLA 2
Nematodosis tisulares de menor importancia

Enfermedad Distribución geográfica Mecanismo de transmisión Diagnóstico Tratamiento

Angiostrongilosis Sudeste Asiático, Pacífico Sur 
(A. cantonensis)

Ingestión de caracoles, cangrejos, 
camarones, peces y verduras

Meningoencefalitis eosinofílica 
(A. cantonensis)

Albendazol (15 mg/kg/día durante dos 
semanas)

América Central, Brasil 
(A. costaricensis)

Pseudotumor intestinal 
(A. costaricensis)

Esofagostomosis Togo, Ghana (O. bifurcum) Ingestión oral Helmintona (O. biforcum) Albendazol 400 mg/día durante 3 días
Guyanas, Brasil, Nigeria 
(O. apiostomun)

Granuloma intestinal
Microabscesos (O. apiostomun)

Gnathostomosis Sudeste Asiático,
Japón, China

Ingestión de carne cruda de 
serpiente, anfibios, peces, patos  
y pollos

Edema eritematoso y pruriginoso
Afectación del SNC
Eosinofilia

Albendazol (E) 400 mg/12 h durante  
21 días
Invermectina (A) 200 μg/kg/día  
durante 1-2 días

SNC: sistema nervioso central.
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ANEXO METODOLÓGICO

En este apartado se describen

con más detalles algunos de los

materiales

y métodos utilizado

en la mayoría de los experimentos de

esta tesis, con el propósito de amplia

la información que se encuentra en

los manuscritos ya publicados.

302



6. Anexo metodológico
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Material parasitario y

animales

de experimentación

Figura 1: Ciclo biológico de S. mansoni en el laboratorio. En esta figura se
observa de forma esquemática, las diferentes fases del parásito y los tiempos
aproximados de referencia para su obtención en el laboratorio, en las dos clases de
hospedador. En nuestro caso utilizamos caracoles de la especie B. glabrata como
hospedador intermediario y ratones de la línea CD1 como hospedador definitivo.
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6. Anexo metodológico

6.1 Obtención de cercarias a partir de
caracoles infectados

Figura 2: Infección de caracoles.

Antes de la infección de los ratones se debe obtener las cercarias

suficientes a partir del hospedador intermediario, B. glabrata, que las libera

por la acción de un foco de luz intensa (figura 2).

Se debe extremar las precauciones y tener la correspondientes

consideraciones de riesgo biológico en esta fase infectiva del ciclo, dado

que las cercarias pueden penetrar la piel intacta dentro de 1 a 2 minutos

de exposición, por lo tanto es importante evitar que el investigador entre

en contacto directo con agua contaminada de cercarias. Los investigadores
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deben usar guantes de látex para su protección, al manipular los caracoles

expuestos a cercarias. Como regla general, se deben manipular todos los

caracoles como si estuvieran emitiendo cercarias. Es una buena práctica

para adoptar en todos los laboratorio donde se trabaje con este tipo de

parásito.

Las cercarias se pueden matar al contacto con alcohol al 70%, por tanto

se recomienda la colocación de botellas atomizadoras con alcohol en todo el

laboratorio y es una buena medida de precaución. Los contenedores de cloro

también se pueden mantener en los lugares estratégicos del laboratorio, con

el fin de descartar cercarias y materiales contaminados. El agua caliente

(≥ 50 0C) mata las cercarias en pocos segundos.

Materiales:

• Caracoles B. glabrata infectados.

• Agua mineral.

• Placa de Petri.

• Estereoscopio de disección.

Procedimiento (figura 2):

1. Para recoger las cercarias para fines experimentales, colocar los

caracoles que las emiten en un volumen de agua correspondiente a

2 mL caracol.

2. Colocar el recipiente con los caracoles infectados bajo una fuente

intensa de luz durante 1-2 h. Mantener la temperatura del agua a

30 0C.
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6. Anexo metodológico

3. Con unas pinzas y de forma cuidadosa se retiran los caracoles del vaso

de precipitado y se colocan en su acuario.

4. Hacer pasar el contenido del vaso a través de un filtro de 100 µm, ello

permite el paso de las cercarias y limpiar la suspensión de cercarias

de las heces de los caracoles.

5. Colocar 1 mL de la suspensión de cercarias repartidas en alicuotas

sobre la placa de Petri y contar las cercarias intactas con ayuda de un

microscopio de disección. Se deben realizar al menos tres recuentos.

6. Utilizar las cercarias para infectar los animales de laboratorio

6.2 Infección del hospedador definitivo

Figura 3: Infección de ratones.
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La infección en todos los experimentos se realizará mediante exposición

percutánea abdominal (figura 3). El uso de este método de infección posee

claras ventajas sobre otros métodos como el baño en agua con cercarias

en suspensión o la infección por vía subcutánea. En primer lugar, al

pipetear el mismo volumen de la suspensión de cercarias, homogéneamente

disueltas, se controla que cada animal reciba el mismo número. En segundo

lugar, se delimita una superficie de contacto. Por último, nos aseguramos

que cada cercaria tenga una gran probabilidad de penetrar en la piel,

puesto que por la influencia de la gravedad se facilita que cada cercaría se

deposite y penetre a través de la piel.

Materiales:

• Anestésico disociativo: constituido por Ketamina (ImalgeneR© 1.000,

100 mg/mL), Diazepam (ValiumR© 10, ampollas de 10 mg/2 mL) y

Atropina (Atropina Braun ampollas 1mg/mL). La dosis utilizada fue

de 50/5/1 mg/mL para cada ratón.

• Anillos de un diámetro de 1,5 cm.

Procedimiento:

1. Afeitar a los animales en la parte baja del abdomen.

2. Inducir una correcta y profunda anestesia.

3. Colocar al animal en posición de decúbito supino y fijarlo a una

superficie sólida.

4. Humedecer el abdomen con una gasa.
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6. Anexo metodológico

5. Fijar al animal firmemente y colocar un anillo sobre su abdomen.

6. Pipetear dentro del anillo un volumen de agua que contenga el

número de cercarias requerido, (según nuestro diseño experimental

150 cercarias).

6.3 Recogida de sangre periférica y suero en el animal de
experimentación

Esta técnica debe ser llevada a cabo únicamente cuando no exista

método alternativo, y siempre por personal cualificado debido al elevado

riesgo de afectar estructuras adyacentes al globo ocular, lo que puede

originar infecciones graves, ceguera, etc.

Materiales:

• Capilares tratados con anticoagulante (EDTA) para la obtención de

sangre total o sin anticoagulante para la generación de suero.

• Anestesia: isofluorano 5 % (ForaneR©). Pomada oftálmica

(LubrifilmR©).

• Tubos Eppendorf (1,5 mL).

• Tubos VacutainerR© (Cat. 367841) con anticoagulante.

Procedimiento:

1. Una vez anestesiado el ratón y comprobado que se ha alcanzado el

plano quirúrgico, sujetar al ratón estirando la piel del cuello hacia

atrás asegurándose de no dificultar la respiración.
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2. Insertar el capilar en el ángulo externo del ojo (2 mm aprox.) y girar

suavemente hasta que la sangre fluya por ella misma.

3. Recoger la muestra y retirar el capilar.

4. Oprimir ligeramente la zona de punción con una gasa o papel para

detener la hemorragia.

5. Aplicar pomada oftálmica (LubrifilmR©) al ojo.

6. Comprobar que la recuperación de la anestesia se produce

adecuadamente aportando las medidas que se consideren necesarias

para ello (p.e. aporte de calor).

7. Observar al animal los días posteriores al sangrado para detectar la

aparición de posibles complicaciones: protrusión de tejido adyacente

al ojo, infecciones, hemorragias, etc.

8. Extraer el suero a partir del tubo sin anticoagulante, dejando la

sangre a temperatura ambiente durante una hora y posteriormente

centrifugando a 3.000 r.p.m. durante 20 min. Almacenar a -80 0C

hasta el momento de su uso.

6.4 Necropsia, recuperación de formas adultas y contaje de
huevos
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6. Anexo metodológico

Figura 4: Obtención de vermes adultos de S. mansoni.

Las formas adultas del parásito fueron recuperadas de la vena porta de

cada ratón mediante perfusión después de ocho semanas post-infección.

Materiales:

• Ratones CD1 infectados por S. mansoni.

• Pentobarbital sódico (P3761, Sigma).

• Solución salina con heparina (1.000 U.I.).

• Jeringuilla de 20 mL.

• Microscopio de disección.

• Placa de Petri.

• Material quirúrgico.
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Procedimiento:

1. Anestesiar los animales con pentobarbital inyectado de forma

intraperitoneal. Dosis: 30 mg/kg.

2. Verificar que el animal esté profundamente anestesiado.

3. Abrir el abdomen y la caja torácica dejando accesible tanto el corazón

como la vena porta como se observa en la figura 4.

4. Antes de iniciar la perfusión se procede a fotografiar la superficie

hepática.

5. Se toman fotografías de tres partes diferentes del hígado de ratón, con

el objetivo de valorar el grado de fibrosis hepática.

6. Se procede a perforar la vena porta, se introduce la aguja

de una jeringuilla en el ventrículo derecho del corazón y se

inyecta cuidadosamente, pero de forma constante, solución salina

heparinizada (0,85 % NaCl, 1.000 U.I. de heparina).

7. La perfusión dura alrededor de 5 minutos por ratón y si se ha llevado

a cabo correctamente, se puede observar cómo todos los órganos del

ratón toman un color pálido.

8. Recuperar y pesar hígado, bazo e intestino.

9. Realizar una digestión con KOH 5 % durante 16-24h.

10. Contaje de huevos procedentes de los tejidos digeridos con ayuda de

una cámara McMaster.

11. Presentar los resultados como huevos por gramo de tejido (h.p.g).
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6. Anexo metodológico

6.5 Transformación in vitro de cercarias de S. mansoni
a esquistosómulas de forma mecánica mediante pases
entre aguja y jeringa

Figura 5: Transformación de cercarias de S. mansoni a esquistosómulas.

La separación de las colas de los cuerpos de las cercarias, utilizando

una aguja y una jeringa, es una alternativa a la agitación en vórtex o a la

obtención directa del tejido pulmonar del ratón, y es un método igualmente

válido para la fase inicial de la preparación de las esquistosómulas. Una

vez que esta fase se ha completado, las esquistosómulas se pueden colocar

en el gradiente de Percoll, para separarlas de residuos como las colas y

demás artefactos.
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Materiales:

• Suspensión de cercarias de S. mansoni (∼1.000 cercarias /mL)

• Medio mínimo esencialde Dulbecco (DMEM; Life Technologies), 4 0C

• Tubos de centrífuga de plástico de 50 mL.

• Jeringas de plástico de 10 mL con agujas hipodérmicas desechables

con un calibre de 22-G.

• Medio modificado de Basch

• Suspensión de gradiente de Percoll.

Procedimento:

1. Coloque ∼10 mL de la suspensión de cercarias, a una concentración

de aproximadamente 1.000 cercarias/mL, en un tubo de centrífuga de

plástico de 50 mL.

2. Usando una jeringa de 10 mL con una aguja 22-G, llenar la jeringa

con la suspensión y repetidamente pasar a través de la aguja (figura

5). Realizar entre 10 a 15 pases.

3. Añadir medio DMEM al sedimento resultante. Volver a suspender

para luego ser purificado mediante la separación por gradiente de

Percoll, antes de cultivar.

Purifica esquistosómulas con gradiente de Percoll:

4. Colocar 40 mL a 4 0C de la suspensión del gradiente de Percoll en

un tubo de centrífuga de 50 mL. Con una pipeta Pasteur, depositar
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6. Anexo metodológico

la capa suavemente con 10 mL de la suspensión de cercarias hata

completar los 50 mL en la parte superior de la suspensión gradiente

de Percoll.

5. Centrifugar 15 minutos a 500 x g, a 4 0C.

6. Retirar y desechar todo lo que esté por encima de la columna formada

por los cuerpos de las cercarias.

7. Resuspender el precipitado en la solución residual y añadir DMEM a

50 mL de volumen final.

8. Lavar el sedimento final dos veces, cada vez por resuspensión con 50

mL a 4 0C de DMEM, centrifugar durante 5 min a 100 x g, 4 0C, a

continuación eliminar el sobrenadante.

9. Colocar los organismos resultantes en recipientes de cultivo de

tejidos de 250 mL en 100 mL de DMEM a una densidad de <500

organismos/mL, e incubar a 37 0C y CO2. Se agregarán antibióticos

si la incubación es por un periodo mayor de 8 a 12 h.

6.6 Técnicas hematológicas (HemavetR©)

Breve descripción del equipo: El equipo HemavetR© HV950FS (Drew

Scientific Co. Limited, Barrow in Furness; England) es un hemocitómetro

que nos proporciona magnitudes sanguíneas de la serie roja, blanca, y

plaquetaria a partir de volúmenes pequeños de sangre periférica.

Especificaciones del sistema:
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• Kit de reactivos: FS-PAKTM. Multispecies Reagent Kit.

Contains MULTI- CELL3 TM., DILUENT, CELLYSE XI3TM.,

CELLYSE XII3TM. and CD CleanTM.

• Volumen de muestra requerido: mínimo 20 µL.

• Tiempo que necesita para realizar el “START-UP” = 5 minutos.

Tiempo del ciclo corto de limpieza: 15 minutos.

• Tiempo del ciclo largo de limpieza: 30 minutos. Tiempo del análisis

por muestra: 2 minutos.

Operaciones previas al análisis:

• Se toma al menos 20 µL de sangre total.

• Utilizar tubos con EDTA-K3 como anticoagulante.

• Colocarlos en Speci-Mix blood rocker, mínimo durante 10 min.

• Sacar los tubos y realizar un movimiento de inversión manual mínimo

3 veces.

• Observar cuidadosamente las muestras, en caso de existir coágulos

desechar la muestra.

Procedimiento:

1. Realizar un ciclo largo de limpieza: 30 minutos.

2. Homogenizar la muestra en los tubos con anticoagulante.

3. Transvasar 20 µL a un tubo de 1,5 mL (Eppendorf R©).
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6. Anexo metodológico

4. Colocar el tubo en el soporte.

5. Cuando aparezca en la pantalla “MIX SAMPLE”.

6. Teclear la especie animal que corresponda ej: “MOUSE” para

comenzar el análisis.

6.7 Preparación del antígeno somático de vermes adultos de
S. mansoni

Figura 6: Preparación del antígeno somático de vermes adultos de S.
mansoni.
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Materiales:

• Inhibidores de proteasas: EDTA (E6758, Sigma), PMSF (P7626,

Sigma), Pepstatin A (P5318, Sigma), TPCK (T4376, Sigma).

• PBS estéril.

• Material biológico del parásito.

• Sonicador.

• Kit BCA (23235, Pierce) para medir la concentración de proteínas.

Procedimiento (figura 6):

1. Se parte de la cantidad de antígeno procedente de 20 parejas de

parásito/mL; trabajar siempre sobre hielo.

2. Lavar los vermes 3-4 veces en PBS pH 7,2 estéril.

3. Incorporar los siguientes inhibidores de proteasas a las

concentraciones indicadas en la tabla.

4. Macerar con una varilla estéril.

5. Someter al homogenizado a tres ciclos de congelación/descongelación.

6. Centrifugar a 30.000 g durante 30 min. Recoger el sobrenadante.

7. Realizar una electroforesis en gel de poliacrilamida.

8. Determinar la concentración de proteína mediante el kit BCA: Se

basa en el método de Bradford, la concentración proteica se calcula

por colorimetría en un espectrofotómetro.
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6. Anexo metodológico

6.8 Valoración de la respuesta inmune:

6.8.1 Técnica inmunológica, respuesta inmune humoral: ELISA

indirecta para la detección de anticuerpos contra

S. mansoni

Figura 7: Técnica de ELISA indirecta para la detección de anticuerpos
frente a S. mansoni .

Materiales:

• Placas de poliestireno de 96 pocillos de fondo plano (COSTAR 3369).

Tampón carbonato, pH 9.6.

• Tampón citrato, pH 5.
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• PBS-tween-20 0,005 % (PBST). BSA 2 % (A2153, Sigma).

• OPD (o-Phenylenediamine P1526, Sigma). H2O2 (141076, Panreac).

• H2SO4 2N.

• Anti-IgG total (A-5906, Sigma), anti-IgG1 (5037, Nordic Inmunology)

y anti-IgG2a (5018, Nordic Inmunology).

Procedimiento (figura 7):

1. Tapizar cada pocillo de una placa de poliestireno de fondo plano

con 100 mL del antígeno somático (AgSo) de S. mansoni en tampón

carbonato, pH 9.6, con una concentración de 5 mg/mL.

2. Incubar durante 24 horas a 4 0C.

3. Descartar el líquido de la placa y hacer tres lavados con 150 µL PBST

durante 4 min.

4. Se incorpora 100 µL por pocillo de una solución BSA 2 %. Cubrir la

placa con papel aluminio e incubar 60 min. a 37 0C.

5. Descartar el líquido de la placa y hacer tres lavados con 150 µL PBST

durante 4 min.

6. Diluir los sueros a 1/100 en PBST y dispensarlos por duplicado (100

mL/pocillo). Cubrir la placa con papel aluminio e incubar 60 min.,

Ta 37 0C.

7. Descartar el líquido de la placa y hacer tres lavados con 150 µL PBS-

tween-20 0,005 % durante 4 min.
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6. Anexo metodológico

8. Añadir 100 mL en cada pocillo de la anti-inmunoglubulina a una

dilución adecuada en PBST. Cubrir la placa con papel aluminio e

incubar (60 min., Ta 37 0C).

9. Descartar el líquido de la placa y hacer tres lavados con 150 µL PBST

durante 4 min.

10. Añadir 100 mL de solución de revelado que consta de 10 mL de

tampón citrato pH 5,4 µL de H2O2 y 0,028 mg de OPD.

11. Incubar en oscuridad durante 10 min.

12. Parar la reacción con 50 mL por pocillo de solución de H2SO4 2N y leer

la placa en un lector de ELISA a 450 nm (Anthos 2020, instrumentos

de Labtec Anthos, Wals, Austria).

6.8.2 Técnica inmunológica, respuesta inmune celular:

Citometría de flujo para cuantificar citocinas

Las cantidades relativas de IFN-γ , IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17 y

TNF-α fueron cuantificadas en suero de ratones infectados con S. mansoni

y tratados con PZQ, EDLF y la combinación PZQ+EDLF por citometría

de flujo. Se disponía de unas esferas tapizadas con anticuerpos específicos

contra cada citocina que fue cuantificada. Las esferas fueron diferenciadas

en un citómetro de flujo al tener dos tamaños diferentes, 4 y 5 µm ,

respectivamente, y emitir diferentes intensidades de fluorescencia. De esta

forma, se pudieron distinguir 10 subpoblaciones de esferas diferentes, cada

una correspondiente con la citocina a cuantificar.
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Después, se añadió una mezcla de anticuerpos secundarios conjugados

con biotina, los cuales se unen a las citocinas que previamente se habían

unido a las esferas marcadas con anticuerpo primario. Finalmente, el

conjugado de estreptavidina-ficoeritrina fue añadido y se unió al anticuerpo

secundario conjugado con biotina, emitiendo señales fluorescentes que

fueron detectadas en el citómetro de flujo Becton Dickinson FACSR©calibur

del Servicio de Citometrometría de Flujo del Centro de Investigación del

Cáncer de la Universidad de Salamanca -CIC- y posteriormente analizadas

con el software FlowCytomix Pro de Bender MedSystems y la concentración

de cada citocina fue determinada a partir de curvas de calibración usando

citocinas recombinantes de ratón a una concentración conocida.
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Apéndice B.

Divulgación científica en congresos
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Apéndice C.

Tratamientos recomendados para las

principales enfermedades tropicales

desatendidas.
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Enfermedades Tropicales Desatendidas
Fármaco y dosis

Infecciones causadas por parásitos
Enfermedad de Nifurtimox 8-10 mg/kg x 30-60-(90) d
Chagas o Benznidazol 5-7.5 mg/kg x 30-60-(90) d
Tripanosomosis Pentamidina 4 mg/kg i.m. or i.v. (max. 200 mg/d) x 7 d

Nifurtimox (oral 15 mg/kg/ día (en 3 dosis) x 10 d + eflornitina
africana i.v. 400 mg/kg/day (en 2 dosis) x 7 d

Suramina 20 mg/kg i.v. (max. 1 g/d) a los días 1, 3, 7, 14 y 21
Melarsoprol 2.2 mg/kg i.v. x 10 d

Leishmaniosis

Amfotericina Liposomal B 3 mg/kg i.v. días 1-5, 14 y 21
Varios fármacos y regímenes y vía de aplicación,
de acuerdo con las especies y manifestación clínica.
Tópico: 15% paromomicina / 12% pomada metilbencetonio-cloruro,
calor local, / crioterapia, pentavalente antimoniales intralesional
Sistemico: Antimonio pentavalente, Miltefosina, Amfotericina Liposomal B, Ketoconazol

Helmintos
Teniosis/cisticercosisa Niclosamida (humanos) 0,5- 2 g

PZQ (humanos) 5-10 mg/kg OD / 15 días of PZQ (50 mg/kg diaria)a

OFZ (cerdos) 30 mg/kg
Dracunculosis Ningún fármaco preventivo o fármacos para el tratamiento masivo.
Hidatidosis ABZ 10 mg/kg BID

MBZ 40-50 mg/kg TID x 3 d
Trematodosis transmitidas por los alimentos
Paragonimosis PZQ 25 mg/kg TID x 3 d

TBZ 10 mg/kg OD x 1-2 d
Clonorquiosis PZQ 25 mg/kg TID x 1 d
Opistorquiosis PZQ 25 mg/kg TID x 1 d
Fasciolosis TBZ 10 mg/kg OD x 2 d
Filarias Doxiciclina 100 mg BID x 4 semana + ivermectina 200 µg/kg dosis única
linfáticas ± ABZ 400 mg dosis única

alternativa: dosis única de DEC 6 mg/kg + ABZ 400 mg durante 3-6 meses
Oncocercosis Doxiciclina 100 mg BID x 4 semanas + ivermectina∗ 200 µg/kg unica dosis

durante 4-6 meses (∗ no utilizar en los casos de co-infección con Loa loa)
Geohelmintosis
Uncinariosis ABZ 400 mg OD x 3 d

MBZ 100 mg BID x 3 d
Ascariosis ABZ 400 mg OD x 3 d

MBZ 100 mg BID x 3 d
Tricurosis ABZ 400 mg OD x 3 d

MBZ 100 mg BID x 3 d
Estrongiloidosis Ivermectina 200 µg/kg OD x 2d

ABZ 400 mg BID x 7 d
Esquistosomosis PZQ 40 mg/kg dosis única
Infecciones causadas por bacterias
Tracoma Azitromicina20 mg/kg
Ulcera de Buruli Rifampicina 10 mg/kg OD + estreptomicina 15 mg/kg OD or

rifampicina 10 mg/kg OD + claritromicina 7.5 mg/kg BID
Treponematosis endémica Azitromicina 30 mg/kg, máxima dosis 2g
Leprosis
Lepra Multibacilar (MB) leprosis Rifampicina: 600 mg durante un mes Dapsona: 100 mg diaria

Clofazimina: 300 mg durante un mes y 50 mg diarios x 12 meses.
Lepra Paucibacilar (PB) Rifampicina: 600 mg durante un mes Dapsona: 100 mg diaria x 6 meses.
Lesione únicas en piel Rifampicina: 600 mg Ofloxacina: 400 mg Minociclina: 100 mg x dosis única.
Lepra paucibacilar
Infecciones causadas por virus
Dengue No hay tratamiento específico para la fiebre del dengue
Rabia No hay fármacos para el tratamiento masivo, existen protocolos

que deben ser iniciados tan pronto como sea posible, después
de la exposición o mordedura ocasionada por animal sospechoso de rabia.

aLos esquemas actualmente aceptados. OD: dosis única al día,
BID: dos veces al día, TID: tres veces al día.

Tabla 1: Tratamientos recomendados para las principales enfermedades
tropicales desatendidas.
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