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GLUCOGENO SINTASA EN HELMINTOS PARASITOS. INHIBICION POR
BENZIMIDAZOLES

H. GOMEZ-BANQUERI, M. A. GARCIA RUIZ, M. MONTEQLIVA & M, SANCHEZ-MORENO

RESUMEN

Se ha deferminado el effecto inhibidor sobre Ia actividad Glucogeno sintetasa
(E.C24.1.11) por parte de cuatro antihelminticos: Albendazol, Mebendazol, Par-
bendazol y Tiabendazol. Observandose que en todos los casos, es el Parbendazol
quien ha demostrado un mayor poder inhibidor sobre la glucdgeno sintetasa de
Ascaris suum, Fasciola hepatica vy Moniezia expansa, ¥l Tiabendazol es el anti-
helmintico que menor efecto inhibidor ha presentado sobre la enzima en los
trés pargsitos objeto de nuestro estudio.

Con: el presente trabajo- y oiros previstos en la misma linea, se pretende
aportar nueves datos acerca del atin desconocido locus de accién de estos anti-
helminticos.

UNITERMOS: Glucdgeno sintetasa — inhibicion; Parbendazol; Mebendazol; Al-
bendazol; Tizbendatiol, Ascaris suum; Fasciola hepatica; Moniezia expansa,

INTRODUCCION

La funcién de la Glucdgeno sintetasa
(E.C24.111) (GS) en pardsifos es la misma
aue la realizada por este enzima en mamife-
108, lo que le confiere una gran importancia
en el metabolismo de los pardsitos.

En helmintos pardsitos se ha detectado
actividad Glucdgeno sintetasa: Hymenolepis
diminuta (DEDINGER y ROBERTS, 1977,
Schistosoma mansoni (ROTMANS, 1980), Asca-
ris suwm (DONAHUE y col, 1981), aunguelos
resulfados obtenidos no son muy satisfactorios,
debido quizas a la inestabilidad que la carac-
teriza haeciendo su estudio sumamente dificil.

‘Trabajos recientes han demostrado la efi
cacia quimioterapéutica de los antihelminticos
de Ia serie de los benzimidazoles, al afectar
directamente sobre el metabolismo glucidico
de diferentes pardsitos (CORNISH y BRYANT,
1976), al observarse una disminucién en la
captura de glicosa, cafda de los niveles de

glucégeno almacenados, menor sintesis de com-
puestos fosforilados de alta energia (van den
BOSSCHE y NOLLIN, 1973) en algunos Nema-
todes adultos. Efectos similares han sido pro-
bados en Cestodes ¥ Trematodes (CORNISH y
BRYANT, 1976).

Por lo expuesto anteriormente, hemos con-
siderado interesante estudiar la inhibicidn se-
lectiva de cuatro antihelminticos de la serie
de los benzimidazoles: Parbendazol (PBZ),
Thiabendazol (TBZ), Mebendazol (MBZ) y Al-
bendazol (ABZ) sobre el enzima GS, purifica.
da & partir de Ascaris suum, Fasciola hepatica,
Moniezia expansa, correspondientes a los tres
grupos taxonomicos de helmintos pardsitos co-
niocidos.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras utilizadas como fuente enzi.
mdtica proceden de ejemplares adultos de
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Ascaris suum, Fasciola hepatica y Moniezia
expansa, procedentes del matadero municipal
de Granada y trasladados a nuestro laborato-
rio en solucion Tyrode a 37°C.

El procedimienfo de extracecién, aislamien.
to vy purificacidn de la GS, se realizd segin la
técnica de MIED y BUEDING (1979) y modi-
ficada por nosotros (GOMEZ-BANQUERI v
col., 1986).

Los pardsitos se homogenizardn en un tam-
pon de glicina 0.09 M pH 7.4, conteniendo 2
mercapto etancl 8 mM y EDTA 1 mM, en una
proporcion de 1:2 (w/v) para A. suum y M. ex-
pansa, y 1:5 (w/v) para F. hepatica.

El homogenado se centrifugé a 9000 rpm
durante 10 minutos, con objeto de sedimentar
los orgdnulos celulares. E! sobrenadante se
centrifugé nuevamente a 50.000 rpm durante
90 minutos. El precipitado se resuspendié em
1/10 del volumen del homogenado inicial con
el mismo tampén empleado anteriormente.
Esta suspensién- se someti6, a continuacién a
un fraccionamiento en columna de DEAE ce-
lulosa DE-22 (dimensiones de la colummna 25
cm de largo por 1 cm de didmetro interior).
Como eluyente se usd, en primera instancia,
50 ml de solucién POHE, 001 M pIHE 85 y
posteriormente 50 m! de solucién PO,HK 0.02
M en ClNa 02 M pH 446. Se recogen 20 frac-
ciones, de 5 ml cada una con un ritmo de elu
cién de 1 ml por minuto.

Para la determinacidn de la actividad en-
zimdtica se siguid la técnica descrita por LE-
LOIR y GOLDEMBERG (1959}, en Ia que se
mide la cantidad de UDP formado en la reac-
cidn de sintesis del glucdgeno. E1 UDP for-
mado se hace reaccionar, posteriormente, eon
una solucién de Piruvato kinasa, que cataliza
la reaccién de transferencia de fosfato del fos-
foenol piruvato al UDP. El piruvato formado
se determina colorimetricamente. Las lecturas
se realizaron a 520 nm en un espectrofotéme-
tro Beckman DB-G.

La concentracién de proteinas se determi
né por el método de LOWRY y col. (1951),
usando albimina de suero bovino como pa-
trén.

Se han ensayado los efectos de cuatro an-
tihelminticos de la serie de los benzimidazo-

les: Albendazol, Parbendazol, Thiahendazol g
Mebendazol a diferentes concentraciones (0.05,
01, 0.15 02 y 03 mg de cada antihelmintico
respectivamenie). .

La muestra purificada se incubs durante
30 min a 37°C con las diferentes désis de anti-
helminticos, procediendose a continuacidn a la
determinacién de la actividad GS. Paralalela-
mente se realizan pruebas controles (sin anti-
helmintico) para determinar la actividad GS
en las mismas condiciones que en presencia
de los farmacos.

RESULTADOS

Se ha determinado Iz actividad en cada
una de las fracciones obtenidas en el proceso
de aislamiento y purificacion de Ia GS en los
tres vermes, seglin aparece en la tabla 1. Es
importante resefiar gue en todas las experien-
cias, se han obtenido valores que fluctian bas-
tante. Hechos atribuibles & la gran dificultad
de deteccién dela actividad GS por su extre.
mada labilidad. .

Se ha observado unz mayor actividad GS
en M. expansa, con respecto a A, ssum y F.
hepatica, - A medida que se avanza en el pro-
ceso de aislamiento, se observa un incremento
en la fluctuacién de los valores de la activi-

" dad motivado por la paulatina eliminacién del

glucdgeno, que ejerce un efecto estabilizador
sobre el enzima. Tras la cromatografia en
DEAE celulosa DE-22, se ha detectado un pico
de médxima actividad para F. hepatica y M, ex-
pansa y dos picos para A. suum. El grado de
purificacién obtenido es de 159, 206 y 99 ve-
ces para A. suum, F. hepatica y M. expansa
respectivamente.

De los cuatro benzimidazoles, cuando la
fuente de GS es A. suum debe resaliarse el
mayor efecto inhibidor del albendazol sobre
los demsds fdrmacos, en tanto que ya a una
concentracién de 0.15 mg se obtiene una inhi
bicién de alrededor del 50%, y a la ddésis de
0.3 mg se supera el 70% de inhibicién. -Por el
contrario, ¢l PBZ y el MBZ alcanzan el 50%
de inhibicién a las dosis finales de 0.3 me.
Finalmente, TBZ produce la mencr inhibicidn
de los antihelminticos ensayados sobre A,
suwum, ¥ por mucho que se aumente la dosis
de farmaco, no se consigue un incremento en
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TABLATI
Determinacion de la actividad glucogeno sintetasa

Volumen ? Act. totals Prot. totales? Act, esp = SD4 purf.
ASCARIS SUUM
Homogenado 12 6,687 353,700 0,019 = 0,004 1
Sob. 9.000 ir 4,781 107,432 0,04 =+ 0,015 ]
Pp. 50.000 1,5 1,224 12,650 0,097 + 0,048 5
Pico 1 5 0,591 0,275 2,150 = 0,212 114
Pico 2 5 0,825 0,308 3,000 = 0,125 159
FASCGIOLA HEPATICA .
Homogenado 12 4,078 287,513 0,014 = 0,006 1
Sob. 9.000 : 11 3,221 117,547 0,027 =+ 0,015 2
Pp. 50,000 1.5 1,167 - 21,339 0,052 + 0,022 £
Pico 1 5 0,797 0,275 2,889 = 0,101 208 -
Pico 2 —_ — — —_ —
MONIEZIA EXPANSA
Homogenado 12 12,255 374,940 0,032 = 0,002 1
Sob. 9.000 11 7,493 204,879 0,036 = 0,002 1
Pp. 50.000 1,5 1,761 16,822 0,168 =+ 0,024 4
Pico 1 . 35 1,692 0,530 3,192 = 0,203 993
Pico 2 — — — -_ —
Todos los valores son las medias correspondientes a 10 experiencias, de 3 réplicas cada una.
1ml. — 2umol/min./ml. — 3mg, — *wmol/min./mg proteinas. ’ -
sit poder inhibidor sobre la actividad GS. No Grafico 1
alcanzando més alld del 25% en ninglin mo-

mento.

Al tratar los extractos purificados de GS
de M. expansa el resultado obienido es como
sigue: El PBZ y el ABZ superan el 50% de
inhibicion, mientras gue el TBZ, al igual que
en €l caso descrifo para A. suum, no llega al
30% de inhibicién.

Con F. hepatica se obluvieron resultados
semejantes a los de M. expansa, en tanto que
es el PBZ quien induce una inhibicién supe-
rior al 70%. Asi mismo hemos podido com-
probar, a la vista de los resultados de nues-
tras experiencias, que el efecto del MBZ ¥y
del ABZ son practicamente insignificantes en
comparacion con el elevado poder inhibidor
c¢el PBZ.

Los resultados aparecen expuestos anterior-
mente, vienen reflejados en la grafica 1.

DISCUSSION

El glucdgeno tiene un importante papel
en el metabolismo energético de los helmintos,
a pesar de esta importancia no existen ape-
nas estudios a nivel de la inhibicién de la GS,
enzima que cataliza ¢l proceso biosintéiico,
elle puede ser debido a que el enzima es su-
mamente inestable, y por lo fanto, dificil de
trabajar, hecho comprobado por trabajos an-
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teriores y confirmado por otros autores (ROT-
MANS, 1980; KXOMUNIECKT y SAZ, 1982).

La actividad GS varia segiin la fuente en-
zimética empleada, hecho apuntado por CZOK
y col. (1975) en dos especies de Schistosoma.
al observar que teniz distinta actividad GS, y
comprobado por nosotros al determinar la
actividad en los tres helmintos estudiados.
Conviene recalear que la poca estabilidad del
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enzima dificuita la comparacién de las activi-
dades especificas entre las tres fuentes enzi.
mdticas empleadas, puesto que presentan dis-
tintos grades de peérdida de actividad (ROT-
MANS, 1980). A pesar de esto, el hecho de que
exista una mayor actividad GS en M. expansa
que en A. suum y F. hepatica, sugiere que el
glucégeno es almacenado en mayor cantidad
en Cestodes que en Nematodes y Trematodes,
hecho ya comprobado por CHAPPELIL (1980).
A la vista de nuestros resultados, podemos
confirmar que el glucégeno juega un papel im-
portante en el metabolismo energético de es-
tos tres pardsitos, fal ¥ como apuntaban otros
autores.

Con la aparicidn de los antihelminticos de
la serie de los benzimidazoles, de amplio es-
pectro antiparasitario, se ha podido controlar
numerosas parasitosis (KLEIN y col, 1981),
pero ain no se sabe el mecanismo de actua-
cion de estas drogas, aunque existen datos
que sugieren que el MBZ y el TBZ inhiben en-
zimas del! metabolismo glucidico de Nemato-
des {PRICHARD, 1973; CORNISH y BRYANT,
1976). EVANS y col. (1980) reportaron el mis-
mo efecto inhibidor por parte del ABZ, MBZ y
TBZ sobre los cestodes.

A la vista de Ios resultados obtenidos en
el presente trabajo podemos confirmar el efec-
to inhibidor de los antihelminticos ABZ, MBZ
¥y TBZ, resaltando sobre todos ellos el efecto
del PBZ, al inhibir mds notablement la GS 2
las dosis empleadas, lo que confirmaria los
efectos reportados por otros autores, por al-
guno de estos antihelminticos que causan caf.
da en las reservas de glucégeno en F. hepafica

(KELLY y col, 1975) y en algunos Nemato- .

des (VAN DEN BOSSCHE y NOLLIN, 1973).

Diversos autores han apuntado que el po-
sible locus de accién del TBZ en H. contortus
€s a nivel de Ia fumarato reductase (PRIS-
CHARD, 1970). Estos hechos nos confirma-
rian los resultados obienidos por nosotros,
de que sea el TBZ el antihelmintico que me.
nor inhibicién nos produce.

Se puede concluir que los antihelminticos
de la serie de los benzimidazoles son capaces
de ejercer un nimero de efectos, que en con.
junto, tienen una gran eficacia contra los pa-
risitos, aunque es preciso continuar trabajan-
do sobre este fema, a la vista de los resulta-

dos obtenidos, para esclarecer:la incégnita del

locus de accién de astos fdrmacos y asi con-

tribuir a un mejor control de las pardsitosis.
SUMMARY

The inhibitor effect of Benzimidazoles in the
glycogen synthetase of helminthics parasites

The inhibitor effect on the Glycogen syn-
thetase (E.C24.1.11) activity by four anthel-
mintics: Mebendazole, Parbendazole, Albendazo-
le and Thiabendazole was determinated. ‘The

most inhibitor effect of Parbendazole on A.

suum, F. hepatica and M. expansa, was obser-
ved. The lowest inhibitor effect of Thiaben-
dazole, on all cases, was also observed.

The aim of our study, and further studies
on the same line, are to provide new reports
about the unknown locus of actuation of the-
se anthelmintics.
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