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En el presente trabajo se evalué la eficacia de la moxidectina a una dosis de
300 png/ke de peso vivo, sobre la L2 de T. canis realizando conteos larvarios de digestiones
artificiales de diferentes tejidos ( pulmén, higado, rifién, cerebro y ojo ), y también se
estudio la evolucién de las lesiones histopatolégicas en los mismos tejidos, posterior a su
aplicacion.

Se utilizaron 14 grupos de 5 jerbos que fueron inoculados con 1000 huevos larvados
de T. canis ( hltc ) a excepcion de los grupo 13 y 14. Doce de los grupos se dividieron en 3
conjuntos con 4 grupos de animales, €l primero de ellos { grupos 1C al 4E ) fue tratado a los
2 dias post-moculacion ( p.i.), el segundo conjunto { grupo SC al 8E ) a los1S5 dias pi, y el
tercer conjunto ( grupo 9C al 12E ) a los 60 dias p.i. Los animales de los dos primeros
grupos de cada conjunto fueron sacrificados a los 10 dias p.i. y los animales de los dos
grupos restantes fueron sacrificados a los 25 dias p.i., recibiendo moxidectina los animales
experimentales y placebo los animales control. Los grupos 13 y 14 no fueron inoculados,
pero si fueron tratados con moxidectina y se sacrificaron a los 10 y 25 dias p.t.
respectivamente.

Los animales fueron sacrificados y de estos se colectaron rifiones, higado, pulmén,
cerebro y ojos; la mitad de cada 6rgano impar y uno de los 6rganos pares, se destinaron
para digestiones artificiales individuales en una solucién de pepsina-HCl al 1%. La mitad
restante fue fijada en formol al 10% y cada una de las muestras fue procesada para realizar

cortes histolégicos que se tifieron con hematoxilina-eosina.



Los grupgs experimentales mostraron una disminucién en el nimero de larvas
recobradas a partir de los cinco érganos utilizados para el trabajo, en comparacién con el
mimero de larvas recobradas de los drganos de los grupos testigo. Sin embargo, estas
diferencias solo fueron estadisticamente significativas ( p < 0.05 ) en los grupos
sacrificados a los 25 y 70 dias p.i.

Los resultados de la evaluacion microscopica de las lesiones que son producidas por
las larvas de T. canis, mostraron que no existen diferencias concretas entre los grupos
tratados y no tratados. Las diferencias que se presentaron entre los grupos de diferentes
periodos de tiempo de tratamiento y sacrificio, son atribuibles a la cinética del
padecimiento, lo que ocasioné desaparicion de algunas lesiones como peumonia exudativa,
necrosis focal en higado, disminucion en el niimero de granulomas y abscesos en algunos
organos, y en contraste la aparicién de algunas lesiones como las zonas de degeneracion en
cerebro. Ademds no hay evidencias que permitan determinar que la moxidectina contribuye
a destruir las Jarvas y que ademads permita modificar las lesiones causadas por dichas larvas
después de aplicar tratamiento en cualquiera de los tres periodos utilizados. Sin embargo,
los resultados de las digestiones artificiales nos indican que no es recomendable su uso, al

menos en una sola aplicacion, en el tratamiento para la toxocariasis,

Vi



INTRODUCCION

La toxocariasis es una de las enfermedades parasitarias mas importantes de perros y
otros cdnidos en el mundo. Es debida a la presencia y accién de varias especies de
nematodos de los géneros Toxocara y Toxascaris, siendo Toxocara canis, el parasito més
comun en los perros. Su alta frecuencia y los problemas de tipo digestivo, respiratorio e
incluso la muerte de cachorros, marcan dicha importancia; asi como los problemas que
ocasiona a nivel de salud publica por tratarse de una enfermedad zoondtica ( Quiroz, 1984;

Soulsby, 1988 ).

MORFOLOGIA DE Toxoecara canis

Toxocara canis es un nemétodo pertencciente a la familia ascarididae, de color
blanco lechoso; los machos miden, de 4 a 10 cm de largo por 2 a 2.5 mm de didmetro y las
hembras hasta 18 cm de largo por 2.5 a 3 mm de didmetro, En la parte anterior presenta tres
labios bien desarrollados, uno dorsal y dos subventrales provistos de dos papilas. La
superficie interna de cada labio puede llevar un borde dentigero o pequefios dientes. Las
especies del genero Toxocara tienen aletas cervicales a lo largo de los méirgenes iaterales
que se extienden a alguna distancia desde el extremo anterior ( figura 1 ). En el extremo
posterior el macho termina curvado hacia su parte ventral, presenta dos pequefias espiculas
iguales y un estrechamiento terminal en forma de apéndice. En las hembras la vulva se abre
en la region media del cuerpo; estas son oviparas y producen una gran cantidad de huevos

( Faust y col.,1981; Quiroz, 1984; Soulsby, 1988 ).



Figura 1.~ Microscopia electronica de Toxocara canis, vista dorsal de Ia cabezs mostrando sus tres
habios, los cuales alg veces p protub ing dettigeras, bo hay interiabias,

y 52 observan las aletas cervicales ( Faost y col,,1981; Quiroz, 1984; Soulshy, 1988 ).

Los huevos son subesféricos, la estructura de su cubierta consta de 3 capas ( figura
2A ), la interna constituida por lipidos llamada capa lipoide, ]a media llamada capa
quitinosa triple y la mas externa llamada capa albuminosa la cual presenta depresiones
sobre la superficie Hlamadas fosetas ( figura 2B ); los huevos miden 75 por 90 micrometros,
son de color caff oscuro o café grisiceo y no estin embrionados cuando se depositan
( Faust y col.,1981; Quiroz, 1984; Soulsby, 1988 ).

A B

Figura 2.- Huevos de Toxocara canis, A, se observa un buevo no embrionsdo en el cual s¢ pueden apreciar las tres capas de que esta
compuesta sy cubierta: 1, capa albuminesa; 2, capa quitinosa triple; 3, capa lipoide. B, microscopia elecirénica de un huevo de T canis
en donde s¢ observa con detallc las fosctas existicas de la memt externa de la cascars ( Faust y col,, 1981; Quiroz, 1984 ).




CICLO BIOLOGICO

El ciclo biolégico de este pardsito inicia con la eliminacion de los huevos en la
materia fecal de los perros parasitados, principalmente de los cachorros y con la dispersion
de los mismos, estos huevos son resistentes y permanecen viables en el ambiente. Sin
embargo, la exposicién a la luz y a una temperatura de 55 °C los destruye. El desarrollo de
la larva infectante ( L2 pasiva ), requicre de 9 a 11 dias a una temperaturade 24 °Cyde 3 a
5 dias a 30 °C en presencia de oxigeno y una humedad relativa del 75% ( Beaver, 1986 ).

Se ha determinado que 7. canis presenta un ciclo de vida complejo, €l cual varia
dependiendo del tipo de hospedero, del estado fisiolégico y de la edad en que se adquiera la
infestacién, observandose de este modo cuatro condiciones ( Glickman & Shofer, 1987;

Soulsby 1988 ):

a) En la migracién traqueal, los huevos embrionados son ingeridos por el hospedero
final ( cachorros menores de tres meses de edad ), las larvas pasan por via linfatica o
sanguinea, a ganglios linfaticos o al higado, contintian al corazén y de aqui a
pulmén, donde la mayoria de las larvas pasan por bronquios, traquea y faringe hasta
ser redeglutidas; la muda para el tercer estado larvario puede ocwrrir en pulmon,
traquea y eséfago. En el intestino se realiza la siguiente muda al cuarto estado
larvario. La muda final se produce entre la tercera y cuarta semana después de la
ingestion y de 4 a 5 semanas después los adultos expulsan huevos que salen en las
heces. A medida que los cachorros crecen, se produce un descenso en el ti;;o de

desarrollo traqueal, que es sustituido por la migracion somética larvaria. En perros



b)

c)

adultog Hegan a intesting, sin
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que pagan a la circulacion
general y permanecen en estado de latencia en diferentes tejidos { Beaver, 1969;

Quiroz, 1984; Soulsby, 1988; Georgi & Georgi, 1990 ).

La migracién somética, ocurre cuando los huevos larvados de T. canis son ingeridos
por una perra adulta. Ocho dias después de la infestacién, ¢l segundo estado larvario
se encuentra ya en diversos tejidos del cuerpo, y asi permanece sin experimentar
ningin tipo de desarrollo. Estas larvas permanecen en los tejidos del perro adulto.
Los procesos que con posterioridad sufren estas larvas no estdn muy claros, sin
embargo, se sabe que durante la gestacién se movilizan hacia la placenta y migran
hacia el feto, dando lugar a una infestacién prenatal. Douglas y Baker ( citados por
Soulsby en 1988 ) sefialan que esta movilizacion no se produce antes del dia 42 de
gestacidn, y que las larvas debieron ser adguiridas por lo menos 14 dias antes de
ello; si no, la infestacion no tiene lugar. Por otra parte, si la perra no estaba infectada
y esto ocurre durante la gestacién, algunas larvas pasan al feto, pero otras llegan al
intestine de la perra para alcanzar su madurez sexual. Los cachorros infestados por
via transplacentaria después de 2 a 3 semanas del nacimiento eliminan huevos del
parasito en las heces ( Beaver, 1969; Quiroz, 1984; Soulsby, 1988; Georgi &
Georgi, 1990).

Transmision lactogénica, s aquella en la que ocurren infestaciones neonatales de los
cachorros desde la madre, a través de la ruta transmamaria, las larvas pasan .a los

cachorros lactantes en el calostro y se desarrollan directamente en intestino hasta



d)

alcanzar eu estado adulte { Beaver, 1969; Llovd et el,, 1983; Glickma

vy A 3 £

1 & Shofer,

1987; Soulsby, 1988 ).

En otros casos los huevos embrionados son ingeridos por pequeiios mamiferos que
actian como hospederos paraténicos, en los cuales la L2 se enquista en diferentes
tejidos y drganos, cuando el hospedero paraténico es ingerido, las larvas prosiguen
su desarrollo hasta gusanos adultos en e} intestino de perros sin migracion ( Beaver,

1969; Quiroz, 1984; Soulsby, 1988; Georgi & Georgi, 1990 ).

En resumen, la infeccién del perro con 7. canis puede ocurrir por cuatro formas:
Por la ingestion de huevos infestantes,

Por la ingestion de larvas presentes en los tejidos de hospederos paraténicos que se
infestaron del suelo, por canibalismo o depredacién.

Por el paso de larvas de la madre al feto o cachotro, a través de la placenta, leche o
ambas.

Por la ingestién de larvas eliminadas en las heces de cachorros lactantes ( Beaver,
1969; Quiroz, 1984; Beaver et al., 1986; Glickman & Shofer, 1987; Soulsby, 1988;

Georgi & Georgi, 1990 ).



Migracion larveria hacia: rifiones, higado,
pulmon, cerebro, ojos, etc., donde su
desarrollo es detenido.

En pemras gestantes v en lactantes las

larvas pueden ser reactivadas y causar :

- Infeccitn intestinal en la madre.

- Infeccion de la cameda por transmision
lactogénica y trensplacentaria.

L

. Higado — Pulidn — Circalacion—
~ R jp Larves (L2) heradas Triuea — Eséfago
b“.-J i’ “ ‘_I':' en miestino
Hombre y hospederos _ _
pardtenicos En infecciones intensas la L2, Adultos en I Iuz de
puede pasara las heces Intestino Delgado
Perros < de 5 ‘
Semanas ‘ 9
| ¢ 1’
Hvuevos en heces
{ Estadio infestante )
Figura 3



El dafio generade por este pardsito depende, tanto de la cantidad de huevos
ingeridos y del estado de madurez del parésito.

En hospederos tanto definitivos como paraténicos, la presencia de las larvas se
asocia en los tejidos con su destruccién en forma directa o indirecta, la generacion de
hemorragias y la induccién de respuestas granulomatosas atn sin quedar estas atrapadas,
asi mismo, debe considerarse la participacién de los mecanismos de inmunoevasién por
parte de los pardsitos; lo que en conjunto juega un papel muy importante dentro de la
patogenia de la enfermedad.

Los estados larvarios de T. canis cuentan con un factor que les permite bloquear los
mecanismos defensivos y modular sus efectos en tanto se mantiene viable, este esta
formado por un conjunto de substancia conocidas como antigenos de secrecién-excrecion
{ TES ), estos son compuestos glucoproteicos que se producen permanentemente por las
larvas; hasta el momento se han caracterizedo 21 tipos diferentes. Al parecer estos
componentes sufren modificaciones durante su proceso de sintesis, deposito y
desprendimiento final, lo cual ocurre asociado a la fijacion de anticuerpos o células
potencialmente citotdxicas. Se ha encontrado que estos compuestos son mitogénicos para
los linfocitos, especialmente los B y no asi para los T, por lo que su presencia induce la
produccién policlonal de anticuerpos ( principalmente IgG e IgE ) que tienen los efectos
para activar la fijacién del complemento para lograr la destruccidn de los gusanos, pero que
se inactivan por efecto de los TES. Las IgE se asocian a la hipersensibilidad t{po I

induciendo la degranulacion de las células cebadas y los baséfilos liberando entre otras



gnstancias histamina y serptoning que se caracterizen por generar uma re
inflamatoria inmediata. Ademss ¢l desprendimiento de cantidades importantes de antigenos
en los tejidos permite la formacién de complejos inmunes que son potenciales inductores de
hipersensibilidad tipo IV ( agravamiento de lesiones granulomatosas ) y también de
hipersensibilidad tipo II si el fendmeno ocurre a nivel vascular o tipo I1I si los antigenos se
depositan en las paredes.

También hay efectos sobre los eosindfilos, quienes juegan un papel importante en la
hipersensibilidad tipo I como células citotéxicas y moduladoras de los factores
inflamatorios producidos por las células cebadas y baséfilos. En los eosinéfilos alveolares
de los roedores se ha detectado la ausencia del receptor IgE; por lo que esas propiedades
pueden ser limitadas, esto puede ser especialmente importante como elemento de control en
la reaccion de hipersensibilidad a nivel respiratorio que puede ser muy violenta.

Por otro lado se ha demostrado que las larvas infestantes de 7. canis in vitro
secretan enzimas proteoliticas capaces de degradar la matriz extracelular de tejido
conectivo. Esto parece ser un factor importante que facilita la migracion larvaria a través
de los tejidos, tanto del hospedero definitivo como de los hospederos paraténicos,
¢jerciendo una accién traumdtica durante su recorrido por los tejidos. Estas enzimas han
mostrado estar involucradas en funciones de alimentacion ejerciendo una accién
expoliatriz, histéfaga de liquidos tisutares { Quiroz, 1984; Robertson ef al., 1989 ).

La eliminacién de mudas, liqmao de mudas, secreciones y excreciones, gjercen
accién antigénica que puede por una parte, causar una respuesta inmune positiva y por otra,

ocasionar efectos anafilacticos y alérgicos ( Quiroz, 1984 ).



Por ot Jado, la fase aduita ejerce una accién mecdnica por obstruccion a nivel
pulmonar, intestinal y hepatico, en ocasiones llegan a invadir colédoco y canales biliares;
estas obstrucciones a nivel digestivo, aunadas a la imritacién producida, interfieren
notablemente, ya sea con el paso de los alimentos o provocando estasis biliar. Los
nematodos en su localizacién intestinal se alimentan principalmente de su contenido, sin
embargo, esta accién expoliatriz es selectiva, utilizando por ejemplo grandes cantidades de
vitamina C y otros nutrimentos de naturaleza proteica, lipides y carbohidratos. Esta accién
representa una competencia por los elementos nutritivos del hospedero, que se traduce en

alteraciones de la digestion y de la absorcién ( Quiroz, 1984 ).



Las lesiones provocadas por este parésito, se pueden estudiar al analizar primero las
producidas por las larvas y después las que ;casionan los adultos ( Quiroz, 1984 ).

En perros adultos la migracién larvaria da lugar a lesiones hemorragicas en higado,
riffones, pulmén, tejido muscular y cerebro; dependiendo del nimero de las larvas
ingeridas, las lesiones serdn mas o menos evidentes. Los cachorros con infestacién prenatal
o antes de tres meses pueden mostrar focos inflamatorios a nivel pulmonar.

Las formas juveniles y los adultos causan en el intestino una enteritis catarral,
algunas veces perforacion intestinal y peritonitis en cachorros. ( Quiroz, 1984 ).

Las lesiones macroscdpicas observadas en los hospederos paraténicos incluyendo al
hombre, consisten principalmente en dos tipos: la primera, es la presentacién de algunas
hemorragias de tipo petequial y la segunda es la formacion de nédulos blanco amarillentos
los cuales llegan a medir hasta 3 mm de diametro, ambos tipos de lesiones estan
distribuidas en forma difusa sobre toda la superficie de los diferentes 6rganos, afectandose
principalmente higado, rifiones, pulmén, cerebro y ojos; pero presentindose también en
otros tejidos como en diafragma, miisculo esquelético, corazdn y médula espinal ( Faust y
col., 1981; Quiroz, 1984; Glickman & Shofer, 1987; Alba Hurtado y col., 2000 ).

A nivel microscopico el pardsito se caracteriza por desarrollar granulomas
eosinofilicos en diferentes organos y tejidos, siendo los mas frecuentemente afectados:
rifiones, higado, pulmén, cerebro y ojos.

En un estudio realizado por Hamilton ef al. en 1982, se describieron las Iesi;mes

microscopicas causadas por larvas de Toxocara cati en el rifién de gatos inoculados



experimentalmente, En este trabain las principates lesiones encontradas fileron: fibrosis
periglomerular, marcada condensacién de la cépsula de Bowman, ocasionalmente
hipertrofia ¢ hiperplasia de las células epiteliales parietales, algunos animales presentaron
adherencias entre el epitelio parietal y el visceral de la capsula de Bowman. También se
observo contraccién del ovillo capilar. En este estado se observé una variacion en el
tamafio del glomérulo, hasta un 50% mas pequefios de lo normal. En la fase cronica; la
fibrosis periglomerular se hizo més severa con un excesivo engrosamiento de la cipsula de
Bowman, las adherencias entre el epitelio parietal y €l visceral de la cdpsula de Bowman se
notaron ocasionalmente y en algunos glomérulos la contraccion del ovillo fue tan marcada
que se presentaron glomérulos de hasta un tercio del tamafio normal; inclusive zlgunos
ovillos desaparecian completamente dejando el espacio glomerular vacio, que
ocasionalmente contenia glébulos rojos y detritus celulares.

Parson et ai. en 1986 realizaron un estudio con ratones BALB/c BYJ inoculados con
5000 huevos larvados de T. canis ( hitc ) para producir una infeccion aguda y con 500 hlte
para producir una infeccion cronica, en el cual jas lesiones histopatoldgicas observadas en
higado fueron: miltiples areas focales de necrosis hepatocelular que en ocasiones tienden a
unirse con infiltrados de neutrofilos que predominan en el drea subcapsular, hipertrofia
generalizada de las células de Kupffer, frecuente vacuolizacion de hepatocitos, focos de
polimorfonucleares con predominio eosinofilico, que se observaban adyacentes a las larvas
o rodedndolas completamente y larvas dentro del parenquima hepético libres de respuesta
inflamatoria. En la fase crénica el higado presenté miltiples focos granulomatosos bien
organizados; muchos granulomas compuestos por una densa cédpsula de coldgena y un

nitcleo que contiene células epitelioides, células gigantes multinucleadas y macréfagos, asi
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larva, se mezcia con un infiltrado de células plasméticas y eosindfilos, algunos de estos
junto con neutréfilos pueden estar esparcidos dentro del granuloma. Los granulomas sin
larvas se diferenciaron de los que las tenian, por que su ntcleo era de c¢élulas necréticas,
mas que de macrofagos, células epitelioides, y eosindfilos, presentindose ocasionalmente
células gigantes ( Parsons et al., 1986 ).

En estudios realizados en ratones por Zingier & Brockbank en 1974, por Kayes
etal. en 1998 y en monos por Glickman & Summers en 1983 ( citado por Glickman &
Shofer en 1987 ) se ha podido determinar que la infeccion de T. canis a nivel pulmonar
presenta de manera general una inflamacion intersticial difusa con presencia de un
infiltrado eosinofilico y mononuclear, que ocasiona un engrosamiento de las paredes
alveolares; también se ha reportado de manera constante en los cortes histologicos la
presencia de multiples focos granulomatosos ¢on eosindéfilos e histiocitos y en la periferia
la presencia de estos Gltimos de mayor tamaiio. Mas alla de esta zona de células epitelioides
hay un infiltrado de leucocitos mejor preservados. Ocasionalmente los nédulos contienen
cierto tipo de células gigantes atipicas y estdn rodeados por una capa concéntrica de fibras
de coldgeno. En los granulomas iniciales puede encontrarse una larva del segundo estadio,
que se puede liberar de {a pared que la rodea, esta capacidad que tiene la larva de escapar
de la formacién de un granuloma y migrar a otra parte e iniciar la formacién de otro
granuloma ocasiona la formacion de grandes parches con infiltrado a base de macrofagos,
eosinofilos, neutrdfilos y linfocitos ( Zingier & Brockbank, 1974; Glickman & Shofer,

1987; Faust y col,, 1981; Kayesetal., 1998 ).
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realizéd primeros reportes de la 12 de 7. canis en humanos y su
asociacion con la enfermedad. La migracion larvaria a cerebro de ratones y primates no
humanos ha sido demostrada experimentaimente; Burren reporté que la larva no fue
encapsulada en ¢l cerebro de ratones, pero que la migracion de la larva en el cerebro
ocasionaba una marcada infiltracién linfocitica ( citado por Soulsby en1987 ). Glickman &
Summer ( citado por Glickman & Shofer en 1987 y por Soulsby en ¢l mismo afio )
reportaron granulomas histiociticos debido al dafioc mecdnico del tejido cerebral y
granulomas compuestos por células gigantes, macréfagos, células mononucleares, y
eosindfilos alrededor de larvas. Asi mismo se observa un infiltrado perivascular y
perimeningeal aparente en el cerebro y médula espinal, asi como una mielopatia
degenerativa en la médula espinal ( Beaver, 1969; Glickman & Shofer, 1987; Soulsby,
1987).

En un estudio realizado por Alba y col. en el 2000, empleando jerbos como modelo
experimental de toxocariasis ocular y sistémica; se reportd que las lesiones observadas en
los ojos de los jerbos fueron parecidas a las lesiones reportadas en humanos con
L.M.O. Entre las lesiones reportadas en humanos se encuentran: formacién de
granulomas eosinofilicos con células epitelioides, ocasionalmente tejido de granulacién,
linfocitos v células plasmaticas. Estos granulomas se localizaron en retina y en procesos
ciliares, en algunos casos el tejido de granulacién es reemplazade por material fibrinoso. La
presencia de la larva y la formacién de granulomas puede ocasionar desprendimiento de
retina, edema retinal, congestion y hemorragias ( Glickman & Shofer, 1973 ; Alba y col.

2000).



CUADRO CLINICO EN PERROS,

Los signos clinicos se presentan principalmente en cachorros y animales menores de
tres meses, las primeras manifestaciones son tos y descargas nasales, las cuales pueden ser
mortales o llegar a desaparecer espontineamente después de tres semanas, Otros signos
incluyen anorexia, distensién abdominal, en algunos casos puede ocurrir vomito
acompafiado de pardsitos; otras veces hay diarrea de tipo mucoide o estrefiimiento,
debilidad, reduccion en la tasa de crecimiento y prurito. Asi mismo se pueden presentar
ataques epileptiformes y en algunos casos presentar neumonta por inhalacién del vomito,
llegando a presentarse en ambos casos la muerte del animal { Quiroz, 1984; Soulsby, 1988 )

El cuadro crénico de cachorros mayores de tres meses y el de perros adultos es de
un cuadro de desnutricién, algunas veces pueden presentar diarrea intermitente y pueden

llegar a presentar manifestaciones nerviosas ( Lapage 1981; Quiroz, 1984 ).
TOXOCARIASIS HUMANA

La larva migrans es un sindrome clinico causado por la migracién o presencia de
estadios larvarios, principalmente de Toxocara canis v ocasionalmente por otros ¢stadios
larvarios de pardsitos como Ascaris lumbricoides, Capillaria hepatica, Dirofilaria sp.,
Gnathostoma sp, Toxocara cati y Strongiloides stercolaris; los cuales son especies de
pardsitos no bien adaptados al hospedero humano. Por lo tanto en humanos y en hospederos

no naturales ( paraténicos ), esas larvas permanecen inmaduras v no completan su ciclo de
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vida { Beaver, 1040, Faust v col | 1081,
Green, 1988 ).

Desde que se hizo la primera descripcién de la enferrnedad por Beaver, se han
identificado dos sindromes en humanos: El sindrome de larva migrans visceral (L.M.V.)
y el sindrome de larva migrans ocular { L.M.O.)

El término de Larva migrans visceral ( L.M.V.) fue introducido y difundido en el
afio de 1952, cuando file establecidoe ¢ identificado el estado larvario infectante de T. canis
( L2 ) por Beaver, quien propuso la designacién de L.M.V. para el sindrome que
ocasionaba.

El sindrome de L.M.V. se presenta con mayor frecuencia en nifios menores de seis
afios de edad que juegan en 4reas contaminadas como jardines y parques piiblicos, por el
riesgo que representa la ingestién accidental de huevos de T. canis. La infeccién de los
nifios con grandes cantidades de huevos, generalmente es el resultado del habito de ingerir
tierra. La costumbre de proporcionar a los nifios cachorros como mascotas, aumenta este
riesgo, ya que son los cachorros quienes estin preferentemente parasitados ( Glickman &
Shofer, 1987; Schantz & Sther-Green, 1988 Magnaval et a@l., 1992 ).

En las infestaciones por T. canis el niimero de lesiones granulomatosas producidas
esta directamente relacionado con el nimero de huevos ingeridos en estadio infectante y el
de larvas liberadas que logran llegar a las visceras extraintestinales. Por lo tanto, las
lesiones pueden ser escasas o miliares. Al analizar el cuadro clinico y patologico deberd
tomarse en consideracion el sitio donde se desarrollan ias lesiones, asi como el grado de

sensibilidad del hospedero ( Faust y col., 1981; Quiroz, 1984 ).



El cuadro clinico varia desde el estado asintomitico, con excencidn de la
presencia de eosinofilia persistente, hasta el que se presenta con algunos signos de
inflamacién pulmonar crénica, bronquiolitis, asma, y fiebre. La reaccion alérgica en los
pulmones puede ser tan grave como para llegar a producir considerables dificultades
respiratorias. También se liega a presentar hepatomegalia, nefrosis, disfuncién cardiaca
e incluso casos fatales de toxocariasis han sido el resultado de lesién extensa del
miocardio. Las caracteristicas clinicas incluyen una eosinofilia constante y sostenida.
Smith y Beaver observaron en un estudio que bastan 200 larvas de TI. canis para
producir en un nifio de 2-3 afios una eosinofilia periférica del 20 al 40% durante més de
un aflo, sin signos concomitantes apreciables. Los casos en los que Ia eosinofilia excede
el 50% pueden ser sintomdticos. En los casos sintomdticos, los niveles pueden
alcanzar el 90% de 100.000 leucocitos/mm>. Otros hallazgos de laboratorio son
hiperglobulinemia, incremento de isohemaglutininas, principalmente de Anti-A y
Anti-B, ademés de un incremento de IgE { Quiroz, 1984; Schantz & Sther-Green, 1988;
Soulsby, 1988).

El segundo sindrome, el de L.M.O., afecta principalmente nifios mayores de seis
afios o jévenes, generalmente es un cuadro ocular unilateral, resultado de la invasitn
hematdgena del ojo por una o varias larvas. Sin embargo, ocasionalmente llega a ocurrir
bilateralmente e inclusec llega a presentarse en adultos. En muchos pacientes con

L.M.0O., no se presenta una historia de L.M.V. y los hallazgos de laboratorio se

encuentran dentro de los limites normales. Los nifios que presentan L.M.O. preseiltan
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uma histaria semejante a Ia de aquellng que presentan .M.V, con relacién al contacto
con cachorros de perro en la casa ( Glickman & Shofer, 1987; Magnaval, 1995 ).

El involucramiento ocular puede asumir alguno de varios patrones clinicos,
ninguno de los cuales son patognomonicos. Los signos clinicos méas frecuentes de este
sindrome son: disminucién progresiva de la vision, estrabismo, leucocoria, fijacion
pupilar, u ojo rojo. Siendo algunocs de ellos notados durante un examen rutinario de ojo.

La localizacién y el nimero de larvas dentro del ojo determinan la naturaleza y
extension de la enfermedad. Esta puede presentarse como una retinocoroiditis posterior
que aparec-e clinicamente como una nébula mal definida, en la forma de respuesta
inflamatoria aguda, también puede ocurrir una lesion blanca con células inflamatorias
en el humor vitreo, la cual, cuando pasa a la cronicidad, es visible por el aumento de la
masa blanquecina. También puede presentarse como una retinocoroiditis periférica
aguda, que aparece como una nébula blanquecina en la periferia det fondo ocular y
asemeja una uveoretinitis periférica ideopdtica. También se pueden encontrar
granulomas intraretinales los cuales pueden desprender o deformar la retina ( Glickman
& Shofer, 1987; Soulsby, 1988 ).

La L.M.O. en ocasiones puede representar una forma mas severa de respuesta
inflamatoria, es usual que en el humor vitreo ocurra una acumulacién densa de células
inflamatorias, que pueden dificultar la observacion del fondo. A través de esta lesién
puede verse una masa tisular en crecimiento, que se asemeja fuertemente a un

retinoblastoma, el cual puede requerir una terapia de radiacién o la enucleacién del ojo,
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1987 ).

Resultados de estudios recientes, sugieren que la L.M.V. frecuentemente asume
las caracteristicas de un sindrome que comprende debilidad crénica, dolor abdominal,
varios signos de alergia v una suave eosinofilia Ademas la toxocariasis ha sido
propuesta como posible etiologia en varios sindromes neuroldgicos ( Magnaval, 1995;
Soulsby 1997).

La patologia del Sistema Nervieso Central asociada con T. canis en humanos, €s
a menudo un hallazgo accidental en la necropsia. En afios recientes han sido reportados
por lo menos nueve casos fatales en nifios con signos neuroldgicos agudos, en los que a
la necropsia fueron encontradas larvas de T. canis en encéfalo ( Glickman & Shofer,
1987 ).

En un estudio sobre L.M.V. en monos realizado por Tomimura et al. en 1976,
observaron que de 3 animales, uno inoculado con 200,000 y los restantes con 400,000
larvas, presentaron signos nerviosos tales como incordinacion e incapacidad para
mantener el equilibrio, uno de los animales que fue infectado con 400,000 huevos
tendia a dar vueltas en el sentido de las manecillas del reloj, y finalmente entre los dias
17 y 23 mostraron paralisis del tren posterior.

Las larvas que se encuentran migrando en el cerebro de los nifios probablemente
puedan producir patologia y efectos adversos, sin embargo, estos pueden ser sutiles y
dificiles de medir clinicamente. En un estudio epidemioldgico se asocié la infeccidn de

T. canis al déficit neuropsicolégico o en el desarrollo motor. La reducida capacidad para



leer, una marcada distraccion y una haja inteligencia se han asociado con Ia infestacién
por T. canis. Sin embargo, confundieron variables tales como la educacion familiar y la
raza tomadas dentro del estudio, pues la asociacion entre la seropositividad y los pobres
resultados, no fueron estadisticamente significativas ( Worley et al., 1982 ). En otro
estudio en la ciudad de Nueva York se establecié que la infeccién de T. canis es comin
en nifios desde los 12 meses de edad hasta los 14 afios, con un rango de 1 al 14% de la
poblacién y que los nifios infectados cuando son comparados con nifios no infectados
demuestran peores pruebas neuropsicolégicas, de funcién motora y de conocimiento

{ Worley et al., 1982; Glickman & Shofer, 1987 ).



DIAGNOSTICO DE LARVA MIGRANS

El diagnéstico presuntivo de L.M.V. puede ser basado en los signos clinicos y en los
hallazgos de laboratorio. Ademds una historia de geofagia y reciente exposicién a cacherros,
reforzaria ese diagndstico. La confirmacitn directa del diagndstico es problemdtica porque los
huevos no son eliminados en heces y la observacion de las larvas de T. canis en las biopsias de
tejidos resulta dificit de hacer, lo que hace impracticable esa técnica de diagnéstico. Asi se han
hecho estudios con la finalidad de tener otros métodos de diagnéstico tales como los
serologicos (Faust y col., 1981; Alba, 1991 ).

Las primeras pruebas inmunoldgicas que se utilizaron para el diagnéstico de larva
migrans se realizaron con antigenos completos de los parésitos adultos o larvas. Sin embargo,
los antigenos somiticos, cruzan inmunoldgicamente con los antigenos somdticos de otros
nematodos. En la actualidad, debido a su especificidad, los antigenos que se utilizan para el
serodiagnéstico son los de secreciones y excreciones ( Maizels ef al., 1984, Alba, 1991).

Para la deteccion del sindrome de larva migrans se han utilizado varias técnicas, entre
las que se encuentran la doble difusion en gel de agar, hemaglutinacion indirecta,
inmunofluorescencia y fijacion de complemento. Més recientemente se han utilizado la prueba
de ELISA y el Western-blot para el diagndstico especifico de la toxocariasis ( Magnaval et al.,
1992; Magnaval, 1995 ).

En el caso de L.M.O. la demostracién de anticuerpos contra T. canis en el humor
acuoso es considerada como evidencia de que ocurre la infestacion, porque las formas
sistémicas no dan como resultado la presencia de anticuerpos intraoculares. La citologia del
humor acuoso y vitreo, asi como la medicién de enzimas, son usadas para distinguir fa LM.O.

del retinoblastoma (Glickman & Shofer, 1987 ).
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En el estudio de esta enfermedad se han utilizado como ﬁodclos experimentales varias
especies animales, entre ellas: ratones { Abo-Shehada & Herbert, 1984; Ohima, 1961 ), ratas
( Olson & Rose, 1966; Tongson & Dayrit, 1973 ), monos ( Tomimura ef al., 1976 ), conejos
( Glickman & Shofer, 1987 ), pollos ( Agnihotri et ai. 1987 ), codomices ( Nakamura ef al.,
1991 ), hamster ( Agnihotf ef 2l. 1987 ), cobayos (Buijs ef al., 1995 ), cerdos { Stevenson &
Jacobs, 1977 } y jerbos ( Alatorre Heméndez 1993; Alba Hurtado, 1999 y 2000 }. El modelo
mas utilizado es el ratén, ya que tiene grandes ventajas, como la de contar con cepas singénicas,
haber sido ampliamente estudiado, su bajo costo y son féciles de mantener y repreducir. La
toxocariasis tisular es ficil de inducir en los ratones, sin embargo en ellos la toxocariasis ocular
no ocurre frecuentemente, Otros modelos han evaluado algunos aspectos de la patologia o la
respuesta inmune ( Church ef al., 1975; Stevenson & Jacobs, 1977; Glickman & Shofer, 1987;
Smith et al., 1983 ).

A nivel ocular existe poca informacion, el reporte méas relevante de esta relacion fue
hecho por Watzke y cols. en 1984, quicnes inocularon larvas de 7. canis en humor vitreo,
humor acuoso y coroides de macacos. La inoculacién de las larvas produjo hemorragias
retinales, perivasculitis en nodulos retinales, en algunos casos se observd una reaccion
inflamatoria inducida por las larvas mientras que en otros no se indujo tal efecto. Debido a que
en estos estudios se requiere de cirugia especializada y por el alto costo de los animales, este
modelo no se ha usado para evaluar la patologia o el tratamiento de 1a toxocariasis ocular. Por
otro lade Alatorre Hernandez en 1993 y Alba Hurtado en 1999 y en el 2000 reportaron la
infeccidn experimental en jerbos, en los cuales se presenta la toxocariasis ocular de manera

frecuente.
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UTILIZACION DE FARMACOS EN LA TOXOCARIASIS

Entre los farmacos potencialmente eficientes para el tratamiento de la toxocariasis
humana, han sido valorados en estudios controlados el tetramisol, los benzimidazoles
( mebendazol, oxfendazol, albendazol y febendazol ), ademas de la piperazina y
dietilcarbamacina ( DEC ), ivermectina y el nitroscanate ( Tongson & Dayrit, 1973; Holt ¢
al., 1981; Gonzilez 1983; Carrillo 1985;Alvarez 1987; Magnaval, 1995, ). En estos
estudios, Tongson & Dayrit en 1973 probaron la efectividad del tetramisol sobre las larvas
somdticas de 7. canis en ratas blancas, encontrando resultados estadisticamente
significativos al utilizar una dosis de 10 mg/kg de peso; Holt er al. en 1981 probaron varios
benzimidazoles { mebendazol, oxfendazol, albendazol y febendazol ) ademas de piperazina
y DEC, contra la infeccién de T canis en ratones; no encontrando resultados significativos
con ninguno de los firmacos mencionados; Gonzilez en 1983 probd la eficacia del
nitroscanate a una dosis de 25 mg/kg de peso en ratones albinos no encontrando resultados
estadisticamente significativos; Carmritlo en 1985 evalué la eficacia de la DEC a dosis de 50
mg/kg de peso durante 10 dias, obteniendo resultados significativos. Alvarez en 1987
evalud la eficacia de la ivermectina utilizando una dosis de 200 mcg/kg de peso obteniendo
resultados significativos. Por otro lade Magnaval en 1995 comparé la eficacia de la DEC y
del mebendazol para el tratamiento de la toxocariasis humana, observando que el
mebendazol es mas eficaz que la DEC por disminuir la presentacion de los signos clinicos
presentes en la toxocariasis, asi como la cinética de los conteos eosinofilicos y de las

concentraciones de la IgE especifica.
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ora probados, ha demostrado ser
efectivo de manera concluyente; por lo que se sigue recomendando la utilizacion de
este tipo de antihelminticos en combinacién con antihistaminicos, corticosteroides y
broncodilatadores. Se recomienda la destruccion de la larva por fotocoagulacién cuando es

visible en el ojo y esta ubicada en un lugar favorable.

MOXIDECTINA

Este producto fue sintetizado en 1990 en Japén. Es un derivado semisintético de la
nemadectina, que es un anillo lactona macrociclico producido por la fermentacion de
Streptomyces cyanogriseu. El grupo de las lactonas macrociclicas presenta caracteristicas
quimicas parecidas a los antibiSticos, pero son muy activas contra nemétodos y artropodos
a dosis muy bajas. Las formas comerciales de la moxidectina se producen para su
aplicaciéon por via oral, intramuscular, subcutinea y tdpica. Su estructura quimica se
relaciona con la milbemicina y avermectinas { figura 4 ), con las que comparte no solo la
similitud en su molécula sino ademads su farmacocinética y tipo de absorcion ( Gardner &

Besier, 1997; Sumano & Ocampo, 1997 ).
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Figura 4.- Formula estructural de la moxidectina { Sumano & Ocampo, 1997 ).

FARMACOCINETICA

Es muy similar para todo el grupo de lactonas macrociclicas, estimula la liberacion
del dcido gamaminobutirico ( GABA ) del parésito, que ticne efectos de neurotransmisor
inhibitorio de los estimulos nerviosos en la placa neuromuscular. Esta inhibicion, ocasiona
parilisis e incluso la muerte del parasito y puede afectar la produccién de huevos de éste;
como estos quimicos no son usados para la transmisién nerviosa por los vertebrados, las

lactonas macrociclicas tienen poca toxicidad para ellos ( Sumano & Ocampo, 1997 ).
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El farmaco es liposoluble y se absorbe por todas las vias, se distribuye ampliamente
en los tejidos, acumulindose sobre todo en la luz intestinal por eliminacion biliar, en grasa
y piel, lo que permite su uso como acaricida con excelentes resultados. La vida media en
bovinos es de 9 a 11 dias en promedio, con un efecto residual de tres semanas ( Sumano &

Ocampo, 1997).

EXCRECION

Independientemente de la via de administracién, ¢l medicamento se elimina por
bilis, por lo que se detectan grandes cantidades en heces, aunque también se excreta por

orina y leche.

USOS Y DOSIS

Las dosis recomendadas para bovinos v ovinos es de 200 a 300 pg/Kg. por via
subcutdnea, pero las vias de administracion pueden ser muy variadas Tiene efecto contra
parasitos adultos y estados inmaduros de muchos nemétedos entre los que se incluyen
( Gardner & Besier, 1997; Sumano & Ocampo, 1997 ):

. Ostertagia ostertagi — Adultos vy L4

. Haemonchus placei — Adultos
. Haemonchus contortus — Adultos y L4
. Trichostrongylus axei— Adultos
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Trichostronaylus colu

hriformis — Adultos
Cooperia oncophora — Adultos
Cooperia punctata — Adultos
Bunostomun phlebotomun - Adultos
Oesophagostomunradiatum — Adultos
Nematodirus helvetianus — Adultos
Dictyocaulus viviparus — Adultos y L4
Strongylus vulgaris — Adultos y L4/L5
Strongylus vulgaris — Adultos
Strongylus edentatus — Adultos
Triodontophorus serratus — Adultos
Cyathostomum spp — Adultos
Cylicostephanus spp — Adultos
Gyalocephalus capitatus — Adultos
Parascaris equorum — Adultos y L4
Oxyuris equi — Adultos y L4
Trichostrongylus axei — Adultos
Habronema muscae — Adultos

Gasterophilus intestinaiis — Adultos
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La toxocariasis es una zoonosis parasitaria causada por la infestacién con larvas
de Toxocara canis, el parasito mas comin de los perros. Ademas de los dos sindromes
bien identificados que son larva migrans visceral ( LMV ) y larva migrans ocular
( LMO ), estudios recientes ( Glickman et al., 1987; Taylor ef al.,1988; Magnaval, 1993
citados por Magnaval, 1994 ), sugieren que la enfermedad frecuentemente asume las
caracteristicas de un sindrome que comprende debilidad crénica, dolor abdominal,
varios signos de alergia y eosinofilia. Ademis la toxocariasis ha sido propuesta como
posible etiologia de varios sindromes neurolégicos ( Glickman & Shofer, 1987 ).

Debido a la imposibilidad de poder realizar estudios experimentales en humanos,
se ha tenido la necesidad de realizarlos en modelos animales, que desarrollen un patrén
de infestacién similar al que ocurre en los seres humanos con la finalidad de poder
traspolar los resuitados obtenidos de esos estudios, con lo que ocurre en el hombre.

El tratamiento de esta enfermedad es un aspecto que poco se ha podido evaluar
en seres humanos, debido a la dificultad que implica el encontrar grandes grupos de
pacientes que muestren signos clinicos que sugieran la enfermedad, y porque adn
cuando se cuente con estos, los protocolos experimentales se limitan iinicamente a
evaluar la signologia ( Magnaval, 1995 ). Se han utilizado modelos experimentales para
poder evaluar firmacos que tengan efecto sobre las larvas de T. canis, sin embargo, en

esos modelos no se han podido reproducir los dos sindromes que producen las larvas de

27

Ve
il

-
ALl wii wi o - e



T. canis | En este contexto los jerbos han sido utilizads:
los que se reproduce la toxocariasis ocular y sistémica ( Alba.1999, 2000 ).

Entre los fairmacos que se han evaluado contra este parasito se encuentran: el
tetramisol, los benzimidazoles ( mebendazol, oxfendazol, albendazol y febendazol ),
ademas de la piperazina y dietilcarbamacina ( DEC ), ivermectina y el nitroscanate
{ Tongson & Dayrit, 1973; Holt ef al., 1981, Gonzalez 1983; Carrillo 1985;Alvarez
1987, Magnaval, 1995, )

La moxidectina, fairmaco perteneciente al grupo de las lactonas macrociclicas ha
mostrado tener una eficacia de mas del 90% para parasitos adultos de la familia
ascaridae y de un 75 a 89% contra las larvas y huevos de ascarideos en rumiantes, de
mas del 90% contra las larvas y huevos de ascaris de equinos, perros y gatos y de un 75
a 89% contra las larvas y huevos de ascaris en sninos. Debido a estos porcentajes de
eficacia se decidid evaluar este producto como tratamiento experimental para la
toxocariasis a dosis de 300pg/kg de pv. ( Sumano & Ocampo, 1997 ).

Por otro lado, no existen estudios en los cuales, ademas de evaluar al farmaco
mediante la recuperacion de larvas de animales infectados experimentalmente o de la
evaluacion a partir de la eliminacién de los signos clinicos se evalilen también la
evolucion de las lesiones histopatologicas causadas por la migracion larvaria. Esto nos
permitira, conocer la condicion evolutiva de las lesiones histopatologicas en los 6rganos
afectados una vez que se ha aplicado un tratamiento, asi mismo permitird establecer si
el tratamiento modifica la evolucion de dichas lesiones, haciendo que éstas se eliminen

mediante un proceso de regeneracion o reparacion mas rapida, o si no ocurren efectos y
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las lesiones se mantienen en log Grganos, Por lo anterior en este trabajo se realizd
evaluacidn de las lesiones causadas por las larvas de T. canis en jerbos ( Meriones
unguiculatus ) infectados experimentalmente después de aplicar un tratamiento a base

de moxidectina, ademas de evaluarlo mediante la recuperacidn de larvas a partir de Ia

digestiones artificiales de diferentes 6rganos.
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OBJETIVO GENERAL:

e Contribuir al estudio sobre la patologia de la infeccién causada por larvas de Toxocara
canis y utilizar a al jerbo { Meriones unguicularus') como modelo experimental, para

evaluar la eficacia de ia moxidectina como tratamiento de la toxocariasis.

OBIETIVOS ESPECIFICOS:

a) Estudiar las lesiones histopatolégicas de los tejidos afectados por larvas de Toxocara

canis, en jerbos sin tratamiento.

b) Estudiar las lesiones histopatologicas de los tejidos afectados por larvas de Toxocara

eanis, en jerbos con tratamiento.

¢) Realizar una comparacién de las lesiones observadas en los diferentes tejidos afectados

por larvas de Toxocara canis, en jerbos con y sin tratamiento de moxidectina:
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Lugar de Realizacién

. Laboratorio de Parasitologia de la Seccién de Ciencias de la Salud Animal de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM,
. Laboratoric No, 2 del Departamento de Genética y Biologia Molecular dei Centro

de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional,

Animales experimentales

Para este estudio se utilizaron jerbos ( Meriones unguiculatus ) machos de entre 60
y 90 dias de edad, los cuales fueron donados por el Departamento de Genética y Biologia
Molecular del Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados del I.P.N. Los animales
fueron mantenidos bajo las condiciones del bioterio de dicha institucion, con una
alimentacién, a partir de alimento comercial equilibrado para roedores y agua purificada
ad libitum, procurando una temperatura ambiente de 30 °C y una relacion de luz-obscuridad

de 50:50.

Obtenciin y embrionacién de buevos de T. canis

Se recolectaron pardsitos adultos de 7. canis a partir del intestino delgado de

cachorros infestados de entre uno y tres meses de edad, los cuales fueron sacrificados en el
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Centro Antirtdbico de Cuautitisn, Edo. de Méxica. Las hembras de T, canis fueron aisladas
de los machos y colocadas en cajas de Petri con solucion amortiguadora de fosfato ( PBS ),
para realizar la diseccién del vitero y obtener el mayor nimero de huevos posible, mediante
el empleo de un colador fino se eliminaron los restos del pardsito. Los huevos se
sometieron a varios lavados con PBS mediante centrifugacion a una velocidad de 600 x g
durante 5 minutos para eliminar el exceso de contaminantes mediante decantacion, el
botén de huevos sedimentados fue resuspendido en formol al 2% en PBS y colocados en
cajas de Petri estériles para ser incubados en una estufa bacteriolégica, a una temperatura
de entre 20 y 22 °C durante 28 dias. Pasado este tiempo se realizd una observacién con
microscopio compuesto, con la finalidad de verificar su viabilidad. Para la estimacién de
huevos en el inoculo, la suspensién de huevos obtenida fue agitada vigorosamente, e
inmediatamente se tomo una muestra de 50 pl con una micropipeta. Dicha muestra fue
colocada en un portaobjetos y se observo al microscopio para contar el niimero de huevos
larvados de 7. canis { hltc ). Los muestreos fueron repetidos tres veces mds para poder
obtener un promedio. Justo antes de la inoculacién, la suspension se lavo para dejarla libre

de PBS formolado y resuspenderla en PBS. El inoculo se concentr6 a 2500 huevos por ml,

aplicando 0.4 ml de la suspension ( 1000 hltc ), por via oral a cada uno de fos jerbos.

Medicamentos.

. Cydectin ( Moxidectina ) a una dosis de 300 pg/kg de peso vivo { pv ).

. Flagyl ( Metronidazol } suspension a una dosis de 50 mg/kg de peso durante 3 dias.
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Protocolo exnerimental;

Se utilizaron 70 jerbos, los cuales fueron desparasitados con 50 mg/kg pv. de

metronidazol, durante tres dias por via intragastrica con una sonda de 3 mm de didmetro,

con la finalidad de eliminar posibles protozoarios comensales como Entamoeba muris,

dejandolos descansar durante 15 dias antes de ser utilizados. Posteriormente, los 70 jerbos

fueron divididos en 14 grupos de 5 animales cada uno, a excepcion de los grupos 8 y 12, en

los cuales se trabajé con cuatro animales debido a la muerte de un jerbo en cada grupo. El

manejo de los grupos para el experimento se observa en el cuadro mimero 1.

Cuadro 1.- Manejo al que fueron sometidos los jerbos para el desarrollo del experimento

No. de Grupo Cantidad de Inoculo Dia de Tratamicnto Tipo de Tratamiento Dia de Sacrificio
GRUPOIC 1000 hitc 2 dias p.i. Placebo 12 dias p.i.
GRUPO 2E 1000 hlte 2 dias pi. Moxidectina 12 dias p.i.
GRUPO 3C 1000 hitc 2 dias pi. Placebo 27 dias p.i.
GRUPO 4E 7000 bhe 3 dias pi. Moxidecting 27 dias pi.
GRUPO 5C 1000 hitc 15 dias p.i. Placebo 25 dias p.i.
GRUPO 6E 1000 hitc 15 dias pa. Moxdectina 35 dtas p..
GRUPO 7C 1000 hlic 15 dias p.i. PMacebo 40 dias p.i.
GRUPO 8E 1000 hlic 15 dias p.i. Moxidectina 40 dias p.i.
GRUPO 9C 1000 Hte 60 dizs p.i.. Placebo 70 dizs pi.

GRUPO 10E 1004 hitc 60 dias p.i. Moxidecting 70 dizs p..

GRUPO 11C 1000 hitc 60 dias p.i. Placeho 85 das p.i.

GRUPO 12E 1000 hite 60 dias p.i. Moxidectina 85 dias p.i.
GRUPO 13 1000 hltc 60 dias p.i. Moxidectina 10 dias p.i.
GRUPO i4 1000 hitc 60 dias p.i. Moxidectina 25 dias p.i.
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Dwurante el sacrificio se colectaren de cada uno de log jerbos

<

pulmén, cerebro y ojos; la mitad de cada uno de los érganos impares y uno de los érganos
pares se destind para digestion artificial, utilizando pepsina-HCI al 1%. Cada uno de os
Organos fue macerado y transferidos a tubos de ensayo conteniendo 12 ml de una solucién
de pepsina-HCl al 1% dejandolos incubar a 37 °C durante 18 hrs, Una vez transcurrido este
tiempo el tubo conteniendo el tejido digerido se agitd vigorosamente y después los tubos se
centrifugaron a una velocidad de 600 X g durante 3 minutos para eliminar la solucién de
pepsina-HCl al 1%. Los dérganos digeridos fueron resuspendidos con agua destilada para
realizar un lavado, volviendo a centrifugar la suspension eliminando el sobrenadante y
adicionando de 4-5 ml de PBS formolado al 10% como conservador. La cuantificacién del
numero total de larvas de cada uno de los drganos digeridos fue realizada mediante la
estimacion del mimero de larvas contenidas en 100 o 200 pul de la suspensién del digerido,
colocando €stos en un portaobjetos y observandolos al microscopio.

La mitad restante de cada organo impar y el otro organo par fueron fijados en
formol al 10%, cada una de las muestras sufrié un proceso de deshidratacién con alcoholes
de menor a mayor concentracion, aclaramiento mediante el uso de xilol ¥ una infiltracion
con parafina; posteriormente las muestras de cada uno de los jerbos previamente
identificadas fueron incluidas en parafina, se cortaron en micrétomo, a un grosor de 4-5

micras; obteniendo 10 cortes seriados de cada uno y se tifieron hematoxilina-eosina.
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ANALISIS ESTADISTICO

Con el objetivo de comparar los valores obtenidos en cuanto al nimero total de
larvas recuperadas entre los grupos, el nimero de larvas recuperadas en cada 6rgano en
cada grupo y hacer una comparacién del nimero de larvas recuperadas en los diferentes
organos se utilizaron una prueba de andlisis de varianza { ANOVA ) y una prucba t para
dos muestras suponiendo varianzas iguales utilizando un nivel de confianza de p < (.05, la
cual realizz una prueba de t de Student ( Wayne, 1982 ), utilizando el programa de
Microsoft Excel.

Asi mismo, para evaluar la eficacia de la moxidectina se utilizo la siguiente férmula

( Soulsby, 1988 ):

8-5 ¥ 100 = % eficacia

Donde a = No. de parasitos del lote testigo.

b = No. de parasitos del lote tratado.
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RESULTADOS

CINETICA DE MIGRACION DE LARVAS DE 7. CANIS EN JERBOS

TRATADOS EN DIFERENTES PERIODOS DE TIEMPO.

La cinética de migracion se evalué contando el nimero total de larvas
recuperadas después de una digestion artificial en los tres grupos inoculados y tratados a
los 2, 15 y 60 dias p.i., los resultados se presentan en el cuadro 2 y gréfica 1.

Los resultados obtenidos mostraron que, la cinética de migracion en los
diferentes 6rganos guardé mucha similitud a lo largo de todo el experimento, tanto para
los grupos experimentales como para los testigo.

El 6rgano en donde se recuperd €l mayor mimero de larvas fue el cerebro, €l cual
mostré dos picos en la recuperacién de larvas a los dias 40 y 85 p.i., grupos 7C y 11C
respectivamente; con dos descensos muy marcados en los dias 25 y 70, grupos 6E y
10E. El orden de los érganos en que se recuperaron la mayor cantidad de larvas después
del cerebro correspondi¢ a pulmones, rifiones, higados y ojos; mostrando los mismos
picos y periodos de descenso en el mimero de larvas recuperadas, a los 25 dias p.i. y a

los 70 dias p.i., en los grupos 6E y 10E respectivamente { cuadro 2 y grafica 1 ).
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Cuadro 2.- Namero de larvas recuperadas en diferentes drganos de jerbos infectados experimentalmente con 1000 huevos larvados de T, :anis,

tratados a los 2, 15 y 60 dias p.i.

N.T.= No tratado ( grupo testigo )

NUMERO DE_ | TRATAMIENTO | SACRIEICIO "

P (DIAS pi.) (DIAS pi.) PULMONES | HIGADOS RINONES CEREBROS 0Jos TOTAL
GRUPO IC NT. 12 dlas p.i. 96 172 416 1326 1.4 2584
GRUPO 2E 2 dias p.i. 12 dias p.i 296 26 41 122.6 11 23029
GRUPO 3C NT. 27 dlss p.i. 546 366 50.6 92 88 2426
GRUPO 4E 2dias pi. 27 dlas p.h 54.8 2906 45 76.4 6.4 2122
GRUFO 5C NT. 25 dias p.i. 582 412 24.8 64 9.8 195
GRUPO 6E 15 dlas p.i. 25 dias p.i. 444 64 kL] 352 34 131.4
GRUPO 1C N.T. 40 dias pi, 59.4 174 ug 1518 104 2938
GRUPQ 8E 15 dias p.i. 40 diss p.i. 5075 19.25 53.75 136 11 270.75
GRUPO9C N.T. 70 dies p.i. 338 16.6 416 1142 iz4 218.6 .
GRUPC 10E 60 dias p.l, 70 dias p.J. 204 11 26 99.6 9.2 166.2
GRUPOD 1IC NT. 85 dlas p.b. 124 24.6 43 131 12.2 2412
GRUPO 12E 80 dias p.t, 85 dias p.i. 26 20.75 0.5 9 8.5 178.75
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Grifica 1.- Cinética de migracién de larvas de 7. canis en jerbos infectados experimentalmente con 1000 huevos larvados de T. canis, tratados a los

2, 15y 60 dias p.i.
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Para determinar si existian diferencias entre el mimero de larvas recuperadas en los
grupos inoculados con hltc y no tratados, contra grupos incculados y tratados con
moxidectina, se compararon dichas cantidades sometiendo los resultados obtenidos de los
conteos larvarios a un andlisis de varianza y una prueba T..

Los resultados obtenidos a partir de las digestiones artificiales indicaron que en los
grupos cxperimentales se observd de manera general una disminucién en el numero de
larvas recobradas a partir de los cinco dérganos utilizados para el trabajo { pulmén, higado,
rifiones, cerebro y ojos ), en comparacién con el mimero de larvas recobradas de los
drganos de los grupos testigo ( cuadre 3 ). No se recobraron larvas en ninguno de los
drganos de los animales de los grupos a los que sclo se les administré tratamiento con
moxidectina (13 y 14 ).

En los grupos 1C y 2E, se observd que la cantidad de larvas totales recobradas de
los animales tratados fue menor que el ndmero observado en los jerbos testigo; sin
embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa { p > 0.05 ). La distribucion
promedio de larvas en los 6rganos, resultd ser practicamente igual tanto en los pulmones
como en ojos de ambos grupos de animales ( cuadro 3 y grafica 2 ). En los grupos 3C y 4E
se observ6 la misma tendencia que en los grupos anteriores ( cuadro 3 y grafica 2 ); sin
embargo, tampoco se presentaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05 ).

En los grupos 5C y 6E se observé que la cantidad total de larvas recobradas de los
jerbos tratados fue menor que la cantidad recobrada de los jerbos testigo ( cuadro 3 y

grafica 3 ), dicha diferencia fue estadisticamente significativa { p < 0.05 ). Asi mismo, al
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analisis estadistico para el ni uno ae los
organos solo en los higados y cerebros se mostraron diferencias estadisticas significativas
{ p <0.05). Dentro de los grupos 7C y 8E, se observé una disminucién en el promedio de
larvas totales recobradas de los jerbos tratados, comparandolo con ¢l promedio obtenido de
los animales testigo, sin embargo, esta diferencia no fue significativa para el nimero de
larvas totales ( p > 0.05 ), y para cada uno de los érganos solo se observd diferencia
estadistica en los higados ( cuadro 3 y grafica 3 ). El nimero de larvas en los rifiones de
los animales de los grupos 6E y 8E fue mayor en comparacidn con los grupos 5C y 7C,
siendo estadisticamente significativa ( p < 0.05).

En el cuadro 3 y grafica 4 se compara el mimero de larvas recobradas a partir de los
grupos 9C y 10E, observindose la misma tendencia de disminucion en la cantidad de
larvas recobradas en el grupo tratado en comparacién con el grupo testigo, esta diferencia
fue estadisticamente significativa ( p < 0.05 ) tanto para el conteo total de larvas, como para
pulmones, rifiones y ojos.

En los gnipos 11C y 12E, se siguié observando que el promedio de larvas totales
recobradas de los jerbos tratados comparando con el promedio obtenido de los animales
control fue menor, sin embargo, la disminucién no resulto ser significativa para el nimero

de larvas totales ( p < 0.05 ), pero si para la cantidad de larvas recobrada a partir de los ojos

( cuadro 3 y grafica 4 ).
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Cuadro 3.- Nimero de larvas de 7. canis recuperadas en diferentes érganos de jerbos inoculados con 1000 huevos larvados de T canis y tratados con 300 pg/kg

pv de moxidectina, en el que se observan los grupes que maestraron diferencias estadisticamente significativas.
N.T.# No tratado ( grupo testigo )

a = no presentan diferencia ( ANOVA y Prueba T')
b = presentan diferencia { ANOVA y Prueba T)

NUMERO DE| Dia DE TRATAMIENTO| DIA DE SACRIFICIO LARVAS RECOBRADAS TOTAL DE LARVAS POR
GRUPO Dias pi. Dias p.i. PULMONES| HIGADOS | RINONES |CEREBROS| 0JOS JERBO
GRUPO 1C N.T. 12 dias pi. 206459 |a72021.50 47601730 | B2 | 1140360 | 258.44144.000
GRUPO 2 2 dias pi. 12diaspi.  [206+-1660[ 26+-1830 | ateit1me | 1220 qquigge 230.2+/-41.2%
GRUPO ¢ N.T. 2 dlaspl. | 54.6+-18.9°| 36.6+-3.9% | 50.6+-24.8 |- 02+/370 | B.B+/3.40 242.6+/-37.5%
GRUPO 4€ 2 dias p.i. 27diaspi.  |54.8+%-28.3¢| 206+-8.5° | 45411500 |78.4+-2320| 6441520 212.2+65.4°
GRUPO 5C NT. 25dlaspi.  |58.2+-40.8|41.2+.12.6%| 248470 | asr1020 | 9845 198+/-49.9°
GRUPO 6E 15 dias p.i. 25 dias p.i. 44.4+1-22.1%| 16.4+/-17.4°| 30+/-14.3° |35.2+/-18.0°} S.4+-1.7* 125.4+/-19.7%
GRUPO 7C N.T. 40 dias pJ. 50.4+/-11.5¢ | 37.4+/8.6" | 34.84L.7.7° ‘g‘{g?" 10.4+/-1.52 203.8+/-79.70
GRUPO 8E 15 dias pi, a0disspi | 50.6+-26.10] 19.3+4.16.9°| 53.8+4/-15.4%| 136+1-30.7° | 11+/4.80 270.84+/28.14
GRUPO 9C N.T. 70 dias pli. 33.8+5.40 | 16.6+-1090| 4160030 | 1IEZ 1 2400 218.6+-20.4%
GRUPO 10E| 80 dlas pi. 70dlaspl.  |204+-12.3°| 11411230 | 26+/156° |09.6+-26.50| 9.2+/2.1° 166.2+/-53.6°
GRUPO 11C NT. 85diaspl.  |32.4+-11.3°[ 24641490 434790 | 131474520 | 12241380 | 243.24/60.41%
GRUPO 12E|  60dfas pi. 85 dlas pll. 26+/.6.4% |208+-17.4|30.5+-13.70 | 93+15480 | 8.54r1.9° 178.8+1-89.8°




Para medir la eficacia de la moxidectina, se compard el mimero de larvas recuneradas en
los grupos inoculados con hitc y no tratados ( grupos testigo ) contra grupos inoculados y tratados
con moxidectina ( grupos experimentales ). La eficacia de la moxidectina en los diferentes grupos
se presenta en el cuadro 4.

Cuadro 4.- Porcentaje de eficacia de la moxidectina a dosis de 300 pg/kg pv en jerbos noculados con
1000 huevos larvados de T, canis.

N.T.=No tratado ( grupo testigo )

DIA DE DIA DE PORCENTAJE
No. DE GRUPOS | TR ATAMIENTO | SACRIFICIO ( pi.) | DE EFICACIA
1C NT. 12 10.9
xE 2 dias p.i. 12 '
iC N.T. 27
4C 2 dias p.i. 27 2
5C N.T. 25
6E 15 dias p.i. 25 36.7
7C N.T. 40 7.8
8E 15 dias p.i. 40 i
9C N.T. 70 24
10E 60 dias p.i 70
11C N.T. 85
12E 60 dias p.i. 85 262
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Grafica 2.- Nomero de larvas recuperadas en diferentes érganos de jerbos infectados experimentalmente con 1000 huevos larvados de T.
canis, tratados a los 2 dias p.i. con 300 pig de moxidectina por kg de peso y sacrificados a los 12 dias p.i. { grupos 1C y 2E } y a los 27 dias
p.i. { grupes 3C y 4E ).
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Grafica 3.- Namero de larvas recuperadas en diferentes 6rganos de jerbos infectados experimentalmente con 1000 huevos larvados de T,
canis, tratados a los 15 dias p.i. con 300 pg de moxidectina por kg de peso y sacrificados a los 25 dias p.i. (grupos SCy6E)y
a los 40 dias p.i. { grupos 7C y 8E ).
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Griafica 4.- Namero de larvas recuperadas en diferentes 6rganos de jerbos infectados experimentalmente con 1000 huevos larvados de T.

canis, tratados a los 60 dias p.i. con 300 ug de moxidectina por kg de peso y sacrificados a los 60 dias p.i. ( grupos 9C y 10E ) y a los 85 dias
p.i. (grupos 11Cy 12E).




Lesiones macroscapicas presentes en higado, pulmén, rifidn y cerebro de los jerbos

Las lesiones macroscopicas mas importantes observadas durante la necropsia ¢n los
14 grupos utilizados en el experimento se resumen en el cuadro 5. En los érganos de los
jerbos tratados a los 2 dias p.i y sacrificados a los 12 dias p.i. se presemtaron de manera
notoria algunos cambios vasculares, observéndose congestién y hemorragias de algunos
organos, siendo los mas afectados los pulmones y el cerebro. Asi mismo, se presentaron
pequefios puntos blancos que sobresalian de la superficie ( 1-3 mm @ ), los rifiones fueron
los drganos més afectados seguidos por los pulmones.

En los drganos de los grupos 3C y 4E las lesiones observadas se presentaron de
manera similar a los grupos 1C y 2E; solo que en los grupos 3C y 4E, la intensidad en
cuanto a nimero, tamafio y distribucién fue mayor en los jerbos del grupo 3C, que en los
jerbos del grupo 4E; incluso en los pulmones de los jerbos del grupo 3C los puntos blancos
comenzaron a confluir dando la apariencia de consolidacién pulmenar en un 30%.

En los organos de los grupos 5C a 8E, tratados a los 15 dias p.i, los puntos blancos
en la superficie fueron mas intensos en cuanto nimero y tamafio ( 3 mm @ ), que en los
organos de los grupos iratados a los 2 dias p.i.; siendo mas notorios por su tamafio en
pulmones y rifiones. En los pulmones los puntos blancos siguieron aumentando de tamafio
y confluyendo dando una consistencia solida a los drganos de mas del 40%; las petequias
tendieron a crecer pasando por equimosis hasta llegar a sufusiones estructurando lesiones
difusas de color rojo intenso de forma y tamaiio variable que en ocasiones abarcaba mis del
4(0% del 6rgano. Por observacion directa estas lesiones se mostraron de manera més intensa

en los jerbos tratados del grupo 6E que en los jerbos testigo del grupo 5C; a diferencia de
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los grupos 7C v SE en los que las lesiones fueron mas severas en los organos del grupo
control que en los del grupo experimental,

En los grupas del 9C a 12E, las lesiones macroscopicas observadas en los drganos
mostraron de manera general una reduccién en el tamafio de los puntos blancos
(0.5 mm @), sin embargo, se mostraron més intensas en cuanto a nimero y distribucién en
los 6rganos de los jerbos testigo que en los jerbos experimentales.

En los grupos 13 y 14 que sirvieron como grupo testigo al efecto del tratamiento no

se observaron cambios patolégicos aparentes.

Cuadro 5.- Lesiones macroscépicas encontradas a la necropsia en jerbos inoculados con 1000 huevos
larvados de T. canis y tratados con 300 pg/kg pv de moxidectina. Los nimeros del ¢ al 5, indican el

namero de jerbos de cada grupo que presentaron la lesion.

LESIONES MACROSCOPICAS
PULMONES HIGADOS RINONES | CEREBROS
e Q = z
z 5] [ ]
= g L 5 2(2lphe 8 AR 2 w@| e 3 g 5 g
o 23 X ElS|Z8ieels|ElE| Q |ao|laolws| E
23 E2 | 92 |2l|3|8EgS)e|al & |Se|se|eq| 8|8
£ 3 nd (2R3 (32|82 (23(323 e2| €| ¢
2 o a sle|IB*Blz|a|g|a |“®|%@ G| a| 8
< < © 3 e T Zol | =
8 fa]
ic N.T. 12diaspi. | 0 5 3 2 010 2 1 4 5 0 3 1]
2E | 2diasp) | 12daspi. | 0 | 5 13 | 3 0] 0] 0 [ 015 0 i 0 0
3C N.T. 27diaspi. | 2 5131 4 1 3 0 0 3 5 0 3 0
4E | 2diasp.i. | 27 diaspd. [ 2 5 3 1 0 0 1] 2 5 5 0 0 0
5C N.T. 25diasp.i. | 2 512 4 1 0 3 2 5 5 0 3 0
6E | 15 dias p.i-t 25diasp.i [ 0 5 2 3 0 0 (] 5 1 5 0 3 2
7C N.T, 40diasp.i. | 3 5 1 4 0 o] 2 1 2 5 1 5 1
8E |15diaspi| 40diaspi. ¢+ 2 [ 3 | 0 | 4 [ 2 1 1 0 3 4 0 4 0
ocC N.T. J0diaspi. § 5 | 3 |10 [ 4 1 1 3 0 2 5 2 5 3
10E (60 diasp.i.| 70dlaspi. | 2 | 0 | O 51 0] 0 s 0 4 5 3 3 0
11C N.T. 8odiaspi. | 5 | 3 1 5100 1 0 4 5 5 5 1
12E } 60 diasp.i| 85diaspi. [ 2 | O 1 4 1 0 2 0 2 5 2 5 0
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Lesiones microsednicas presentes en pulmén de los jerbos.

Las lesiones microscépicas observadas en los animales se presentan en el cuadro 6.
A nivel pulmonar, se observé durante el desarrollo del experimento la presencia de zonas
con caracteristicas de inflamacton aguda que variaron en cuanto a distribucién; constituidas
por un infiltrado de neutréfilos y eosindfilos, que en ocasiones llegaron a presentar cortes
de larvas ( Fotografia 1 ). En la forma cronica se observaron lesiones granulomatosas,
constituidas por fibroblastos, linfocitos, macréfagos activados, algunos neutréfilos y
cosindfilos, en algunos casos con la presencia de cortes de larvas ( Fotografia 2 ) o de hlc,
los cuales variaron en cuanto a cantidad. En los grupos 1C al 9C, se observé la presencia de
neumonia tanto intersticial como exudativa con neutrdfilos, eosindfilos y macréfagos
activados, que variaron ¢n cuanto a distribucion y cantidad de infiltrado; en los grupos 10E
al 12E la neumonia de tipo exudativa no se present, y solo se observd neumonia de tipo
intersticial en algunos casos.

Asf mismo, se presentaron de manera indistinta en algunos de los grupos, zonas con
procesos de cicatrizacion constituidas por fibroblastos, tejido conectivo y por macroéfagos
con hemosiderina en su interior. También se present6 en todos los grupos un aumento de
tejido linfoide asociado a los bronquios, infiltrado inflamatorio intrabronquial constituido
principalmente por neutréfilos y eosindfilos, incluso algunos cortes permitieron evidenciar
la presencia de un fragmento larvario rodeado por neutréfilos y eos_inéﬁlos dentro de la luz
bronquial ( Fotografia 3 ). Se observé, ademés vasculitis con polimorfonucleares, estas
lesiones fueron disminuyendo en cuanto a numero y distribucién en los grupos hacia la

finalizacién del experimento.
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Lesiones microscanicas presentes en higados de los jerhos.

Las lesiones microscdpicas observadas en los animales se presentan en el cuadro 6.
A nivel hepitico también se observé durante todo el transcurso del experimento, a
excepcion de los ultimos dos grupos, la presencia tanto de lesiones agudas constituidas por
un infiltrado a base de neutrdfilos y eosindfilos, que en ocasiones llegaron a presentar
cortes de larvas ( Fotografia 4 ), asi como crénicas constituidas por fibroblastos, linfocitos,
macréfagos activados, algunos neutrdfilos y eosindfilos, y en algunos casos con cortes
larvarios, las cuales mostraron mayor infiltrado y distribucién en los grupos 2E, 4E y 6E
que en los animales testigo 1C, 3C y 5C; asi mismo se presentaron lesiones cronicas
{ granulomas y abscesos ) en todos los grupos a excepcién de los grupos 9C y 12E. Del
mismo modo se presentd durante todo el experimento degeneracién de tipo vacuolar y
albuminosa, se mantuvo constante la presencia de poliploidia y de focos de reparacion
durante todo el experimento. También se presenté necrosis focal con infiltrado a base de
polimorfonucleares y macréfagos, proliferacion de canaliculos biliares, los cuales solo se
observaron del grupo 1C al 8E. Asi mismo la presencia de focos reparacién se torno mds

abundante a partir del grupo mimero 7C ( Fotografia 5 ).

Lesiones microscopicas presentes en rifiones de los jerbos.

Las lesiones microscdpicas observadas en los rifiones se presentan en el cuadro 6.
En los rifiones la mayoria de las lesiones se presentaron constantes durante todo el

experimento, se observd glomerulitis y lesiones crdnicas con neutrdfilos, eosindfilos y
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macrdfagos ( fotografia 6 ) desde el inicin del experimento: siendo estas Wltimas escasas o
ausentes solo en los primeros dos grupos v en los dos fltimos. Las lesiones de tipo agudo
presentaron infiltrado celular de neutrdfilos y eosin6filos, ocasionalmente contenian cortes
de larvas. A las lesiones cronicas se les sumaban fibrocitos como parte de los
constituyentes celulares y en ocasiones polimorfonucleares en el centro de la lesion al igual
que cortes de larvas ( Fotografia 7 ), hacia la parte final del experimento predomind este
tipo de lesiones. A lo largo del experimento se observd de manera indistinta necrosis
glomerular y en algunos casos serositis cortical, la cual se manifestaba como lesiones
granulomatosas que contenian en su interior cortes de larvas, asi como granulomas en grasa
perirenal conteniendo cortes larvarios ( Fotografia 8 ). Ya hacia el final del experimento en
los grupos 9C al 12E se observaron depresiones superficiales asociadas con tejido fibroso,
macréfagos con hemosiderina y en ocasiones hemorragias. Asi mismo en los ultimos

grupos 9C, 11C y 12E se presentaron pequefios focos de nefritis intersticial.

Lesiones microscipicas presentes en cerebros de los jerbos.

Las lesiones microscopicas observadas en los animales se presentan en el cuadro 6.
En los cerebros de los primeros cuatro grupos, no se observaron cambios patolégicos
aparentes, pero si se detectaron larvas sin ninguna respuesta inflamatoria en diferentes
partes del encéfalo y cerebelo { Fotografia 9 ); sin embargo, se llegd a presentar la
interrupcion de la continuidad anatdmica de la capa granulomatosa del cerebelo por una
proliferacion de células gliales conteniendo en su interior una larva degenerada

( Fotografia 10 }. A partir del grupo 5C se hicieron evidentes manguitos perivasculares y
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zonas en degeneracién las cuales fueron aumentando en niimero v distribucién, siendo estas
caracteristicas menores en los grupos 5C y 6E, en los grupos 7C al 10E se presentaron en
mayor cantidad, y en los grupos 11C y 12E la cantidad aumenté confluyendo en algunas
zonas, ocasionando la presencia de zonas en degeneracion de tamafio variable; algunas de
las cuales se encontraron asociadas con cortes larvarios ( Fotografia 11 ). Asi mismo, se
continvaron detectando cortes de larvas sin ningln tipo de respuesta, incluso se llegaron a
encontrar cortes de larvas dentro de la luz de un vaso sanguineo sin repuesta inflamatoria
alrededor ( Fotografia 12 ), también se encontraron en las mismas condiciones cortes de

larvas en el espacio intercerebelar y en las meninges.
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Fotografia 1.-

Fotografia 2.-

Fotografia 3.-

Fotografia 4.-

Corte histolégico de pulmén de jerbo inoculado con 1000 hitc. tratado
con moxidectina a los 2 dfas p.i. y sacrificado a los 27 dias p.i., tefiido con
H-E. Se observa una zona extensa de neumonia exudativa, con un corte de

larva en la parte central.

Corte histolégico de pulmén de jerbo inoculado con 1000 hltc, tratado
con moxidectina a los 15 dias p.i. y sacrificado a los 40 dias p.i, tefido

con H-E. Se observa un granuloma con una larva atrapada.

Corte histolgico de pulmén de jerbo inoculade con 1000 hite, tratado
con moxidectina a los 2 dias p.i. y sacrificado a los 27 dias p.i, tefiido con
H-E. Se observa una larva en la luz de un bronquiolo rodeada por un
infitrado de neutrofilos y eosindfilos. En la periferia del bronquiolo se

puede observar abundantes neutréfilos y eosinéfilos.

Corte histologico de higado de jerbo inoculado con 1000 hite, al cual se le
aplicé un placebo a los 15 dias p.i. y se sacrificé a los 25 dias p.i, tefiido
con H-E. Se observa abundante infiltrado inflamatorio rodeando a una

larva.
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Fotografia 6.-

Fotografia 7.-

Fotografia 8.-

Corte histolégico de higado de jerbo inoenlado can 1000 hlte, tratade con
moxidectina a los 60 dias p.i. v sacrificado a los 85 dias p.i., tefiido con

H-E. Se observan miltiples nodulos de reparacion.

Corte histoldgico de rifion de jerbo inoculado con 1000 hltc, al cual se le
aplicé un placebo a los 2 dias p.i. y se sacrifico a los 27 dias p.i,, teflido
con H-E. Se observa un granuloma que contiene una larva aparentemente

mtacta.

Corte histolégico de rifién de jerbo inoculado con 1000 hltc, tratado con
moxidectina a los 2 dias p.i. y sacrificado a los 27 dias p.i, tefitdo con H-E.

Se muestra una larva, rodeada por infiitrado inflamatorio.

Corte histolégico de rifion de jerbo inoculado con 1000 hltc, tratado con
moxidectina a los 2 dias p.i y sacrificado a los a los 27 dias p.1., tefiido con

H-E. Se muestra un gramiloma en grasa perirenal conteniendo una larva.
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Fotografia 9.-

Fotografia 10.-

Fotografia 11.-

Fotografia 12.-

Corte histolégico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hitc, tratado con
moxidectina a los 2 dias p.i. y sacrificado a los 12 dias p.i., tefiido con H-E.

Se observa una larva sin respuesta inflamatoria aparente en su cercania.

Corte histoldgico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hitc, al cual se
le aplico un placebo a los 2 dias p.i. y se sacrifico a los 27 dias p.i., tefiido
con H-E. Se observa la presencia de un foco de proliferacién glial
contentendo en su interior una larva en degeneracion, el foco se encuentra

interrumpiendo la continuidad de la capa granular del cerebelo.

Corte histolégico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hitc, al cual se
le aplicd un placebo a los 60 dias p.i. ¥y se sacrificé a los 85 dias p.i,
tefiido con H-E. Se observa la presencia de una larva en una zona con

degeneracion y vacuolizacion.

Corte histolégico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hltc, al cual se le
aplicd un placebo a los 15 dias p.i. ¥ se sacrific6 a los a los 25 dias p.i,,
tefitdo con H-E. Se observa la presencia de una larva en el interior de un

vaso sanguineo sin respuesta inflamatoria aparente.
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DISCUSION
Desde hace tiempo s¢ ha intentado contar con un tratamiento eficaz contra larvas de
T. canis enquistadas en diferentes drganos de humano y otros hospederos paraténicos, los
estudios realizados hasta la fecha no han sido concluyentes, ya que no existe evidencia de
que los antihelminticos utilizados presenten efecto larvicida y que su accion sea
deseable, pues solo se han evaluado a través de digestiones artificiales, las cuales dan
resultados parciales de la eficacia de un antihelmintico ( Glickman & Shofer, 1987;
Faust et al., 1981 ). Por tal motivo el manejo para el tratamienio de este padecimiento en
humanos ha sido realizado primariamente en forma sintomdtica utilizando antihistaminicos,
corticosteroides y broncodilatadores en combinacién con algunos antihelminticos. Por o
anterior seria importante encontrar algin firmaco que presente un efecto positivo y grado
de confiabilidad aceptable { Glickman & Shofer, 1987 ).
Durante el presente trabajo se utilizaron tres periodos de tratamiento, que pueden
evaluar diversos estados de la infeccidon por 7. canis, estos periodos fueron:
o 2 dias después de la infeccion para evaluar el efecto sobre las larvas recién eclosionadas
Y que empiezan su migracidon.
s 15 dias después de la infeccion para evaluar el efecto sobre larvas en proceso de
enquistamiento.
e 60 dias de la infeccion para evaluar el efecto sobre larvas enquistadas y observar el

comportamiento de las lesiones crénicas.
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El sacrificio de los animales fiie realizada a los 10 v 25 dias después de cada
tratamiento. Lo anterior con el objeto de tratar de determinar ¢l efecto del farmaco sobre las
larvas de T. canis y evaluar si se modifican las lesiones producidas por las larvas.

Para evaluar Ia eficacia de la moxidectina contra larvas de 7. cawis, se¢ utilizaron
digestiones artificiales y la observacion en ¢l sedimento del mimero total de larvas, técnica
que permite obtener el mimero tanto de larvas vivas como muertas ( Oshima, 1961 ).
Aunque existen otras formas de evaluar firmacos como la digestion artificial con técnica de
Baerman que nos permite obtener el nimero de larvas vivas ( Carmona Bautista 1984 )
6 uilizando frotis por aplastamiento en algunos Organos como en cerebro
( Holt et al., 1981 ), la técnica utilizada en este trabajo permite evaluar el namero total de
larvas en forma mis confiable.

Al comparar; los datos del cuadro 3, correspondiente al mimero de larvas obtenido
tanto de los animales experimentales como de los animales testigo, se puede observar que a
pesar de la tendencia de recuperar un menor nimero de larvas en los animales
experimentales que en los animales testigo, dichos resultados no indican una diferencia
estadisticamente significativa para €l mimero total de larvas, salvo en los grupos 6E y 10E,
va mencionados en el apartado de resultados. El efecto es notorio ( p < 0.05) en higados,
rifiones y cerebros, donde 1a reduccién de larvas recuperadas es significativa. Este efecto en
los 6rganos puede tener que ver tanto con la dindmica de migracion de las larvas, como con
la distribucion tisular del firmaco.

Por otra parte al determinar la eficacia de la moxidectina, se observé que los
porcentajes mas altos coincidieron con el mimero promedio de larvas recobradas a partir de

los grupos experimentales, que resultaron tener una diferencia estadisticamente



significativa, en commaracién con el nfimero promedio obtenido a partir de los grupos

Los resultados obtenidos indicaron que la moxidectina presenta una baja eficacia, lo
que significa que no actia en contra de la L2 de T. canis aplicada a los 2 dias p.i, pero s
aplicada a los 15 y 60 dias p.i. ( grupos 6E y 10E respectivamente ) tomando en cuenta los
datos obtenidos a los 10 dias p.t. Lo que no descarta totalmente la posibilidad de poder
utilizar este firmaco como una posible opcién para el tratamiento de la LMV y LMO,
debido a que a pesar de no mostrar diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos sacrificados a los 25 dias p.t., a nivel de conteo total, si las presentéron de forma
parcial en por lo menos un érgano de los utilizados en el experimento. Esto indica que se
requiere de la presencia de las larvas en los Organos para comenzar a dar tratamiento y que
los mejores resultados de este, solo se pueden apreciar en por lo menosi0 dias después de
la aplicacién; ya que a los 25 dias, la disminucién en el mimero de larvas recobradas no
permite establecer una diferencia estadistica satisfactoria.

La decadencia y pérdida de efectividad de! firmaco al comparar los efectos a los 10
dias p.t. ( 6E y 10E ) y 25 dias p.t. ( 8E y 12 E ), se explica por la perdida de
biodisponibilidad y sugeriria la necesidad de aplicacién de un nuevo tratamiento, a los
20-25 dias del primero, para intentar sostener el efecto larvicida. O incluso incrementar la
dosis del farmaco en cada aplicacion con cuidado de sus limites de tolerancia.

De entre los firmacos potenciaimente eficientes para el tratamiento de la
toxocariasis humana, el tetramisol, los benzimidazoles ( mebendazo!, oxfendazol
albendazo! y febendazol }, ademas de la piperazina y DEC han sido valorados por estudios

controlados  ( Tongson & Dayrit, 1973; Holt er al., 1981; Magnaval, 1995 ). De estos
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estudios, el de Tongson & Dayrit en 1973 evalué la efectividad del tetramisol sobre las
larvas sométicas de 7. canis en ratas blancas, encontrando resultados que reportaron como
estadisticamente significativos al utilizar una dosis de 10 mg/kg de peso, sin embargo, no
mencionan el andlisis estadistico utilizado, ni una formula para medir la eficacia; Holt et al.
en 1981 probaron varios benzimidazoles ( mebendazol, oxfendazol, albendazol y
febendazol ) ademas de piperazina y DEC, contra la infestacién de 7. canis en ratones; no
encontrando resuktados significativos con ninguno de los firmacos mencionados, inclusive
el nimero de larvas recobradas de los grupos tratados fue mayor que en el grupo testigo.
Por otro lado, Carmona Bautista en 1984, estudié el efecto del nitroscanate a una dosis de
25 mg cada tres dias durante 15 dias; sobre fases larvarias de T. canis obteniendo una
eficacia del 78 a 80%, sin embargo, no describe la formula utilizada para determinar ia
eficacia, pero si menciona Ia utilizacion de un analisis de varianza como prueba estadistica.
La evaluacién de las lesiones microscépicas que causé la larva de T canis en
diferentes 6rganos como higado, pulmén y rifién, de los jerbos utilizados en el experimento,
tanto tratados como testigos, mostraron un factor comin durante todo el desarrollo del
experimento; gue fue la presencia tanto de lesiones de tipo agudo como de tipo crénico,
presentando en algunos casos una menor distribucién y mimero, tanto en los primeros dos
grupos como en los ultimos dos, independientemente de que se les hubiera administrado
tratamiento o placebo. Las diferencias descritas no indican que la aplicacién del tratamiento
haya contribuide a mejorar la condicion evolutiva de las lesiones causadas por larvas de
T canis.
Si bien, el nimero de larvas no se redujo satisfactoriamente, en alguna medida la

observacién directa de las lesiones macroscépicas, permitid establecer que fueron menos
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intensas en log jerbos de los grupos traradns que en los grupos testigo a excepcion del grupo
7C en el que las lesiones fieron mis severas que en ¢l grupo 6E, o cual concuerda con lo
observado en las lesiones microscopicas. Esto parece indicar que el tratamiento con
moxidectina sj presenta un efecto a nivel larvario paralizandolas y permitiendo que la
respuesta inflamatoria montada por el hospedador se establezca directamente sobre 1a larva,
¥ que en los animales testigo la larva continie con su migracién evadiendo la respuesta
inmune, ocasionando una mayor superficie con infiltrado inflamatorio. Sin embargo, a nivel
microscopico las diferencias entre los grupos de diferemtes periodos de tratamiento y
sacrificio, las presentd la evolucion normal del padecimiemto, lo que ocasiond la
desaparicién de algunas lesiones como neumonia exudativa, necrosis focal en bigado,
disminucién en el mimero de granulomas y abscesos en algunos érganos, y ocasiond la
aparicion de lesiones como las de degeneracién en cerebro.

L.a mayoria de las lesiones cronicas observadas, se presentaron independientemente
de que hubiera larva o no dentro de 1a lesién; a nivel pulmonar ia mayoria de estas lesiones
se asociaron a la presencia de huevos de T. canis, por problemas de broncoaspiracién al
momento de la inoculacién. Estas lesiones cronicas tendieron a disminuir en cuanto a
intensidad y distribucion hacia el final del experimento, con la presencia de algunos
neutr6filos, eosindfilos y macrdfagos en el centro de la lesién rodeados por una capa de
fibrocitos y colageﬁa~ Probablemente se deba a que las larvas de T, canis dejen antigenos en
el lugar y estos estimulen la presencia de células de inflamacién aguda en una lesion

crénica, se han detectado este tipe de lesiones cuando hay un irritante potente o un antigeno

resistente a Ia degradacion ( Robbins, 1975 ).
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Algunos hallazgos permiten suponer que la migracion de T. canis a los diferentes
organos se realiza de varias maneras. La primera de estas formas puede ser por via
sanguines, puesto que se observaron larvas en la luz de vasos sanguineos. Una segunda via
de migracidn puede ser la de continuidad, por la pared de vasos sanguineos, algunos
hallazgos histopatolégicos como la vasculitis presente en algunos drganos y la presencia de
fragmentos larvarios en la serosa de vasos sanguineos, apoyan esta afirmacién. Y una
tercera via de migracion puede ser la de continuidad a través de la migracién de drgano a
organo, puesto que se observaron granulomas en la capsula renal v en la grasa perirenal.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican la baja eficacia de la moxidectina
en la destruccion de larvas de 7. canis, sin que aparentemente se modifiguen las lesiones
microscopicas causadas por las larvas después del tratamiento, por lo que no es
recomendable su uso, al menos en una sola aplicacién en el tratamiento de la toxocariasis.
Sin embarge, es recomendable realizar trabajos con otros farmacos, tratando de encontrar
alguno que tenga una mayor efectividad en contra de las larvas de T. canis. Asi como
realizar otros estudios para evaluar la eficacia de la moxidectina utilizando diferentes
protocolos: la misma dosis en forma diferida y con varias aplicaciones o aumentar la dosis

del medicamento bajo diferentes intervalos.
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El tratamiento aplicado a los dias 15 y 60 post-inoculacién produce una disminucidn en
el mimero de larvas de 7. canis, mostrando diferencias estadisticamente significativas

en el conteo total de larvas, a los 25 y 70 dias post-inoculacién respectivamente.

El tratamiento aplicado a los dias 15 y 60 post-inoculacion produce upa disminucion en
el nimero de larvas de T. canis, estadisticamente significativas a nivel de higado, rifién

y ojos, pero no en el conteo total de larvas a los 40 y 85 dias post-inoculacién.

La eficacia de la moxidectina en un solo tratamiento { 7.8 al 36.7 % ) obtenida en este
trabajo, indica que no es recomendable la utilizacién del farmaco en la toxocariasis
humana, o para la eliminacion de larvas en perras adultas en por lo menos una sola

aplicacion.

Las lesiones microscépicas observadas en los diferentes grupos experimentales
guardaron similitud con las observadas en los grupos testigo, de modo tal que se puede
establecer que el tratamiento no ayuda a mejorar la condicidn evolutiva de las lesiones

generadas.

En cerebro las larvas tendieron a acumularse y a presentarse sin ningin tipo de
respuesta inflamatoria, ocasionando la aparicién de zonas de degeneracién a partir de

los 25 dias post-inoculacion.
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