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1. RESUMEN

El organismo en estudio en este trabajo fue el nematodo Toxocara canis que es uno de
los parasitos intestinales mas comunes en el perro, afectando también en sus formas larvarias
extraintestinalmente a otros hospederos.

El presente trabajo se enfocd a la busqueda de la dosis mas efectiva de albendazol
utilizando el firmaco en diferentes dosis con una sola administracién para determinar la mas
adecuada en el combate del estadio larvario del nematodo Toxocara canis que, como se sabe
es un parsito comun en perros y causa zoonosis, tomando en cuenta la cercana relacion entre
humanos y perros.

Para lograr lo anterior se emplearon 60 ratones albinos hembra de cepa CD-I,
formando seis lotes, infestando cinco artificialmente con 1100 huevos larvados viables de
Toxocara canis, los cuales se inocularon por sondeo gastrico, dejando el lote restante como
control.

Un mes después de la infestacion se trataron los animales con albendazol con una sola
dosis de 5, 50, 100, 400 mg/Kg de peso, asignando cada dosis a un lote, pasados 30 dias, los
animales fueron sacrificados asi como la realizacion de necropsia , extrayendo musculo
esquelético, cerebro, pulmon, higado y rifion; la eficacia del tratamiento se evalué con base a
la recuperacion de larvas en cada uno de los 6rganos, por medio de digestion artificial de los
mismos y conteo microscdpico de las larvas.

Los resultados obtenidos arrojaron una eficacia de 19.32 %, 33.62 %, 38.69 % y 41.91
% para las dosis de 5, 50, 100 y 400 mg/Kg de peso respectivamente. Los resultados son
estadisticamente significativos en el analisis de varianza pero en la prueba de Tukey no
mostraron significancia, siendo el efecto de reduccion de las larvas visible numéricamente.

Se concluye de este trabajo, que el albendazol es efectivo para matar las larvas
enquistadas; atravesar la barrera hematoencefélica ya que disminuye en cierto porcentaje el
numero de larvas en cerebro, por tanto presenta potencial para eliminarlas en otras visceras.

De igual manera se concluye con base en los estudios realizados por otros autores, que el uso

de un esquema multidosis pueden incrementar la eficacia del farmaco.




2. INTRODUCCION

Desde la antigiiedad el humano primitivo tenia que afrontar diversas circunstancias
cuando salia de caza y es seguro que se encontraba a menudo con animales salvajes parecidos
al perro; siendo lo mas probable que su intencién fuera utilizarlo en su alimentacién, pero
luego debieron haber sentido afinidad hacia estos animales y entonces los criaron, los

domesticaron e integraron a su vida diaria. (Lapage, 1971)

Desde ese momento, los seres humanos empezaron a adiestrar al perro y con el tiempo
lo integraron en su vida en ocupaciones como la caza, guerra, llegando a considerarlos como
seres mitologicos, pastores, guardia, en especticulos y experimentacion, lo que demuestra la

estrecha relacion entre los seres humanos y los perros. (Lapage, 1971)

Esta relacion ha provocado que diversas enfermedades tanto del perro, como del
humano sean compartidas entre ellos, como ocurre con muchas de las parasitosis comunes en

esta especie. (Urquhart y Col., 2001)

Los parasitos han invadido practicamente a todos los organismos, a los que se llama

hospederos y proporcionan al parasito alimento y proteccién. (Urquhart y Col., 2001)

Los pardsitos se han originado por evolucion a partir de organismos de vida libre con
un proceso gradual de adaptacion integral. Estos organismos tienen un papel importante en la
regulacién de las poblaciones, ya que algunas veces afectan su desarrollo y otras los matan.
Los parasitos se adaptan a diferentes habitats del hospedero como: piel, tejido subcutaneo,

cavidades, sangre, aparato digestivo. (Urquhart y Col., 2001)

La mayoria de los animales alberga uno o varios tipos de parésitos, con cientos o miles
de especimenes. Los perros son parasitados por diferentes protozoarios entre los que destacan
Giardia, Isospora, Sarcocystis, Trypanosoma, Babesia, helmintos como, Taenia, Dipylidium,
Echinococcus, Dirofilaria, Ancylostoma, Toxocara, Angyostrongylus,  Strongyloides,
Spirocerca, Trichuris y los artropodos como [Heterodoxus, Trichodectes, Linognathus,

Ctenocephalides y Pulex. Sarcoptes, Demodex, Amblyomma, Boophilus, Dermacentor,

Rhipicephalus. Ornithoros y Otobius. (Urquhart y Col.. 2001)




Una gran cantidad de hospederos pueden estar toda su vida parasitados sin mostrar

gran deterioro de la salud. (Melhorn H., 1986)

Los efectos de los parésitos sobre sus hospedadores no son, en esencia, diferentes a los
causados por las bacterias o los virus. Estan regidos al igual que éstos, por factores como: él
numero de parésitos que logra asentarse, su patogenicidad, esto es, su capacidad para dafiar; la

situacion que ocupa dentro o en su exlerior; la naturaleza del dafio infringido por el parasito y

la naturaleza de la reaccion del hospedero hacia los parasitos. (Schwalbe C. W, 1986)

(9]




3. OBJETIVOS

Objetivo General:

@ Contribuir al conocimiento y manejo de un producto antiparasitario activo contra
larvas enquistadas de Toxocara canis empleando modelos experimentales in vivo, para

su posterior utilizacién en organismos (animales y humanos) con infeccion natural.

Objetivos Particulares:

& Determinar ¢l efecto antiparasitario del albendazol administrandolo a diferentes dosis

en ratones blancos infestados con larvas somaticas de Toxocara canis.

@ Conocer la dosis mas efectiva de albendazol para reducir al maximo la presencia de

larvas enquistadas de 7. canis en los ratones infestados.



4. GENERALIDADES

[:l organismo en estudio en este trabajo fue el nematodo Toxocara canis que es uno de

los parasitos mas comunes en el perro.

Toxocara canis se encuentra clasificado de la siguiente manera (Soulsby, 1986):

Subreino: Metazoa
Phylum: Nemathelminthes
Clase: Nematoda

Orden: Ascaroidea
Familia Ascaridae

Género: Toxocara

Los miembros del orden Ascaroidea, son por lo general relativamente grandes y estan
provistos de tres labios bien desarrollados, un eséfago cilindrico y musculos corporales
celomiarios. Los huevos tienen una cdscara gruesa v no estan embrionados cuando se

depositan. (Luengo, 1997; Rincén 2001)

4.1. LOCALIZACION

Los adultos de 7. canis se localizan en intestino delgado de perros y algunos canideos

salvajes como zorros, lobos, coyotes, hienas, etc. Presentando una amplia distribucion en el

mundo. (Quiroz, 1988; Goldsmith, 1995)

Tienen hospederos paraténicos entre los que se incluyen los roedores, caprinos,
bovinos, pollos, ovinos, cerdos, palomas que pueden alojar larvas en cerebro, musculo
esquelético, rifiones, pulmon, higado, y otros drganos en los que se enquista en el segundo

estadio (I.-2) considerdndose al humano como un hospedero accidental. (Brown. 1986:
Urquhart, 2001)

5




&.2. MORFOLOGIA

Las especies del género Toxocara, tienen aletas cervicales diferenciadas y labios
prominentes que suelen presentar rebordes dentigeros finos, carecen de interlabios, y tienen en
¢l esofago un ventriculo posterior evidente, pero carecen de diverticulo vertical y ciego
intestinal. El macho muestra un apéndice caudal digitiforme, y en algunas especies existen
aletas caudales. Hay 5 pares de papilas caudales posteriores en la cloaca y muchas anteriores,
v existe una papila subventral doble que es posterior a la cloaca presente en ambos lados
(Figura 1). La vulva de la hembra esta en la porcion anterior del cuerpo; los huevos presentan

depresiones superficiales. (Beaver, 1987).

O

L,

PO,

Figura 1. Morfologia de Toxocara canis. A. Vista ventral del extremo anterior, B. Vista dorsal del

extremo anterior, C. Vista lateral del extremo posterior, D. Huevo. (Quiroz, 1988).

Los machos miden de 4-10 cm y las hembras de 5-18 cm, se han observado longitudes
maximas de 13 y 20 cm. (Figura 2). Las aletas cervicales son mucho mas largas que anchas (2-

4 mm por unos 0.2mm) el es6fago suele medir 5 mm, incluido el ventriculo, que tiene 0.5 mm

tanto de longitud como de anchura. La vulva se sitia a la aitura del primer tercio del cuerpo.
(Beaver, 1987).




Figura 2. Fases adultas de Toxocara canis, al centro y de dimension reducida el macho, al
exterior y de mayor dimension la hembra. (Martinez, 2005)

Los huevos son subglobulosos, de unos 85-95 por 75-90 pm, presentan depresiones
en la ciscara y no estan embrionados cuando se depositan (Figura 3), son amarillo-
blanquecinos; también poseen una cubierta protéica la cual estd uniformemente fosetada,

poseen una masa protoplasmatica que llena completamente el interior del huevo. (Beaver,
1987)

Figura 3. Huevos de 7. canis, a la izquierda se puede apreciar un huevo no embrionado en
el cual se observan las tres capas de que esta compuesta su cubierta; en la parte

derecha un huevo embrionado con larva 2 (L.2). (Martinez, 2005)




A.3. EPIDEMIOLOGIA

Toxocara canis es uno de los pardsitos mas comunes del perro, lo cual se ha
demostrado con gran cantidad de estudios existentes tanto a nivel nacional como internacional
(cuadro 1 v 2). en los que muestran variaciones muy importantes de frecuencia sin importar la

zona geografica. (Goldsmith, 1995; Acosta, 2004)

Cuadro 1. Frecuencia de T. canis en perros de diferentes lugares de la Reptiblica Mexicana

PERROS TIPODE |FRECUENCIA AUTOR
LUGAR ANO| EXAMINADOS EXAMEN (%)

Meéxico, D.F. 1955 100 N 30 Flores, 1955
México, D.F. 1967 120 CPS 93 Quiroz, 1982
México, D.F. 1969 50 CPS 20 Cscalante, 1960
Veracruz, Ver. 1970 300 CPS 9.6 Franyutti, 1970
Monterrey. N.L. 1972 100 N 5 Garza, 1972
Guadalajara, Jal. 1973 450 CPS 16.2 Mora de la, 1973
Cuernavaca, Mor. 1974 719 CPS 15 Quiroz, 1982
Aguascalientes, Ags.. 1983 294 CPS 47.6 Valdivia, 1983
México, D.F. 1986 200 CPS 21 Cruz y col, 1987
México, D.F. 1987 176 : N 58.5 Cruz y col; 1987
Pungarabato y Barrera y Fragoso,
Cutzamala, Gro. 1989 106 CPS 37.7 1989
Veracruz, Ver. 1989 447 CPS 74 Zermefio y Col. , 1986
Meéxico. D.F. 1990 463 CPS 49 Cruz y col, 1987
México, D.F. 1992 240 CPS 3.6 Penagos y col. . 1992
Culiacén, Sin. 1996 100 CPS 7 Gaxiola y col., 1996
\México. DUF. 1996 47 CPS 100 Vega v Rivera. 1996
México, D.F. 1998 100 N 5 Martinez y Col, 1998
México, D.F. 1998 470 CPS 19.8 Eguia-Aguilar, 1998

CPS = coproparasitoscopico N =Necropsia (Tomado de Alba, 1999)




Cuadro 2 Frecuencia de presentacion de formas adultas de Toxocara canis en perros de
diversas localidades del mundo

PERROS TIPO DE |FRECUENCIA

LUGAR ANO | EXAMINADOS] EXAMEN (%) Autor
Canada 1975 239 CPS 43.50 Seah, 1975
Accra, Ghana 1975 100 N 40 Anteson y Corkish, 1975
Londres. Inglaterra 1977 1000 CPrS 7.2 Turner y Pegg, 1975
lowa, EUA 1978 33,594 CPS 3 _Lightner L., 1978
Pretoria, Sudafrica 1979 253 N 32 Verster, 1979
Bangkok,
Thailandia 1980 107 CPS 6.5 Hinz, 1980
Freetown, Sierra
[.eona 1984 2,938 CPS 9 Hassan. 1984
Hessian Neckar,
Alemania 1985 155 CPS 5.8 Hinz y Blatz, 1985

Ugochukwu y Ejimadu,
Calabar, Nigeria 1985 254 CPS 26.7 1985
Bagdad, Irak 1986 20 N 40 Tarish, 1985
La Plata, Argentina 1988 2,895 CPS 142 Venturini v Radman, 1988
Curazao 1988 133 CPS 1.5 Saleh. , 1988
Grecia 1988 232 CPS 224 Haralabidis, 1988
Bélgica 1991 2,324 CPS 17.4 Vanparijs, 1989
Chinamoa, Zinbawe | 1991 42 N 9 Owolo et al.. 1991
Ankara, Turquia 1992 269 CPS 26 Zeybek et al., 1992
Montenegro,
Yugoslavia 1992 15 N 30 Katic y Popovic, 1992
Hannover,
Alemania 1993 3,329 CPS 6.9 Epe., 1993
Melboune, Australia] 1993 493 CPS 17.4 Thonston y Gasser, 1993
Dublin, lrlanda 1994 350 CPS 82.6 O’Larcain P., 1994 b
Sao Paulo, Brasil 1995 314 CPS 16.6 Farias et al., 1995
Ibaraki, Japon 1997 916 N 799 Saeki et al., 1997
Fei-Chang v Mo-Kang,

Taipel. Taiwan 1997 96 N 27 1997

CPS = Coproparasitoscopico N = Necropsia

(Tomado de Alba, 1999)




Los perros jovenes de menos de doce semanas, son los portadores de las fases adultas
durante los primeros seis meses de vida, el origen de las infestaciones, se asocia
principalmente a la perra, la cual es portadora de larvas que se cncuentran enquistadas en
tejido muscular y cerebro. Las frecuencias de presentacion fluctan entre un 10 y un 100 por
ciento, siendo poco comun que perros adultos sean portadores de estas fases, se considera que
entre 15 y 20 por ciento lo son. Los animales portadores de fases adultas, son eliminadores de
huevos del parasito por varios meses y las hembras tienen un elevado potencial reproductivo
(pueden climinar hasta 200,000 huevos por dia), y estas fases liberadas al medio externo
tienen altas oportunidades de dar origen a las L-2 pasivas, que son las fases infestantes, las
cuales dependen de factores medioambientales para desarrollarse y mantenerse viables en el
suelo (pisos de tierra, pisos empastados, sombreados y himedos), si consideramos que esos
factores pueden presentar fluctuaciones estacionales, la viabilidad y posible éxito de las fases
infestantes, en reducidos espacios estableciendo la posibilidad de que nuevos animales

desarrollen la infestacion. (Goldsmith 1995; Oliveira, 2002)

El rapido desarrollo del parasito durante la fase de lactancia permite que las fases, que
s¢ forman a las cinco o seis semanas de vida del cachorro ingresen al cuerpo de las perras,
debido al proceso de socializacion que tienen los cachorros y perras por lo que si éstas
transmitieron larvas infestantes durante la gestacion y lactancia a sus cachorros, la produccion

de huevos y desarrollo posterior de L-2 hacen que recupere parte de las larvas que ha liberado

en ese lapso. (Oliveira, 2002)

Las poblaciones de perros portadores de parédsitos adultos, pueden ser divididas en
varios grupos: el primero representado por aquellos que tienen duefio, susceptibles de portar
parésitos que sin embargo son sometidos a desparasitaciones y aunque sea de forma parcial,
son controlados y tienen poco impacto por el grado de parasitismo que presentan y la forma en
que se mantiene debido a que los pardsitos adultos desaparecen y se da la presencia de formas
larvarias enquistadas en el cuerpo de perros adultos, particularmente hembras, persistiendo la
transmision transplacentaria y lactogénica correspondiendo esto aproximadamente entre 15 y

20 por ciento de la poblacién canina controlada.

Parte de esa poblacion es desparasitada una sola vez en su vida dandosele mas

importancia al aspecto de vacunacion para prevenir la rabia. El segundo corresponde a los
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animales que se manticnen en la calle v son adoptados por la comunidad de vecinos, son
alimentados sin que exista responsabilidad de la gente en cuanto a desparasitacién o
vacunacion preventiva. estos animales son fuente sobre todo de brotes de enfermedades de alto
ricsgo como la rabia, y, cuando se presentan esos brotes la gente se desentiende, este scctor ¢s
un riesgo de contaminacién al no existir control sanitario ni reproductivo, y producen camadas
que a su vez se integran al tercer grupo: el de los perros callejeros, animales sin control que
subsisten a partir de desechos comestibles que buscan constantemente y les sirven como
alimento, con un tremendo potencial reproductivo, estos dos estratos de la poblacion canina
son los responsables de contaminar calles. jardines publicos, camellones, etc., estableciendo
un ciclo de transmisién constante en el que los cachorros portan las fases adultas

contaminando el suelo, y las perras en particular se reinfectan a partir de fases infestantes

derivadas de los cachorros.

Ademas, los perros jovenes suelen infestarse a partir de la ingestion de huevos larvados
que contaminan el suelo y por la ingestion de cuerpos o partes de hospederos paraténicos que
alojan L-2 enquistadas. En estos animales la presencia de parasitos ocasiona sobre todo
trastornos nutricionales debido a que los gusanos son quiméfagos, lo cual afecta el aspecto de
los mismos y el potencial de desarrollo, en sus primeras etapas de infestacién puede
relacionarse con problemas respiratorios derivados de la migracion que, si se complican puede

derivar en neumonias mortales. (Oliveira, 2002)

La presencia de las larvas ocasiona trastornos inflamatorios cronicos en tejido
muscular que alteran la calidad de vida del animal, sin dejar de lado que los estadios larvarios
involucran practicamente todas las visceras en su desplazamiento antes de asentarse
delinitivamente dejando tejidos lesionados y cicatrizados a su paso, en especial: el higado, los
pulmones y los rifiones, eventualmente los ojos y sobre todo tiene una gran concentracion y
persistencia en el cerebro. De forma general el parasitismo en este grupo de animales no es
aparente pero su presencia puede estar afectando la condicién de vida y el funcionamiento de

diversos organos lo cual puede finalmente reducir el promedio de vida de los animales.
(Oliveira. 2002)

Los humanos actian como hospedadores terminales del parasito, en su cuerpo se alojan

las fases larvarias a nivel de visceras y musculatura esquelética, las cuales ingresan al ser
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ingeridas por contaminacion de las manos, su presencia resulta mas frecuente en los nifos
durante los primeros afios de vida, se relaciona al comportamiento de juego ya que la mayor
parte del tiempo juegan en el suelo o en la tierra parcialmente contaminados originando la
infestacion, €sta regularmente se desarrolla en forma gradual y resulta inaparente (se conoce
como toxocariosis encubierta) y la otra condicién corresponde a la ingestion de una gran
cantidad de fases infestantes produciendo una condicién aguda y potencialmente mortal, esta
condicion es denominada sindrome de larva migrans visceral y existe ademés una variante
asociada con el asentamiento de las larvas en los ojos la cual ocurre de forma aleatoria y se

denomina sindrome de larva migrans ocular. (Fisher, 2003)

La presencia de esta infestacion por larvas estd ampliamente documentada en el mundo
con niveles de prevalencia muy variados con hasta el 60 y 81.5 por ciento de las poblaciones
muestreadas positivas a la infestacion, que pueden compararse con valores tan altos como los
de las helmintiasis intestinales comunes. La infestacion afecta la calidad de vida del humano y
puede asociarse eventualmente a la presentacién de problemas respiratorios crénicos,
hepaticos o neurolégicos y si consideramos que se adquiere durante la infancia acompafia al

individuo durante el resto de la vida. (Garcia, 2002; Fisher, 2003)

4.4, CICLO BIOLOGICO

El ciclo de vida de T. canis es complejo y varia de acuerdo a la edad a la que el
hospedero adquiere la infestacion y a las diversas formas en que el parasito puede llegar a éste:
transplacentaria, calostral, transmision directa o infestacion por ingestién de un hospedero

paraténico. (Mufioz, 1997; Garcia, 2002)

El ciclo se inicia con la eliminacién de huevos de 7. canis en heces de los perros
parasitados (principalmente cachorros), estos huevos son resistentes y duraderos en el
ambiente (Figura 4). Sin embargo, la exposicién a la luz solar y a una temperatura de 55.5° C
los mata. El desarrollo de la larva infestante, requiere de 9 a 11 dias a 24° C y de 3 a S dias a
30° C. en presencia de oxigeno atmosférico y una humedad relativa del 75 %. (Beaver, 1987;
Cheng, 1978)

n los cachorros menores a tres meses, los huevos con L-2 son ingeridos como

contaminantes de superficie pasando al intestino en donde las larvas eclosionan y migran a
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través de la pared v por via sanguinea para desplazarse al higado, el cual atraviesan para poder
salir nuevamente por sangre, luego alcanzan con rapidez el corazén y se integran por la
circulacion venosa a los pulmones en los que inicialmente se establecen en el parénquima
pulmonar para madurar y convertirse en el tercer estadio larvario, éste migra a los pasajes
respiratorios en bronquiolos, asciende a bronquios, luego a la traquea para ser redeglutida
desplazandose hacia el aparato digestivo, en el que a nivel intestinal se produce una nueva
muda desarrollando el cuarto y quinto estadio larvario que, finalmente dan lugar a formas
adultas inmaduras que alcanzan la madurez en un lapso dc 4 semanas comenzando la
eliminacién de huevos y permaneciendo en esta zona por varios meses antes de ser expulsados

por el hospedero. (Greve, 1971)

I:stos animales pueden infestarse también por ingestion de hospederos paraténicos que
son portadores de L-2 enquistadas en su cuerpo, estos organismos son liberados en el intestino,
desarrollando una migracion semejante a la realizada por larvas liberadas de huevos. Las otras
modalidades son la transplacentaria y la transmamaria, ambas tienen como fuente a las perras
adultas que son portadoras de larvas somaticas enquistadas, activadas durante el segundo
tercio de la gestacion pasando a los tejidos a través de la placenta para instalarse en el higado
hasta que concluye este proceso, al nacer los cachorros las larvas migran del higado a los
pulmones por via sanguinea, repitiendo el comportamiento de aquellas que han ingresado por
via oral, la diferencia en este caso radica en el periodo de prepatencia ya que estas fases han
ahorrado tiempo de desplazamiento, o cual lés permite un rapido acceso al aparato digestivo

madurando en un lapso corto. (Kirk, 1984)

Ademds de la infestacion post-natal por la ingestion de huevos embrionados, los
cachorros casi siempre se infestan prenatalmente en condiciones naturales. Esto Gltimo bajo la
influencia de las hormonas de la hembra en gestacion, las larvas somaticas son reactivadas y
penetran a los fetos entre los dias 42 y 43 de la gestacién. Cuando alcanzan el higado del feto
tiene lugar una muda, transformandose en larvas de tercer estado, las cuales, al nacer los
cachorros, pasan rapido a los pulmones y asi permanecen durante la primera semana de vida.
La muda al cuarto estadio se produce durante la primera semana, cuando las larvas estan en

pulmones o posteriormente en estémago. Hacia el fin de la segunda semana, mudan al quinto

estadio. Posteriormente, experimentan un rapido crecimiento y los adultos pueden encontrarse




al final de la tercera semana. El periodo de patencia de las infestaciones prenatales

varia entre los 23 y los 40 dias después del nacimiento. (Kirk, 1984; Rincon, 2001)

La reactivacion de las larvas somaticas continia en la perra lactante y las larvas
ganan acceso a la glandula mamaria, siendo expulsadas en la leche ¢ infestando a la
camada. La infestacion postnatal de cachorros durante la lactancia es cuantitativamente

tanto o mas importante que la ingestacion prenatal in utero. (Rincon, 2001)

Figura 4. Ciclo biologico de Toxocara canis
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4.4.1. Migracién somatica en perros

Los perros adultos pueden ser infestados por la ingestion de huevos larvados de 70
canis del ambiente, principalmente del suelo contaminado. Las larvas eclosionan en el
intestino y penetran en la mucosa intestinal. La migracion ocurre tanto por via linfatica y
sanguinea o activamente por la penetracion de los tejidos con la invasion en todas partes del
cuerpo. (Sprent, 1958)

Gradualmente las larvas somaticas se acumulan en los lejidos (migraciéon somatica)
persistiendo por largos periodos de una manera similar a la que se observa en los hospederos
paraténicos. La larva de Toxocara cati prefiere migrar hacia los musculos, mientras que la

larva de Toxocara canis se encuentra mas a menudo en el sistema nervioso central. (Sprent,

1958; Schén J. y Stoye, 1986)

El tiempo de vaciamiento del tracto gastrointestinal aparece como uno de los mas
importantes factores. Si los huevos permanecen largo tiempo en el intestino, por ejemplo con

el estdmago lleno, eclosionaran del 15 al 20 % mas de los huevos que normalmente

eclosionan. (Oshima, 1961)
4.4.2. Migracién somatica a través de hospederos paraténicos

La paratenesis es el modo de infestacién de algunas larvas de nematodos tales como
Toxocara canis, esto asegura una supervivencia continua por su distribucién en especies
depredadas. (Grieve y Col., 1993)

Esta ruta de infestacion existe porque el desarrollo de larvas somaticas en hospederos
paraténicos incluye a vertebrados tales como roedores y péjaros o invertebrados como gusanos
de tierra ¢ insectos. Los mamiferos pequefios juegan un papel importante como hospederos
paraténicos en localidades urbanas y rurales, pues en estos lugares hay gran cantidad de estos

animales (tal es el caso de ratas y ratones de drenaje). (Oshima, 1961; Dubinsky y Col., 1995)

Después de la ingestion de los hospederos paraténicos infestados con la larva de 7

canis por el perro, la larva se desarrolla directamente en el intestino porque ya ha migrado en




el hospedero anterior y se presume que ha llegado a una etapa apropiada de madurez por lo

que e¢lla puede desarrollarse en adulto en intestino. (Warren, 1969; Kasai, 1995)

El humano se puede infestar por la ingestion de huevos larvados de T canis, el ciclo
biologico que ocurre en humanos es similar al que ocurre en los animales. Los huevos liberan
sus larvas en la pared intestinal y luego por circulacién sanguinea pasan al higado, pulmoén,
corazon, cerebro, misculo, bazo, rifién y la mas preocupante, al ojo (Figura 5). Como reaccion
primaria defensiva del organismo hay formacion de granulomas en el sitio donde llega la larva
y luego de esto habran manifestaciones alérgicas en la persona, como fiebre, leucocitosis,
eosinofilia, anorexia, disminucién de peso, dolores musculares o articulares e incluso tos.

(Urbano y Garcia, 2002)

3. Lnfermedad
Larva migrans ocular
Larva migrans visceral

1. Entrada de los huevos
embrionados

SNC 2. Las larvas se liberan en el
Pulmon ~— intestino delgado (penetran
Corazéon - la mucosa)
Higado
Bazo o S . 3. Las larvas entran por el Sistema
. Portal (algunas son retenidas en el
™. higado)

4. Las larvas entran en la
circulacion sistémica y se
diseminan a cualquier 6rgano

Figura 5. Migracion de la larva de T canis a través del humano. (Gonzalez y Morales, 2002)

4.5. PATOGENIA

En las infecciones naturales las alteraciones generadas por estos organismos se
agrupan en dos niveles: las producidas por los estadios adultos (que pasan por un breve
desarrollo larvario en el hospedero) y las producidas por los estadios larvarios

(especificamente en Jos hospederos paraténicos y de gran duracion). (Martinez, 2004)

En el primer caso se debe considerar la fase inicial derivada de la migracion a través de

la pared intestinal en la que la L2 destruye y digiere las diversas capas de esta estructura,
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causando hemorragias y una severa respuesta inflamatoria. que permite la reparacion posterior
de estas lesiones. La segunda etapa se asocia a las lesiones hepaticas derivadas del
desplazamiento de las larvas el cual se asocia a la destruccion de tejido. La digestion de los
mismos produce severas hemorragias, tanto en el parénquima como en su capsula, ésta va
seguida de una respuesta inflamatoria que rodea las zonas lesionadas y se caracteriza por
mantenerse durante largo tiempo después de que los organismos han desaparecido. Las zonas
lesionadas pierden por un lapso muy prolongado su capacidad para participar en los procesos
metabélicos propios de la viscera, pudiendo resultar esto de importancia cuando se trata de
animales jovenes, por fortuna, ésta tiene un gran potencial para reparar y regenerar las zonas
lesionadas. La siguiente fase esta relacionada con el dafio a nivel pulmonar que se da en dos
ctapas: la primera ocurre a nivel de parénquima y se relaciona con la destruccion del tejido y
su literal digestion por productos de excrecion de las larvas, lo cual se asocia con el desarrollo
de severas hemorragias, con la aparicién de una violenta respuesta inflamatoria en la que se
produce el desarrollo de una reaccion granulomatosa que se manticne por largo tiempo y que
afecta notablemente la capacidad respiratoria en caso de existir una infeccién importante.
Continta con un proceso de reparacién con depésito de material cicatrizal que queda como
secuela. Este proceso puede ser especialmente importante en animales recién nacidos, ya que
puede inducir un proceso neuménico grave y asociarse a infecciones bacterianas oportunistas
que agravan el cuadro, pudiendo provocar la muerte. Posteriormente se dirigen a los pasajes
respiratorios en donde generan reacciones a cuerpo extrafio de forma temporal, para ser
expelidas hacia el tubo digestivo, en donde se comportan como quiméfagos. Obtienen sus

nutrientes del contenido intestinal, afectando la nutricion del hospedero, existiendo una

relacion proporcional con la cantidad de gusanos por lo cual varia el impacto. Es poco

perceptible cuando se trata de pequefias cantidades de adultos y, muy ostensible en caso de
parasitosis masivas debido al grave detrimento en nutrientes que lleva al adelgazamiento del
animal, el cual se marca después de alimentarse dandole un aspecto caracteristico. Esto se
completa con el volumen ocupado por los organismos y la respuesta hipertrofica de la
musculatura lisa del intestino, que provoca también el aumento del volumen abdominal, en
casos extremos de desnutricion el hospedero recurre a la utilizacién de componentes
estructurales, como grasa corporal y proteina de musculo, que seran invertidos en el
metabolismo, en especial para mantener los niveles de albumina plasmatica. Que cuando
llegan a un punto critico llevan el desarrollo de ascitis. La interaccion fisica con los vermes

provoca también alteraciones en la mucosa intestinal. disminuye la dimension de las
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vellosidades apareciendo hiperplasia de la mucosa, con predominio de células indiferenciadas,
ésta puede relacionarse con un sindrome de pérdida protéica por la permeabilidad aumentada
de la mucosa que lleva al desarrollo de hipoproteine‘mia y a la pérdida de volumen muscular
en ¢l animal. Eventualmente los parasitos se desplazan a estomago y causan el reflejo emético
siendo expulsados espontidneamente. En el mismo sentido puede haber suficiente estimulo a
nivel intestinal para provocar un aumento de motilidad que permite su expulsiéon. También de
forma esporadica se producen obstrucciones intestinales y migraciones erraticas de
consecuencias fatales. La persistencia de los gusanos adultos es por algunos meses y al

término sc produce su expulsion desapareciendo la infeccion del animal. (Martinez, 2004)

La infeccion producida por los estadios larvarios sigue un comportamiento dependiente
de la cantidad de organismos que ingresan con afeccion hepatica y pulmonar muy parecida en
su fase inicial en el que el comun denominador es la destruccion tisular, la produccién de
hemorragias y las secuelas inflamatorias; que se hacen crénicas, muchas de ellas con
formacion de reacciones granulomatosas con participacién de polimorfonucleares (neutréfilos

y eosindfilos), macréfagos y linfocitos en los diversos tejidos. (Martinez, 2004)

La respuesta inmunoldgica celular en el humano es en parte la causante de las
caracteristicas patologicas y de las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Los pacientes

desarrollan una prueba intradérmica positiva hacia los fragmentos de los parasitos adultos de
T canis. (Goldsmith, 1995)

La respuesta humoral se demuestra por anticuerpos especificos en la hemoaglutinacién
indirecta (HAI) y las pruebas de ELISA, y por elevaciones de 1gG, e IgE. La presencia de
antigenos de la larva Toxocara parecida a los antigenos en el humano A y B sanguineos

ocasionan la elevacion de hemaglutinina isoA e isoB. (Goldsmith, 1995)

La reaccion fisular generada por la larva de T. canis es de tipo granulomatoso que
contiene células gigantes y epiteloides, asociadas con eosinéfilos lo cual sugiere que hay
mediacion inmunogénica; sin embargo, se observan larvas infectadas en secciones de
granulomas, lo que significa que son resistentes a este tipo de reaccion; ademas las larvas se

pueden encontrar fuera de los granulomas. (Quiroz, 1988)
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Algunos estudios describen que la respuesta inmunitaria sc presenta en mayor medida

en el higado, no siendo posible detectar la respuesta inmunitaria en el cerebro. (Ahmed y Col.,

2002)

&.6. SISTEMAS DE EVASION INMUNE,

Los mecanismos de evasion empleados por nematodos, hasta ahora conocidos son:

a) Muda de componentes de la superficie de la cuticula

Los componentes de la superficie son mudados y constituyen blancos para
anticuerpos especificos a través de los cuales los mecanismos celulares citotoxicos
pueden cubrir y destruir parasitos. Requiere continua sintesis, transporte y expresion
sobre la superficie. Si este ciclo fuera inhibido o meramente afectado, los gusanos

podrian llegar a ser susceptibles a los efectos del hospedador. (Gonzélez y Col., 2002)

b) Enzimas antioxidantes.

Los radicales oxigeno se producen dentro de las células como parte normal del
metabolismo oxidativo y la mayoria de los organismos aerdbicos poseen una serie de
enzimas anuladoras de oxigeno que protegen a los tejidos, érganos y células con la
eliminacion de los radicales potencialmente perjudiciales de sitios donde podrian
alterar la funcion de un 6rgano. Estas enzimas constituyen un sistema de regulacién
natural, que capacita a los organismos para emplear el metabolismo oxidativo y para

protegerlos de los efectos dafiinos de sus productos. (Gonzalez y Col., 2002)

Los nematodos poseen cantidades relativamente altas de estas enzimas en
comparacion con las presentes en tejidos del hospedador, lo que sugiere que pueden ser
empleados para protegerse contra los radicales libres de oxigeno liberados durante la

respuesta del hospedador (Gonzalez y Col., 2002)
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¢) Resituacién en los tejidos.

El lugar donde la resistencia viene mediada localmente, como por ejemplo en el
sitio de fijacion del parasito, la separacién en un nuevo sitio puede ser una solucion
temporal para evitar la resistencia del hospedador. (Gonzalez y Col., 2002)

d) Camuflaje con moléculas de origen parasitario o expresion de moléculas similares a las del

hospedador en la superficie: imitacion molecular.

La evolucién paralela de hospedador y parasitos relacionados podria haber
provocado una similitud antigénica entre las dos especiés. De este modo, se
minimizaria la disparidad antigénica y la inmunogenicidad, lo que permitiria a los
parasitos causar infestaciones crénicas. Se encuentran dos mecanismos, los cuales son
la absorcién de una variedad de moléculas del hospedador sobre la superficie
tegumental, entre las que incluyen antigenos de los grupos sanguineos y moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad; y el otro, la expresion sobre la superficie del

parésito de productos génicos con similitud a moléculas del hospedador. (Gonzalez y
Col., 2002)

e) Inmunomodulacién.

La larva de T canis secreta por lo menos S0 macromoléculas distintas. Los
principales productos TES estan todos glicosilados, y el total de material secretado
contiene 400 pg de carbohidratos por miligramo de proteina. Las moléculas excretoras-
secretoras contienen mas del 40% de carbohidratos de los cuales la mayoria son N-
acetilglucosamina y galactosa que son unidades terminales de los grupos sanguineos

tipo A y B respectivamente. (Gonzalez y Col., 2002)

La superficie externa de la larva de T. canis esta cubierta de glicocalix rico en
carbohidratos llamada cubierta de superficie, una envoltura vellosa de 10nm de espesor
y separada por una distancia similar de la epicuticula. La cubierta de superficie parece
que juega un rol primario en la inmunoevasion, la cual se desprende cuando el parasito
se une a los granulocitos o anticuerpos. La capa superficial es una caracteristica comun

de los organismos nematodos, tanto los parasitos como los de vida libre, y esto
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directamente significa que la evasion inmune pucde ser una adaptacion simple hacia el
parasito. Esta superficie externa implica fuertes cargas negativas, uniéndose a

colorantes catiénicos tales como rojo de rutenio v ferritina cationizada. (Maizels. 2005)

La L-2 de T. canis excreta una mezcla compleja de glicoproteinas Hamadas
antigenos excretores — secretores (TES) los cuales facilitan su migracién e inhiben los
efectos nocivos de la respuesta inmune del hospedador. Los TES activan la via alterna
del complemento y pueden también ligarse la proteina C-reactiva activando la via
clasica del complemento. Los TES también tienen algunas actividades enzimaticas,
funcionan como proteasas y también tienen actividades de acetilcolinesterasa. La
respuesta inflamatoria hacia los TES se piensa que es el punto central en la patogénesis
de la enfermedad. También se ha demostrado, en ratones con infestacion ocular, que la

inflamacién esta dirigida en contra de los TES mas que por la larva misma. (Gonzalez
y Col,, 2002)

4.7, CUADRO CLINICO

Los signos clinicos se presentan principalmente en cachorros y animales jévenes. Las
primeras manifestaciones en cachorros por la migracién de T. canis en los pulmones son: tos.
con grandes descargas nasales, que llegan a ser mortales o bien que desaparecen
espontaneamente después de tres semanas dependiendo de la cantidad de parasitos. En casos
de infestacion prenatal masiva hay gran cantidad de gusanos en intestino y estomago,
alterando la digestion, y provocando problemas con vémito acompafiado de gusanos; otras
veces hay diarrea, con la consecuente deshidratacion y el pelo de ciertas partes del cuerpo
contiene heces diarreicas. La diarrea es del tipo mucoide, el abdomen estd distendido y es

doloroso. Algunas veces los cachorros sufren de neumonia por aspiracion del vomito, siendo

generalmente mortal. (Quiroz, 1988)

El cuadro cronico de cachorros, perros y gatos de mayor edad es de un progresivo
cuadro de desnutricion a pesar de tener buena alimentacién. Algunas veces se puede presentar

diarrea intermitente. Otras pueden presentar manifestaciones nerviosas en perros y gatos

consistentes en convulsiones de duracion limitada. (Quiroz. 1988)




En hospederos paraténicos la larva puede causar los sindromes de LMV, LMO y
toxocariosis encubierta, ademas de los signos como: tos, estornudos y manifestaciones
respiratorias, convulsiones, dolor abdominal, anomalias digestivas, anorexia, nausea, fiebre
intermitente, dolor de cabeza, desérdenes neuroldgicos, trastornos de suefio, epilepsia. La
presentacion ocular mas frecuente se caracteriza por ceguera y dolor ocular. (Brown 1986;

Goldsmith, 1995; Lopez y Mejia 2003; Menhorn, 1988; Markell, 1999)
4.8. SINDROME DE LARVA MIGRANS VISCERAL (LMV)

Este sindrome implica la migracion erratica de larvas del nematodo en animales y
humanos a través de los distintos 6rganos diferentes a la piel. El sindrome de LMV
usualmente ocurre en nifios (1-4 afios de edad) que tiene pica, por lo que ingieren huevos
embrionados de T. canis adquiriendo la infestacion que se presenta como un sindrome clinico

con una eosinofilia crénica, fiebre, tos y broncoespasmos, dolor abdominal. >

Los huevos ingeridos liberan las L-2 que atraviesan la pared intestinal y migran por
diversos ¢rganos (higado, pulmén, cerebro, ojo, musculo, bazo, rifién, etc.) con migracién
erratica. Los mecanismos patogénicos se basan en la destruccion de tejidos, la produccion de
hemorragias y la apariciéon de una respuesta inflamatoria que se hace crénica en los sitios de
asentamiento o desplazamiento de las larvas. La reaccion defensiva da lugar a la formacién de
granulomas eosinofilicos de tipo Loeffler en los que eventualmente las larvas mueren,
aparentemente debido a fenémenos de hipersensibilidad, lo que supone que las reacciones
inflamatorias son més espectaculares que las infestaciones con significativas caracteristicas

alérgicas. (Abo-Sehada, 1985; Tizard, 1986)

Los TES producidos por las larvas estimulan la produccién de IgE sérica, ademas
estas sustancias al ser presentadas a las células T, provocan la liberacion de citosinas, las
cuales junto con la IgE estimulan el aumento de los eosinéfilos cuando montan la respuesta

especifica hacia el parasito.( Lopez y Mejia, 2003)

Clinicamente, la gravedad de la enfermedad varia mucho segin el nimero de huevos

larvados ingeridos, la duracion de la infestacion y la presencia de larvas en lugares criticos. La
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mayoria de las infestaciones humanas por T. canis cursan asintomaticamente o con sintomas
muy leves. El signo mas notorio es la eosinofilia cronica, algunos estudios demuestran que las
secreciones y excreciones de las larvas del parasito estimulan la produccion de interleucina 5

(IL-5) que es la responsable de la eosinofilia. (Altcheh, 2003; Coffman, 1989; Sugane, 1982)
4.9. SINDROME DE LARYA MIGRANS OCULAR

La toxocariasis ocular se define como la presencia y dafio producido por larvas de T.
canis en el ojo, este sindrome fue descrito en 1950, donde se reportan que eran L-2 de

Toxocara canis. ( Takayanagi, 1999)

La ruta de migracion de la larva hacia el ojo es desconocida. Se piensa que ocurre en
tres formas: 1) a través de las ramas de la arteria cardtida interna hacia la arteria oftalmica,
arteria central de la retina o de la arteria ciliar; 2) a través del cerebro hacia el nervio 6ptico; y

3) a través del cerebro por el fluido cerebroespinal hacia la coroides. (Takayanagi, 1999)

Los granulomas eosinofilicos son el hallazgo mas frecuente en la toxocariasis ocular

humana. No obstante, la etiologia de estos granulomas es desconocida. (Takayanagi, 1999)

Una sola larva de T. canis puede causar ceguera unilateral, pero los signos bilaterales
ocurren en el 3 % de los pacientes. Los sintomas presentes incluyen estrabismo, ojo enrojecido
y vision dafiada. Los granulomas estan ausentes situados en la méacula o en segmento posterior

y pueden incluir uveitis, papilitis, corioretinitis o endoftalmitis. (Kerr-Muir, 1994)

Figura 6. La imagen ilustra el asentamiento de la larva de T. canis en el ojo. (Martinez, 2005)
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L.as lesiones han sido descritas en la retina y en iris. Esto es a través de la ingestion de
bajas dosis de huevos infestantes que no producen una respuesta inmune agresiva suficiente
para destruir o encapsular las larvas invasoras, y por eso las larvas migran a través de los

tejidos del cuerpo libremente. (Mustoe, 1999)

Estas larvas errantes pueden, eventualmente, terminar en los capilares de la retina. Si
éstas son muy largas para los capilares de la retina, éstas horadaran la pared de los vasos

creando lesiones y la pérdida de la vision, afectando por lo general a un solo ojo. (Abo-
Shehada, 1985; Mustoe, 1999).

La toxocariasis ocular puede originar prucbas de ELISA negativas debido a la baja

concentracion de anticuerpos en esta presentacion de la enfermedad. (Radman y Col., 2000)

4.10. LESIONES

La migracion de larvas da lugar a lesiones hemorragicas en higado, pulmén, rifion,
tejido muscular y cerebro; dependiendo del nmimero seran méas o menos evidentes. Los
cachorros con infestacion prenatal o antes de los tres meses, pueden mostrar sobre todo

neumonia, con marcados focos inflamatorios en los pulmones con exudado. (Urquhart, 2001)

En el intestino se presentan zonas de engrosamiento de la capa muscular con exudado,
algunas veces hay perforacion intestinal y peritonitis, sobre todo en cachorros. El estado de
desnutricién es evidente, con la presencia de un abdomen abultado, mucosas pélidas y gran

cantidad de vermes en el intestino delgado. (Urquhart, 2001)

En los perros adultos las larvas enquistadas provocan una inflamacién crénica en los
tejidos, mostrando malestar cronico. La presencia en higado de larvas ocasiona cierto grado

de colangitis con éstasis biliar por obstruccion. (Urquhart, 2001)

La afeccién ocular incluye endoftalmitis granulomatosa, fibrosis de las bandas de
traccion, retinitis, uveitis, deformaciones o desprendimiento de la retina, infiltracion de células

inflamatorias en ¢! humor vitreo, panuveitis, lesiones hemorragicas. neuroretinitis como
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secuela de la migracion de larvas en retina, que algunas veces puede confundirse con el

retinoblastoma. (Brown, 1986; Melhorn, 1988; Urquhart, 2001)

A.11, DIAGNOSTICO

El diagnostico en animales se basa principalmente en la identificacion microscopica de
los huevos en heces. Solo los signos pulmonares que afectan a toda la camada entre una y dos
semanas después del nacimiento pueden hacer sospechar de la infestacién. Con frecuencia, los
cachorros eliminan gusanos espontineamente con el vomito o con las deyecciones. La
necropsia y la observacién de las lesiones hepaticas, pulmonares o renales, junto con la
demostracién directa de los nematodos en el intestino delgado, confirman el diagnostico. Asi
la infestacion prenatal puede diagnosticarse por la historia clinica y los signos clinicos que
muestran los cachorros, algunas veces se observan ascaridos en las heces que se han eliminado

en forma esponténea. (Quiroz, 1988; Botero y Restrepo, 1992; Cordero y Col., 1999)

El diagnostico clinico de la infeccion humana por Toxocara canis resulta dificultoso
debido a que la sintomatologia es inespecifica y similar a la de otras patologias, el parésito
adulto no se encuentra en heces asi como tampoco sus huevos y el hallazgo de las larvas en
tejidos mediante biopsias de los granulomas es un hecho excepcional. Por lo tanto la

demostracion de anticuerpos especificos en suero es la Gnica herramienta 1til y confiable.
(Bojanich, 2003) '

Las fases larvarias en perros adultos y hospederos paraténicos se pueden demostrar

mediante pruebas como:

A. Migracion larvaria visceral.

L. Pruebas serolégicas. La prueba serologica mas sensitiva y especifica es la de ELISA
(78%) y Western blot (92%) que usa los TES de Toxocara como antigeno y permite

un diagnéstico presuntivo. (Goldsmith, 1995)
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2. Otras pruebas. En las biometrias hematicas sc observa leucocitosis (de 30 000 a
100,000/uL), la cuenta de eosinofilos estd muy elevada en forma sostenida (de 20 a
80%) hay hipergammaglobulinemia (IgG, IgE, ¢ IgM) e isoaglutininas elevadas (titulo
anti-A y anti-B por arriba de 1:1 024). Las radiografias de térax muestran infiltrados o
areas de consolidacion; los granulomas antiguos pueden calcificarse. Fl examen fecal

no tiene valor para el diagndstico de cualquier forma larvaria visceral. (Goldsmith,
1995)

B. Toxocariasis ocular.

El diagnostico se basa en la apariencia clinica de la lesidn y las pruebas serologicas
positivas. Por lo general la toxocariosis ocular no se relaciona con eosinofilia periférica,

hipergammaglobulinemia, o elevacién de las isohemaglutininas. (Goldsmith, 1995)

4.12. PREVENCION Y CONTROL

La prevencion y control del pardsito se hace simultaneamente con la desparasitacion.
La clave es la prevencién vertical transmamaria y transplacentaria, si se hace un manejo
adecuado de la perra antes, durante y después de la gestacidn, asi como en los cachorros,
refiriéndose a la desparasitacion con la que se puede reducir o anular la contaminacién de los

suelos por los huevos del paréasito y asi tener perros sanos y sin riesgo para el ser humano.
(Beaver, 1987; Tizard, 1986)

En paises desarrollados, la prevencion involucra reglas que obligan a los duefios de
mascotas a desparasitar a sus animales e impedir el acceso de los cachorros a campos de

recreo, donde los nifios pueden estar en contacto con el excremento del animal. (Gonzalez y
Morales, 2002)

En paises subdesarrollados, la situacién es mucho més compleja, porque el principal
problema es la falta de una estructura sanitaria basica, como agua corriente y un sistema de

alcantarillado apropiado asi como el control de la poblacién canina. (Gonzédlez y Morales,
2002)
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La base del control de la toxocariosis es el tratamiento de los perros infestados. en
especial en cachorros y madres, con lo que se reduce la contaminacion medioambiental con
fases infestantes. [l control del censo canino conlleva a la retirada de perros callejeros o
vagabundos, junto con la educacién sanitaria a la poblacién humana sobre el riesgo de

transmisién de larva migrans visceral que, en gran parte, es desconocido. (Gonzéilez y
Morales, 2002)

En los nifios pequefios debe evitarse el contacto con perros infestados, sobre todo con
los cachorros, los cuales a menudo presentan infestacién muy importante y son portadores de
una gran cantidad de huevos de 7. canis en el pelo. Los animales menores a seis meses seran
desparasitados  cada mes, los mayores cada dos meses con productos capaces de destruir
larvas somaticas. El excremento de perros que se encuentre en las zonas de juegos de los nifos

debe ser enterrado. No hay ninguna substancia quimica 1til para exterminar los huevos en la

tierra. (Brown, 1985)
4.13. TRATAMIENTO

En la actualidad las infestaciones parasitarias representan un problema mundial, por lo
cual el papel de la farmacologia es importante. Si embargo para el tratamiento de la
toxocariasis se deberan de tomar en cuenta que se trata de atacar a las fases adultas y las
larvas, también considerando el parasitismo en el perro joven, en el adulto y también en los
hospederos paraténicos como el humano:

1) Los farmacos deben alcanzar al parasito donde se encuentre, en la porcién intestinal

correspondiente. (Litter, 1986)

2) Debe penetrar en el organismo del helminto y ejercer en forma eficaz su accion

deletérea sobre el mismo.(Litter, 1986)

3) El farmaco, administrado por via oral, no ha de irritar el tracto digestivo del paciente.
(Litter, 1986)

4) Absorbido el farmaco, ha de tener poca toxicidad, y como en todos los firmacos
quimioterapéuticos, su indice quimioterapéutico debe ser alto, es decir muy toxico para

el parésito y muy poco para el hospedero.(Litter, 1986)
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5) Debe ser econdmico, ya que dada la frecuencia de las helmintiasis, muchas veces
deben efectuarse tratamientos en masa sobre sectores pobres de la poblacion.
6y Ft farmaco debe ser facil de ingerir v agradable. ya que muchas veces los pacientes

parasitados son nifios .(Litter, 1986)

Desde luego no se ha llegado al farmaco antihelmintico ideal y las investigaciones
prosiguen hacia ese fin. (Litter, 1986)

La industria farmacéutica ha puesto en circulacion un nimero reducido de farmacos
antiparasitarios entre los que se encuentran:

1) Compucstos fenotiazinicos como la piperazina y su derivado dietilcarbamacina.

2) Compuestos imidazotiazolicos (Levamisol y Tetramisol)

3) Tetrahidropiridinas (Morantel, Pirantel y Oxantel)

4y Lactonas macrociclicas (Avermectinas, Ivermectina, Doramectina, Abamectina,

Moxidectina, Milbemicinas y Oximas)
5) Compuestos bencimidazolicos (Albendazol, Febendazol, Tiabendazol, Oxibendazol,

Oxfendazol) (Botana, 1998)

4.13.1. Compuestos fenotiazinicos:

Piperazina

Descubierta alrededor del afio 1900, la piperazina (dietildiamina) ha sido reconocida
sdlo desde 1954 como la molécula antihelmintica por excelencia, siendo aun utilizada en
varios paises del mundo por su bajo costo. Esta molécula, de estructura simple (figura 7) y
peso molecular 86.14 es una base fuerte soluble en agua, glicerol y glicoles, menos soluble en

alcohol y totalmente insoluble en éter. (Botana, 1998)

Tz

Figura 7. Estructura quimica de la piperazina. (Botana, 1998)
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Mecanismo de accion

La molécula ejerce su accién antihelmintica por un efecto antagonista sobre ciertos
receptores colinérgicos del parasito (placa neuromuscular), provocando de esta manera la
muerte del parasito mediante paralisis flacida, esta paralisis se debe a que la piperazina ejerce
una accion antagonista selectiva sobre los receptores del neurotransmisor inhibidor GABA,
que produce la apertura de los canales de Cl ~ e hiperpolariza la membrana de las células

musculares de los parasitos. (Botana, 1998)

Las sales de piperazina son bien toleradas por cachorros, lo que facilita el tratamiento
de infestaciones congénitas, su aplicacién a dosis de 110-200mg/Kg por 3 a 5 dias, tienen
buena eficacia frente a adultos intestinales, pero menor frente a los estadios inmaduros.

(Cordero del Campillo y Col., 1999)
Dietilcarbamazina

La dietilcarbamazina es un derivado sintético de la piperazina. Se comercializa como
sal de citrato, que contiene 51 % de la base activa y se absorbe rapidamente en el tracto
gastrointestinal, después de una dosis de 0.5mg/Kg, las concentraciones maximas del plasma
de 100 a 150ng/mL son logradas en 1 a 2 horas. La vida media plasmaética es de 2 a 3 horas en
presencia de orina 4cida, pero de aproximadamente 10 horas si ésta es alcalina. El farmaco se
equilibra de manera rapida con todos los tejidos, excepto con el adiposo. Se excreta

principalmente en la orina, ya sea con el formaco sin cambios 0 como el metabolito N-6xido.
(Katzung, 2001)

" C,H
CH,~N N-C-N 2°
S CH,

¥

Figura 8. Estructura quimica de la dietilcarbamazina (Katzung, 2001)
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Acciones antihelminticas y efectos farmacologicos.

lLa dietilcarbamazina inmoviliza las microfiliarias asi como alas larvas de Toxocara (lo
cual impide ¢! desplazamiento en los tejidos) y altera su estructura de superficie. lo que las
vuelve més susceptibles a la destruccién por los mecanismos de defensa del hospedero. Se

desconoce el modo de accion del farmaco contra los parasitos adultos. ( Katzung, 2001)

La dietilcarbamazina ha demostrado in vivo e in vitro acciones inmunosupresoras cuyo
mecanismo aun no se¢ comprende. Sin embargo se sugiere que el compuesto en cuestién
deteriora los procesos intracelulares y el transporte de algunas macromoléculas a la membrana
plasmética. No se han demostrado efectos teratogénicos en animales experimentales tratados

con este principio. (Katzung, 2001; Goodman y Gilman, 2003)
4.13.2. Compuestos imidazotiazélicos (Levamisol y Tetramisol)

Levamisol

El clorhidrato de levamisol es un derivado sintético del imidazotiazol y el isémero L de
D, L-tetramisol (figura 9). Es sumamente eficaz para erradicar Ascaris y Trichostrongylus. La
dosis en ascariasis es de 150mg una vez después de los alimentos y se puede repetir una vez a

los 3 a 7 dias por via oral. (Katzung, 2001)

Figura 9. Estructura quimica del levamisol (L-tetramisol) (Sumano, 2000)




Mecanismo de accién

El levamisol produce la pardlisis del parasito debido a una concentracidén muscular
permanente (paralisis espastica). No mata al parasito, y este es expulsado vivo. Este efecto
paralizante lo logra por tener accion colinérgica en los ganglios del organismo susceptible. Su
accidn es agonista nicotinica (esta accion es inhibida por los bloqueantes ganglionares como

¢l hexametonio). Se cree también que tiene una débil accién inhibidora de la

acetilcolinesterasa que reforzara su accidn. (Sumano, 2000)

Usos y dosis

El levamisol se distingue por su eficacia contra gusanos pulmonares y contra la
mayoria de los helmintos gastrointestinales, en particular en formas adultas. No actua contra
cestodos ni trematodos. (Sumano, 2000)

Las dosis orales mds utilizadas son las siguientes:

 Perros adultos: 8 a 10 mg / Kg de peso.
Cachorros: 1.5 2 2.5 mg / Kg de peso

4.13.3. Tetrahidropiridinas (Morantel, Pirantel y Oxantel)

El primer componente de -este grupo que se utilizé como antiparasitario de amplio
espectro fue el pirantel (PRT) en 1966, luego se desarrollaron el morantel (MRT) y , por

Gltimo, el andlogo m-oxifenil denominado oxantel (figura 10). (Sumano, 2000)

' Piranitel: (E1-1.4.55 tetrahidiic1
metit-2-{2-(2-Tienill etenil piciniding]

Oxanted o
Figura 10. Formulas estructurales de las tetrahidropiridinas mas utilizadas: morantel, pirantel y
oxantel. (Sumano, 2000)




Mecanismo de accion.

Los compuestos de este grupo cjercen su accion antiparasitaria exclusivamente sobre
nematodos gastrointestinales adultos mediante un efecto colinérgico, despolarizando la placa

neuromuscular del parasito y produciendo una paralisis espastica. (Sumano, 2000)

A pesar de tener el mismo mecanismo de accién, los componentes de este grupo
difieren en cuanto a potencia y velocidad de accién. Asi, el MRT es 100 veces mas potente -
que el PRT, pero su accidn méxima tarda mas tiempo en aparecer. Otro mecanismo por el cual
podria ejercer su efecto antiparasitario es a través de la inhibicién de enzimas. El PRT inhibe

la acetilcolinesterasa y el MRT, la fumarato reductasa. (Sumano, 2000; Katzung, 2001)

El pirantel se usa en dosis de 5 a 10 mg/kg (Sumano, 2000)

4.13.4. Lactonas macrociclicas (Avermectina, Ivermcctina, Doramectina, Abamectina,

Moxidectina y Milbemicinas)

Este grupo de medicamentos fue utilizado en 1980 por Chavala y Cols. a partir de un
fermentado de Strepromyces avermitilis, del cual se obtiene un anillo de lactona macrociclico
(figurall), que muestra efectos antibioticos, antinematédicos y ademds, una marcada

toxicidad contra artépodos. (Sumano, 2000)

OCH,
HO

!:c}.

CA.

Figura 11. Formula bésica del anillo lactona macrociclico de las ivermectinas. (Sumano,
2000)
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La introduccion de las primeras avermectinas revoluciond el mercado farmacéutico
veterinario, principalmente por la elevada potencia farmacolégica de estos compuestos
dosificados en el orden de mecg/Kg de peso y por su amplio espectro de actividad sobre
pardsitos internos v externos. La ivermeetina fue introcucida como fArmaco antiparasitario en
1981, complementando su composicion por un proccso de semisintesis organica. En afios
subsiguientes se incorporaron nuevos compuestos pericnecientes a este grupo de farmacos,
como también la familia de las milbemicinas. Los compuestos de ambas familias poseen
actividad sobre endoparasitos -y ectoparésitos, recibicndo la denominacién de farmacos
endectocidas, lo cual define la combinacién de sus cfectos nematodicidas, insecticidas y

acaricidas. (Sumano, 2000; Botana, 1998)

Se ha reportado que la efectividad de la ivermectina, moxidectina y la milbecina contra

Toxocara son superiores al 90 % contra adultos y larvas. (Sumano, 2000)

Mecanismo de accion.

La forma en que actlia este grupo es similar, provocando un incremento de la entrada
de iones cargados negativamente, sobre todo Cl *, que producen hiperpolarizacién y paralisis
muscular; la facilitacién de la entrada de Cl ™ es a través de canales independientes del

receptor GABA. (Flores, 2000)

Dosis

La dosis de ivermectina es de 200 mcg/Kg subcutdnea u oral, la doramectina de 200

mcg/Kg subcutanea u oral, la abamectina 200mcg/Kg subcutanea y oral y la Moxidectina 200

a 300 mcg/Kg subcutanea u oral. (Botana, 1998)

Los antiparasitarios son menos eficaces sobre larvas somaticas hipobidticas que frente
a otros estadios de desarrollo. Se ha comprobado que la administracién simultinea a la madre
de 500 mcg/Kg de peso de ivermectina los dias 38, 41, 44 y 47 de gestacién tuvo una eficacia
del 98 % de eliminacion. la aplicacion de | mg/Kg cf dia 29 de prefiez, seguido de dosis de
500 mg/Kg de peso los dias 42, 47 y 53 redujo en un 99 % la carga parasitaria de la camada.

No obstante, la eliminacién de las larvas somaticas exige tratamientos prolongados y costosos.
(Birchard, 1996)
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4.13.5. Compuestos bencimidazilicos  (Albenduzol, Febendazol, Tiabendazol,
Oxibendazol, Oxfendazol)

El uso potencial de estos compuestos. como (uimioterapéuticos en enfermedades
parasitarias, se estableci6 en 1950 a partir del descubrimiento de la molécula a-D-ribofuranacil
que es parte integral de la vitamina By (Figura 12). El nombre genérico de estos compuestos
es el de benzimidazoles, los cuales son compuestos que muestran intensa y variada actividad
farmacologica. Pueden actuar como antifungicos, antihelminticos, antineoplasicos,
cardiotonicos, analgésicos, etc. (Sumano, 2000)

HO O

%

CHy

CHy

Figura 12. Molécula o-D-ribofuranacil, que es parte integral de la vitamina By, y que dan

origen al anillo basico de los benziniidazoles. (Sumano, 2000)

Fl descubrimiento del tiabendazol, en 1961, marcé el inicio del desarrollo comercial de
otros benzimidazoles (BZD) y propici6 la sintesis de nuevos compuestos. Los BZD con
mayor actividad antihelmintica son denominados 137D-carbamatos. Su actividad esta

intimamente relacionada con la presencia del grupo nitro en el anillo BZD (figura 13).
(Sumano, 2000)
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Figura 13. Formulas estructurales de los benzimidazoles mas habituales. (Sumano,

2000)

Ln general, los BZD y los BZD-carbomatos son sustancias cristalinas poco solubles en

agua. Estos compuestos se encuentran en polvo, pero al parecer tienen mayor estabilidad en

solucién acuosa. (Sumano, 2000)
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Los BZD son antiparasitarios de gran espectro con un buen margen de seguridad y
baratos. Se caracterizan por su efecto especifico contra nematodos, sobre todo los
gastrointestinales, pero algunos de ellos pueden abarcar en su espectro efectos cestodicidas,

trematodicidas, larvicidas y ovicidas. (Sumano 2000)

El mecanismo de accién es mas o menos comun para los BZD, y varia por la afinidad
que éstos manifiesten a su sitio de accion. Por lo general, a nivel de los componentes del
citosqueleto de los parasitos, y en especial con la tubulina, que a su vez se integra en las
subunidades de los microtubulos. La tubulina se encuentra en equilibrio dindmico con los
microtibulos. Los formacos evitan la polimerizacion del microtibulo esquematizado en la
figura 14. Se ha demostrado que estos farmacos tienen poca afinidad para la tubulina de los

mamiferos, y alta para la tubulina de los parasitos. (Sumano 2000)

A Temperatura
l Cat

Calmodulina

Temperaturd
GTP

Mg™
Map

Inhibidor
(BZD)

Figura 14. Sintesis normal de la tubulina. A. Se alarga para producir los microtibulos. B. Se
anexa un inhibidor (BZD) que evita la polimerizacién que da como resultado,
el alargamiento de los microtibulos. GTP = transaminasa glutamico pirtvica;

MARP = proteinas formadoras de tubulina. (Botana, 1998)

En todos los organismos eucariontes, la unidad estructural de los microtabulos, es un
dimero formado por subunidades de tubulina o y . Los microtubulos ademas de formar parte

de la estructura del citoesqueleto, participa en diversas funciones celulares, particularmente en
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la division celular, transporte de nutrientes y la excrecion de desechos metabdlicos. (Botana,
1998)

La accién larvicida y ovicida de estos compuestos se basa en el mismo efecto de la
unién a la tubulina, siendo su capacidad de penetracion al hucvo lo que marca la diferencia
entre BZD. También se han informado efectos inhibitorios de algunos BZD sobre enzimas,
principalmente la fumarato reductasa que causa un efecto sumatorio a la accion en la tubulina.
lo que ocasiona mayor poder antiparasitario del farmaco. A este efecto se le suma el bloqueo
del paso de glucosa desde el intestino del pardsito a su sistema, acentuando el déficit

energético en ¢l. (Sumano, 2000)

En el caso del albendazol presenta una accion antihelmintica mediante su metabolito,
sulfoxido de albendazol, en albendazol (ABZ) es biotransformado en sus respectivos
sulfoxidos y sulfonas por oxidacion microsomal. En la oxidacién secuencial del ABZ
intervienen dos sistemas enzimaticos microsomales diferentes, la flavinoaminooxigenasa
(FMO) vy el citocromo P-450. La forma suifona del ABZ (ABZSO,) es un metabolito inactivo v
(véase figura 16). Al contener un atomo de azufre asimétrico, el ABZSO se presenta en dos

conformaciones especiales diferentes, denominadas enantiomeros (+) y (-). (Botana, 1998)
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CH, 87 l §§\R
NooRMO X N/ %5’ N
s ‘\\\-R / CH,-8- \\
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N craso™ ;0 N / N
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Figura 15. Patron de biotransformacion hepatica y gastrointestinal del ABZ, incluyendo el

metabolismo quiral de su metabolito sulféxido [(+) y (-) ABZSO]. EI perfil

esquematizado es similar al que presenta el fenbendazol y el oxfendazol. (Botana,
1998)




Se ha estudiado el efecto del ABZ en toxocariosis experimental en ratones y se observo
que su administracion reduce el numero de larvas que alcanzan el cerebro, ¢l fenbendazol y el

oxfendazol matan larvas en el cerebro y el musculo de ratones infestados experimentalmente.

(Bardon y Col., 1995)

Dosis

En perros las dosis mas utilizadas son:
[enbendazol y oxfendazol 5 a 10 mg/Kg
Oxibendazol 15 a 20 mg/Kg

Mebendazol 10 mg/Kg
Albendazol 15 a 50 mg/Kg

Humanos: dosis Gnica 400mg/Kg




5. METODOLOGIA

MATERIAL BIOLOGICO:

1.- Se utilizaron 60 ratones blancos hembras de la cepa CD-1 de aproximadamente cuatro
meses de edad, divididos en 6 grupos de 10 animales que se alojaron en cajas de
policarbonato, alimentandose con nutricubos especiales para roedores y agua ad libitum en el

laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitian (Campo 4)

Los animales se mantuvieron a una temperatura ambiente de 25 °C, en cajas de

policarbonato con cama de aserrin, la cual se cambi6 cada tercer dia, lavandolas para evitar

contaminaciones indeseadas.

2.- Huevos larvados de Toxocara canis, se obtuvieron de hembras adultas de Toxocara canis
provenientes de cadaveres de cachorros con infestacion natural de entre uno y tres meses de
edad procedentes de los Centros de control canino de Cuautitlan Izcalli y Cuautitlan México; a
dichos cachorros se le realizd necropsia, extrayendo el tracto digestivo incidiendo
longitudinalmente para buscar los gusanos adultos, una vez que se obtuvieron, se lavaron con
agua corriente y se seleccionaron las hembras mas adecuadas. Los gusanos seleccionados se
disectaron cortando en la porcién media del cuerpo para liberar los uteros gravidos y permitir
la salida de los huevos fecundados, los cuales fueron depositados en Solucion Salina
Formolada al 2.5 %, manteniéndolos en cajas Petri a temperatura ambiente por un lapso de dos
a tres semanas con ¢l objeto de esperar el desarrollo del segundo estadio larvario, el cual fue

utilizado para inocular los animales experimentales.

Determinacion de viabilidad de larvas:

1.- La viabilidad se establecid por observacion al microscopio de los huevos, para

evaluar la movilidad de los organismos larvarios en el interior del huevo, realizando
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conteos para diferenciar formas en las que si hubo desarrollo de las fases de las que no

lo hubo, repitiendo esto por cinco ocasiones para determinar el promedio de viabilidad.

7.~ Inoculacién. Los animales fueron inoculados con 1100 huevos larvados en

promedio, utilizando una sonda gastrica para alimentacion de lactantes en un volumen
de 0.1ml.

Los animales inoculados permanecieron un mes bajo observacion, terminando este
primer lapso, se administré la tnica dosis del principio activo a probar, el cual se administré

por via oral.
MATERIAL FARMACOLOGICO:

Albendazol puro en forma de polvo (ITALMEX, S.A. No. de Lote 990423) fue suspendido
en solucién acuosa dc acuerdo a los calculos necesarios para llegar a las dosis de

administracion de 5, 50, 100 y 400 mg/kg de peso, el cual fue administrado por via oral en un

volumen de administracion de 0.2ml.
Método:

Una vez que se organizaron los lotes de animales, se procedio a la inoculacion de los

huevos larvados.

Se formaron 6 lotes de animales (10 animales por cada lote) que quedaron agrupados de
la siguiente manera:

Un lote de animales control que no fue inoculado ni tratado.

Un segundo lote fue inoculado y no fue tratado.

Los cuatro lotes restantes fueron inoculados con las fases infestantes del parasito (L-2
pasiva) y tratados con el principio activo a probar en dosis de 5, 50, 100 y 400mg/Kg
respectivamente, estas dosis fueron administradas un mes después de la inoculacién de huevos
larvados.

Un mes después de la administracion del farmaco se procedio al sacriticio de los

animales; tras el sacrificio, fueron disecados y se extrajeron los siguientes Organos: rifion,
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higado. corazon, pulmén, tejido cerebral y un gramo de tejido muscular cn cl cual ¢l ntimero

de larvas encontradas se extrapol6 al peso total del animal del tejido muscular.

Dichos érganos fueron sometidos a digestién artificial para liberar las larvas

enquistadas y poder cuantificarlas en cada uno de los lotes.

Cada tejido se fragment6 y colocd dentro de una gasa, €ste a su vez dentro de un tubo
de ensaye previamente rotulado y finalmente se sometié a la accion de jugo gastrico artificial
(conteniendo 6g de pepsina y Sthl de acido clorhidrico por litro de solucién) por un tiempo de

48 horas e incubados en una estufa bacterioldgica a 37 ° C.

Una vez transcurrido el lapso se eliminé el sobrenadante y se le adicionaron cinco
mililitros de formaldehido al 10% cuya finalidad fue la de fijar a las larvas, procediendo a
cuantificar al microscopio las larvas que se encontraran en el sedimento de los tubos, para

verificar la migracién a partir de los tejidos analizados y evaluar la eficacia del producto

antiparasitario.
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6. RESULTADOS

Después del sacrificio de los ratones, 60 dias post-inoculacién y 30 post-tratamiento,
los resultados que se obtuvieron de los diferentes grupos de animales se analizaron en forma
minuciosa, observandose en la Tabla 1, que es el lote de ratones no inoculados y no tratados

(lote control), no presentaron larvas en ningin 6rgano, con lo que se demuestra que los ratones

estaban libres de nematodos.

En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos del lote inoculado y no tratado. Se
observa en tejido muscular un promedio de 48.63 larvas y en cerebro un promedio de 35.1
larvas, donde se presenta un mayor niimero de larvas con respecto a los demas dérganos que

presentaron un numero promedio relativamente pequefio.

En la tabla 3 que corresponde al lote inoculado y tratado con albendazol a una dosis de
Smg/kg de peso se observa que siguen elevados los promedios de larvas en cerebro con 32.9 y
musculo con 34.58, notandose una ligera disminucién con respecto a la tabla anterior, siendo

esta dosis la mas pequefia.

Se observa en las tablas 4, 5 y 6 que corresponden a los lotes tratados con albendazol a
dosis de 50, 100 y 400 mg/Kg de peso respectivamente; una tendencia a la reduccién en el
nimero de larvas encontradas en los diferentes 6rganos, teniendo para la dosis de 50 mg/Kg
un promedio de larvas en cerebro de 27.8 y en misculo de 29.42; para la dosis de 100 mg/Kg
25.3 en cerebro y 27.69 para musculo y por iltimo el lote de la dosis de 400 mg/Kg donde en
el cerebro se tienen un promedio de 23.4 larvas y en musculo de 26.75 larvas, siendo este

tltimo lote donde se tuvo mayor reduccién en el numero de larvas con respecto al lote

inoculado y no tratado.

En lo que respecta a la tabla 7, donde se resumen los datos del nimero promedio de
larvas encontradas en cada uno de los diferentes 6rganos analizados y dosis de albendazol con
las que fueron tratados los ratones. Asi mismo en la grafica 1 se presentan los datos de la tabla
7, donde se pucde apreciar mejor la disminucién gradual de la cantidad de larvas en los

diferentes organos siendo mas representativo en el musculo y el cerebro.
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La tabla 8 muestra el porcentaje de eficacia del albendazol a las diferentes dosis
utilizadas contra larvas enquistadas de 7. canis. Donde la menor eficacia fue la de 19.32 % a
una dosis de Smg/Kg, de forma andloga a la dosis mas alta sc tuvo una mayor eficacia con el
41.91%.

En la tabla 9 muestra el porcentaje de eficacia del albendazol a las diferentes dosis
contra larvas enquistadas de 7. canis en los 6rganos de cerebro y musculo, que es donde hubo
un mayor asentamiento de éstas observando que en el musculo es donde se tiene un mavor
porcentaje de remocion de larvas por parte del fairmaco (44.99 % a dosis de 400 mg/Kg); en lo

que corresponde al cerebro se tiene que la mayor eficiencia fue del 33.33% a la misma dosis.

Se realiz6 un analisis estadistico con la técnica de ANOVA multifactorial (Anexo 1)
para comparar los resultados en cuanto al nivel de reduccién de larvas entre los diferentes
grupos de tratamientos, el resultado (Fc = 7.71, Ft = 2.37) muestra que el albendazol si tiene
efecto sobre el nimero de larvas de Toxocara canis en los diferentes érganos analizados; asi
mismo la prueba de Tukey utilizada para comparar las diferencias minimas significativas entre V
las dosis utilizadas, indicd que las dosis utilizadas son estadisticamente iguales ya que no
muestran diferencias significativas entre dosis, pero que tienen efecto sobre las L-2.

Tabla 1.

Numero de larvas de 7. canis encontradas en el lote control.

()rgano

No. Musculo
Ratén Cerebro | Corazén || Higado || Pulmén | Rifién | esquelético
1 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 4]

4 0 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0 0

6 0 0 0 0 0 0

7 0 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0 0 0

9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0
Media 0 0 0 0 0 0

4
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Tabla 2.

Numero de larvas de 70 canis encontradas en el lote de animales inoculados y no tratados.

Organo

No. Raton Misculo

Cerebro | Corazén || Higado Pulmoén ino esquelético

49 1 6 54.4
36 1

71.5

29 1

64.6

36 40.5

32 76.5

29 212

42 4.2

38 68.5

29 55.5

Al &) N A of o | o w

31 294

~
—

48.63

En esta tabla se puede observar la presencia de larvas en todos los 6rganos analizados

acentuandose en mayor medida en cerebro y miisculo.




Tabla 3.

Numero de larvas de 7. canis encontradas en el lote de ratones tratados con una dosis de

5mg/Kg de albendazol.
Organo
No. Ratén Musculo
Cerebro | Corazén Higado Puimén Rifi6on | esquelético

1 18 1 6 1 0 27.8

2 30 0 0 3 0 35

3 35. 2 4 1 0 36

4 42 0 5 1 0 44

5 32 1 7 1 2 24

6 28 1 6 2 1 41.1

7 29 2 2 0 0 316

8 44 1 0 1 1 38.8

9 33 1 2 0 2 19.5
10 38 0 3 2 0 48
Media 329 0.9 35 1.2 0.6 34.58

Notese en esta tabla que la presencia de larvas sigue observandose en todos los

6rganos, mostrando una ligera disminucion en los promedios del nimero de larvas con

respecto al lote de animales inoculados y no tratados.

4
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Numero de larvas de T canis encontradas en el lote de ratones tratados con una dosis de

Tabla 4.

50mg/Kg de albendazol
Organo
No. Ratén Musculo
Cerebro | Corazon Higado Pulmén Rifion | esquelético

1 19 0 2 1 2 48

2 28 0 1 1 1 244

3 19 0 3 0 0 15

4 54 0 2 1 1 24

5 23 1 0 2 0 26

6 34 1 2 1 0 30

7 22 1 1 0 0 18.9

8 21 0 0 0 0 23.4

9 42 2 2 0 1 38.1
10 16 0 3 2 0 46.4
Media 27.8 0.5 16 0.8 0.5 29.42

La presente tabla refleja el efecto que esta teniendo el albendazol sobre el nimero de

larvas en las diferentes visceras, notdndose que en corazdn y rifion es donde se tienen los

menores promedios de la cantidad de larvas
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Tablu 3.
Numero de larvas de 7% canis encontradas en ¢l lot - ratones tratados con una dosis de

100mg/Kg de albei 70!,

Org: .
No. Ratén o Muasculo
Cerebro | Corazén Higado 2ulmoén Rifidn J esquelético

I 22 0 o | > 0 24.8

2 18 0 3 | o 1 1.7

3 26 1 T 1 412

4 19 o 0 n v 0 28.2

5 25 1 3 1 1 6.4

6 15 0 2 1 1 426

7 40 0 0 1 0 19.2

8 36 1 0 0 1 9.8

9 19 1 3 0 0 38.2
[0 33 0 2 | 0 54.8

Media 253 0.4 14 | o7 0.5 27.69

Esta tabla al igual que en las anteriores se ¢~ rvin larvas de T, canis en todas las

visceras analizadas tendiendo mayor afinidad hacia cercbro y muisculo
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Tabla 6.

Numero de larvas de T. canis encontradas en el lote de ratones tratados con una dosis de

400mg/Kg de albendazol
Organo

No. Mdasculo
Ratén Cerebro | Corazén | Higado | Pulmén Rifion | esquelético
1 19 0 3 2 0 27.4
2 21 0 2 0 0 47 1
3 23 1 2 1 1 10.4
4 36 0 1 0 0 19.2
5 19 0 2 1 1 48
6 21 1 3 1 1 21
7 18 0 0 1 0 13.6
8 16 1 0 0 1 20.6
9 28 1 0 0 0 37.2
10 33 0 1 1 0 23
Media 23.4 04 14 0.7 0.4 26.75

La presente tabla muestra los resultados de la mayor dosis utilizada, la cual presentd

la mejor eficacia en contra de larvas de T. canis por parte del principio activo utilizado,

observandose que en corazdn y rifidn es donde casi desaparecieron las larvas y para el caso

de cerebro y misculo es donde se tienen mayores porcentajes de remocién de larvas por

parte del albendazol.
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Tabla 7.
Tabla comparativa de los promedios de larvas de 7, canis encontradas en los diferentes

lotes, 6rganos y a las diferentes dosis de albendazol utilizadas.

Dosis
mg /Kg | Corazéon | Higado || Pulmon || Rifién || cerebro || Masculo
Control 0 0 0 0 0 0
0 1.2 4 1.6 0.8 35.1 48.63
5 0.9 35 1.2 0.6 329 34.58
50 05 1.6 0.8 0.5 27.8 2942
100 0.4 14 0.7 0.5 253 27.69
400 0.4 1.4 0.7 04 234 26.75
(Jaramillo 2005)
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GRAFICA 1.

Efectividad del albendazol contra el nimero de larvas de Toxocara canis en los diferentes

organos y dosis.

Efecto del Albendazof
Promso'
Larvas o
45- [ corazén
40- B Higado
O Puimén
ORifén
M cerebro
A Musculo
" Musculo
cerebro
Rifion
Pulmén
Higado
50 corazon
_ 100 400
Dosis mg/kg
(Jaramillo 2005)
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TABLA 8.

Porcentaje de cficacia del albendazol a diferentes dosis contra larvas enquistadas de

T. canis
™

Dosis Eficacia
mg /Kg Total
5 19.32
50 33.62
100 38.69
400 41.91

TABLA 9.

Porcentaje de eficacia del albendazol a diferentes dosis contra larvas enquistadas de

T. canis en cerebro y musculo

% %
Dosis Eficacia | Eficacia

mg /Kg 1 Cerebro || Musculo

5 6.26 28.89
50 20.79 39.50
100 27.92 43.05
400 33.33 44.99
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7. DISCUSION

En los ultimos afios han sido utilizados diferentes antihelminticos para eliminar
estadios larvarios de 7. canis; entre los que se destacan por su efectividad el grupo de las
lactonas macrociclicas donde la ivermectina resalta por su amplio espectro en los multiples
estudios realizados. (Gonzalez y Morales, 2002) Este grupo de principios activos surge en
la década de los ochentas con la ivermectina y en afios recientes aumenta su importancia
por una elevada eficacia en contra de nematodos y artropodos, que se va extendiendo a

todas las especies alcanzando ya a los seres humanos. (Sumano, 2000)

Este grupo de compuestos presentan ventajas por encima de muchos de los grupos
antihelminticos existentes, por ejemplo, con relacion a su acceso a casi todas las areas del
cuerpo permitiendo la eliminacion de los estadios larvarios y adultos de muchos nemétodos

lo cual queda demostrado en los diferentes estudios realizados. (Gonzélez y Morales, 2002)

De igual manera resaltan el grupo de los compuestos imidazotiazélicos donde el
levamisol ha demostrado eficacia en contra de la L-2. Por otro lado el grupo de los
compuestos bencimidazolicos, los cuales estan ampliamente difundidos en varias partes del
mundo debido a su amplio espectro y economia, donde destaca el albendazol que es

altamente eficaz contra infestaciones por este nematodo. (Sumano, 2000; Katzung, 2001))

De esta manera existen antecedentes sobre la efectividad de la asociacion
albendazol y otros antiparasitarios como la ivermectina para eliminar L-2 de T canis en los
ratones con resultados diferentes, entre los que destacan el de Abo-Shehada y Herbert
(1984) quienes reportaron una reduccion del nimero de larvas aplicando ivermectina (con
dosis de 200 ug/Kg via oral o subcutanea), asi como levamisol (100mg/Kg y 150 mg/Kg
subcutaneo), fenbendazol (100 mg/ Kg oral) y Albendazol (100 mg/ Kg oral). Al dia 35 de
inoculados reportan una disminucion del 70 % del parasitismo total con levamisol oral,
mientras que con el tratamiento subcutaneo se alcanzé una reduccion del 65 %. En el caso
de la ivermectina hubo una reduccién del 80 % tanto para la forma oral como para la
subcuténea. Para el caso del fenbendazol la reduccién fue del 20%, mientras que para el

albendazol fue del 38 % del parasitismo total con respecto al control.
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Samanta y Ansari en 1990 compararon diversos antihclminticos en ratones blancos,
como la ivermectina en dosis de 200 pg/Kg subcutdneamente, albendazol y fenbendazol en
dosis de 100 mg/Kg y tiabendazol en dosis de 150 mg/Kg siendo estos dltimos
administrados via oral; dichos farmacos fueron suministrados a las 24 horas después de la
infestacion con L-2 de T. canis y diariamente por 7 dias posteriores, sacrificando a los
animales a los 10, 20 y 30 dias postinfestacion. Encontrando que el albendazol produce
una reduccion promedio de 51.4 %, con el fenbendazol del 36.6 %, con tiabendazol del
22.5 % y con la ivermectina del 54.4 %. En tanto el efecto de disminucion sobre larvas
presentes en cerebro fue del 89 % para el albendazol, 92 % para la ivermectina, para el
fenbendazol del 64 % y para el tiabendazol del 50 %. La metodologia utilizada por Samanta
y Ansari en comparacion con la de este trabajo muestra diferencias muy significativas ya
que la realizada por Samanta dista mucho de la realidad pues cuando un animal o ser
humano se infestan por T. canis o algun otro parasito, no se sabe cuando ocurre y cuanto
tiempo lleva dicha infestacion, por lo que la administracion de los diferentes farmacos a las
24 horas postinoculacién podria no ser la efectiva debido a que las Jarvas no han alcanzado
todas las visceras; en el caso del presente trabajo, la administracion del principio activo se
efectué un mes después de la inoculacion, asegurando de esta manera que las larvas
inoculadas estuvieran presentes en todas las visceras, pues como es sabido, las larvas
presentan migracion errdtica; de esta manera el esquema de tratamiento utilizado se
asemeja mas a lo ocurrido en infestaciones naturales.

En 1993, Martinez y colaboradores ensayaron con Ivermectina y diversos
principios relacionados, reportando una eficacia del 91 % con una dosis de 200 pg/Kg. Para
el 2002 Gonzalez y Morales utilizaron tres principios activos; Ivermectina, Doramectina y
Moxidectina, cada uno a una dosis de 200 pg/Kg a los 30 dias postinfestacion, encontrando
que la eficacia fue del 50.13%, 25.70 % y 19.72 % respectivamente, resultados que se
encuentran por debajo de los reportados con anterioridad, debido probablemente a la
disminucion de potencia del farmaco o que los parasitos hallan creado resistencia hacia las

lactonas, lo cual puede atribuirse al uso y abuso que se ha venido teniendo de este farmaco.

Otras investigaciones muy similares como las de Fok y Kassai (1998) en el que se

mocularon 1000 huevos larvados de Toxocara canis en ratones blancos, aplicando




ivermectina (0.6 mg/Kg subcutaneo y oral) e ivermectina en ¢l alimento (6mg/Kg ).
fenbendazol (1.6 g/Kg, 6 @/Kg y 9.6 g/Kg en el alimento) y albendazol (1.6 g/Kg y 3 ¢/Kg
en alimento) comenzando el tratamiento el dia 87 postinfestacion con una duracion de 100
dias dc tratamiento para la ivermectina y albendazol, de 20 dias para el fenbendazol y
albendazol y de 30 dias para el fenbendazol y albendazol (3 g/Kg). Obteniendo la mayor
reduccion de larvas (aproximadamente 98 %) para el fenbendazol a dosis de 6 g/Kg
suministrada en el alimento, scguido del albendazol a dosis de 1.6 g/Kg (con el 97.1 % de
reduccion larvaria), una reduccion del 33.5 % de larvas para el caso de la ivermectina
administrada oralmente (0.6 mg/Kg), 10.5 % de reduccién de larvas para el caso de la

ivermectina subcutdnea (0.6 mg/Kg) y del 7.6 % de reduccion con ivermectina mezclada

con el alimento (6 mg/Kg).

En el afio 2000 Velebny y Col. utilizaron formulaciones liposomales de albendazol
con glucanos administrandolo subcuténeamente a ratones infestados con larvas de
Toxocara canis usando dosis de 25 mg/Kg, dos veces al dia por cinco dias; un mes después
de la infestacién encontraron una eficacia del 62.8 % en musculo y del 88 % en cerebro.
Esta formulacién liposomizada permite una liberacion paulatina y efectiva del principio
logrando un 92 % de efectividad sobre el parasitismo total, los datos previos sugieren que el
albendazol si es capaz de eliminar las larvas del cerebro, pero se requiere de incrementar la

.dosis y biodisponibilidad del farmaco en el organismo, en este trabajo las dosis utilizadas
fueron superiores (50, 100 y 400 mg/Kg) pero en una sola toma, siendo el albendazol eficaz
contra larvas presentes en cerebro ya que la composicidn del albendazol (liposoluble)

permite atravesar barrera hematoencefalica y destruir las larvas en dicha viscera.

Lopez y Mejia en 2003 encontraron que la aplicacion de dosis repetitivas de
ivermectina de 200 pg/Kg con una efectividad del 88.58 % después de 5 tratamientos
mensuales. Al primer tratamiento se encontrd un 58.1 %, para el segundo fue del 77.43%,
en el tercero de 77.56 %, en el cuarto 81.81% y en el quinto llegd al 88.58 % antes citado,
lo que indica que a dosis consecutivas se mejora la efectividad.

Enriquez y Martinez en 2004 probaron un esquema de tratamiento a los 30,60 y 90

dias postinduccion con selamectina a dosis de 6 ug/Kg via epicutanea, obteniendo una
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eficacia importante con eliminacion de larvas desde el primer tratamiento en musculo de
91.48 %. en cerebro de 86.04 %: en el segundo tratamiento fue del 92.25 % en musculo y
para cerebro de 94.4 %, y en el tltimo tratamiento hubo una eliminacién del 100 % para
musculo y para el cerebro del 94.4 %, lo que indica que este principio activo tiene una

elevada eficacia contra la L-2 de T. canis debido a que la selamectina es un producto nuevo.

In 2004 Acosta realizd un esquema de distintos niveles de dosificaciéon con
[vermectina en solucidn inyectable a dosis de 4, 50, 400, 800 y 1000 pg/Kg en una
administracion obteniendo una eficacia de 11.83 %, 20.34 %, 51.34%, 61%, y 68.74%
respectivamente, menores a los reportados por Lopez y Mejia en el 2003. De tal manera
que para una mayor efectividad se podria utilizar la dosis mas efectiva de ivermectina
administrandola por varios dias y tal vez con la asociacién de otro antiparasitario como el

albendazol este ltimo, a la dosis mas efectiva de este trabajo (400 mg/Kg de peso)

Fernandez y Ortiz utilizaron la asociacion de albendazol-ivermectina administrando a dosis
de 200 pg/Kg de ivermectina via subcutdnea y 5mg/Kg de albendazol via oral. Esto
administrando hasta en tres dosis. Obteniendo una efectividad a una sola dosis de 3.90%,
para la segunda dosis de 53.51%, para la tercera dosis de 55.02 % y para la cuarta dosis del
91.35% del parasitismo total. Dichos resultados se podrian mejorar prolongando el tiempo

de tratamiento o bien aumentando las dosis de los dos principios activos.

Los estudios previos encontrados en la literatura muestran una variada efectividad
de los principios activos utilizados asi como diferentes esquemas de tratamiento contra las
L-2 de T. canis, en este trabajo se pretendio utilizar diferentes dosis de albendazol tanto las
terapéuticas para animales y ser humano, asi como dosis elevadas. De esta manera como se
observa en la tabla 8 se tienen porcentajes de efectividad para las dosis de 5, 50, 100 y 400
mg/Kg obteniendo 19.32 %, 33.62%, 38.68% y 41.91% respectivamente, indicando que a
mayor dosis de albendazol mayor es la capacidad para matar a las larvas de Toxocara
canis, representado en la grafica 1.

Resultados comparables con los reportados por Soto en 1985 quien evalud la

actividad del albendazol en tres lotes de ratones a dosis tnica de 1000 mg/Kg de peso

¥,
(¥



diariamente por 5, 6 y 7 dias. obteniendo eficacias del 8.10 %, 48.74 % y 90 %
respectivamente. Estos resultados estan por debajo de los encontrados en este trabajo
tomando en cuenta que fucron mas dias de tratamiento y en el presente trabajo solo fue una
sola dosificacién; recordando que dentro de los productos comerciales en uso existen otros
bencimidazodlicos que se han venido usando por tiempos muy prolongados con una

probable pérdida de potencia o el inicio de probable resistencia.

Asi mismo la reduccion del nimero de larvas en el cerebro a dosis de 400 mg/Kg
(23.4 larvas en promedio) con respecto al lote inoculado y no tratado (35.1 larvas en
promedio), nos indica que el principio activo utilizado es capaz de atravesar barrera
hematoencefalica, lo que concuerda con las caracteristicas del farmaco ya que presenta una
elevada liposolubilidad.

El analisis estadistico realizado nos indica que el albendazol si tiene efecto sobre las
larvas enquistadas de 7. canis en los diferentes organos, de igual manera la prueba de
Tukey (ver anexo) nos indica que las dosis son estadisticamente iguales y los resultados no
son estadisticamente significativos pero el efecto en la reduccién de las larvas es visible
numéricamente.

El albendazol puede ayudar en el control de esta parasitosis tan comun en el perro

que es causa de zoonosis, debiendo ajustar el esquema de tratamiento para lograr la
eliminacion total de larvas en animales para extrapolarlo al ser humano ya que con este
esquema de tratamiento no se alcanzé el cien por ciento de efectividad. Cabe mencionar
que este farmaco es muy usado en medicina humana, siendo econdmico y con alta eficacia

en contra de varios géneros de parésitos.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se propone estructurar esquemas de
tratamiento con dosis miltiples a ciertos intervalos, para aumentar la eficacia del
albendazo! contra las larvas de este parésito, o bien utilizar la formulacién realizada por
Velebny y Cols. en el afio 2000 (albendazol liposomizado) a dosis multiples. De igual
manera es recomendable utilizar sinergias con otros desparasitantes como la ivermectina

que ha demostrado ser buen desparasitante. considerando que los dos farmacos tienen

mecanismos de accion diferentes.

I
(=2




8. CONCLUSIONES

1.

Los resultados indicaron la movilizacién de las larvas (I.MV) asentandose

en todas las visceras pero principalmente en musculo y cerebro, siendo estos

lugares predilectos por el parasito en estudio.

Se determiné que el uso de albendazol en una sola administracion y a
diferentes dosis es capaz de matar larvas cnquistadas de 7 canis en el

raton, mostrando que a diferentes dosis se eliminaron porcentajes crecientes

de éstas.

La dosis que presentd mayor eficacia fue la de 400 mg/Kg de peso
disminuyendo en un 41.91 % del parasitismo total, la mayor remocién de
larvas fue en musculo (44.99 %) y en cerebro (33.33 %) lo que nos indica

este ultimo porcentaje que el farmaco es capaz de atravesar barrera

hematoencefalica.

Al no haber sido removido el 100% de las larvas en los animales de
experimentacion, consideramos que la efectividad del albendazol mostrada

tanto a dosis efectiva como en sobredosis no es la adecuada.
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ANEXO




1. ANALISIS ESTADISTICO

Tabla de andlisis de varianza aplicado a los valores totales de larvas de T
canis encontradas en los diferentes o6rganos y a las diferentes dosis administradas.

FV_ J et _sc T cv | ke ] Fe]
DOSIs—organo
| Total |@]79342.6457|

a=0.05
Planteamiento de las hipdtesis:

Dosis

Ho = Las dosis de albendazol no tienen efecto sobre el nimero de larvas encontradas.
Hi = Las dosis de albendazol si tienen efecto sobre el numero de larvas encontradas.

Fc>Ft="7.771>2.37 por lo tanto: Se rechaza Ho.
Conclusion: Las dosis de albendazol si tienen efecto sobre el niimero de larvas encontradas.
Organo

Ho = El tipo de érgano no tiene efecto sobre el nimero de larvas encontradas.
Hi = El tipo de 6rgano si tiene efecto sobre el nimero de larvas encontradas.

Fc > Ft =226.537 > 2.21 por lo tanto: Se rechaza Ho.
Conclusion: El tipo de érgano sf tiene efecto sobre el numero de larvas encontradas.

Interaccidn dosis-6rgano.

Ho = No hay interaccion entre la dosis y el 6rgano sobre el nimero de larvas.
i = Si hay interaccion entre la dosis v el 6rgano sobre el nimero de larvas.




Fc > Ft =2.4556 > 1.57 por lo tanto: Se rechaza Ho.

Conclusion: Si hay interaccién entre la dosis y el drgano sobre el nimero de larvas
Tabla de analisis de varianza para musculos.

T P (TS [T
Tratamicntos 37601132 |8150283 |mm
Total |[719—][T42m@

Planteamiento de las hipétesis:

o=0.05

Ho = Las dosis de albendazol no tienen efecto sobre el numero de larvas encontradas
en el musculo.

Hi = Las dosis de albendazol si tienen efecto sobre el nimero de larvas encontradas
en el musculo.

Fe > Ft = 3.3446 > 2.61 por lo tanto: Se rechaza Ho.

Conclusion: Las dosis de albendazol si tienen efecto sobre el nimero de larvas encontradas
en el musculo.

Tabla de analisis de varianza para cerebros.

55 @-

o=0.05
Planteamiento de las hipétesis:

Ho = Las dosis de albendazol no tienen efecto sobre el nimero de larvas encontradas
cn el cerebro.

Hi = Las dosis de albendazol si tienen efecto sobre el ntimero de larvas encontradas
en el cerebro.

El valor de Fc es menor que la zona de aceptacion (0 a 2.61) por lo tanto: Se rechaza Ho.
El valor de la Fc no es significativo.

04




Conclusion: Las dosis de albendazol si tienen efecto sobre €l numero de larvas encontradas
en ¢l cerebro.

PRUEBA DE TUKEY

Prueba aplicada a las diferentes medias de larvas de 7. canis encontradas a las

diferentes dosis de albendazol administradas, para determinar las diferencias minimas
significativas.

Tabla de diferencias entre las medias de las muestras

[Dosis mg/Kg 400 (u5) J100 (ud) Jl50 @3) J5u2) Jo b |
s |

Tabla de comparaciones multiples con los datos de la tabla anterior

Hipétesis Decision

DVS =3.86/53.50/10 [ Se rechaza Ho si DVS < diferencias

8.9286 > 2.9583 Por tanto se acepta Ho. I
Ho: pl=p3 8.9286 l8.9286 > 5.1383 Por tanto se acepta ﬁo—l
Ho: p1=pd I 8.9286 I 8.9286 > 5.9067 Por tanto se acepta Ho I
8.9286 I 8.9286 > 3.4384 Por tanto se acepta Ho I
Ho: p3=pd 8.9286 IlS.9286 > (.7684 Por tanto se acepta Ho I

Ho: p3=p5 Il 8.9286 J 8.9286 > 1.2584 Por tanto se acepta Ho I
Ho: pd=p5 I‘ 8.9286 _I 8.9286 > 0.49 Por tanto se acepta Ho I




Prucba de Tukey aplicada a las diferentes medias de larvas de 7. canis encontradas
en el musculo en las diferentes dosis de albendazo! administradas, para determinar las
diferencias minimas significativas.

Tabla de diferencias entre las medias de las muestras

Dosis mg/Kg 400 (15) 100 (u4) |
e | 5 e Jps |
ETTETI [ [ R (N (|
se 11 11— 22 ]
0 (u) | | | =

Tabla de comparaciones multiples con los datos de la tabla anterior

—-—

[Decision

DVS =4.024243.683/10 ||Se rechaza Ho si DVS < diferencias [

Ho: pl=p2 I 19.8444 I‘19.8444 > 2.2 Por tanto se acepta Ho.
Ho: p1=p3 Il 19.8444 _I 19.8444 > 7.3 Por tanto se acepta Ho
19.8444 I 19.8444 > 9.8 Por tanto se acepta Ho
Ho: p2=p3 I‘ 19.8444 j 19.8444 > 5.1 Por tanto se acepta Ho l
Ho: p2=pd Il 19.8444 :I 19.8444 > 7.6 Por tanto se acepta Ho I‘
\ 19.8444 —] 19.8444> 9.5 Por tanto se acepta Ho |
Ho: p3= pd ( 19.8444 __I 19.8444 > 2.5 Por tanto se acepta Ho
e
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