UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

“EFECTO ANTIPARASITARIO
DEL FENBENDAZOL SOBRE LARVAS
DE Toxocara canis ALOJADAS EN
TEJIDOS DE RATONES BLANCOS
CEPA CD1”

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
P R E S E N T A N

MARIBEL OLIVARES NAZARIO

GIEBELE VARGAS SANCHEZ

ASESOR DE TESIS:
M. en C. JUAN PABLO MARTINEZ LABAT

CUAUTITLAN IZCALLI, ESTADO DE MEXICO, 2008.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA

A mis padres:
Floritulia Sanchez Urban y Anastasio Jaime Vargas Hernandez, los pilares mas

importantes de mi vida y mis mejores amigos.

A mis hermanos:
Xochitl Yoali, Ixchel, Viani y Cuauhtémoc

Por su amor inmensurable y su apoyo incondicional.

A mi amada Universidad.

Gie-Bele Vargas Sanchez



AGRADECIMIENTOS:

A la vida que me ha dado tanto...
A mis padres por demostrarme dia a dia su amor, confianza, respeto y por ensefarme a
luchar por lo que uno quiere.
A mis hermanos por creer siempre en mi, apoyarme en todos mis suefios y compartir
conmigo la alegria de la vida.
A toda mi familia por transmitirme en cada momento su confianza y fortaleza.
A mis amigos por formar parte de mi vida y por todo lo que juntos hemos aprendido.

A todos mis profesores por compartir sus conocimientos y valores.

A Don Rafa por apoyarnos siempre en la obtencion de cachorros, importantes para la
realizacion de este trabajo.

A cada uno de los integrantes del Laboratorio de Parasitologia de la FESC por convivir
con nosotras en un ambiente de respeto, por su apoyo y asesorias a lo largo de la
experimentacion.

A Maribel porque juntas logramos concluir una mas de nuestras metas, por su amistad y
respeto en todo momento.

A nuestro asesor Juan Pablo Martinez Labat por su confianza, paciencia y apoyo durante
la realizacidn de este trabajo, por sus ensefanzas y por todo lo que de él aprendi.

A la Universidad por permitirme ser parte de ella.

Gie-Bele Vargas Sanchez



Libiam ne lieti calici
Che la bellezza infiora,
E la fuggevol ora
Sinebri a volutta (...)

Tra voi sapro dividere

Il tempo mio giocondo;
Tutto é follia nel mondo
Cio che non e piacer.

DEDICATORIAS

A todas aquellas personas que me han
apoyado incondicionalmente a lo largo
de los anos: mis padres, amigos
(hermanos) y profesores. Sin ustedes
mi vida no seria la misma.

Ando vagabundo y me tiendo a mis anchas a mirar

un tallo de hierba estival.

Mi lengua, cada atomo de mi sangre, se formaron

de este suelo, de este aire.

He empezado a vivir, y solo espero no dejar

de hacerlo hasta mi muerte.

Walt Whitman

Godiam, fugace e rapido

E il gaudio dell'amore;

E un fior che nasce e muore,
Ne piu si puo goder.

Giuseppe Verdi,
Francesco Maria Piave

Si venimos de la nada y vamos hacia la
nada, yo propongo que pasemos el
tiempo que nos queda celebrando la
existencia misma de la vida.

Lou Marinoff

Un hombre nada puede desear a
menos que antes comprenda que soélo
debe contar consigo mismo; que esta
solo, abandonado en la tierra en
medio de sus infinitas
responsabilidades, sin ayuda, sin mas
proposito que el que él mismo se fija,
sin otro destino que el que él mismo
se forja sobre la tierra.

Jean-Paul Sartre

Maribel Olivares Nazario



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional
Auténoma de México, mi casa de

A todos los profesores que me han
apoyado a lo largo de la carrera,
_principalmente al Dr. Enrique
Angeles Anguiano, por haberme
abierto las puertas de su
laboratorio y por haber sembrado
en mi el entusiasmo por la
investigacion.

Agradezco con especial carifio al
profesor Gerardo Cruz Jiménez, por
su atenta disposicion a escucharme y
a compartir conmigo fragmentos de
su valiosa existencia; por todas las
veces que me ha ayudado a
levantarme y a apreciar la alegria de
vivir. De todo corazon, muchisimas
gracias.

Al profesor Pablo Martinez Labat,
por su increible e infinita paciencia,
asi como por su apoyo incondicional
tanto en el ambito académico como
en el personal; por la confianza que
deposito en nosotras y por permitir

acercarnos al maravilloso ser
humano que es. Sin él esta
investigacion hubiera sido imposible.

A Gie-bele, por haber soportado
mi obsesion por la ortografia, la
gramatica, la sintaxis, la
concordancia y la calidad en el
trabajo.

A los sinodales, que
amablemente revisaron y
aportaron sus gentiles
contribuciones al presente texto.

Maribel Olivares Nazario



INDICE GENERAL

INDICE GENERAL I
INDICE DE FIGURAS v
INDICE DE GRAFICOS VI
INDICE DE TABLAS VII
GLOSARIO IX
LISTA DE ABREVIATURAS XIV
RESUMEN XVII
1. INTRODUCCION 1
1.1 Morfologia. 2
1.2 Epidemiologia. 5
1.3 Ciclo bioldgico. 9
1.4 Mecanismos de accién patdégena. 13
1.5 Manifestaciones clinicas. 14
15.1 Manifestaciones clinicas en el humano. 14
1511 Sindrome de larva migrans
visceral. 15
1512 Sindrome de larva migrans
ocular u oftalmica. 17
1513 Sindrome de larva migrans
cerebral. 18
1514  Sindrome benigno o encubierto. 19
15.2 Manifestaciones clinicas en animales. 20
1.6 Respuesta del hospedador. 21
1.7 Diagnostico. 23
1.7.1 Diagnéstico en humanos. 23
1711  Clinico. 24
1.71.2  Inmunoldgico. 24

1.7.1.3  Histopatoldgico. 26



1714 Imagenologia.
1715 Biologia molecular.
1.7.2 Diagndstico en animales.
1.8 Tratamiento.
1.8.1 Tratamiento en humanos.
1.82 Tratamiento en animales.
1.9 Prevencion y control.
1.10 Fenbendazol.

2. JUSTIFICACION

3.

4.

® N o w

OBJETIVOS
3.1 Objetivo general.
3.2 Objetivos particulares.
MATERIALES Y DISENO METODOLOGICO
4.1 Material y equipo de laboratorio.
4.2 Material biolégico.
4.3 Reactivos y soluciones.
4.4 Disefio metodoldgico.
4.41 Obtencidn de huevos.
4.4.2 Mantenimiento y desarrollo de larvas de
T. canis.
4.43 Determinacion de la viabilidad de los
huevos de T. canis.

4.44 Induccion de la parasitosis.

4.45 Lotes de los ratones de experimentacion.

446 Tratamiento de los animales.
4.4.7 Tratamiento estadistico
RESULTADOS
DISCUSION
CONCLUSIONES
REFERENCIAS

26
26
27
28
29
30
30
32
36
37
37
37
38
39
39
39
40
41

41

41
42
42
44
47
48
56
70
71



ANEXO 1: Resultados directos (sin procesar) en cada unidad

experimental, por lote.

ANEXO 2: Procedimientos estadisticos y calculo del porcentaje

de eficacia.

a.

Analisis de varianza del total de larvas encontradas en
los seis lotes.

Analisis de varianza del total de larvas encontradas en
cerebro en los seis lotes.

Analisis de varianza del total de larvas encontradas en

musculo esquelético en los seis lotes.

. Prueba de Tukey para el total de larvas encontradas en

los seis lotes.

. Prueba de Tukey para el total de larvas encontradas en

cerebro en los seis lotes.
Prueba de Tukey para el total de larvas encontradas en

musculo esquelético en los seis lotes.

. Porcentaje de eficacia de los tratamientos para el total

de larvas.

. Porcentaje de eficacia de los tratamientos para el total

de larvas enquistadas en cerebro.
Porcentaje de eficacia de los tratamientos para el total

de larvas enquistadas en musculo esquelético.

XIX

XXV

XXV

XXVII

XXIX

XXXI

XXXII

XXXIII

XXXIV

XXXIV

XXXV



Fig.

Fig.

Fig. 3

Fig.

Fig. 5

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

10.

11.

12.

13.

14.

INDICE DE FIGURAS

Morfologia de la parte anterior de Toxocara canis.

a) Aletas cervicales y labios. b) Detalle de labios y
orificio oral.

Macho y hembra de T. canis adultos.

Fase larvaria de T. canis (L-3).

Morfologia de los huevos de T. canis. a) Huevos sin

embrionar. b) Huevos embrionados o larvados.

Ciclo bioldgico de T. canis.

Accidon mecanica y obstructiva provocada por la fase

adulta de T. canis.

Lesiones hemorragicas en pulmoén de jerbos provocadas

por la migracion larvaria de T. canis.

Sitios anatdémicos que pueden ser afectados en el

Sindrome de Larva Migrans.

Radiografia de torax: presencia de infiltrados pulmonares

bilaterales en un paciente con sindrome de larva migrans

visceral.

Presencia de L-2 de T. canis en globo ocular de un

paciente con toxocariosis ocular.

Sindrome de larva migrans cerebral. a) Presencia de L-2

de T. canis en cerebro de un paciente con toxocariosis

cerebral. b) Migracion larvaria de T. canis en cerebelo de

un jerbo a los 100 dias p.i.

Manifestaciones clinicas debidas a la infeccion por

T. canis en cachorros (hinchazén abdominal y pelaje

hirsuto).

Mecanismos celulares de respuesta inmune inducidos

por la presencia de T. canis en los individuos afectados.

Western Blot con antigeno E/S de T. canis de

12

13

13

14

16

18

19

20

22



Fig.

Fig.
Fig.
Fig.

Fig.

Fig.

Fig.
Fig.

15.

16.
17.
18.

19.

20.

21.
22.

habitantes de area tropical (a-f: muestras problema;
g: control negativo; h: control positivo).

Presencia de T. canis adulto en heces de un cachorro
menor de seis meses.

Estructura quimica de la molécula del fenbendazol.

Presentacion comercial de PANACUR® PLUS tabletas.

Biotransformacién del fenbendazol en sus diferentes
metabolitos.

Disefio metodoldgico que se siguid a lo largo de la
experimentacion.

Disefio metodoldgico 1.

Disefio metodoldgico 2.

Mecanismo de accion de los bencimidazoles.

25

28
33
34

35

40
43
46
63



Grafico 1.

Grafico 2.

Grafico 3.

Grafico 4.

Grafico 5:

INDICE DE GRAFICOS

Cantidad de larvas de T. canis encontradas en
cada organo, por lote de tratamiento.

Frecuencia absoluta del total de larvas de T. canis
encontradas por lote de ratones.

Larvas totales de T. canis encontradas en cerebro
en cada lote de ratones.

Larvas totales de T. canis encontradas en ME en
cada lote de ratones.

Porcentaje de eficacia de los tratamientos por lote
de ratones.

43

44

46

46

49

VI



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Esquema de tratamientos y sacrificios de los
diferentes lotes. 39
Tabla 2. Valores promedio de larvas de Toxocara canis

encontradas en los érganos de todos los grupos
de animales experimentales, aplicando en cada

tratamiento una dosis mensual de 5 mg/kg de

fenbendazol. 43
Tabla 3. Valores absolutos de larvas de Toxocara canis

encontradas en cada lote de ratones. 44
Tabla 4. Analisis de varianza del total de larvas de T. canis

encontradas en los seis lotes de ratones. 45
Tabla 5. Tabla de Tukey para el total de larvas de T. canis

encontradas en los seis lotes de ratones. 45
Tabla 6. Larvas totales de T. canis encontradas en cerebro

y ME en cada lote de ratones. 46
Tabla 7. Analisis de varianza del total de larvas de T. canis

encontradas en cerebro en los seis lotes de ratones. 47
Tabla 8. Tabla de Tukey para el total de larvas de T. canis

encontradas en cerebro en los seis lotes de ratones. 47
Tabla 9. Analisis de varianza del total de larvas de T. canis

encontradas en musculo esquelético en los seis lotes

de ratones. 48
Tabla 10. Tabla de Tukey para el total de larvas de T. canis

encontradas en musculo esquelético en los seis lotes

de ratones. 48
Tabla 11: Porcentaje de eficacia (%E) por tratamiento a nivel

global, en cerebro y en musculo esquelético. 49
Tabla 12. Cantidad de larvas de T. canis encontradas en cada

organo, por unidad experimental, en el lote de ratones

VI



Tabla 13.

Tabla 14.

Tabla 15.

Tabla 16.

Tabla 17.

inoculados y no tratados [control (+)].
Cantidad de larvas de T. canis encontradas en cada

organo, por unidad experimental, en el lote de

animales que recibié 1 dosis del tratamiento (Tx 1).

Cantidad de larvas de T. canis encontradas en cada

organo, por unidad experimental, en el lote de

animales que recibid 2 dosis del tratamiento (Tx 2).

Cantidad de larvas de T. canis encontradas en cada

organo, por unidad experimental, en el lote de

animales que recibié 3 dosis del tratamiento (Tx 3).

Cantidad de larvas de T. canis encontradas en cada

organo, por unidad experimental, en el lote de

animales que recibid 4 dosis del tratamiento (Tx 4).

Cantidad de larvas de T. canis encontradas en cada
organo, por unidad experimental, en el lote de
ratones no inoculados y no tratados,

[control negativo (-)].

XII

XIII

X1V

XV

XVI

XVII

VI



GLOSARIO

Accion expoliatriz: Consiste en sustraer elementos importantes al
hospedador, lo cual conduce al desarrollo de la enfermedad. Variables: a)
Histofago (sustraccion de tejidos); b) Hematodfago (sustraccidon de sangre; c)
Quimdéfago (sustraccidn de alimento digerido); d) Citéfago (sustraccién de

componentes del citoplasma).

Accidn irritativa: Se relaciona con la alimentacion de los parasitos o por
establecimiento de contacto continuo (por fijacion o alimentacion) con los

tejidos.

Accion mecanica: Efectos derivados de la presencia por fijacion,
asentamiento 6 crecimiento de los parasitos. Por ejemplo: accion obstructiva
(implica bloguear el flujo de liquidos en d&rganos tubulares); o accidn

compresiva (presion sobre los tejidos debido al crecimiento de los parasitos).
Acciones patogenas: Alteraciones causadas al hospedero por interaccion con
los parasitos; se dividen en: acciones directas (irritativas, mecanica, téxica,
expoliatriz y traumatica) o indirectas (inmunogénica e inoculatriz).

Caquexia: Debilidad intensa y generalizada, desnutricion.

Celomiario: Tipo de musculos que presentan fibrillas contractiles en la
periferia del cuerpo de los nematodos, sobre tres lados, faltando en la cara que

va a la cavidad corporal.

Control: Implica la aplicacion de estrategias después de que se ha presentado

una enfermedad.

Cuadro clinico: esta integrado por los signos y sintomas.



Dentigero: Protuberancias que desempeian la funcién de corte o erosion de

los tejidos, que se encuentran en los bordes de los labios en Toxocara canis.

Depredacion: Relacién en la que un organismo (depredador) mata para
alimentarse optimizando por completo el cuerpo de su victima (la presa) sin

desperdiciar sus componentes energéticos.

Diagnéstico: Procedimiento(s) técnico(s) por el cual se identifica una
enfermedad, entidad nosoldgica, sindrome, o cualquier condicién de salud-

enfermedad.

Dirofilariosis: Enfermedad producida por una especie de nematodo parasito
(Dirofilaria immitis) que se expande de hospedero a hospedero por medio de
las picaduras de mosquitos. El parasito afecta a los perros, gatos, lobos,
coyotes, zorros, hurones, leones marinos, e incluso a los humanos. El gusano
es llamado "gusano del corazén" porque en su fase adulta reside en el corazén

del hospedero, donde puede quedarse varios afos.

Epidemiologia: Ciencia auxiliar de la medicina que estudia los eventos
asociados a la presentacion de las enfermedades, asi como sus repercusiones

en las diferentes poblaciones animales, incluido el humano.

Epitopo: Parte de una macromolécula que es reconocida por el sistema

inmunoldgico.

Estasis: Estancamiento de sangre o de otro liquido en alguna parte del

cuerpo.

Evasion inmune: Acciones que el parasito realiza para evitar los mecanismos
de defensa del hospedador. Por ejemplo: enquistamiento, variacion antigénica,
mimetismo antigénico, evolucidon antigénica, degradacion de productos

defensivos, etc.



Geofagia: Es el consumo regular e intencional de tierra.

Gubernaculo: Organo que regula la posicién de las espiculas en los drganos

genitales de nematodos de sexo masculino.

Hipobiosis: También llamada dormancia o arresto larvario, es la interrupcién
temporal del desarrollo parasitario en un momento especifico del ciclo bioldgico

de los nematodos bajo condiciones no propicias para el desarrollo del mismo.

Hospederos: Organismos que alojan parasitos.

Hospedero paraténico: Es aquél que permite el desarrollo limitado de
algunas fases (fases no maduras) del parasito. Pueden existir muchos tipos de
hospederos paraténicos, pero no son imprescindibles para que concluya el

desarrollo del organismo parasitario.

Hospedero susceptible: Es el individuo receptor de los agentes infecciosos

gue desarrollara la enfermedad.

Inmunoglobulinas: Proteinas conocidas como anticuerpo o inmunoglobulinas,

son altamente especificas y producidas en respuesta a antigenos especificos.

Interleucinas: Conjunto de proteinas sintetizadas y expresadas por leucocitos
e histiocitos; tienen como funcidén la intercomunicacién entre las distintas
subpoblaciones leucocitarias, participando en la respuesta del sistema

inmunitario.

Intraorganica: Migracion que involucra el desplazamiento del parasito por

diferentes érganos extraintestinales.

Lesiones: Cambios de estructura de los tejidos o de 6rganos.

Xl



Migraciones: Desplazamientos que desarrollan los parasitos con la finalidad
de alcanzar la zona mas adecuada para su asentamiento y maduracion. Existen
tres variantes: a) Simples, implican el desplazamiento de los parasitos por un
aparato o sistema; b) Complejas, involucran el desplazamiento del parasito por
mas de un aparato o sistema, existiendo diferentes grados de complejidad; c)

Erratica, implica desplazamientos de los parasitos hacia sitios no habituales.

Nitroscanate: Antihelmintico de amplio espectro, efectivo contra céstodos,
trematodos y nematodos. Es un difeniléter que interfiere con la generacién de

energia del parasito.

Paragonimiosis: Es una zoonosis parasitaria causada por especies de
trematodos del Género Paragonimus. El humano se infecta al ingerir cangrejos
y otros crustaceos parasitados y por manipulacion de utensilios contaminados.
El parasito adulto se localiza en los pulmones, produciendo una sintomatologia
que puede llegar a ser confundida con la tuberculosis o histoplasmosis. El
diagndstico de casos humanos se hace a través de examenes parasitolégicos e

inmunoldgicos.

Parasito: (para = a un lado; sitos = alimento) Organismo que vive dentro,
sobre o entre los tejidos de otro organismo, dependiendo metabdlicamente, al
sustraer elementos vitales para el hospedero como: agua, sangre, linfa,

citoplasma vy tejidos; provocandole dano.

Parasitosis: Es la enfermedad causada por parasitos, puede ser de dos tipos:
a) Primaria, causada directamente por los parasitos, o b) Secundaria u
oportunista, en la que el agente parasitario se asocia a otro organismo que ya

se encuentra asentado y causando enfermedad. Por ejemplo: el virus del SIDA.
Patogenia: Se define como el conjunto de mecanismos por medio de los

cuales el parasito origina las modificaciones que llevan al desarrollo de la

enfermedad.

Xl



Prevencion: Aplicacion de estrategias que impiden la presentacién de la

enfermedad, como vacunas y una adecuada alimentacion.

Reservorios: Son hospederos que se infectan, permiten la reproduccién de los
parasitos e incluso los diseminan, pero no desarrollan la enfermedad asociada

al parasitismo.

Signo clinico: Cualquier cambio identificable a través de la exploracion del

paciente.

Sintomas: Cambios expresados por el paciente que corresponden a

modificaciones fisioldgicas o estructurales en su cuerpo.

Tratamiento: Involucra la aplicacidn de procedimientos o farmacos con la
finalidad de suprimir los agentes parasitarios, las manifestaciones de la
enfermedad o las secuelas de la misma. Puede ser farmacoldgico, psicologico,

psiquiatrico o quirdargico, entre otros.
Vasculitis: Inflamacién de los vasos sanguineos, puede acompanarse de
sintomatologia general y/o de manifestaciones locales orgdnicas dependientes

del érgano afectado.

Zoonosis: Son las enfermedad compartida por humanos y animales.

X1
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RESUMEN

La toxocariosis es causada por Toxocara canis (T. canis), nematodo intestinal
de perros jévenes. En humanos es considerada una infeccion accidental por ser
hospederos paraténicos y porque el parasito no puede completar su ciclo
bioldgico. Es de gran importancia como problema de salud publica por sus

variadas formas de transmision, las cuales facilitan su diseminacion.

En el presente estudio se evalué la eficacia del fenbendazol contra las formas
larvarias de T. canis enquistadas en ratones blancos, enfocandose en la

busqueda de una nueva alternativa al esquema de tratamiento ya existente.

Se emplearon 60 ratones, los cuales fueron divididos en 6 lotes. Se dejo un
grupo sin inocular (control negativo), mientras que los cinco restantes fueron
infectados con aproximadamente 500 huevos larvados viables de T. canis. Se
permitid que la infeccién evolucionara durante 30 dias, y se aplicd tratamiento
con fenbendazol (5 mg/kg p.v., v.0.) a todos los grupos, excepto a un control
positivo. Después de un mes, los dos lotes control y uno de los tratados (Tx 1)
se sacrificaron, mientras que a los grupos restantes se les administraron dosis
mensuales del farmaco, sacrificando al mismo tiempo un lote después de cada
mes de la aplicacién del tratamiento, hasta completar 4 administraciones. De
cada animal sacrificado se extrajeron 6 organos distintos: cerebro, rifidn,
pulmén, higado, corazén y musculo esquelético (ME), los cuales fueron
sometidos a digestion artificial. Posteriormente, los sedimentos de la digestién
de cada dérgano se examinaron en su totalidad al microscopio para cuantificar

la presencia de larvas en ellos.
Los resultados obtenidos se organizaron y procesaron estadisticamente

mediante Analisis de Varianza y Prueba de Tukey, ademds de que se

obtuvieron otros parametros como el porcentaje de eficacia (%E), tanto en
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general como en especifico para los dos érganos mas representativos (cerebro
y ME).

Los resultados a nivel global mostraron que el tratamiento produjo una
reduccion del 10.9% a partir de dos aplicaciones del farmaco, incrementandose
hasta llegar a su maximo de 73.5% después de cuatro aplicaciones. Con
respecto a cerebro, se encontré que el tratamiento produjo una reduccién del
55.32% a partir de la segunda dosis, alcanzando su eficacia maxima de 63.8%
después de la cuarta aplicacién. En el caso de ME, el farmaco presenta una
eficacia del 46.10% a partir de la tercera aplicacidn, incrementandose hasta

llegar al 75 % después de las cuatro dosis.

Con estos datos se puede afirmar que el fenbendazol a dosis de 5mg/kg p.v.,
V.0. causa una importante reduccién de larvas enquistadas de T. canis en
ratones a partir de la segunda administracion mensual, tanto en ME como en

cerebro.
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1. INTRODUCCION

Toxocara canis (T. canis) es un nematodo parasito de perros y otros canidos
silvestres, y agente causal de la toxocariosis; es capaz de infectar a ratones y
humanos, especialmente a los niflos. Aunque en hospederos paraténicos no
puede completar su ciclo biolégico, las larvas migran a través de diferentes
organos hasta que son atacadas por una respuesta inflamatoria por parte de
los hospederos y mueren. Las larvas pueden sobrevivir en los tejidos hasta 9
anos. El parasito tiene 18 cromosomas en sus células somaticas. Aln no se
conoce el tamafio de su genoma, pero se cree que es parecido al de Ascaris
sp., es decir, de 3 x10° pares de bases. En su superficie se encuentran
proteinas que son reconocidas por el sistema inmune del hospedero, ya sea

definitivo o paraténico 7+ 3% 56. 59, 60),

Se describen en el humano cuatro formas clinicas, las cuales incluyen:
sindrome de larva migrans visceral (SLMV), sindrome de larva migrans ocular
u oftdlmica (SLMO), sindrome de larva migrans cerebral (SLMC) y sindrome

benigno o encubierto.

En hospederos paraténicos, se han descrito dos fases de migracion larvaria; en
la primera o visceral, las larvas de T. canis se liberan en el intestino, inician
una migracion somatica afectando higado, pulmones y rifiones. En la segunda
0 mioneurotropica, las larvas migran afectando cerebro, musculo cardiaco y
musculo esquelético, permaneciendo en este ultimo como larvas hipobidticas
que se mantienen viables e infectivas durante un periodo indefinido,
equivalente a la duracién de la vida de los mamiferos pequeros. Estas larvas
pueden pasar de un hospedero a otro como consecuencia de canibalismo o
depredacién, sin que haya crecimiento ni diferenciacion morfoldgica, hasta que
lleguen a un hospedero canino susceptible. Este modo de transferencia de

larvas infectivas por mediacién de hospederos paraténicos o de transporte es



un sistema de transmision comun entre los helmintos parasitos de vertebrados

carnivoros (9 10,21, 26, 45, 54, 55, 56, 57)

Su posicién taxondmica es la siguiente 4 1% 28, 59).

Dominio Eucariota

Reino Animalia

Subreino METAZOA

Phylum NEMATODA

Clase SECERNENTEA (FASMIDIA)
Orden ASCARIDIDA
SuperfamiliaASCARIDIDAE

Subfamilia TOXOCARINAE

Género Toxocara

Especie T. canis

1.1 MORFOLOGIA

El pardsito adulto se localiza en el intestino delgado de perros jovenes y de
varios canidos silvestres. Son vermes relativamente grandes, blanquecinos y
presentan un sistema reticular superficial de crestas y nervaduras consistente
en estrias transversales irregulares. En su extremo anterior poseen tres labios
bien desarrollados en cuyo centro se abre el orificio oral (Fig. 1), que suele
presentar rebordes dentigeros finos. Tienen aletas cervicales estrechas y
lanceoladas caracteristicas (Fig. 1), un esdéfago cilindrico de aproximadamente

5 mm. y musculos corporales celomiarios (% # 5 9 19,54, 55, 56),



W

http://users.unimi.it/parassit/immagini.htm; 2008.

Fig. 1. Morfologia de la parte anterior de Toxocara canis. a) Aletas
cervicales y labios. b) Detalle de labios y orificio oral.

Como en la mayoria de los nematodos, los ejemplares adultos presentan sexos
separados, los machos maduros miden generalmente 4-10 cm. de longitud y
las hembras 6-18 cm.; aunque se han observado longitudes maximas de 13 y
20 cm., respectivamente (Fig. 2). Los machos presentan en su extremo caudal
un apéndice digitiforme. Poseen una serie de papilas preanales y postanales,
con espiculas ligeramente desiguales y no existe gubernaculo. En la hembra, la
vulva se sitla a la altura de la quinta o la sexta parte de la longitud del cuerpo

desde el extremo anterior (% 4 2/ 1959



!
Courtesy.of University of Minnesota - SVM

http://zmolu.vicak.cz/cs/sav/zdravi.aspx; 2008.

Fig. 2. Macho y hembra de T. canis adultos

Las larvas de T. canis miden aproximadamente 0.4 um de longitud por 0.018
Mm de diametro y son facilmente distinguibles de las larvas de otras especies.

En el medio externo siempre se encuentran en el interior del huevo @ (Fig. 3).

http://www.snof.org/maladies/toxocarose.html; 2008.

Fig. 3. Fase larvaria de T. canis (L-2).



Los huevos son redondeados u ovales, de unas 85 por 75 um, formados por
varias capas concéntricas de una cubierta proteica muy gruesa y rugosa, su
coloracion es pardo-amarillenta y contienen un cigoto sin segmentar, que
ocupa la totalidad de la cavidad interna en el momento de la puesta. Poseen
depresiones en la cascara y no estan embrionados cuando se depositan (Fig.
4). Si se obtienen directamente de las hembras gravidas por histerectomia,

presentaran coloraciéon blanquecina (> 4 9 18,54, 60),

b)d g

Olivares, M. y Vargas, G.; 2008.

Fig. 4. Morfologia de los huevos de T. canis. a) Huevos
sin embrionar. b) Huevos embrionados o larvados.

1.2 EPIDEMIOLOGIA

La toxocariosis es probablemente la zoonosis producida por nematodos mas
propagada mundialmente y pueden infectarse personas de cualquier edad. El
estudio epidemioldogico de la toxocariosis es complejo, ya que se deben
considerar tres puntos -asi como su interconexioén-, que son: la enfermedad de

los canidos, la contaminaciéon ambiental y la toxocariosis humana 9,



El parasito es cosmopolita y prevalente en regiones templadas y tropicales del
mundo, con alta incidencia, patogenicidad e importancia como problema de
salud publica al provocar zoonosis de amplia morbilidad. A nivel mundial se ha
reportado su presencia en el 80% de los perros; por otra parte, Barriga et. al

demostraron que estan infectados 99.4 % de los recién nacidos (% & 12 16,20, 24,

28, 43, 44, 46, 52, 56, 59)

En nuestro pais se han realizado analisis que comprueban que es el parasito
mas comun en perros menores de 6 meses. Sin embargo, su incidencia no se
conoce con exactitud, puesto que los reportes varian entre 15% y 100%, tan
sOlo en el D.F. De cualquier manera, la contaminacién del suelo con heces de
perro, especialmente en areas recreativas, constituye un enorme riesgo de
infecciones parasitarias en el humano. En la Ciudad de México, el porcentaje

de contaminacidn del suelo con este parasito es del 12.5% (1% 23,33, 34,55),

Sélo los cachorros menores de seis meses alojan al parasito adulto, en tanto
gue los perros adultos almacenan larvas enquistadas en su cuerpo (visceras y
musculatura). Los animales que pasan el periodo critico de la infeccién se
recuperan por completo y expulsan los parasitos de su intestino en los

primeros seis meses de vida 2% %),

La infeccion del perro con T. canis puede adquirirse de la siguiente manera:
= Por la ingestién de huevos infectivos del suelo.
= Por la ingestion de larvas presentes en los tejidos de hospederos
paraténicos (canibalismo o depredacién).
= Por la recepcion de larvas de la madre a través de la placenta, la leche

0 ambas (5 9 19, 20, 28, 50, 59, 60)

Son susceptibles a la infeccidn ratones, ratas, cerdos, corderos, hamsters y los

demas mamiferos puestos a prueba hasta la fecha.



El reservorio de T. canis para el hombre son los perros infectados, ademas de
otros canidos silvestres como lobos y zorros. La fuente de infeccidén es el suelo
contaminado con los huevos infectantes. EIl mecanismo de transmision es la
ingestién de estos huevos mediante los alimentos, el agua o las manos
contaminadas; incluso se ha identificado en la Ciudad de México su presencia
en vegetales destinados a consumo humano: 1.9% en las zanahorias y 6.5%
en los rabanos analizados. El 33.3% de estos huevos estaban embrionados.
También se debe considerar el contacto directo con perros, ya que se ha
documentado que en sus pelos pueden permanecer adheridos los huevos

viables (% 4 5. 19, 20, 40, 55, 56, 57, 62)

La infeccién del hombre es generalmente individual y aunque no se difunde de
humano a humano, se han descrito pequefios brotes de hasta siete personas.
En México estan documentados tanto el SLMV como el SLMO; no obstante,

esta enfermedad se encuentra subestimada y subdiagnosticada ‘> > 40,

El principal riesgo referido para la infeccion de los humanos lo constituye la
presencia de huevos larvados en el suelo debido a la contaminacién con heces
de perro. Cada cachorro ligeramente infectado y no desparasitado contribuye a
la contaminacién ambiental con 100,000 huevos por cada gramo de heces, es
decir, casi 1.4 millones de huevos de T. canis al dia, los cuales se desarrollan
hasta alcanzar el estadio infectivo en unas 3 semanas a temperaturas
estivales; persisten en el suelo muchos meses y, en casos excepcionales,
durante varios afios, originando zonas muy infectivas. Los huevos se
mantienen viables en suelos himedos (75-85%), sombrios y frescos, pueden
soportar un intervalo amplio de temperatura que oscila entre -25 °C y +37 °C,
son altamente resistentes a factores fisicos y quimicos. Esta resistencia a las
condiciones ambientales tiene gran importancia en la contaminacién del suelo
y en su papel como fuente de infeccidon para perros no desparasitados y para
personas que pueden infectarse en condiciones especiales. Ademas, debido a
la accién de las lluvias, los vientos y otros factores mecanicos (roedores, aves

e insectos como la mosca doméstica), es posible que los huevos se transporten



a lugares distantes y alcancen grandes concentraciones en algunos puntos.
Unos miligramos de tierra recogida de la superficie de estos sitios puede

contener centenares de huevos infectantes (% > 9 1922, 28,39, 48, 49, 54, 56)

La geofagia o pica es un antecedente comin en casos de toxocariosis, por lo
gue se considera un factor de riesgo importante para la infeccién. Los nifios
son los mas expuestos a ser infectados porque tienen un contacto mas
estrecho con los perros, frecuentan parques publicos, campos de juego o
aceras fuertemente contaminadas con heces de perro y se llevan tierra, manos
y diferentes objetos contaminados a la boca, facilitando la ingestién de los
huevos del parasito. Otros grupos de alto riesgo son los criadores de perros,
los veterinarios y las personas inmunocomprometidas. En todos los casos, la
mayoria de las infecciones presentan antecedentes de deficiente saneamiento

ambiental en las viviendas y mala higiene personal (%% > 12,19, 20, 28, 38, 40, 50, 55, 57,

59, 60)

Aunque la seroprevalencia incrementa con la edad, el SLMV se presenta con
manifestaciones mas severas en nifios, es diagnosticado principalmente a la
edad de 1-7 afios. Por el contrario, el SLMO es mas comun en adolescentes y
adultos jovenes. Estudios serolégicos demuestran que del 5 al 30% de los
nifios de entre 1 y 6 afios que tienen el habito de comer cosas sucias tienen
riesgo de estar infectados, y el 18% de la poblacidon general son positivos a
reacciones de anticuerpos contra T. canis usando la técnica de ELISA. Sin
embargo, el numero de casos diagnosticados como SLMV es mucho menor
gue el esperado de estas prevalencias, indicando que sélo una fraccion de

infecciones conducen a signos clinicos (2% 3%/ 37, 59, 60),

Aunque sdlo algunos pacientes llegan a morir, no es una causa frecuente de
muerte en humanos; sin embargo, causa pérdidas econémicas debido a la
morbilidad, ademas de reduccién de productividad y gastos asociados con el
diagnéstico y tratamiento. La toxocariosis presenta frecuencias variables de

acuerdo a las regiones estudiadas y a la metodologia utilizada para



identificarla, la mayor parte de los casos clinicos se ha notificado en paises
industrializados porque poseen mejores facilidades de diagndstico; sin
embargo, se sostiene que la infeccién es mucho mas prevalente en los paises

en desarrollo (& 4 12,19, 23, 44, 47, 54, 60)

1.3 CICLO BIOLOGICO

El ciclo de vida de Toxocara canis es mas complejo que el de otros nematodos,
ya que presenta diferentes mecanismos de infeccion a sus distintos
hospederos. La forma en que el parasito continlia o completa su ciclo bioldgico
dependerd de la edad, el sexo y la historia previa de la infeccién del

) (4,9, 12, 19, 38, 54)

hospedador (Fig. 5

En presencia de oxigeno y condiciones favorables de humedad (75-85%) y
temperatura (15-35 °C), los huevos sin embrionar depositados en el suelo se
desarrollan hasta llegar al estadio infectivo de L-2 después de 2-4 semanas de
su eliminacién por las heces. Las larvas que se encuentran en el interior se
mantienen infectivas durante varios meses debido a que estan protegidas por
la cubierta proteica del huevo. Tras ser ingeridos por el perro, los huevos
eclosionan en el intestino delgado y liberan las L-2, que penetran en la mucosa

del duodeno (% 12/ 19,54, 60)

Cuando el hospedador es un cachorro de hasta tres meses de edad, las larvas
se diseminan por via hematica al higado y pulmén (L-2/L-3), atraviesan
alvéolos, ascienden el arbol traqueobronquial hasta llegar a la faringe para ser
deglutidas; finalmente se asientan en intestino delgado, donde sufren la cuarta
y Ultima muda que constituye el paso a la fase adulta. Después de 3-5
semanas p.i. el macho y la hembra copulan, y ésta ultima pone huevos que

salen en las heces del perro * 12/ 19,38 54)



Sin embargo, en cachorros mayores de 6 meses y perros adultos un nimero
muy reducido de larvas no pasan desde los pulmones a la traquea, sino que
regresan al corazén, desde donde se distribuyen por la circulacion sistémica a
todo el organismo. Al llegar a los diferentes tejidos somaticos interrumpen su
desarrollo y permanecen encapsuladas viables durante varios meses e incluso
anos. Los sitios donde se asientan con mayor frecuencia son tejido muscular y

sistema nervioso central (4 12/ 13,20, 29, 30, 34, 48, 54)

Normalmente en perros mayores de un afio no se desarrolla el parasito adulto,
debido, probablemente, a algun tipo de resistencia ligada a la edad; sin
embargo, pueden hallarse en casos de deficiencia inmunitaria o ingestion de

hospederos paraténicos 8,

Si el hospedador es una hembra, se producira una desinhibicidn larvaria a
partir del dia 42 de gestacidn. Aunque este mecanismo de reactivaciéon aun no
ha sido completamente dilucidado, se cree que se debe a la disminucién de la
inmunidad de la madre, o bien a las alteraciones hormonales propias de este
periodo, especialmente el incremento de prolactina. Las larvas cuyo desarrollo
estaba detenido en los tejidos se movilizan al Utero y a la glandula mamaria,
posteriormente pasan a la camada por dos vias: transplacentaria, donde
mudan a L-3 justo antes de que nazcan (98%); y via transmamaria o
lactogénica, por ingestiéon de L-3 con la leche materna (1.5%). En este caso,
después del nacimiento no hay migracién larvaria intraorganica en los
cachorros; Unicamente ascienden por la traquea y llegan al intestino para
transformarse en adultos, los cuales eliminan huevos que pueden reinfectar a
la madre y a su camada, ya que los cachorros siguen siendo susceptibles de
reinfeccidon hasta que alcanzan la madurez sexual, sobre todo las hembras. Las
larvas que quedan en la madre después de una prefiez son capaces de infectar

una o mas camadas posteriores de cachorros (4 9 3. 19,20, 43, 48, 49, 54, 57, 59)

Por otra parte, es posible la intervencién de hospederos paraténicos que

faciliten la consecucién del ciclo bioldgico, por ejemplo: roedores, cerdos,
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corderos, y otros mamiferos, incluido el hombre. En ellos la infeccion se
produce al ingerir huevos embrionados del parasito recogidos del suelo,
seguida por la eclosion intestinal y una migracién intraorganica de la larva
hasta llegar a un enquistamiento tisular, asentandose principalmente en tejido
muscular y nervioso. Aunque no tienen crecimiento, diferenciacién morfoldgica
ni pueden completar su ciclo bioldgico, mantienen un metabolismo activo y se
pueden mantener viables e infectivas durante un periodo indefinido que puede
alcanzar hasta 9 afios sin ser destruidos por la respuesta inmune, hasta la
intervencion (depredacion) por el hospedero definitivo. En este ultimo caso no
existe la migracion somatica en el canido, sino que siguen la ruta traqueal y
alcanzan el estado adulto en el intestino del nuevo hospedero. En esta fase de
arresto larvario -también llamada “dormancia”- el hombre presenta el cuadro
clinico de SLM, donde los dérganos mas afectados son: higado, pulmones,

cerebro y 0jos (4,9, 13, 19, 27, 30, 34, 37, 48, 56, 58, 59, 60)

En la pagina 12 se presenta en la figura 5 un esquema con los principales

eventos en el ciclo bioldgico de T. canis.
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Olivares, M. y Vargas, G.; 2008.

Fig. 5. Ciclo bioldgico de T. canis.
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1.4 MECANISMOS DE ACCION PATOGENA

El gusano adulto ejerce accidén expoliatriz (que en este caso es histdéfaga y de
liquidos tisulares) y quiméfaga, selectiva por algunos nutrientes como la
vitamina C, carbohidratos y péptidos. En infecciones masivas provoca una
accion mecanica y obstructiva en intestino y a veces en colédoco, causando
estasis biliar, que se refleja en mala digestién. Esta obstruccién también
produce inflamaciéon por la liberacidon activa de antigenos de excrecion vy
secrecién (E/S) que pueden provocar anafilaxia como resultado de la respuesta

inmunoldgica (Fig. 6) (19 20:40,53),

Mehlhorn, H. et. al; 2003.

Fig. 6. Accidon mecanica y obstructiva provocada
por la fase adulta de T. canis.

Por su parte, las larvas provocan irritaciones a diferentes tejidos como: pared
intestinal, parénquima hepatico, cardiaco y pulmonar, provocando la ruptura
de capilares y alvéolos. Ademas hay una accidn mecanica y obstructiva. La
migracion de las larvas provoca lesiones hemorragicas en higado, pulmodn,
rifdn, tejido muscular y cerebro, que serdan mas o menos evidentes segun su

nimero (Fig. 7) ¢ 19:40),

Martinez, P.; 2006. I

Fig. 7. Lesiones hemorragicas en pulmén de jerbos
provocadas por la migracion larvaria de T. canis.
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1.5 MANIFESTACIONES CLINICAS

1.5.1 Manifestaciones clinicas en humanos

Muchas de las infecciones humanas son asintomaticas, con tan sélo eosinofilia
y serologia positiva. Aunque no se conoce la dosis total infectiva para el
humano, estudios recientes han demostrado que la patogenia del SLM se
relaciona con el niumero de huevos ingeridos, la cantidad de larvas que entran
en el tejido y la ubicacion en los mismos, asi como la respuesta inmune del
hospedero. Estos son factores determinantes y proporcionales de la migracién
larvaria a diferentes drganos, la cual determinara el tipo de sindrome que se

presente (Fig. 8). Las principales formas clinicas de la toxocariosis son: (% % 20

27, 28, 40, 46, 50, 54, 55, 59, 60)
a) Sindrome de larva migrans visceral.
b) Sindrome de larva migrans ocular u oftalmica.
c) Sindrome de larva migrans cerebral.

d) Sindrome benigno o encubierto.

Olivares, M. y Vargas, G.; 2008.

Fig. 8. Sitios anatomicos que pueden ser afectados en el
sindrome de larva migrans.
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1.5.1.1 Sindrome de larva migrans visceral:

Descrito por Beaver et. al en 1952; se refiere a la presencia de larvas de
parasitos que migran en los tejidos sistémicos del hombre -excepto en la piel-,
sin alcanzar la madurez sexual. Aunque puede ser ocasionada por varios
géneros de helmintos, la denominacién generalmente se reserva para las
infecciones viscerales extraintestinales causadas por Toxocara sp. Esta
enfermedad es relativamente frecuente debido a la popularidad de las
mascotas y su asociacién cercana con los humanos; se presenta generalmente

en nifios de corta edad de entre 1-7 afios (&% 5 7, 27, 44,54, 55, 57, 60)

Los sintomas mas comunes incluyen: malestar general, fiebre, problemas
respiratorios como tos, dificultad para respirar y episodios de obstruccion del
flujo de aire que puede semejar un cuadro clinico de asma, anemia, eosinofilia,
hepatoesplenomegalia, hipergammaglobulinemia, dolor abdominal, pérdida de
peso, mialgia, anorexia, alto numero de eritrocitos, dolor del hipocondrio

derecho y un aumento de isohemaglutininas Anti-A y Anti-B (- 14 28,34, 36, 40, 44,

47, 50, 54, 59, 60)

Se presentan algunas manifestaciones dermatolégicas como erupciones
pruriginosas, urticaria asociada a eosinifilia, ademds de edema y elevada
sensibilidad en nddulos linfoides del tronco y de extremidades inferiores; lo
anterior se debe al fendomeno de hipersensibilidad, signos caracteristicos de

alguna infeccion (20 28, 40, 57, 60),

Entre las manifestaciones pulmonares que provoca se encuentran la dificultad
para respirar, fallas respiratorias y neumonia eosinofilica, la cual es una
respuesta de inflamacién pulmonar observada en enfermos asmaticos. Han
sido reportados casos donde las larvas producen tuneles por lesiones
traumaticas, inflamatorias y necréticas durante su migracion. La radiografia
pulmonar revela la presencia de infiltrados bilaterales que cambian de aspecto

en poco tiempo; asimismo, se han reportado lesiones consistentes en nddulos
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de hasta 4 cm. Es frecuente encontrar leucocitosis y siempre habra aumento
de eosindfilos, los cuales pueden aumentar en un 50% o mas, semejando una
leucemia eosinofilica. Se cree que este infiltrado es producto de una respuesta

alérgica ante la larva (Fig. 9) (2, 5,12, 20, 27, 28, 40, 44, 47, 50, 54, 57, 59, 60)

Martinez, P.; 2006.

Fig. 9. Radiografia de torax: presencia de infiltrados pulmonares
bilaterales en un paciente con sindrome de larva migrans
visceral.

Se presenta hepatoesplenomegalia y abscesos hepaticos concomitantes. Las
lesiones provocadas por la invasién larvaria causan la formacién de
granulomas, formados por un infiltrado de células mononucleares y por el
acumulo de histiocitos alrededor de las larvas, las cuales se rodean

progresivamente de tejido fibroso y terminan por calcificarse (% 12 20 40,57, 60)

Es frecuente encontrar manifestaciones reumatoldgicas como artralgias,
monoartritis 'y vasculitis. Aunque las manifestaciones cardiacas son
infrecuentes, en algunos estudios se ha encontrado miocarditis relacionada con

el SLMV. También se ha documentado el dafio renal que puede producir 7 >
60)

En nifios pequefios la enfermedad puede presentarse en una forma mas grave
con accesos asmaticos, astenia, palidez y cansancio, fiebre alta, anorexia,

artralgia, mialgia, nausea, vémito, hepatomegalia, linfadenopatia y a veces
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urticaria y edema angioneurdtico. Aunque muchos nifos infectados son
asintomaticos o muestran manifestaciones leves, se han registrado decesos
por extenso compromiso del corazén o sistema nervioso central. También se

han reportado pacientes pediatricos con cuadro clinico de abdomen agudo % >
12, 20, 28, 44, 47, 57)

Los sintomas pueden recurrir durante varios meses. En las reinfecciones
frecuentes el parasito afecta de modo simultaneo el higado y los pulmones,
debilitando mucho al paciente. Las manifestaciones clinicas y agudas persisten
de 14 a 21 dias, mientras que las manifestaciones humorales, con excepcién
de anticuerpos antitoxocara (que se mantienen por varios afios), permanecen

hasta 18 meses ¥ %,

1.5.1.2 Sindrome de larva migrans ocular u oftalmica

También llamada toxocariosis ocular, es causada por la migracion de L-2 al
ojo; posiblemente penetrando por via sanguinea, ya que la larva tiene la
habilidad de atravesar la pared de los vasos cuando éstos se hacen demasiado

angostos. Se presenta frecuentemente en adolescentes y adultos jdvenes ¢
60)

La enfermedad comienza con alteraciones visuales generalmente unilaterales e
indoloras, aunque en ocasiones pueden ocurrir en forma bilateral y hacerse un
poco dolorosa en los adultos. Se presentan lesiones semejantes a un
retinoblastoma, aunque también puede presentarse como estrabismo,
endolftalmitis, disminucién de la visidn, uveitis, granuloma retinal, neuritis
Optica, fotofobia y desprendimiento de la retina, que conduce a pérdida de la
visién. Del mismo modo, se produce inflamacién del humor vitreo, donde se

pueden detectar anticuerpos (% 10: 12, 20, 40, 47, 54, 59, €0)
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Generalmente no provoca sintomas sistémicos, pero pueden encontrarse
lesiones granulomatosas. En los examenes de laboratorio, no se verifica la

eosinofilia, el aumento de gammaglobulinas ni isohemaglutininas en suero (Fig.
10) (2,5,12, 60)

http://www.ccghe.jhmi.edu/CCG/distance/Prerecorded Gr
and_rounds; 2008.

Fig. 10. Presencia de L-2 de T. canis en globo ocular de un
paciente con toxocariosis ocular.

1.5.1.3 Sindrome de larva migrans cerebral

Con el transcurso de las semanas, las larvas de T. canis tienen predileccion
por concentrarse en el sistema nervioso central, donde actian como focos
irritativos, ya que generalmente las larvas no se encapsulan. En infecciones
experimentales en jerbos, se encontré que las larvas se acumularon sin
respuesta inflamatoria pero ocasionando la apariciéon de zonas de degeneracion
a partir del dia 25 p.i. Se ha informado de casos de aracnoiditis,
meningoencefalitis, meningitis eosinofilica y otras manifestaciones nerviosas
no especificas, las cuales incluyen tos, dolor abdominal, dolor de cabeza,
suefo, ataxia, disturbios en el comportamiento y deficiencias motoras y
cognitivas, asi como bajo desarrollo de la inteligencia en nifos. Cuando existe
compromiso neuroldgico, se encuentra un cuadro variado que puede incluir
sintomas de epilepsia de pequefio y gran mal, un cuadro de encefalitis o

meningitis o sintomatologia de tumoracién intracraneana. Sin embargo, es
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poco lo que se conoce acerca de la patofisiologia de este sindrome en

u , i u i i u r
humanos, debido a la ausencia de modelos animales adecuados para este
estudio (Flg 11) (2,9, 10, 12, 13, 19, 20, 27, 46, 47, 54, 59, 60)

Nabouki, A., et. al; 2003.

Fig. 11. Sindrome de larva migrans cerebral. a) Presencia de L-2 de
T. canis en cerebro de un paciente con toxocariosis cerebral.
b) Migracidn larvaria de T. canis en cerebelo de un jerbo a los
100 dias p.i.

1.5.1.4 Sindrome benigno o encubierto

Se considera mas frecuente que cualquiera de las otras formas, definiéndose
como un trastorno de pacientes con serologia positiva para Toxocara sp., y una
cantidad de sintomas sistémicos o localizados pero que no configuran en el
SLMV, SLMO o SLMC. El 25% de estos pacientes no presentan eosinofilia
periférica y los sintomas pueden persistir por meses o afos. La sintomatologia
no es especifica, consiste en dolor abdominal, debilidad crénica asociada con

moderada pero persistente eosinofilia en el 75% de los casos 7 5%,
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1.5.2 Manifestaciones clinicas en animales

Los sintomas tipicos en cachorros recién nacidos son: tos, flujo nasal,
manifestaciones respiratorias, vomitos después de las comidas, hinchazén
abdominal, mal aprovechamiento de los alimentos por trastornos en el proceso
digestivo, diarrea, flatulencia y obstruccién intestinal por acumulo de
ascaridos; pierden vitalidad, adelgazan y a veces estan raquiticos como
consecuencia de una carencia de vitamina D, presentando ademas pelaje
hirsuto y anemia (Fig. 12). Pueden presentar signos de neumonia enseguida

del nacimiento, debido a invasién pulmonar por un gran nimero de larvas * %

19, 20, 40, 54)

Martinez, P.; 2006.

Fig. 12. Manifestaciones clinicas debidas a la infeccién
por T. canis en cachorros (hinchazén abdominal y
pelaje hirsuto).

En algunos casos se pueden presentar signos neuroldgicos consistentes en
convulsiones de duracién limitada, provocadas por la presencia de las larvas
migrando en el sistema nervioso central. Ocasionalmente se produce ruptura

intestinal por exceso de parasitos, ocasionando muerte sUbita por peritonitis
16, 20, 54)
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El examen hematoldgico de animales infestados revela un conteo reducido de
eritrocitos, marcada eosinofilia, incremento en la concentracidon de globulinas,

bajos niveles de albimina y niveles elevados de transaminasas séricas % >

54)

La fase cronica en cachorros mayores de 6 meses y perros adultos consiste en
un progresivo cuadro de desnutricion a pesar de tener buena alimentacion,
puede presentarse diarrea intermitente. Aunque mantienen un gran nimero de
larvas en sus tejidos, no parecen sufrir de SLM; muestran estos sintomas sélo
en casos de inmunocompromiso, en situaciones de estrés y a consecuencia de
otras infecciones. Si existe inmunizacion, las larvas mueren en la pared

intestinal 4 19 20),

1.6 RESPUESTA DEL HOSPEDADOR

Cuando una gran cantidad de larvas de T. canis permanecen viables dentro de
los tejidos por mucho tiempo postinfestacion su presencia constituye un
estimulo antigénico que desencadena una respuesta inmune por parte del

individuo afectado (283034, 59)

Se presenta una marcada respuesta inflamatoria ante las larvas que se
encuentran migrando, aumento de la concentracién de Ig E total, IgM, Ig G 1,
eosinofilia, mastocitosis, descrita por varios autores como una de las
caracteristicas mas notables del SLMV. La eosinofilia y la elevada concentracion
de IgE son apreciables en el SLM y toxocariosis encubierta, se deben a la
actividad y al nUmero elevado de células T con un modelo Th2 en la secrecién

de citocinas (IL-4, IL-5 e IL 10) y en la reduccién de linfocitos Th1 (Fig. 13) 4%
21, 28, 30, 34, 50, 54, 55, 59, 61)

21



Blocks T-cell proliferation
independent of cytokines
and nitric oxide

Arginase T

Flzz1 T
YM1 T THO0-Ty2
eMac differentiation @ ‘
Induces -
b‘UbInUphllu

Eosinophil

www.nature.com/.../v3/n9/fig tab/nri1183 F3.ht
ml; 2008.

Fig. 13. Mecanismos celulares de respuesta inmune inducidos por
la presencia de T. canis en los individuos afectados.

inmune por parte de las larvas, entre ellos se encuentran los siguientes:

Las infecciones por Toxocara canis inducen una respuesta de hipersensibilidad
de tipo retardada, asi como un infiltrado eosinofilico en el tejido afectado. El
ataque inmune estd dirigido hacia la capa externa de la larva de T. canis, la

cual es altamente antigénica por la alta glicosilacidon de los productos de E/S

La razén por la que la inmunidad del hospedero no elimina completamente las
fases larvarias aun no se conoce en su totalidad, pero indica una falta de
adecuaciéon del sistema inmune humano para intervenir en infestaciones por

helmintos. Se han propuesto algunos mecanismos de evasién de la respuesta

» Hipobiosis: Reduce la produccién de Ags que inducen proteccién,

de manera que el parasito es menos susceptible.
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= Recambio constante de componentes de la superficie de la
cuticula.

* Enzimas antioxidantes: para protegerse de los radicales libres de
oxigeno liberados durante la respuesta del hospedador.

» Resituacion en los tejidos, principalmente en sitios
inmunolégicamente privilegiados como el cerebro, no provocando
la respuesta esperada.

» Imitacion molecular: adsorcion y camuflaje con moléculas
originadas por el (Ags de los grupos sanguineos y moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad) y expresion de productos
génicos similares a los del hospedador.

= Inmunomodulacién

= Inmunosupresién: interfieren con la funcién de las células T
cooperadoras, que son las encargadas de responder a los Ags

parasitarios (1% 28 30, 34, 48),

A pesar de los avances en Inmunoparasitologia, aun existen fenémenos por
dilucidar, como la observacién de que tras la primera infeccién con T. canis en
ratones se produce una inmunosupresion, mientras que dos o tres infecciones

parecen causar inmunoproteccién %,

1.7 DIAGNOSTICO

1.7.1 Diagnoéstico en humanos

En el hombre se complica el diagnéstico debido a la inexistencia de formas
parasitas eliminadas, a la sintomatologia inespecifica y a las frecuentes
infecciones concomitantes con otros helmintos mas faciles de diagnosticar,
ademas de que el estado larval de Toxocara canis no puede ser detectado

directamente, salvo por estudios de biopsias. Esta imposibilidad de diagndstico
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directo explica parcialmente por qué esta zoonosis se ha denunciado con
menor frecuencia de la que realmente existe, o bien se ha diagnosticado
erréneamente. Considerando la distribucion mundial del parasito y los factores
ecoldogicos que favorecen su diseminacidon, los paises con una sanidad
deficiente y un nivel socioecondmico bajo son los que deberian presentar una
prevalencia mayor. Sin embargo, casi todos los casos de SLMV se han
registrado en paises industrializados, debido a las facilidades para el

diagndstico 4.

Existen diversos tipos de diagndstico, que pueden dividirse en:

7.1.1.1 Clinico: Se sospecha de infeccion cuando existe fiebre,
leucocitosis, marcada eosinofilia, aumento en los valores normales
de Ig E, Ig G e Ig M séricas y/o hepatomegalia. El nivel de
transaminasa glutdmica oxalacética puede ser alto en el 20% de
los pacientes y se presenta un incremento en los titulos en sangre
de isohemaglutininas anti-A y anti-B. Otros elementos de
presuncién son: edad inferior a los cuatro anos, antecedentes de

geofagia y exposicion a la tierra contaminada con heces de perros
(2, 4, 5, 10, 12, 20, 28, 34, 38, 54, 59, 60)

7.1.1.2 Inmunolégico: La presencia de larvas de T. canis induce
sistematicamente la respuesta inmunitaria del hospedador y las
técnicas empleadas tienden a detectar la presencia de anticuerpos
especificos. El problema fundamental son los antigenos que
presentan entre si los ascaridos y otros helmintos, que son en su
mayoria glucoproteinas no especificas de especie, dando lugar a
la aparicién de reacciones cruzadas, y por tanto, falta de
especificidad de las pruebas, especialmente en paises tropicales.
Los resultados falsos positivos pueden ocurrir en infecciones con

Strongyloides, Trichinella y Fasciola ' 1% 89,
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La deteccion de los antigenos excretores-secretores (Ags E/S), asi
como de sus anticuerpos séricos por la técnica de ELISA ofrecen
elevada sensibilidad (75%) vy especificidad (94%) para el
diagndstico, y ya esta implantada como técnica habitual; por otra
parte, se ha propuesto trabajar con Ig G e Ig G4, que presentan
alta sensibilidad y especificidad si se utilizan juntas. Otra opcién
es trabajar con anticuerpos -Ig G, Ig M, Ig A- antitoxocara, o bien
con anticuerpos monoclonales (Ig M), que reconocen epitopos
especificos de los Ags E/S aunque su especificidad y sensibilidad
no son ideales. También se ha trabajado con doble difusién en gel
(Prueba de Ouchterlony) y con Western Blot, este ultimo revela el
triplete 120, 70, 55 KDa y las bandas 30 y 32 KDa (Fig. 14),

aunque esta técnica implica mayor trabajo (* > 0. 1219, 28, 30, 38, 49,
60)
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http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0717-
77122005000200003&script=sci arttext; 2008.

Fig. 14. Western Blot con antigeno E/S de T. canis de habitantes de
area tropical (a-f: muestras problema; g: control negativo;
h: control positivo).

El inmunodiagndstico es utilizado frecuentemente en pacientes de

zonas templadas, especialmente en casos de eosinofilia. El

desarrollo de estas técnicas estd permitiendo la realizacién de
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7.1.1.3

7.1.1.4

7.1.1.5

estudios seroepidemioldgicos y el conocimiento de la importancia
de este sindrome. Por ultimo, cabe mencionar que la principal
desventaja de las pruebas seroldgicas consiste en que no puede
distinguir la infeccion actual de las pasadas, debido a la
persistencia de altos titulos de anticuerpos, manteniéndose
positivos hasta por cinco afos, es decir, la seropositividad no
indica necesariamente la relacidn causal entre la infeccion por

Toxocara y un paciente con una enfermedad en curso * 19 40. 47, 54,

60)

Histopatoldgico: Se realiza a través de la observacion directa de
L-2 en el material histolégico obtenido por biopsia. También
pueden observarse lesiones granulomatosas con elevada
presencia de eosindfilos y neutréfilos. La deteccidn de los
antigenos parasitarios por inmunohistoquimica puede ser de

ayuda cuando no existen larvas identificables en los tejidos * 1% 13

19, 20, 38, 60)

Imagenologia: Puede utilizarse dependiendo de la localizacion
larvaria. Las técnicas mas utlizadas son: radiografia,
ecocardiografia, ultrasonido abdominal, TC y MRI; ésta ultima

utilizada especialmente en casos de invasiéon en médula ésea "
60)

Biologia molecular: Se ha utilizado PCR para detectar DNA del

parasito; sin embargo, esta técnica esta limitada a la

identificacion de especies @% °0,

En el caso del SLMO, los titulos de anticuerpos en el humor acuoso o vitreo
constituyen el mayor indicador de la infeccidn; pueden detectarse por métodos
convencionales, o bien con la micropueba de Ouchterlony. El diagndstico puede

confirmarse por examen oftalmoscopico y biopsias del globo ocular. Sin
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embargo, estas muestras deben ser extraidas por personal bien capacitado y el
procedimiento se complica mas en los nifios. El desarrollo de esta técnica esta
permitiendo la realizacién de estudios seroepidemioldgicos y el conocimiento

de la importancia de este sindrome (% % 1930, 60),

Con respecto al diagndstico diferencial, debe incluir: artritis reumatoide,
triguinosis, leucemia eosinofila, eosinofilia tropical y colagenopatias, asi como
enfermedades que produzcan hepato y esplenomegalia en los ninos
(paludismo, abscesos, hepatitis). En caso del SLMO, debe considerarse
retinoblastoma incipiente. También debe diferenciarse de otras parasitosis
provocadas por helmintos, como Fasciola hepatica, Gnatostoma, Capillaria
hepatica, Echinococcus, etc. Cuando se presenten manifestaciones
pulmonares, éstas deben diferenciarse de las enfermedades pulmonares
inducidas por farmacos, otras enfermedades pulmonares parasitarias como
ascaridiasis pulmonar, paragonimiosis y dirofilariosis. Asi mismo, debe
diferenciarse de asma, bronquitis, vasculitis, infecciones virales vy sifilis
positivo. En las formas oculares se deben evaluar sistemas enzimaticos o
factores genéticos para diferenciarlas de retinoblastomas ya que esta confusidn

puede provocar la enucleacidn ocular innecesaria % > 9 10 1220, 38, 40, 60)

El examen de materia fecal no es util en el diagnostico del SLMV debido a que

los nematodos adultos no se desarrollan en el hombre (2% 69,

1.7.2 Diagndstico en animales

Se basa en los signos clinicos y se confirma mediante la observacién de los
huevos en las heces por métodos de concentracién (flotacion), o por deteccidon
de vermes adultos tras su salida con las heces o con los vémitos (Fig. 15). Es
importante tener en cuenta que la recuperacién de huevos procedentes de
muestras de suelo depende de las condiciones ambientales, su textura,

eleccion del sitio de muestreo, tipo de solucion, tipo de lavado o colado,
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tamano y numero de muestras. Sin embargo, la ausencia de huevos en el

examen microscépico no excluye la presencia del parasito (% 4 19 20, 39, 40),

perros.mascotia.com/.../ascaridiasis.html;

2008.

Fig. 15. Presencia de T. canis adulto en heces de un
cachorro menor de seis meses.

También ha utilizado la técnica de ELISA con Ags E/S para determinar si una

hembra en gestacién alberga larvas somaticas “®.

1.8 TRATAMIENTO

Se utilizan principalmente farmacos antihelminticos cuya funcidon es erradicar
al parasito adulto o la fase larvaria. Las rutas bioquimicas de los parasitos son
diferentes en los hospederos humanos, por lo tanto, la toxicidad del farmaco es
directamente sobre el parasito, huevo o larva %,
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1.8.1 Tratamiento en humanos

A pesar de que se ha descrito que el SLMV es una enfermedad autolimitada
de prondstico benigno que tiende a la curacidén espontanea, hay quien sostiene
gue la infeccién es crénica y puede mantenerse durante un nimero de afios
con la probable reactivacion de la migracién larval en el ojo o en el cerebro en
cualquier tiempo. De cualquier manera, sélo se administra tratamiento en
casos graves que comprometen el cerebro, pulmén y el muasculo esquelético,

ya que los farmacos pueden incrementar la reaccién inflamatoria (:2 14 19 20, 38
60)

Actualmente para el tratamiento de Ilas larvas viscerales se utiliza
dietilcarbamacina, derivados de bencimidazolicos como tiabendazol, albendazol
o mebendazol, y lactonas macrociclicas como la ivermectina. Sin embargo, la
eficacia de la dietilcarbamacina y tiabendazol ha sido considerada dudosa por
algunos autores. Cuando las larvas migran a través de los 6rganos y tejidos (L-
3) se utiliza preferentemente el albendazol o mebendazol. El uso de
ivermectina es eficaz en el tratamiento contra SLMO y SLMC en nifios. En el
caso de toxocariosis encubierta, el tratamiento debe ser personalizado.
Algunas veces se usan broncodilatadores cuando la enfermedad pulmonar es

severa @ 4 58 10,12, 20, 24, 34, 38, 60)

En casos oculares el tratamiento es mas dificil a causa de la inflamacién que
provocan los nematodos moribundos; la administracion de esteroides
sistémicos para reducir la inflamacién puede provocar un aumento en el dafio
de la retina; sin embargo las inyecciones locales de esteroides pueden ser muy
eficaces para mejorar la agudeza visual, ademas de reducir la inflamacién. En
lesiones oculares también se puede tratar con fotocoagulacién, o bien por

intervencién quirtrgica mediante vitrectomia y crioterapia > 10 19 20, 60),

Hasta el momento no se conoce un tratamiento totalmente efectivo ya que se

ha observado que los sintomas pueden continuar por largos periodos después
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de la aplicacion del farmaco. Por otra parte, se ha observado que la muerte de
larvas tras la administracion del farmaco puede conducir, en un inicio, a un
empeoramiento del cuadro clinico, debido a un aumento en el titulo de Ag’s

circundantes indicando que las larvas han sido destruidas (1 2% 28 31, 38),

1.8.2 Tratamiento en animales

Entre los farmacos que actian contra la fase adulta de T. canis en los canidos,
siguen siendo Utiles las sales de piperacina (adipato y citrato); aunque no
actlan contra larvas somaticas en las hembras gestantes, son bien toleradas
por los cachorros, lo que facilita el tratamiento de las infecciones prenatales.
También se utilizan dietilcarbamacina, pamoato de pirantel, mebendazol,
levamisol, moxidectina, nitroscanate, tetramisol, flubendazol, milbemicina,

selamectina y oxibendazol (8 19 20, 24, 34,52),

Frente a las larvas somaticas hipobioticas, los antihelminticos son menos
eficaces; sin embargo la administracidon diaria por via oral de 50 mg/kg de
peso de fenbendazol en el Ultimo tercio de gestacién (20 dias) y durante la
lactancia (45 dias), disminuye considerablemente la transmision prenatal y
galactégena del parasito. También la ivermectina (500 mcg/kg de peso, via
subcutdnea) a partir del dia 38 de gestacion reduce en un 98% la carga

parasitaria de la camada & % 2%,

1.9 PREVENCION Y CONTROL

El control vy la prevencién de la toxocariosis requiere de la adopcion de
medidas encaminadas a bloquear la transmision entre los animales y de éstos
al hombre, donde desempefia un papel muy importante el control de la

contaminacion ambiental con huevos de este parasito. Las dos principales
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razones para controlar Toxocara canis son: prevenir las infecciones humanas, y
reducir el riesgo de infeccidn a las mascotas. Debido a que los huevos son muy
resistentes a las condiciones ambientales adversas, hasta el momento no se
han encontrado métodos practicos para reducir la infectividad de los huevos
presentes en el ambiente. Por tanto, la prevencion de la contaminacion inicial
del suelo es la principal herramienta disponible para el control de este parasito,

lo cual puede llevarse a cabo mediante acciones como las siguientes:

» Tratamiento con anticestédicos y/o antinematdédicos adecuado a los
perros infectados, en especial cachorros y sus madres.

» Se recomienda tratar a los cachorros a las dos y cuatro
semanas de edad para eliminar la infeccion adquirida
prenatalmente, asi como a las 6 semanas y a los 2 meses de
edad para eliminar la infeccion adquirida por la leche y por el
incremento de huevos en la madre en las semanas siguientes
al parto.

= En perros adultos se recomienda tratarlos cada 6 meses

= En hembras gestantes, tratar a partir de la cuarta semana de
gestacion.

= Eliminar de manera adecuada las heces de las hembras prefiadas, de las
lactantes, asi como de las de los cachorros.

= Recoger y disponer en sitios seguros las heces que los animales eliminan
en las vias publicas, plazas, paseos o parques.

» Impedir el acceso de animales a parques u otros lugares publicos de
esparcimiento.

= Los perros vagabundos deben ser recogidos y tratados, o limitar su
numero.

» Seguir las medidas basicas de higiene, los alojamientos de animales
pueden desinfectarse con hipoclorito de sodio y deben de mantenerse
libres de roedores e insectos.

= Dar vuelta a la arena de las plazas y jardines para exponer al sol los
huevos de los helmintos.
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» Educacién para la salud, de manera que los propietarios de animales
sean responsables y los mantengan en condiciones Optimas. Los
médicos veterinarios deben aconsejar a los propietarios de animales
sobre los riesgos de ésta y otras zoonosis, y actuar recomendando

normas preventivas y de control (% 5 12,19,20,38,40,47,49, 52, 60)

La vacunacién en humanos contra la toxocariosis no garantiza resultados
satisfactorios, puesto que implica un elemento de inmunopatologia; sin
embargo, la vacunacion en perros puede ser una medida deseable,
principalmente en hembras. Se han realizado estudios en los que se indujo
inmunidad a ratones contra este parasito utilizando Ags E/S obtenidos de
huevos desactivados con rayos UV. Los Ags candidatos para esto son los
relacionados con la superficie y con las secreciones del parasito, como algunas
miosinas y lectinas tipo C. Sin embargo, esta aplicacion aun se halla en fase

experimental 1937,

1.10 FENBENDAZOL

El fenbendazol (FBZ) (Fig. 16) es un antihelmintico de la familia de los
bencimidazoles; se utiliza para combatir una gran variedad de parasitos en
perros, caballos, gatos y otros animales. En perros estd indicado para
ascaridos como Toxocara canis, Giardia, T. leonina, uncinarias, entre otros. Es
de amplio espectro, baja toxicidad y bajo costo. El mecanismo de accion de
este bencimidazol consiste en su unién con la proteina tubulina de helmintos,
inhibiendo repolimerizacién de la misma para formar microtibulos. Dicha unién
es pseudoirreversible y altamente especifica, lo que explica su baja toxicidad
en mamiferos (DL50 mayor a 10000 mg/kg en ratas y ratones de laboratorio).
Ademas, interfiere con la asimilacion de glucosa, evitando su integracion en
forma de glucdgeno; al mismo tiempo, inhibe la degradacién de este

compuesto en el parasito, de tal manera que se altera la produccion de
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energia. Se han detectado altas concentraciones del farmaco en intestino,
conductos excretores y sistema nervioso de los nematodos. Es probable que

los efectos neurotdxicos que presentan los parasitos estén relacionados con
(6, 11, 51, 53, 58)

H
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S N

Olivares, M. y Vargas, G.; 2008.

esta distribucion

Fig. 16. Estructura quimica ae 1a moiecuia aei
fenbendazol

El FBZ posee una baja hidrosolubilidad, lo cual limita su administracion por via
oral (suspensiones, pastas, granulos). Es necesaria la disolucién de las
particulas en suspensién de la formulacidén farmacéutica del FBZ en los fluidos
gastrointestinales para facilitar la absorcion de los mismos a través de la
mucosa gastrointestinal y para lograr una adecuada biodisponibilidad
plasmatica. Una vez que el antihelmintico se absorbe, se distribuye
rapidamente por el sistema circulatorio, comenzando simultdneamente el
proceso de biotransformacion necesaria para facilitar la eliminaciéon de esos
compuestos y sus metabolitos. Es catalizado por un sistema de oxidasas
microsomales; la reaccion de biotransformacién mas importante es la
sulfoxidacién, que genera el metabolito oxfendazol (Fig. 18). Si se administra
via oral, sélo pequenas cantidades del farmaco pasan por higado; se ha
encontrado que el 36% se detecta en las heces, y no se detecta en orina. Por
otra parte, si el FBZ se aplica por via endovenosa, el 50% sera excretado sin
conjugar en las heces como hidréxido (FBZ-OH) con metabolitos conjugados, y
sélo una pequefia cantidad del fadrmaco no transformado en orina (' 43 31 53),

La formulacion comercial PANACUR® PLUS TABLETAS (Fig. 17) es un

antiparasitario oral de amplio espectro efectivo contra nematodos, céstodos y
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protozoarios en perros y gatos, entre ellos Toxocara canis, Toxocara cati,
Toxascaris leonina, Ancylostoma caninum, Uncinaria stenocephala, Trichuris
vulpis, Equinococcus granulosus, Dipylidium caninum, Taenia pisiformis,

Joyeuxiella spp, Giardia sp, etc.

Panacur...

El favorito de los perros
TR Pl TR
srrd peppies

2 tabhletas

http://www.naturalpetcare.co.uk/petshop/product info.
php?products id=371; 2008.

Fig. 17. Presentacion comercial de
PANACUR® PLUS tabletas.

Cada tableta contiene 500 mg de fenbendazol y 25 mg de prazicuantel. Este
principio es el Unico autorizado por la FDA como tratamiento efectivo contra la
giardiasis, actuando sobre los quistes (la fase infestante) y contra trofozoitos,
a una dosis de 50 mg/kg de peso vivo cada 24 horas durante tres dias

consecutivos 9,

Para combatir la infestacién por Ascaris sp. y Taenia sp. se recomienda utilizar
una dosis de 50 mg/kg, por v.o, diariamente durante tres dias. En el caso de la
Taenia, este farmaco ha resultado 100% efectivo. La misma dosis se utiliza en
el tratamiento contra Trichuris sp., repitiendo el esquema a las dos semanas y

a los dos meses 9,



Para prevenir la transmision transplacentaria y transmamaria de larvas
somaticas de T. canis y A. caninum, se ha usado a una dosis de 50 mg/kg, v.o
diariamente, desde el dia 40 de gestacién, hasta el 14 de lactacion (total 34

dias) 9,
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http://www.inchem.org/documents/jecfa/jecmono/v29je03.htm;
2007. Modificado por:
Olivares, M. y Vargas, G.; 2008.

Fig. 18. Biotransformacion del fenbendazol en sus
diferentes metabolitos.
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2. JUSTIFICACION

La toxocariosis es una zoonosis parasitaria causada por la infestacién de T.
canis, el parasito mas comun de perros menores de seis meses, tanto en la
Ciudad de México como a nivel mundial. Provoca en el hombre una serie de
alteraciones que se agrupan bajo el término SLM, el cual puede afectar
visceras, 0jos y/o sistema nervioso, causando pérdidas econdmicas debido a su
morbilidad, reducciéon de productividad y gastos asociados al diagndstico y

tratamiento (23 49 44),

Por tal razon, se ha estudiado la eficacia de diversos antihelminticos contra
este parasito, como los derivados fenotiacinicos. Sin embargo, estos farmacos
actlan principalmente contra el nematodo adulto, produciendo poco efecto

sobre las fases larvarias, causantes de SLM %,

Se ha demostrado que el fenbendazol tiene un efecto significativo tanto en
adultos como en larvas, de manera que algunos autores lo consideran uno de
los mejores larvicidas. En México la dosis recomendada para combatir este
nematodo es de 5 mg/kg p.v.; sin embargo, debido a factores de
mercadotecnia, se utiliza la dosis de 50 mg/kg p.v., que es la prescrita para el

tratamiento de giardiosis (3% 25 26 28, 34, 35, 43, 48)

Este trabajo fue planteado para evaluar la efectividad del fenbendazol a la
dosis prescrita en nuestro pais, contra el estado larvario de T. canis. Por tanto,
aportard datos confiables, que son necesarios para mejorar el esquema de
tratamiento existente en animales, ademas de considerar la posibilidad para su

futura administracion en humanos.
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3. OBJETIVOS:

3.1 Objetivo general:

Establecer esquemas de tratamiento que permitan eliminar las larvas
somaticas del nematodo Toxocara canis en sus hospederos paraténicos,
mediante la evaluacién del efecto antiparasitario del fenbendazol, para
contribuir con una nueva alternativa al esquema de tratamiento

preexistente.

3.2 Objetivos especificos:

Obtener cultivos de huevos larvados de T. canis y mantenerlos en
condiciones adecuadas hasta alcanzar el desarrollo del segundo estadio
larvario para generar la biomasa infectiva a utilizar en el desarrollo de

esta investigacion.

Inducir infestacion en ratones blancos cepa CD1 mediante la inoculacién
por sonda gastrica de una dosis infectiva de 500 huevos larvados viables
de T. canis por unidad experimental, para desarrollar una infeccion

controlada con larvas del nematodo T. canis.

Evaluar el efecto de la administracién de 4 tratamientos de una
suspension de fenbendazol aplicada en dosis de 5 mg/kg peso vivo
(p.v.) a ratones infectados con larvas de T. canis mediante sonda Foley,
con intervalos de 30 dias, sobre las larvas enquistadas, para cuantificar
mediante observacion microscopica la presencia de larvas de T. canis
recuperadas de los tejidos procesados y determinar, con base en su

disminucion, el porcentaje de eficacia de los tratamientos.
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4. MATERIAL Y DISENO METODOLOGICO

4.1 MATERIAL Y EQUIPO DE LABORATORIO

Cajas Petri de vidrio.

Agujas de diseccion.

Microscopio 6ptico (Olympus, Mod. CH-S).
Microscopio estereoscopico (Leica, Mod. Z45V).
Bisturi.

Cajas de plastico.

Piseta.

Tubos de vidrio para centrifuga (los necesarios).
Rejillas metalicas.

Pipetas Pasteur.

Cubreobjetos.

Portaobjetos.

Sonda gastrica.

Guantes de latex.

Cubrebocas.

Tijeras para diseccién.

Pinzas de diseccion.

Pipeta semiautomatica.

Contador de piano o manual.

Gasas de 8 x 8 cm.

Charolas de diseccion.

Centrifuga.

Estufa bacterioldgica.

Balanza granataria.

Agitador eléctrico.

Vortex.
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4.2 MATERIAL BIOLOGICO

= 60 ratones blancos (Mus musculus) cepa CD1, adultos.

» Cadaveres de cachorros de 2 6 3 meses de edad, procedentes del Centro
de Control Canino del Municipio de Cuautitlan Izcalli, México.

= Hembras de T. canis provenientes de los cachorros.

= Huevos larvados de T. canis

4.3 REACTIVOS Y SOLUCIONES

= Solucién Salina Formolada al 2.5 %.
» Jugo Gastrico Artificial:
= Pepsina (69g)
= Acido clorhidrico (3 ml)
» Agua destilada.
= Fenbendazol (PANACUR® Tabletas, Intervet S.A.), a dosis de 5 mg/kg
= Formol al 10%
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4.4 DISENO METODOLOGICO (Fig. 19)

Obtencion v cultvo

de huevos
r
Organizacion de ; Ir‘locqlac:ién de
ratones ené lotes animales
30 dias
¥

Administracion del

farmaco |

*
30 dias

k4

Sacrificio de uno
de |los lotes

|

X

Mecropsia

|
:

Digesticn artificial
de drgance

|

Examen
MiCrosoopico v
cuantificacién de
larvas

!

Tratamiento
estadistico

“ El esquema de tratamiento y sacrificio para cada lote se
especifica en la tabla 1.

Olivares, M. y Vargas, G.; 2008.

Fig. 19. Disefio metodoldgico que se siguid a lo largo de
la experimentacion.



4.4.1 Obtencion de huevos

Se colectaron durante la necropsia, nematodos hembra adultos del
intestino de cadaveres cachorros infestados naturalmente.

Los nematodos fueron lavados y separados por sexo.

A las hembras se les extrajeron los huevos por puncién de Uteros,
utilizando agujas de diseccion con apoyo visual de microscopio

estereoscépico.

4.4.2 Mantenimiento y desarrollo de larvas de T. canis

Ya colectados los huevos, se mantuvieron en una soluciéon salina
formolada al 2.5%, dejandolos incubar 28 dias a temperatura ambiente
(aproximadamente 18 ©C), hasta lograr el desarrollo del segundo
estado larvario.

Se realiz6 un conteo de viabilidad de los huevos con la ayuda de un

microscopio Optico, mediante la observacion de la larva activa dentro.

4.4.3 Determinacion de la viabilidad de los huevos de T. canis

Con la ayuda de una pipeta semiautomatica, se colocé en un
portaobjetos 50 microlitros de la suspensién homogeneizada (huevos-
solucion salina formolada).

Se realizaron 10 conteos de huevos, enfocados con el objetivo de 40 X,
y con la ayuda de un contador manual se determind matematicamente
el nUmero total de huevos por 100 microlitros de la suspensién; de éste
valor se calculdé el nimero de huevos viables y se determind su
porcentaje.

Con los 10 conteos realizados, se obtuvo el promedio como valor final.
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4.4.4 Induccion de la parasitosis

* La inoculacion se llevo a cabo por via oral mediante una sonda gastrica
para alimentacién de prematuros (tipo Foley), de una suspensién
concentrada de huevos en agua destilada. Se inocularon en promedio
500 huevos viables de Toxocara canis; el volumen de suspensién
administrado fue de 100 microlitros.

= Se mantuvieron los animales dentro del laboratorio de Parasitologia, con
alimento Lab Diet (Prolab® Animal Diet; 23% proteina, 4.5% grasa, 6%
fibra y 8% cenizas) y agua ad libitum, en &ptimas condiciones de
temperatura, luz e higiene, permitiendo que Ila infestacidon se
desarrollara por un periodo de 30 dias antes de aplicar los diferentes

tratamientos (Fig. 20).

4.4.5 Lotes de los ratones de experimentacion

Se formd un total de 6 lotes de ratones blancos cepa CD-1 menores de tres
meses de edad. Cada lote se conformd de 10 animales, distribuidos de la

siguiente manera:

» Un lote de animales inoculados y no tratados, (control positivo).
= Un lote de animales no inoculados y no tratados, (control negativo).
= Cuatro lotes de animales inoculados y tratados mensualmente con una

suspension de fenbendazol empleando la dosis de 5 mg/kg.
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Olivares, M. y Vargas, G.; 2008.

Fig. 20. Disefio metodolégico 1. a) Necropsia de cachorros infestados naturalmente
por T. canis. b) Recoleccién de nematodos adultos del intestino de cadaveres. c)
Separacion de nematodos por sexo. d) y e) Extraccion de huevos por puncion de

Uteros. f) Incubacion de huevos. g) Desarrollo del segundo estado larvario y conteo

de viabilidad. h) Induccion de la parasitosis a ratones sanos.



4.4.6 Tratamiento de los animales

» El tratamiento de los ratones inoculados se realizé con una dosis de 5
mg/kg de peso mediante una suspension de fenbendazol en agua
destilada, por via oral, dejando pasar 30 dias antes del sacrificio y del
siguiente tratamiento de los Iotes restantes hasta completar 4
tratamientos.

= Posteriormente se sacrificaron los animales por desnucamiento y se
realizd la necropsia para extraer rifiones, higado, corazén, pulmones,
cerebro, y un gramo de musculo esquelético (del muslo izquierdo); cada
uno se sometidé a digestién artificial, de la siguiente manera:

= Se macerd el tejido y se colocod en una gasa, sumergiéndolo en un tubo
de ensaye con una solucién de jugo gastrico artificial, compuesto por
acido clorhidrico / pepsina, (3 mililitros de acido clorhidrico concentrado
y 6 g de pepsina en un litro de agua destilada).

» Se dejé reposar para favorecer la migracion de las larvas durante 24
horas en estufa de cultivo a 37 °C; después de este tiempo se agitaron
las gasas dentro de los tubos para liberar las larvas que quedaron
atrapadas en los tejidos. Finalmente se dejo reposar otras 24 horas a la
misma temperatura.

» Se extrajo del tubo la gasa con el tejido; la solucién restante se
centrifugd para concentrar el sedimento con larvas de T. canis
presentes en la suspensién.

= El sedimento se depositdé en un portaobjetos para su observacién en el
microscopio éptico y se llevo a cabo el conteo respectivo de la totalidad
del sedimento recuperado de cada d6rgano. En el caso del musculo
esquelético, ya que sblo se procesé un gramo de muestra, se determiné
el peso promedio de la carcasa (el peso restante del ratdn sin visceras ni
piel), y se multiplicé por el nimero de larvas en un gramo de muestra.

= Lo anterior se llevd a cabo con los diferentes lotes y sus respectivos

tratamientos (Fig. 21).



» El lote inoculado y no tratado (control positivo) se sacrificd a los 60 dias
de inoculacién, coincidiendo con el sacrificio del primer lote inoculado y
tratado, asi como el del lote no inoculado y no tratado (control negativo)

para comparar resultados (Tabla 1).

Tabla 1: Esquema de tratamientos y sacrificios de los diferentes lotes.

Lote
Dias
Ctrl (-) -- --

Ctrl (+) -- Sacrificio

0 30 60 90 120 150

Tx 1

Tx 2 | Inoc. Sacrificio
Dosis 1
Tx 3 Dosis 2 Sacrificio
Dosis 3
Tx 4 Dosis 4 | Sacrificio




Olivares, M. y Vargas, G.; 2008.

Fig. 21. Disefio metodoldgico 2. a. Necropsia de ratones y extraccion de drganos.
b. Digestion artificial de érganos. c. Retiro de las gasas con los tejido y
centrifugacion. d) Analisis del sedimento en el microscopio 6ptico. €) Busqueda

de larvas.
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4.4.7 Tratamiento estadistico

Los datos recolectados durante el proceso experimental se organizaron y

condensaron en tablas y graficos.

Los resultados obtenidos de los conteos larvarios se sometieron a un analisis
estadistico utilizando la prueba de andlisis de varianza (ANOVA) con el fin de
determinar si existen diferencias significativas en el numero de larvas
recuperadas entre los grupos tratados y el grupo sin tratamiento.
Posteriormente, se aplicé la prueba de Tukey (Diferencia Minima Significativa
Honesta) para comparar la diferencia de medias entre cada grupo; en ambas
pruebas se utiliz6 un a= 0.05. Por otra parte, se calculé el %E de cada
tratamiento, con base en la disminucién del conteo larvario, por medio de la

ecuacion de Wescot (Anexo 2).

Primero se analizan los datos del efecto global de los tratamientos v,

posteriormente, los relativos a cerebro y musculo esquelético.
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5. RESULTADOS

Los primeros lotes procesados fueron el no inoculado y no tratado [Ctrl.(-)], el
inoculado y no tratado (S/Tx) y el grupo con la aplicacion de un tratamiento

(Tx 1), que se revisaron detalladamente a los 60 dias p.i y a los 30 p.t.

En el lote [Ctrl.(-)], como se esperaba, no se detectd la presencia de larvas
(Anexo 1, Tabla 17) lo que indica que los animales en experimentacion estaban
libres de infeccidn por algin nematodo. Los resultados obtenidos del lote S/Tx
mostraron la migracion larvaria en los diferentes 6rganos y el asentamiento de
las mismas en dos tejidos principalmente: ME y cerebro (Anexo 1, Tabla 12),
dicha migracion siguié el mismo patrén a lo largo de todo el experimento;
estos resultados fueron tomados como referencia para calcular el porcentaje
de eficacia del farmaco. La cuantificacidn larvaria del lote Tx 1 no muestra una

diferencia significativa con respecto al lote anterior (S/Tx) (Anexo 1, Tabla 13).

Después de la administracion de los tres tratamientos restantes (a los 90, 120,
y 150 dias p.i. respectivamente), los resultados indicaron que la migracion de
las larvas presentd similitud a la descrita previamente, aunque en general, el
numero de larvas encontradas en cada 6rgano disminuyd tras la aplicacién de

cada tratamiento (Anexo 1, Tablas 14-16).

La cantidad promedio de larvas encontradas en cada drgano analizado, tanto
en los grupos controles como en los lotes tratados, se presentan en la Tabla 2

y en el grafico 1.



Tabla 2. Valores promedio de larvas de Toxocara canis encontradas en los 6rganos de
todos los grupos de animales experimentales, aplicando en cada tratamiento una dosis
mensual de 5 mg/kg de fenbendazol.

Ctrl. (-) S/Tx Tx 1 Tx 2 Tx 3 Tx 4

Cerebro 0 18.8 20.9 8.4 7.1 6.8

Corazon 0 0.5 1.3 0.6 0.2 0.1
Pulmon 0 1 1 0.3 0.5
Rifion 0 3.4 2.2 0.2 0.5

Higado 0 1.8 2.1 1.1 1.4 0.5

ME 0 43.6 43.9 50.8 23.4 10.9

El promedio de larvas encontradas en Tx 1 fue ligeramente superior al
lote S/Tx; a partir de la segunda administracién (Tx 2) el nimero de
larvas se reduce conforme aumentan los tratamientos. En todos los
casos, los 6rganos de mayor asentamiento larvario fueron cerebro y ME.

O Corazén
@ Pulmén
0O Rifi6n

0O Higado
B Cerebro
o ME

Grafico 1. Cantidad de larvas de T. canis encontradas en cada érgano, por lote de

tratamiento.
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En la Tabla 3 se muestra el total de larvas halladas en cada grupo; puede
observarse que en Tx 1 el conteo fue ligeramente superior que en el grupo de
referencia. Soélo a partir de Tx 2 el conteo total comienza a descender (Grafico
2). A continuacion, la Tabla 4 sefala el ANOVA de los tratamientos de manera
global; como el Fc correspondiente a este estudio fue mayor que el establecido
en tablas estadisticas, se considera que los resultados encontrados en los lotes
sometidos a tratamiento tuvieron diferencia significativa con respecto al grupo
gue no recibié tratamiento. La prueba de Tukey muestra que los valores mas
altos de significancia se encontraron al comparar los lotes S/Tx y Tx 1, con Tx
4 (Tabla 5).

Tabla 3. Valores absolutos de larvas de Toxocara canis encontradas en cada
lote de ratones.

Lote Ctrl. (-) S/Tx Tx 1 Tx 2 Tx 3 Tx 4
Cantidad
0 694.8 714.5 614.4 331.1 183
de larvas
800
g 700
g 600 -
" 500 -
a 400 1
< 300 -
E 200 1
g 100 |
0 T T T
S/Tx Tx 1 Tx 2 Tx 3 Tx 4
LOTE

Grafico 2. Frecuencia absoluta del total de larvas de T. canis encontradas por
lote de ratones.
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Tabla 4. Analisis de varianza del total de larvas de T. canis encontradas en los seis
lotes de ratones.

FV g.L SC CM Fc Foo0.05
Tratamiento 4 22397 5599.25 4.2347 2.585
Error 45 59499.5 1322.21111
Total 49 81896.5

Tabla 5. Tabla de Tukey para el total de larvas de T. canis encontradas en los seis
lotes de ratones.

COMPARACION DIFERENCIA DE SIGNIFICANCIA
MEDIAS
Tx 1-S/Tx 2.3 N.S.
Tx1-Tx?2 9.9 N.S.
Tx1-Tx3 38.2 N.S.
Tx1-Tx4 53.1 Tx1>Tx4
S/Tx -Tx 2 7.6 N.S.
S/Tx -Tx 3 35.9 N.S.
S/Tx -Tx 4 50.8 S/Tx > Tx 4
Tx2-Tx3 28.3 N.S.
Tx2-Tx 4 43.2 N.S.
Tx3-Tx 4 14.9 N.S.

Por otra parte, se analizaron en particular los dos érganos que alojaron mayor
cantidad de larvas: cerebro y M.E. Como se muestra en la Tabla 6 y en los
Graficos 3 y 4 respectivamente, tanto en M.E como en cerebro el nUmero de
larvas disminuye tras la aplicacion de cada tratamiento. En ambos casos la
prueba de ANOVA muestra que el farmaco es capaz de remover larvas
enquistadas en estos 6rganos (Tablas 7 y 9). Las Tablas 8 y 10 corresponden a

la prueba de Tukey para cada érgano, indicando que las diferencias entre
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tratamientos no son significativas,

comparaciones.

Tabla 6. Larvas totales de T. canis encontradas en

lote de ratones.

excepto en 5 (cerebro) de

cerebro y ME en cada

S/Tx Tx 1 Tx 2 Tx 3 Tx 4 Tx 5
Cerebro 188 209 84 71 68 141
ME 436 439 509 235 109 0

wn 250

<

2 200

<

= 150 1

)

a 100 -

<

: I B

=

Z o a——

o Tx 2 Tx 3 Tx 4

LOTE

Grafico 3. Larvas totales de T. canis encontradas en cerebro en cada lote

de ratones.
(2 600
Z
j 500
g 400
2 300
8 200 1
= 100 -
2" - N
U T
Tx 2 Tx 4
LOTE

Grafico 4. Larvas totales de T. canis encontradas en ME en cada lote

de ratones.

las 10
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Tabla 7. Andlisis de varianza del total de larvas de T. canis encontradas en cerebro en

los seis lotes de ratones.

FV g. L SC CM Fc Fo0.05
Tratamiento 5 1886.6 471.65 5.883531075| 2.585
Error 45 3607.4 80.16444444
Total 49 5494

Tabla 8. Tabla de Tukey para el total de larvas de T. canis encontradas en cerebro en

los seis lotes de ratones.

COMPARACION DIFERENCIA DE SIGNIFICANCIA
MEDIAS
Tx 1-S/Tx 2.10 N.S.
Tx1-Tx2 12.5 Tx1>Tx?2
Tx1-Tx3 13.8 Tx1>Tx3
Tx1-Tx 4 14.1 Tx1>Tx4
S/Tx - Tx 2 10.4 N.S.
S/Tx-Tx 3 11.7 S/Tx > Tx 3
S/Tx - Tx 4 12.0 S/Tx >Tx 4
Tx2-Tx3 1.3 N.S
Tx2-Tx4 1.6 N.S
Tx3-Tx4 0.3 N.S.
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Tabla 9. Analisis de varianza del total de larvas de T. canis encontradas en musculo
esquelético en los seis lotes de ratones.

FV g.L SC CM Fc Fao0.05
Tratamiento 5 11180.72 2795.18 |2.598845857| 2.585

Error 45 48399.6 |1075.546667

Total 99 59580.32

Tabla 10. Tabla de Tukey para el total de larvas de T. canis encontradas en musculo

esquelético en los seis lotes de ratones.

COMPARACION DIFERENCIA DE SIGNIFICANCIA
MEDIAS
Tx2-Tx1 7.0 N.S.
Tx 2 - S/Tx 7.3 N.S.
Tx2-Tx3 27.4 N.S.
Tx2-Tx 4 40.0 N.S.
Tx 1-S/Tx 0.3 N.S.
Tx1-Tx3 20.4 N.S.
Tx1-Tx 4 33.0 N.S.
S/Tx -Tx 3 20.1 N.S.
S/Tx - Tx 4 32.7 N.S.
Tx3-Tx 4 12.6 N.S.

Finalmente, en la tabla 11 y en el grafico 5 se muestra el %E de cada
tratamiento, tanto de manera global, como para los dos dérganos mas

representativos. Puede observarse que para el primer tratamiento no hubo
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eficacia del farmaco, debido a que el niumero de larvas encontradas en este
lote fue ligeramente superior a las que se hallaron en el lote sin tratamiento,
de manera que la eficacia comienza a partir de Tx 2, tanto a nivel global como

en cerebro; en cambio, en ME el %E se presenta a partir del Tx 3.

Tabla 11: Porcentaje de eficacia (%E) por tratamiento a nivel global, en cerebro y en

musculo esquelético.

EN CEREBRO EN MUSCULO
TRATAMIENTO GLOBAL (%) ,
(%) ESQUELETICO (%)
Tx 1
Tx 2 10.998 55.319
Tx 3 51.954 62.234 46.100
Tx 4 73.517 63.830 75.0

PORCENTAJE DE EFICACIA DE LOS
TRATAMIENTOS
80
< 70 /._%
O 60
S so J
™
u'-'-_l 40 :
g 30 T
20
C}O 10 b M
Tx 1 Tx 2 Tx 3 Tx 4
TRATAMIENTO
—e— GLOBAL
—=— EN CEREBRO
—A&— EN ME

Griafico 5: Porcentaje de eficacia de los tratamientos por lote de ratones.
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6. DISCUSION

Durante mucho tiempo se ha estudiado el impacto de los antiparasitarios
contra las larvas enquistadas de Toxocara canis en las perras gestantes para
prevenir la transmisién transplacentaria y lactogénica a su descendencia,
reduciendo con esto el potencial de contaminacion en el ambiente para impedir

la diseminacion entre individuos de esta especie animal.

El desarrollo de modelos de experimentacién en animales de laboratorio que
funcionan como hospederos paraténicos de T. canis ha permitido evaluar
diferentes principios farmacoldgicos con resultados variables, identificando
aquellos que se encuentran en uso y que resulta conveniente estudiar de forma

continua (% 1316, 19

En la presente investigacién se planteé como primer objetivo obtener cultivos
de huevos larvados de T. canis para inocularlos en ratones sanos; esto se logré
siguiendo la metodologia ya estandarizada, explicada anteriormente. Esta tiene
la ventaja de ser sencilla y de bajo costo, ademds de que sdélo necesita el
material basico (equipo y reactivos) de un laboratorio de parasitologia;
ademas, la muestra obtenida resulta util hasta por 6 meses bajo condiciones
adecuadas. Sin embargo, la principal desventaja es que el porcentaje de
viabilidad de los huevos extraidos depende de la correcta ejecucidn de la
técnica; ademas, la viabilidad de las larvas en los huevos disminuye con el
tiempo. En este trabajo, el % de viabilidad del cultivo obtenido fue de
67.847%, el cual fue adecuado para inducir la infeccién en los animales de

experimentacion.

Con el cultivo obtenido se inocularon los animales de experimentacion; el
tamano del indculo (500 huevos viables de T. canis) que se utilizd en este
estudio resultdé el adecuado para inducir la infestacion en los ratones; esto se

pudo comprobar cuando se analizaron al microscopio las digestiones de los
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animales inoculados que no recibieron tratamiento [Ctrl. (+)]. Sin embargo, en
otros estudios se han utilizado cantidades inferiores (250£10) o superiores
(entre los 800-1000) de huevos embrionados con el mismo fin. Este aspecto es
importante, en particular si se inoculan mas de quinientas larvas, pues se corre
el riesgo de que se exacerben las manifestaciones clinicas y se provoque la

muerte prematura de las unidades experimentales (I 13/ 14, 15, 21, 22, 26, 32, 34)

Se utilizdé el modelo murino ya que es el mas usado y facil de reproducir a nivel
mundial. La validez de este modelo se basa en la similitud de la ruta migratoria
y de la patogenia de este parasito entre roedores y humanos, ademas de que
la larva puede sobrevivir por un largo periodo en estos hospederos. Algunos
animales desarrollan signos aparentes de enfermedad como pérdida de apetito
y de peso, depresién, ataxia, debilidad de patas traseras, caquexia, habilidad
dafiada para tomar agua del equipo que la suministra, disminucién de su
agresividad y aumento en la tendencia a la fuga; incluso algunos pueden llegar
a morir. Estos signos fueron observados en nuestros animales de
experimentacién; sin embargo, no fueron reportados por no ser un objetivo en

esta investigacign (18 1926, 31,37, 45)

El patréon migratorio de las larvas que se observo en este estudio corresponde
al descrito en la literatura, con una tendencia al depdsito en dos tejidos:
cerebro y ME. Cabe mencionar que durante el examen microscépico de los
diferentes drganos se hallaron numerosas cuticulas color café, evidencia de la
muerte larvaria. También se encontraron algunas lesiones macroscopicas que
ya han sido descritas -principalmente hepatomegalia-, pero que no se

registraron debido a que no fue uno de los objetivos de este estudio (3 2% 29 30,
34, 37, 42, 47)

Fue en el grupo inoculado y no tratado en el que se observaron las mayores
concentraciones de larvas en el cerebro; este tejido se mantuvo siempre en
esa condicidn por tendencia propia del parasito y por una insuficiente actividad

del principio en dicha regidon. Este comportamiento se explica en funcién de
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gue el tejido del sistema nervioso central sélo cuenta con un sistema de
respuesta primaria, correspondiente a las células de la microglia (fagocitos
locales), que son las Unicas capaces de atravesar la barrera hematoencefalica.
Estas células producen una respuesta inflamatoria de muy baja intensidad y
solamente en infecciones muy crénicas, ya que una reaccién inflamatoria
intensa provocaria la destruccion del tejido; en este caso el tejido cerebral
dafado seria dificil de restituir debido a la ausencia de componentes de
soporte como coldgena y elastina, ademas del bajo potencial de regeneracion
gue tienen las células nerviosas. En cambio, cuando la lesion se presenta en
otros odrganos, se sintetiza colagena y elastina para que el tejido se

restablezca e incluso se regenere posteriormente (212329,

La mayoria de los antihelminticos a la dosis convencional son eficaces contra la
fase adulta de T. canis debido a que se suministran en dosis altas, actuando
directamente contra los pardsitos adultos que se alojan en ese lugar. Por
ejemplo, en 2004 Balbuena y Ledn realizaron un estudio para comparar in vivo
la actividad antihelmintica de 7 diferentes productos comerciales contra
Toxocara canis y Ancylostoma caninum. Cada medicamento fue probado en 20
cachorros y se obtuvo su %E con base en la disminucion del conteo de huevos
expulsados en las heces, obteniendo en general altos %E contra ambos
parasitos (83.99-95.78 %, sin tomar en cuenta el producto a base de
nitroscanate). Sin embargo, estos datos no pueden tomarse como
concluyentes, ya que difieren de los hallazgos encontrados en la necropsia de
los animales, que se presentan a continuacion. El primero de los medicamentos
fue un producto formulado con 5mg de pamoato de pirantel y 5 mg de
pamoato de oxantel (para 10 kg p.v.), de los 20 cachorros tratados, se
encontré que 8 estaban parasitados con T. canis, 2 con A. caninum y 2 con
ambos; con otro producto formulado a base de 143 mg de embonato de
oxantel, 50 mg de prazicuantel y 543 mg de emboato de pirantel (para 10 kg
p.v.), 5 presentaron T. canis; 3, A. caninum; y 3, ambos parasitos. Un
producto similar, formulado con 50 mg de prazicuantel, 144 mg de pamoato de

pirantel y 150 mg de febantel (para 10 kg p.v.), dejé 5 animales parasitados
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con T. canis, 3 con A. caninum, y 1 con ambos. De los animales tratados con
un medicamento a base de 150 mg de febantel, 144 mg de pirantel, 50 mg de
prazicuantel y 0.06 mg de ivermectina (para 10 kg p.v.), 2 de ellos
presentaron T, canis y 3, ambos parasitos. Con otro producto a base de 2 mg
de ivermectina y 50 mg de prazicuantel (para 10 kg p.v.), se encontraron 6
animales con T. canis y 1 con ambos. Para la misma formulacién, pero en otro
producto comercial, 5 presentaron T. canis y 1 ambos parasitos. Por ultimo, de
los animales tratados con un producto a base de nitroscanate (50 mg/kg p.v.),

5 presentaron T. canis; 1, A. caninum y 1, ambos parasitos .

Dentro de los farmacos que se han evaluado para eliminar las larvas somaticas
de este parasito se encuentra el nitroscanate, que suministrado en una sola
dosis de 25-50 mg/kg es activo contra larvas y adultos de otros nematodos
intestinales. Un estudio desarrollado en 1993 por Martinez et. al reveld que
para T. «canis, este farmaco administrado a ratones infectados
experimentalmente, a dosis de 15, 25 y 12.5 mg/kg p.v., después de 15 dias
de inducir la infestacidon, presentdé un %E de 13.4%, 85.1% y 25.6%,
respectivamente. Cuando se aplicaron dosis de 25 mg/kg p.v. a los 15, 20 y 25
dias p.i. mostré un 89.9 %E; de la misma manera, usando la misma dosis a los
15, 17, 19, 21 y 23 dias p.i. se redujo el niumero de larvas alojadas en los
tejidos en un 94.1%, después de los cinco tratamientos. Sin embargo, estos
resultados provienen de un estudio que se realizd hace mas de 15 afios;
tomando en cuenta que el nitroscanate salié a la venta en 1977, estos datos
carecen de validez actualmente, ya que desde entonces su efectividad ha
disminuido de manera progresiva contra larvas y adultos hasta que finalmente

salié del mercado a mediados de 2007 (2 41,

En ese mismo estudio se evalud la actividad de la dietilcarbamacina, la cual
mostrd un 45.5 %E cuando se aplico una dosis de 50mg/kg al dia 15 p.i.;
ademas, se observd que su eficacia aumenta si se administran tratamientos

repetidos utilizando la misma dosis: 87.9% después de 5 tratamientos y 91%
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al aplicar diez tratamientos alternados. También en el caso de este principio se

ha producido su retiro del mercado y no esta disponible en México % 4143,

En ese mismo estudio se evalué el metrifonato, el cual demostré tener un 75
%E cuando se aplicaron dos dosis de 25 mg/kg p.v. a los 18 y 21 dias p.i.
Cuando se administré en dosis Unica de 50 mg/kg p.v. presentd una eficacia
del 43% vy ésta aumentd a un 86% al aplicar dos tratamientos usando la
misma dosis. Ademas, la cantidad de larvas en los tejidos de ratones se redujo
en un 88% cuando se administré una dosis de 50 mg/kg p.v. al dia 18 p.i. y

i (3, 24, 41)

dos de 25 mg/kg p.v. a los dias 21 y 24 p.

Otro grupo de farmacos que se ha investigado es el de las lactonas
macrociclicas, entre ellas se encuentra la ivermectina, que se ha evaluado
desde 1984 contra larvas de T. canis; en una investigacion de Abo-Shehada se
comprobd que usando una dosis de 200 mcg/kg por v.o. o subcutanea (sc),
diariamente durante 5-6 dias a partir de los dias 2 u 8 p.i., se obtuvo 78-79
%E. Tres afios mas tarde Carrillo y Barriga experimentaron con aplicaciones
diarias durante 13 dias, a partir del 15 p.i., con dosis de 0.2 mg/kg y 0.4
mg/kg, obteniendo eficacia solamente para la dosis mayor (43.12%). Sin
embargo, en 1993 Martinez et. al utilizaron el mismo principio activo a dosis
Unica de 0.2 mg/kg aplicandola via sc, obteniendo el 91 %E contra larvas de
T. canis en ratones. Posteriormente, en 1999 se estudidé en perras por via sc a
dosis de 3 mcg/kg aplicandola los dias 0, 30 y 60 de la gestacién, reduciendo
la carga parasitaria de los cachorros en un 90%, mientras que una dosis
similar administrada en el dia 42 de la gestacion tenia un 71.4 %E. En el
mismo estudio, a la misma dosis pero aplicando los dias cero, 30 y 60 tras la
monta y al dia 10 post parto, se obtuvo un 100 %E. En otra investigacién se
probaron dos esquemas de tratamiento utilizando el mismo farmaco a dosis de
0.3-1.0 mg/kg en perras gestantes inoculadas experimentalmente el dia cero
de gestacion; el primero de ellos (dias 25 y 35 p.i.) redujo en un 34% la
cantidad de nematodos adultos en el intestino de los cachorros; el segundo

(dias 45 y 55 p.i.), en 94%. En 2002, Gonzdlez y Morales realizaron un trabajo
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en la FESC, comparando ivermectina, doramectina y moxidectina, usando dosis
Unicas de 200 mcg/kg p.v. para cada farmaco, a los 30 dias p.i., encontrando
bajos niveles de eficacia (50.13%, 25.7% y 19.72%, respectivamente) para
eliminar larvas enquistadas en los tejidos de los ratones. Otra investigacion
realizada en la misma Facultad en 2003 por Mejia y LOpez, mostré que la
utilizacion de 200 mcg de ivermectina por kg p.v. después de 5 tratamientos
mensuales administrados s.c, es capaz de remover el 88.58% de las larvas
enquistadas en ratones a nivel global. De la misma manera, en 2004 Acosta
realizd6 un estudio en la misma Facultad utilizando dosis crecientes de
ivermectina: 4, 50, 400 800 y 1000 mcg/kg p.v., administradas a ratones
infectados y se demostrd que el %E de este farmaco es proporcional a la dosis
aplicada, obteniendo que para las dosis bajas (4 y 50 mcg/kg) este
antihelmintico presenté 11.83% y 20.34%, respectivamente, mientras que
para las tres dosis mayores a la establecida (de 200 mcg/kg p.v.) presentd un
51.34%, 61% y 68.74 %E. Es importante mencionar que en los ultimos afios
se ha encontrado una disminucién en la eficacia de la ivermectina, aun a la
misma dosis, lo cual sugiere el posible desarrollo de resistencia al farmaco, o la
pérdida se su potencia probablemente debido a que ha sido utilizado

indiscriminadamente en perros desde que salié a la venta, en 1978 (4 18,19, 24,
25, 30, 34, 41, 43)

Por otra parte, la selamectina, otro principio del grupo de las lactonas
macrociclicas, a dosis minima de 6 mg/kg via tdpica, administrada 10 y 40 dias
antes y después del parto, previno la transmisién transuterina y lactogénica de
la toxocariosis en cachorros. En un trabajo realizado en la FESC (sin publicar)
usando esta dosis en tratamientos mensuales, se encontré que a partir de la
tercera aplicacidon se alcanz6 la maxima eficacia: 98.66% en cerebro y 100%

en el resto de los drganos (3 % 18,19, 25,30, 34, 43)

En otras investigaciones se han probado combinaciones entre ivermectina y

albendazol obteniendo buenos resultados; esto se debe al sinergismo entre

ambos farmacos, ya que poseen diferentes mecanismos de accién. Por
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ejemplo, en 2004 Fernandez y Ortiz probaron en la FESC una asociacion de
200 mcg de ivermectina y 5 mg de albendazol por kg p.v, aplicando
mensualmente a partir de los 30 dias p.i. y se encontré que para el ultimo
tratamiento (el nimero 4) la eficacia fue de 91.35% a nivel global, 80.08% en
cerebro y 98.47% en ME %,

Por otra parte, en un estudio realizado por Abo-Shehada, citado por Fernandez
y Ortiz en 2004, demostré que la asociacién de ivermectina y levamisol
(200mcg/kg y 150 mg/kg, respectivamente) aplicada en una sola dosis en el
dia 30 p.i., produce una reduccién en el conteo larvario en un 78-79%, frente
a la asociacién albendazol y fenbendazol (100 mg/kg, ambos), la cual
Unicamente redujo el 43-44% de las larvas; esto sugiere que a pesar de
administrar una dosis alta de los dos farmacos, la biodisponibilidad de los
mismos es baja para producir un efecto significativo sobre las larvas. En otro
estudio, se utilizaron dos dosis de levamisol (6 y 12 mg/kg p.v, via sc)
aplicadas a ratones durante 13 dias, a partir del 15 p.i., encontrandose un %E
de 12.54 y 64.25, respectivamente. Sin embargo, el levamisol tiene la

desventaja de ser tdxico a dosis superiores de 10 mg/kg (3% 30 34, 48),

También se ha demostrado que, en general, los bencimidazoles solos tienen un
efecto larvicida significativo, con la ventaja de que a dosis terapéuticas no
tienen toxicidad ni presentan efectos adversos. En el aino 2000 Velebny et. a/
probaron formulaciones liposomales de albendazol con glicanos, a dosis de 25
mg/kg via subcutanea (sc) 2 veces al dia por 5 dias, encontrando 92 %E sobre
el parasitismo total, debido a que la formulacién permitid la liberacién
prolongada del farmaco y, por tanto, mayor biodisponibilidad. Sin embargo,
Jaramillo en 2005 demostré que con una administracién Unica, el albendazol
disminuye su eficacia, ya que la mejor dosis (400 mg/kg) en un estudio en el
gue se probaron varias de ellas, se suministr6 a ratones a los 30 dias p.i.
obteniendo solamente el 41 %E. Esto indica que la aplicacion Unica del
farmaco, aunque sea a dosis elevada, no garantiza su maxima eficacia, debido

a que no alcanza los niveles plasmaticos suficientes para hacerlo (* 8 1634/ 48)
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En el caso del FBZ, principio del grupo de los bencimidazdlicos, se sabe que su
actividad antihelmintica y larvicida se debe a que actia sobre tubulina,
bloqueando la eclosién de las larvas del huevo, lo cual impide que se
desarrollen a la fase adulta. La dosificacidon original de este principio fue en
dosis de 5 mg/kg p.v. y su utilizacién estuvo enfocada a la eliminaciéon de
nematodos del tubo digestivo; sin embargo, hace algunos afos el laboratorio
fabricante del producto demostré su actividad contra el protozoario Giardia
lamblia (de hecho, en 2003 Reséndiz y Solis demostraron que a esta dosis el
FBZ tiene una eficacia del 98.2% contra la giardiasis canina). A partir de este
hallazgo se ha generalizado su uso en diversos paises, entre ellos México, a
dosis de 50-100 mg/kg p.v. Se ha comprobado que con ella se remueve del 80
al 99.8% de los gusanos adultos; no obstante, hasta el momento no se
conocen estudios de este principio enfocados a la eliminacién de larvas

somaticas de T. canis.

A Temperatura

l Ca*
Calmodulina

Inhibidor
(BZD)

Jaramillo, E.; 2005.

Fig. 22. Mecanismo de accion de los
bencimidazoles.
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La inmovilizacién y muerte de los nematodos se hace con lentitud y aunque no
sean eliminados inicialmente, lo hacen después de varios dias de administrar el
farmaco. De la misma manera, se ha detectado que no existen diferencias
significativas observables con respecto a la motilidad de las fases adultas de T.
canis si se administra pirantel o FBZ como componentes individuales a dosis
altas; sin embargo, si se aplica una combinacién de ambos farmacos, se
presentan cambios graves en los tejidos del parasito, ya sea a pequefias o

altas concentraciones de la asociaciéon de ambos principios activos & 1622 29, 30,
34, 42, 43, 53)

En cuanto a su farmacocinética, se ha comprobado que la concentracién
plasmatica tanto del FBZ como de su metabolito sulfonado son
extremadamente bajas (0.16 £0.08 mcg/ml para FBZ y 0.11 +0.05 mcg/ml
para su metabolito) en perros a los que se les administré 50 mg/kg p.v. de
FBZ en dosis oral Unica. Por tanto, para el tratamiento de SLMV se sugiere la
utilizacion de un esquema de dosis repetidas por dias consecutivos, para
alcanzar concentraciones efectivas de FBZ y su respectivo metabolito en el sitio

donde se encuentra el parasito ¢ 29,

En lo referente a la actividad larvicida del FBZ, los estudios realizados hasta el
momento han resultado heterogéneos, ya que difieren en cuanto a dosis,
esquema de tratamiento y resultados. Por ejemplo, en 2006 Kramer et. al
realizaron un estudio utilizando dosis de 50 mg/kg p.v. (dosis superior a la
convencional) desde el dia 45 de gestacidn hasta el 16 post parto;
demostrando que este farmaco previene la infeccidn en los cachorros. Un
esquema similar fue descrito por Overgaauw en 1997, quien suministré 50
mg/kg desde el dia 40 de gestacion hasta el 14 post parto, observando una
reduccién del 89% de T. canis en cachorros. A la misma dosis, pero durante
sOlo tres dias consecutivos, Fisher et. al (1994) encontraron que las L-3 y L-4
disminuyeron 94 % en cachorros de una semana de vida. Por otra parte, Fok y
Kassai en 1996 incorporaron el farmaco a la alimentacién de ratones

infectados, utilizando dosis de 6 g/kg de alimento durante 30 dias, y



obtuvieron un %E de 99.7 %. Otros investigadores usaron dosis bajas diarias
(20-30 mg/kg) durante cuatro semanas en ratones infectados a partir del dia
10 p.i. y observaron la eliminacién casi total de las larvas; pero el mismo
tratamiento aplicado durante sélo dos semanas no logré la misma eficacia.
Desafortunadamente, la fuente consultada no proporciona los valores de %E
obtenidos en esa investigacién. Ademas, es importante considerar que, al igual
que éste ultimo, otros estudios comienzan el tratamiento farmacoldgico a los
pocos dias (o incluso a las 24 hrs) p.i.; sin tomar en cuenta que esto no sucede
de manera natural, puesto que es muy dificil conocer el momento preciso de la
infeccidon; ademas, ocurren variaciones de biodisponibilidad en los diferentes
tejidos, lo cual afecta el nivel de eliminacion de larvas. El enfoque de la
desparasitacidon con estos farmacos esta dirigido a eliminar particularmente las
larvas que ya estan asentadas en los tejidos del hospedador, particularmente
en musculo y cerebro. En esta investigacién, al comenzar a administrar el
tratamiento a los 30 dias p.i. se pretende simular lo que sucede en condiciones
naturales, proporcionando mayor validez al estudio. Por otra parte, es
importante considerar que varios de los esquemas citados requieren la
administracién diaria del farmaco durante por lo menos 28 dias, lo cual trae
consigo dificultades practicas y de tiempo, ademas de que eleva el costo del
tratamiento por lo menos 28 veces (independientemente de la dosis) en
comparacion con el esquema propuesto en esta investigacién, que es de una
administracion mensual. Con esto, se busca obtener un %E similar al de dichos
estudios, pero reduciendo el tiempo y carga de trabajo, asi como el costo del

tratamiento (% 4 1325, 26, 34, 35, 48)

Como puede observarse en la Tabla 3, en el grupo de animales que recibid
solamente una dosis del farmaco se observd una cantidad de larvas (714.5)
ligeramente superior que en el grupo que no recibié tratamiento (694.8), lo
cual indica que con la administraciéon Unica la dosis no produjo efecto en las
larvas; sin embargo, la misma dosis aplicada un mes mas tarde ya presentd

una eficacia a nivel global del 10.9% con respecto al lote que no fue tratado.
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Tras suministrarse la tercera y cuarta aplicacion, el %E se incrementd,
obteniéndose 51.95 %E para Tx 3y 73.52 %E para Tx 4 (Tabla 11).

En ME la cantidad de larvas mostré la misma tendencia a disminuir (Tx 3 y Tx
4), excepto en los dos primeros grupos, donde el conteo larvario aumenté
ligeramente; esto se explica mediante el fendmeno de migracién larvaria de
cerebro hacia otros drganos. Este mecanismo ha sido descrito como estrategia
biolégica para garantizar la continuidad del ciclo del nematodo. Lo anterior
también puede explicar el ligero aumento en el conteo larvario en otros

érganos “3,

También se encontré que a partir de la administracién del segundo tratamiento
el conteo larvario en cerebro disminuyd como consecuencia de la accion del
farmaco, ya que la barrera hematoencefalica es permeable al FBZ y a otros
bencimidazoles. Por tanto, este drgano no proporciona un sitio totalmente

seguro para la supervivencia de las larvas %' 2,

Si se comparan con los resultados publicados por Martinez et al en 1993, se
observa que en este estudio se presentd un %E similar a los obtenidos en
algunos tratamientos con nitroscanate y dietilcarbamacina; no obstante, estos
datos ya carecen de validez, puesto que ambos farmacos ya salieron del
mercado debido a su progresiva ineficacia. En cuanto al metrifonato, este
estudio arrojo resultados similares a los obtenidos con dos aplicaciones a dosis
de 25-50 mg/kg p.v., cuya eficacia fue del 86-88 %, aunque debe tomarse en
cuenta que no se han llevado a cabo evaluaciones recientes para determinar la

eficacia actual de ese principio.

Con respecto a los bencimidazoles, el %E obtenido al final de este trabajo
(73.52 %) super6 al encontrado por Jaramillo (2005) usando ABZ a dosis Unica
de 400 mg/kg p.v. a los 30 dias p.i., cuya eficacia fue del 41%; de igual
manera, resultd superior al 43-44 %E que obtuvo Abo-Shehada al utilizar la

asociacion FBZ-ABZ (100mg/kg p.v. en ambos, dosis Unica al dia 30 p.i.). Sin
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embargo, la eficacia del esquema aqui propuesto resultd inferior al comparario
con trabajos desarrollados también con FBZ, que tienen el inconveniente de
requerir aplicaciones diarias durante por lo menos 28 dias, por lo que no
resultan practicos, o por el propuesto por Fisher et. al (1994), que consistio en
suministrar 50 mg/kg p.v. del principio por tres dias consecutivos, donde el %E
fue de 94. Sin embargo, en la fuente citada no se describe el periodo post-
tratamiento en el que se analizd la muestra. También fue superado por el
estudio de Velibny (2000), que utiliz6 ABZ en combinacidon con glicanos en
formulacién liposomal y obtuvo 92 %E, por lo que podria sugerirse repetir ese
estudio pero sustituyendo ABZ por FBZ; sin embargo, este tipo de
formulaciones requieren tecnologia farmacéutica que incrementaria el costo del

tratamiento.

En cuanto a las lactonas macrociclicas, se obtuvieron resultados menores que
los publicados antes del afio 2000; pero si consideramos los estudios mas
recientes -en los que se ha observado una reduccidon de eficacia del principio-,
este esquema superd los resultados de Acosta (2004), quien obtuvo 11.83-
68.74 9%E usando dosis crecientes de ivermectina (4, 50, 400, 800 y 1000
mcg/kg p.v.). También superé los resultados obtenidos por Gonzalez y Morales
(2002), que utilizaron dosis Unicas de 200 mcg/kg p.v a los 30 dias p.i., y
obtuvieron sélo 50.13 %E para ivermectina, 25.7 %E para doramectina y
19.72 %E para moxidectina. Los resultados de este estudio Unicamente fueron
superados por los encontrados por Mejia y Lopez (2003), quienes aplicaron 5
tratamientos mensuales de ivermectina a dosis de 200 mcg/kg p.v. y
obtuvieron 88.58 %E; asi como por el estudio de Enriquez -aun sin publicar-,
qguien usod selamectina a 6 mg/kg p.v., aplicando 3 tratamientos mensuales, y

obtuvo 98.66 %E en cerebro y 100 %E en el resto de los érganos.

El esquema de tratamiento aqui propuesto tiene la ventaja de ser de bajo
costo, ademas de que, al ser de aplicacion mensual, el tiempo y carga de
trabajo son menores en comparacién con los tratamientos de administracion

diaria propuestos por otros autores. Asimismo, el costo de los diferentes
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esquemas de tratamiento es barato cuando se utiliza la dosis convencional, y
se incrementa diez veces cuando se administra la dosis de 50 mg/kg p.v.
Considerando que cada tableta con 500 mg del farmaco tiene un precio de
$7.00 (siete pesos), el costo del tratamiento con la dosis de las compaiiias
farmacéuticas es de $0.70 (setenta centavos) por cada kg p.v; en cambio, al
utilizar la dosis correcta, se reduce a $0.07 (siete centavos)/kg p.v.. Si
tomamos en cuenta que se deben administrar tres aplicaciones, el costo total
es de $0.21 (veintidn centavos)/kg p.v.; aunque si se aplica el esquema de
tratamiento que recomienda utilizar la dosis de 50 mg/kg desde el dia 45 de
gestacion hasta el 16 post parto, el costo final se eleva a $21.70 (veintiln
pesos con setenta centavos)/kg p.v. Por el contrario, si se administra la dosis
convencional, el tratamiento completo tiene un costo de $2.17 (dos pesos con
diecisiete centavos)/kg p.v. Finalmente, si se incorpora el farmaco a los
alimentos utilizando dosis de 6g/kg de alimento, el costo total del tratamiento

es de $84.00 (ochenta y cuatro pesos) por kg de alimento.

Debido a la moderada eficacia de los cuatro tratamientos, podrian considerarse
algunas opciones para obtener mejores resultados. Una de ellas es alargar el
numero de dias del tratamiento, ya que se sabe que la DL50 del FBZ en
ratones es de 10,000 mg/kg p.v.; por tanto, no representa riesgo para la salud
del animal. Otra alternativa es incrementar la dosis, o bien administrarla con
mayor frecuencia, por ejemplo, cada 15 dias. También se puede asociar el FBZ
con otros principios para generar sinergismo. Sin embargo, con estas medidas
se corre el riesgo de que tanto 7. canis como los otros parasitos que pueda
tener el hospedador, se expongan demasiado al FBZ (o a los otros farmacos
asociados), provocando que se repita la experiencia del nitroscanate y de la
dietilcarbamacina, que terminaron por salir del mercado debido a su ineficacia.
Ademas, esto incrementaria el costo del tratamiento y, en el caso de las
aplicaciones adicionales, alargaria su duraciéon. Por tanto, se recomienda no
utilizar indiscriminada y repetitivamente los medicamentos disponibles hasta el

momento.
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El uso del FBZ en la dosis convencional (5 mg/kg p.v.) es una opciéon en un
programa de desparasitacion para prevenir la infeccion transplacentaria y
lactogénica en el perro, manteniéndose como recurso en la rotacion de

antiparasitarios para asegurar la efectividad de los mismos.

Hasta la fecha, este farmaco es aplicado Unicamente a canidos y a otros
mamiferos, aunque ya se ha descrito su administracidn a humanos. Si nos
basamos en que su mecanismo de accién es similar al de otros bencimidazoles,
y en que éstos presentan efectos larvicidas significativos, proponemos una
futura administracién del FBZ a humanos para eliminar el SLM, tomando en
cuenta que este farmaco es quimicamente semejante al albendazol, el cual ya

se encuentra comercialmente disponible con este fin (6 11/ 19 26, 42, 48),
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7. CONCLUSIONES

Se indujo satisfactoriamente la infeccién por L-2 de T. canis en ratones,

con un inoculo de 500 huevos larvados.

Las L-2 siguieron el patrén de migracion informado en la literatura,

asentandose principalmente en cerebro y ME.

Se detecto actividad del fenbendazol contra las larvas de T. canis usando

dosis mensuales de 5 mg/kg.

El porcentaje de eficacia de los tratamientos a nivel global, asi como en
ME y cerebro, se incrementd proporcionalmente con respecto al nimero
de administraciones; obteniéndose una eficacia maxima del 73.5 %
(global), 63.8 % (cerebro) y 75 % (ME), con la aplicacién de los 4

tratamientos.
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ANEXO 1
RESULTADOS DIRECTOS (SIN PROCESAR) EN CADA UNIDAD EXPERIMENTAL,
POR LOTE.

Tabla 12. Cantidad de larvas de T. canis encontradas en cada 6rgano, por unidad

experimental, en el lote de ratones inoculados y no tratados [control (+)].

Cerebro | Corazén | Pulmén | Rifidén | Higado ME TOTAL
S/Tx A 11 2 2 5 3 157 179.6
S/Tx B 4 1 0 11 0 14 31
S/Tx C 37 0 0 0 0 11 49.3
S/Tx D 24 0 1 3 3 31 64.2
S/Tx E 15 0 0 0 0 0 15
S/Tx F 7 0 0 0 1 8
S/Tx G 31 1 4 3 4 0 43
S/Tx H 21 0 0 4 1 58 84.2
S/Tx 1 15 0 0 0 1 99 114.5
S/Tx ] 23 1 3 8 5 66 106
Total 188 5 10 34 18 436 644.8

X 18.8 0.5 1 3.4 1.8 43.6
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Tabla 13. Cantidad de larvas de T. canis encontradas en cada 6rgano, por unidad

experimental, en el lote de animales que recibié una dosis del tratamiento (Tx 1).

Cerebro | Corazén | Pulmén | Rifién | Higado ME TOTAL
TX1A 39 3 3 7 7 67 126.2
Tx1B 41 5 4 6 4 76 136.3
Tx1C 14 1 1 1 0 25 41.8
Tx 1D 28 1 0 4 3 36 72
Tx 1E 27 2 0 2 2 51 83.8
Tx1F 1 0 0 0 1 14 16.7
T™X1G 10 0 0 0 0 57 67
Tx1H 23 1 1 0 1 35 61.2
Tx 11 9 0 0 1 2 44 56.1
Tx 1] 17 0 0 1 1 34 53.4
Total 209 13 10 22 21 439 714.5

X 20.9 1.3 1.0 2.2 2.1 43.9
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Tabla 14. Cantidad de larvas de T. canis encontradas en cada 6rgano, por unidad

experimental, en el lote de animales que recibié dos dosis del tratamiento (Tx 2).

Cerebro | Corazén | Pulmén | Rifién | Higado ME TOTAL
TX 2 A 9 1 0 0 0 96 105.6
Tx 2B 15 0 0 0 0 32 47.4
Tx2C 1 0 0 2 0 4
Tx 2D 2 0 0 0 0 6
Tx 2 E 0 0 0 0 6
Tx 2 F 20 0 0 0 0 63 83
Tx 2 G 5 1 1 0 2 78 87.4
Tx 2 H 10 1 0 1 4 101 116.5
Tx 21 0 0 0 3 92 102
Tx 2] 7 0 2 1 0 47 56.5
Total 84 6 3 2 13 509 614.4

X 8.4 0.6 0.3 0.2 1.3 50.9
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Tabla 15. Cantidad de larvas de T. canis encontradas en cada 6rgano, por unidad

experimental, en el lote de animales que recibio tres dosis del tratamiento (Tx 3).

Cerebro | Corazén | Pulmén | Rifién | Higado ME TOTAL
TX 3 A 3 0 0 0 0 63 66.3
T™x3B 12 0 0 1 2 38 52.8
Tx 3 C 10 0 0 1 0 21 31.9
Tx 3D 0 1 1 0 0 0 2
Tx 3 E 5 0 2 0 0 35 41.5
Tx 3 F 3 0 0 0 0 3
T™X3G 16 0 2 0 7 0 25
Tx 3 H 22 1 0 3 0 12 37.6
Tx 31 0 0 0 0 22 21.6
Tx 3] 0 0 0 0 5 44 49.4
Total 71 2 5 5 14 235 331.1

X 7.1 0.2 0.5 0.5 1.4 23.5
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Tabla 16. Cantidad de larvas de T. canis encontradas en cada 6rgano, por unidad

experimental, en el lote de animales que recibié cuatro dosis del tratamiento (Tx 4).

Cerebro | Corazén | Pulmén | Rifién | Higado ME TOTAL
x4 A 14 1 0 0 0 16 30.7
Tx 4B 0 0 0 0 18.9 18.9
Tx 4 C 0 0 0 0 0 8
Tx 4D 13 0 0 0 0 0 13
Tx 4 E 0 0 0 0 0 30 30.4
Tx4F 18 0 0 0 0 0 18
x4 G 5 0 0 0 0 20 25.1
Tx 4 H 15 0 0 0 5 0 20
Tx 41 0 0 0 0 24 28.9
Tx 4] 0 0 0 0 0 0 0
Total 78 1 0 0 5 109 193
X 7.8 0.1 0 0 0.5 10.9
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Tabla 17. Cantidad de larvas de T. canis encontradas en cada 6rgano, por unidad

experimental, en el lote de ratones no inoculados y no tratados. [control (-)]

2
St
O~
5

<
m

Cerebro | Corazén | Pulmdn
Ctrl (-) A 0 0 0
Ctrl (-) B
Ctrl (-) C
Ctrl (-) D
Ctrl (-) E
Ctrl (-) F
Ctrl (-) G
Ctrl (-) H
Ctrl (-) I
Ctrl (-) ]
Total

X

Higado
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ANEXO 2
PROCEDIMIENTOS ESTADISTICOS Y PORCENTAJE DE EFICACIA DEL
FENBENDAZOL

a) Analisis de varianza del total de larvas encontradas en los seis lotes

RATON S/Tx Tx 1 Tx 2 Tx 3 Tx 4
1 180 126 106 66 28
2 30 136 47 53 19
3 48 42 4 32 8
4 62 72 6 2 11
5 15 84 6 42 30
6 8 17 83 3 15
7 43 67 87 25 25
8 84 61 117 38 18
9 115 56 102 22 29
10 106 53 57 49 0 G
> 691 714 615 332 183 2535
% 69.1 71.4 61.5 33.2 18.3

Ho: M1 = M2 = U3 = Ha = {5 = [s
Los tratamientos no actuan contra las larvas enquistadas

Hii M1 # M2 # M3 # Mg #F Hs # He
Los tratamientos si actuan contra las larvas enquistadas

Donder=10yt=5

G _ 2535

C= = =128524.5
(rxt) (5x10)

Suma de Cuadrados
6 10
CTL=) > xi-C

i=1 j=1

SCTL = [180° + 30% + 48% + 62° + 15°+ 8% + 43 + 842 + 115% + 106° + 1262
+ 1362 + 422 + 72 + 84% + 17 + 67% + 612+ 56° + 53% + 1062 + 47° + 4% +
62+ 6% + 832+ 872+ 1172 + 1022 + 57> + 662 + 532 4+ 322 + 22 + 422 + 32 +
252 4+ 382+ 222 + 492 + 282 4+ 192 + 8%+ 112 + 302 + 152 4+ 25% + 182 + 292
+ 0%] - 128524.5 = 81896.5
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DX
TR=2
r-C

SCTR = [ (6912 + 7142 + 6152 + 3322+ 1832 ) +10 ] - 128524.5 = 22394

SCER = SCTL - SCTR

SCER = 81896.5 - 22397 = 59499.5

Grados de Libertad

Para tratamiento: (t-1)=5-1=4

Para error: t(r-1) =5(10-1) =45

Para el total: (rxt)-1=(5x10)-1 =49
Cuadrados Medios

CMTR = SCTR + g.L r = 22397 + 4 = 5599.25

59499.5 + 45 = 1322.211111

CMER = SCER + g.L &

Valor de Fc
.= CMTR = 5599.25 = 4,234762477
CMER 1322.211111
Tabla de ANOVA
FV g. L SC CM Fc Fq 0.05

Tratamiento 4 22397 5599.25 4.234762477| 2.585

Error 45 59499.5 1322.211111

Total 49 81896.5

Como Fc = 4.234762477 > F4 005 = 2.585 Se rechaza Ho. Por tanto, los
tratamientos si actlan contra las larvas de T. canis enquistadas en los tejidos
de ratones.
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b) Analisis de varianza del total de larvas encontradas en cerebro en
los seis lotes

RATON S/Tx Tx 1 Tx 2 Tx 3 Tx 4
1 11 39 9 3 11
2 4 41 15 12 0
3 37 14 1 10 8
4 24 28 4 0 11
5 15 27 6 5 0
6 7 1 20 3 15
7 31 10 5 16 5
8 21 23 10 22 13
9 15 9 7 0 5
10 23 17 7 0 0 G
3 188 209 84 71 68 620
% 18.8 20.9 8.4 7.1 6.8

Ho: M1 = M2 = U3 = Ha = {5 = Hs

Los tratamientos no actuan contra las larvas enquistadas en cerebro
Hit Py # M2 #F U3 # Ha #F Us # He

Los tratamientos si actuan contra las larvas enquistadas en cerebro

Donder=10yt=5

2 2
c=C = %0 _ 68
(rxt) (5x10)

Suma de Cuadrados

6 10
SCTL=) > x;-C

i=1 j=1

SCTL = [ 112 4+ 4% + 37% + 242 +15% + 7% 31% + 21% + 15% + 23% + 392 + 41°
+14%2 + 282 + 272 4+ 12 + 102+ 232 + 92+ 172+ 92 + 152 + 12 + 4> + 6° +
2024+ 52 + 102 + 72+ 72 + 32 + 122+ 10>+ 52 + 32 + 162 + 22% + 11% + 8% +
112+ 152 + 52 + 13% + 52 + 0% ] - 7688 = 5494
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SCTR = [ ( 188% + 209% + 84° + 71> + 68% ) - 10 ] - 7688 = 1886.6

SCER = SCTL - SCTR

SCER = 5494 - 1886.6 = 3607.4

Grados de Libertad

Para tratamiento: (t-1)=5-1=4

Para error: t(r-1) =5(10-1) =45

Para el total: (rxt)-1=(5x10)-1 =49
Cuadrados Medios

CMTR = SCTR + g.Lr = 1886.6 ~- 4 = 471.65

3607.4 + 45 = 80.16444444

CMER = SCER + g.L &

Valor de Fc

_CMTR _ 47165

. = = =5.883531075
CMER 80.16444444
Tabla de ANOVA
FVv g. L SC CM Fc Fa 0.05
Tratamiento 5 1886.6 471.65 5.883531075| 2.585
Error 45 3607.4 80.16444444
Total 49 5494

Como Fc = 5.883531075 > F, 005 = 2.585 Se rechaza Ho. Por tanto, los
tratamientos si actlan contra las larvas de T. canis enquistadas en cerebro de
ratones.
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c) Analisis de varianza del total de larvas encontradas en miusculo
esquelético en los seis lotes

RATON S/Tx Tx 1 Tx 2 Tx 3 TX 4
1 157 67 96 63 16
2 14 76 32 38 19
3 11 25 0 21 0
4 31 36 0 0 0
5 0 51 0 35 30
6 0 14 63 0 0
7 0 57 78 0 20
8 58 35 101 12 0
9 99 44 92 22 24
10 66 34 47 44 0 G
3 436 439 509 235 109 1728
% 43.6 43.9 50.9 23.5 10.9

Ho: 1= M2 = M3 = Ha = U5 = He
Los tratamientos no actlan contra las larvas enquistadas en musculo
esquelético

Hit Py # M2 #F U3 # Mg #F Us # He
Los tratamientos si actuan contra las larvas enquistadas en musculo
esquelético

Donder=10yt=5

G> _ 1728

C= = = 59719.68
(rxt) (5x10)

Suma de Cuadrados

6 10
SCTL=) > x;-C

i=1 j=1

SCTL = [ 157% + 14® + 11?2+ 31% + 582 + 992 + 66% + 672 + 76% + 25% + 36°
+ 512 4+ 14° 4+ 57% 4+ 352 + 442 + 34% + 96% + 322 + 63% + 78% + 1012 + 92°
+47° 4+ 63% + 382+ 212 + 35% + 122 + 22% + 44° + 16° + 19° + 30° + 20% +
24”1 - 59719.68 = 59580.32
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SCTR = [ ( 436% + 439% + 509% + 235° + 109°)+ 10] - 59719.68 =
SCTR = 11180.72
SCER = SCTL - SCTR

SCER = 59580.32 - 11180.72 = 48399.6

Grados de Libertad

Para tratamiento: (t-1)=5-1=4

Para error: t(r-1) =5(10-1) =45

Para el total: (rxt)-1=(5x10)-1 =49

Cuadrados Medios

CMTR = SCTR + g.L+ =11180.72 + 4

2795.18

CMER = SCER + g.L ;g = 48399.6 + 45 = 1075.546667
Valor de Fc

£ _CMTR_  2795.18

. = = = 2.598845857
CMER 1075.546667
Tabla de ANOVA
Fv g. L SC CM Fc Fy 0.05
Tratamiento 5 11180.72 2795.18 2.598845857| 2.585
Error 45 48399.6 1075.546667
Total 99 59580.32

Como Fc = 2.598845857 > F, 005 = 2.585 Se rechaza Ho. Por tanto, los
tratamientos si actlan contra las larvas de T. canis enquistadas en musculo
esquelético de ratones.
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d) Prueba de Tukey para el total de larvas encontradas en los seis
lotes

TRATAMIENTO 4 3 2 S/Tx 1
% 18.3 33.2 61.5 69.1 71.4

Donde: a = 0.05
t=5
g-IER= 45

Ss—

X =

DMSH =g, . ]x*x

U G 0.05, 654 = 4.0235

E-|

r

CMER \/ 1322.211111

=11.49874389

DMSH = (4.0235) x (11.49874389 ) = 46.26519604

COMPARACION DIFERENCIA DE SIGNIFICANCIA
MEDIAS

Tx 1-S/Tx 71.4-69.1 = 2.3 N.S.
Tx1-Tx2 71.4-61.5=9.9 N.S.
Tx1-Tx3 71.4 - 33.2 = 38.2 N.S.
Tx1-Tx4 71.4 - 18.3 = 53.1 Tx1>Tx4
S/Tx -Tx 2 69.1-61.5=7.6 N.S.
S/Tx -Tx 3 69.1 - 33.2 = 35.9 N.S.
S/Tx - Tx 4 69.1 - 18.3 = 50.8 S/Tx > Tx 4
Tx2-Tx3 61.5 - 33.2 = 28.3 N.S.
Tx2-Tx4 61.5 - 18.3 = 43.2 N.S.
Tx3-Tx4 33.2 - 18.3 = 14.9 N.S.




e) Prueba de Tukey para el total de larvas encontradas en cerebro en

los seis lotes

TRATAMIENTO 4 3 2 S/Tx 1
X 6.8 7.1 8.4 18.8 20.9
DMS—I :[qa,t,g.L.]x ;(
Donde: a = 0.05
t=5
g IER = 45

U G 0.05, 6,54 = 4.0235

X =2 = \/ CMER \/ 80'161'0' A4 _ 5 831330627
r r

DMSH = (4.0235) x ( 2.831332627 ) = 11.39186682

COMPARACION DIFERENCIA DE SIGNIFICANCIA
MEDIAS
Tx1-S/Tx 20.9 - 18.8 = 2.10 N.S.
Tx1-Tx?2 20.9-8.40=12.5 Tx1>Tx?2
Tx1-Tx3 20.9-7.10 =13.8 Tx1>Tx3
Tx1-Tx 4 20.9 - 6.80 = 14.1 Tx1>Tx 4
S/Tx -Tx 2 18.8-8.40 =10.4 N.S.
S/Tx-Tx 3 18.8-7.10 =11.7 S/Tx > Tx 3
S/Tx -Tx 4 18.8 -6.80 =12.0 S/Tx > Tx 4
Tx2-Tx 3 8.40-7.10=1.3 N.S
Tx2-Tx 4 8.40 -6.80=1.6 N.S
Tx3-Tx 4 7.10 - 6.80 = 0.3 N.S
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f) Prueba de Tukey para el total de larvas encontradas en misculo
esquelético en los seis lotes

TRATAMIENTO 4 3 S/Tx 1 2
X 10.9 23.5 43.6 43.9 50.9

DMSH =g, . ]x*x

Donde: a = 0.05
t=5
g-IER= 45
U G o.05 654 = 4.0235
2
SX _ \/E _ \/CMER _ \/1075.546667 — 10.3708566
r r 10
DMSH = (4.0235) x (10.3708566 ) = 41.72714153
COMPARACION DIFERENCIA DE SIGNIFICANCIA
MEDIAS

Tx2-Tx1 50.9-43.9=7.0 N.S.
Tx 2 - S/Tx 50.9-43.6 =7.3 N.S.
Tx2-Tx 3 50.9 - 23.5 =274 N.S.
Tx2-Tx 4 50.9 - 10.9 = 40.0 N.S.
Tx 1-S/Tx 43.9 -43.6 = 0.3 N.S.
Tx1-Tx 3 43.9 - 23.5 =20.4 N.S.
Tx1-Tx 4 43.9 - 10.9 = 33.0 N.S.
S/Tx -Tx 3 43.6 - 23.5 = 20.1 N.S.
S/Tx -Tx 4 43.6 - 10.9 = 32.7 N.S.
Tx3-Tx 4 23.5-109=12.6 N.S.
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ECUACION DE WESCOT PARA CALCULO DE EFICACIA

No. larvas control ) (No. larvasTx)
(No. larvas control )

%E = ( x100

g) Porcentaje de eficacia de los tratamientos para el total de larvas

%E., = w %100 = No aplica

%E,,, = M %100 =10.99855282 %
Tx2 691

WE. , = M %100 = 51.9536903 %
Tx3 691

%E,,, = M %100 = 73.51664255 %
Tx4 691

h) Porcentaje de eficacia de los tratamientos para el total de larvas
enquistadas en cerebro

%E;, = % %100 = No aplica

0 = —_ X = . 0
%E,,, (188-84) 15 - 55 31014804 %

%E, ., = M x100 = 62.23404255 %
Tx3 188
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58%E,, = % x100 = 63.82978723 %

i) Porcentaje de eficacia de los tratamientos para el total de larvas
enquistadas en musculo esquelético

(436 - 439) .
%E., =~——2x100 = No aplica
U 436 ap

%E,,, = (4331—;6509) %100 = No aplica

%E,, = % x100 = 46.10091743 %

%E,,, = % x100 = 75 %
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