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RESUMEN

El propésito de esta investigacion fue determinar la influencia de los depositos de
antigenos de secrecion y excrecion de Toxocara canis en la evolucion de las lesiones que
provoca dicho parasito, posterior a la aplicacion de cuatro tratamientos con intervalos de
aplicacion mensual empleando selamectina a una dosis 6 mg/kg de peso.

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan. Se utilizaron 32 ratones divididos en 7 grupos (A, B, C, D, E, F y
G); los grupos del A al E conformados con 5 animales cada uno y en conjunto con el grupo
G conformado con 3 animales, fueron inoculados intragéstricamente con una sonda tipo
Foley para neonatos con 1000 huevos larvados de Toxocara canis. El grupo F consté de 4
animales, al cual se les suministro 250 pl de solucion salina fisiologica equivalente al
volumen en el cual fueron diluidos los huevos larvados de Toxocara canis. El grupo A se
sacrifico a los 30 dias pos-inoculacién (d.p.i.), para confirmar la presencia y migracion de
larvas. Los grupos B, C, D, E se utilizaron como grupos experimentales y fueron tratados
aplicando selamectina durante 4 meses con intervalos de un mes, a una dosis de 6 mg/kg de
peso via epicutanea y sacrificados 7 dias después del tratamiento. Los tratamientos
iniciaron a los 60 d.p.i. y concluyeron a los 150 d.p.i.; el grupo F se utilizé6 como grupo no
inoculado y se sacrifico un animal por cado grupo experimental; el grupo G se utilizd6 como
control positivo y se sacrificé a los 157 d.p.i. sin recibir tratamiento. De los animales
sacrificados se colectaron rifiones, pulmon, higado, cerebro y un gramo de musculo
estriado; la mitad de cada uno de los 6rganos impares y uno de los rifiones se sometieron a
digestiones artificiales individuales en una solucion de jugo gastrico artificial, la mitad
restante se sometid a un proceso de fijacion con formol al 10% y cada una de las muestras
fue procesada para realizar cortes histologicos empleado hematoxilina-eosina para una
evaluacion histopatologica; el resto de los cortes se usaron para realizarles una
inmunotincién mediante el método Complejo Avidina-Biotina para demostrar la presencia
de los antigenos de secrecidon y excrecion. En los grupos experimentales se observo una
disminucién gradual en el nimero de larvas recuperadas en los organos estudiados al
aumentar el numero de tratamientos, sin embargo, sélo se observaron diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) en dérganos como musculo estriado, cerebro y en el



total de larvas recuperadas en los grupos D y E en comparacion con el grupo G. La eficacia
de la selamectina aumenta con el nimero de tratamientos aplicados; al cuarto tratamiento la
eficacia de selamectina en el caso de pulmon, higado y rifidon va del 90 al 100%; en el caso
de cerebro es del 87.31%, en musculo con un 99.67% y finalmente la eficacia total de un
94.59%.

La marca de los antigenos de secrecion y excrecion se relaciond principalmente a la
presencia de larvas en musculo esquelético y cerebro; ademds en el caso de musculo los
antigenos también se observaron dentro de granulomas con y sin la presencia de larvas en
su interior. En el resto de los 6rganos analizados no se observo la presencia de antigenos
con o sin un tratamiento previo con selamectina; esto sugiere que la presencia de los
antigenos de secrecion y excrecion esta intimamente relacionada con la presencia de larvas
en los tejidos que fueron tratados con un antihelmintico, en donde la marca por la
inmunotincion es evidente. La intensidad de las lesiones microscopicas producidas por
Toxocara canis que indujo después de 4 tratamientos con selamectina, indica la gran
capacidad de las larvas y sus antigenos para provocarlas, manteniéndose por mucho tiempo;
en el caso de o6rganos como higado, pulmoén y rifion, en los dos primeros grupos
experimentales se observaron lesiones granulomatosas eosinofilicas, en comparaciéon con
los ultimos 2 grupos, esta lesiones disminuyen en frecuencia y en intensidad,
estableciéndose la evolucion normal del padecimiento. En el caso del grupo inoculado no
tratado se observaron en los oOrganos antes mencionados lesiones tanto agudas como
cronicas, lo cual esta relacionado a la migracion de las larvas y permanencia de los
antigenos en los tejidos. En el caso de cerebro de todos los grupos inoculados no se
observaron lesiones asociadas a los antigenos y en musculo se observaron granulomas con
antigenos de secrecion y excrecion. Cuando la frecuencia de los antigenos presentes en los
tejidos disminuyd a consecuencia de la migracion de las larvas a oOrganos de
almacenamiento (cerebro y musculo esquelético) o su muerte a causa del tratamiento con
selamectina, las lesiones disminuyeron en intensidad y frecuencia siendo mas evidentes en

organos como pulmon, rifion e higado.



INTRODUCCION

Toxocariosis es la denominacion aplicada a una de las mas importantes
enfermedades parasitarias en perros y otros canidos; es debida a la presencia de los géneros
Toxocara y Toxascaris, siendo el mas comin Toxocara canis. La importancia de este
parasito radica en su alta frecuencia en los cachorros menores de tres meses y a los
problemas de salud publica, describiéndose dos sindromes: el de larva migrans visceral
(SLMV) y el de larva migrans ocular (SLMO) (Glickman y Shofer, 1987; Schantz y Stehr-
Green, 1988).

Toxocara canis

Es un nematodo del orden Ascaridida, superfamilia Ascaridoidea de la familia
Toxocaridae. Estos gusanos presentan una coloracidén blanquecina o blanco lechosa (Fig.
1). En el extremo anterior presentan tres labios con dos alas cervicales laterales que miden
2.5 x 0.2 mm déandole una forma de punta de flecha (Fig. 2). El macho mide de 4-10 cm por
2-2.5 mm de didmetro, en el extremo posterior termina curvado con dos pequefias
espiculas; mientras que la hembra mide 5-18 cm de largo por 2.5-3 mm de diametro, en el
extremo posterior termina recta en forma de punta roma. Los huevos eliminados por las
hembras son de color café oscuro, subesféricos, miden aproximadamente 90 um por 75 pum;
contienen una masa protoplasmatica que ocupa practicamente todo el interior, la cual esta
rodeada por una cubierta gruesa; que esta formada por siete membranas, de las que solo son
visibles tres: la membrana interna de naturaleza quitinosa de forma lisa, la membrana media
triple de naturaleza lipoide, finalmente la membrana externa albuminosa, que es muy fina y
presenta hendiduras llamadas fosetas (Fig. 3) (Quiroz, 1988; Nadler, 1992; Kassai, 1998;
Diez y col., 1999 ; Alba, 2007).



Figura 1. Adultos de T canis (Tomado de Martinez, 2004) Figura 2. Extremo anterior de 7' canis
(plpnemweb,ucdavis,edu)
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Figura 3. Huevo no embrionado de T canis, donde se observan 3 capas: A. Membrana quitinosa; B.

Membrana lipoide; C. Membrana albuminosa donde se observan las fosetas (plpnemweb.ucdavis.edu).



CICLO BIOLOGICO

El ciclo biolégico de T canis es complejo y presenta cuatro posibilidades de
infestacion:

1) Transmision directa, mediante la ingestion de huevos larvados.

2) Transplacentaria o prenatal.

3) Transmision lactogénica, via calostro o leche.

4) Mediante la ingestion de larvas 2 enquistadas en hospedadores paraténicos.

El ciclo comienza con la eliminacion de huevos de T canis que salen junto con
materia fecal de cachorros menores de 12 semanas, donde se dispersan en el ambiente; en
condiciones Optimas de temperatura, humedad y oxigeno; se desarrolla la larva 2 (L2)
dentro del huevo que es la fase infestante, esto ocurre en aproximadamente 54 dias a una
temperatura de 12-18 °C y en 14 dias a 25-30 °C. (Quiroz, 1988; Glickman y Shofer, 1987;
Diez y col., 1999; Chia-Kwung y col., 2003). Las diferentes posibilidades de infestacién
dependen del tipo de hospedador, estado fisioldgico y de la edad en que se adquiera la
infestacion, observandose:

1) Transmision directa, mediante la ingestion de huevos larvados. Cuando los
cachorros menores de 12 semanas de edad, ingieren huevos con L2; las larvas eclosionan
en el intestino delgado y penetran en la mucosa, pasan a circulacién sanguinea e inician una
larga migracion intraorganica. Entre las 24-48 horas, llegan al higado por via porta,
continuan por vena hepatica, pasan a la vena cava caudal y de ahi por el lado derecho del
corazdn a la arteria pulmonar; las larvas rompen los capilares y los alvéolos para dirigirse a
vias respiratorias altas; en los alvéolos pulmonares se realiza la muda de L2 a L3, al llegar a
la faringe son deglutidas continuando hacia el intestino delgado, donde se realiza la cuarta
muda, para después convertirse en adultos a los 28 dias post-infestacion (p.i.). Los huevos
se detectan en las heces de las cuatro a cinco semanas p.i. y paulatinamente cuando los
cachorros crecen se eliminan los gusanos adultos del intestino (Quiroz, 1988; Bowman,
1995; Kassai, 1998; Diez y col., 1999 ).

2) Transplacentaria o prenatal. En las perras gestantes alrededor del dia 40-42 de
gestacion, las larvas somaticas (L2) se reactivan y movilizan hacia la placenta y glandula
mamaria, debido a cambios hormonales asociados a la prolactina, cortisona y oxitocina, que

se producen al principio de la lactacion; produciendo la infestacion intrauterina de los



cachorros. Poco antes del parto, se produce una muda y las L3 contintian su desarrollo
inmediatamente después del nacimiento, mediante una migracion traqueal; posterior a ello
maduran sexualmente en 3 6 4 semanas en el intestino del producto, produciendo
infestaciones prenatales y ocasionando que la perra se infeste de nuevo por los habitos de
limpieza de sus cachorros. Por otra parte, en las perras que se reinfestan durante la
gestacion, las larvas migran al feto pero otras pueden llegar al intestino de la perra y
madurar sexualmente; este fenomeno también ocurre con las larvas en hipobiosis como lo
describi6 Lloyd y col. en 1983. En el caso de perros machos mayores de 12 semanas, las L2
en pulmén ya no acceden a la luz alveolar, sino que continllan en la circulacion y son
distribuidas a diferentes oOrganos (pulmoén, higado, rifiones, musculo esquelético entre
otros), permaneciendo en un estado hipobidtico con una respuesta inflamatoria asociada a
ella sin proseguir su desarrollo. Este fenomeno también ocurre en otros hospedadores
diferentes al perro denominados hospedadores paratenicos (Glickman y Shofer, 1987;
Quiroz, 1998; Diez y col., 1999 ).

3) Transmision lactogénica, via calostro o leche. En el caso de perras lactando, la
eliminacion de larvas por calostro y leche se inicia inmediatamente después del parto,
alcanza su nivel maximo en la segunda semana y luego decrece paulatinamente. Este modo
de infestacion no conlleva migracion intraorganica pues las larvas se desarrollan
directamente hasta adultos en el intestino (Lloyd y col., 1983; Diez y col., 1999).

4) Mediante la ingestion de L2 enquistadas en hospedadores paratenicos. La ultima
forma de infestacion es debido a la depredacion de los hospederos pardtenicos por los
hospedadores susceptibles a la infestacion intestinal; en este caso la ingestion de L2 a partir
de los tejidos de los hospedadores pardtenicos, ocasionan la liberacion de estas a nivel
gastrico. En este caso las larvas entran en la mucosa y vuelven a la luz intestinal, donde
evolucionan a gusanos adultos de 4 a 5 semanas. El ciclo anterior se resume en la figura 4

(Bowman, 1995; Kassai, 1998).



Figura 4. Ciclo biolégico de Toxocara canis (modificado de Pérez, 2008)

Ciclo Biologico de Toxocara canis: Existen 4 posibilidades de infestacion; 1) Directa. 2) Transplacentaria o prenatal. 3) Lactogénica, via
calostro o leche y 4) Mediante la ingestion de larvas enquistadas en hospedadores paraténicos; A. Salida de huevos de T canis junto a la
materia fecal y desarrollo de la fase infestante larva 2 pasiva; B. Ingestion de huevos larvados de T canis, por cachorros menores del2
semanas, donde las larvas realizan una migracion intraorganica hasta llegar al intestina delgado y desarrollarse en adultos; C. Ingestion de
huevos larvados por perros mayores de 6 semanas y otros hospedadores no definitivos (paraténicos); D. Reactivacion de larvas somaticas
en perras gestantes; E. Algunas larvas pueden pasar al intestino de la hembra y desarrollarse en nematodos adultos; F. Infestacion
intrauterina; G. Ingestion de larvas via leche o calostro por los cachorros lactantes; H. Ingestion del hospedador paraténico; 1. Larvas
somaticas en diversos 6rganos, en perros mayores de 12 semanas y hospedadores paraténicos.



EPIDEMIOLOGIA

La distribucion geografica de la toxocariosis es mundial y con una gran incidencia
en perros, debido a la eficiente transmision transplacentaria, por lo que la mayoria de los
cachorros nacen parasitados, ademdas las hembras de T canis presentan un alto poder
bidtico, ya que depositan hasta 200 000 huevos diarios, siendo estos muy resistentes a las
condiciones ambientales, tolerando un rango de temperatura de -25 °C a 36 °C, mostrando
una gran viabilidad a bajas temperaturas por afios, siempre y cuando exista el microclima
mencionado anteriormente. En México se han observado tasas de prevalencia que van del
3.6% al 100% (cuadro 1); estos resultados dependen de la edad, procedencia de los
animales, condiciones higiénico-sanitarias e incluso de las diferencias en los
procedimientos de diagndstico (Soulsby, 1986; Quiroz, 1988; Glickman y Shofer, 1987;
Diez y col., 1999).

Los perros menores de 3 meses suelen tener mas gusanos adultos que los mayores a
esta edad; esto es particularmente importante debido a que expulsan enormes cantidades de
huevos en las heces, los que se acumulan en su entorno; ya sea en casa o lugares publicos
como parques o jardines (areas verdes en general) y constituyen una fuente de infestacion
para otros perros y hospedadores paraténicos incluyendo al humano. Al respecto, el examen
del suelo de parques y campos de juego de distintas ciudades han mostrado la presencia de
huevos conteniendo fases infestantes de 7 canis, lo que constituye una fuente de infestacion
para nifios menores de 12 afos de edad, al llevarse tierra a la boca de manera accidental e
ingiera miles de huevos o bien, nifios que presentan pica o geofagia teniendo el mismo
desenlace. Los nifios mayores a 12 afios y adultos, suelen ingerir cantidades imperceptibles
de material contaminado, adquiriendo infestaciones ligeras (Schantz y Glickman, 1979;
Worley y col., 1984; Neelsen y col., 1996; Velarde y col., 1999; Mizgajska, 2001; Rubel y
col., 2003; Illel, 2004).



Cuadro 1. Frecuencia de infestacion por adultos de T canis en perros de diferentes localidades de México

(Tomado de Alba, 1999).

Numero de

~ Tipo de | Frecuencia
Lugar Ao Pel:ros examen % Autor
examinados
México, D.F. 1969 50 CPS 20% Es‘iglggte’
Veracruz 1970 300 CPS 9.6% Fr?‘;%m’
Cérdoba, Veracruz 1971 200 CPS 13.5% Sosa, 1971
Monterrey, N.L. 1972 100 N 5% Garza, 1972
Guadalajara y San o De la Mora,
Martin Hidalgo, Jalisco 1973 450 CPS 16.2% 1973
Ciudad Victoria, o Hinojosa,
Tamaulipas. 1973 >0 oL 30% 1973
Cuernavaca, Morelos | 1974 719 CPS 15% Vargas, 1974
Meéxico, D.F. 1967 120 CPS 93% Quiroz, 1982
. Valdivia 'y
o
Aguascalientes, Ags. | 1983 294 CPS 47.6% col., 1983
México, D.F. 1986 200 CPS 21% lez;ég"l"
México, D.F. 1987 176 N 58.5% lezgég‘)l"
Veracruz, Ver. 1989 447 CPS 74.4% Zermeiio y
’ col., 1986
México, D.F. 1990 463 CPS 4.9% lezgég‘)l"
Pungarabato y o Barrera 'y
Cutzamala, Gro. 1989 106 CPS 37.7% Fragoso, 1989
L. Panagos y
0
Meéxico, D.F. 1992 240 CPS 3.6% col., 1992
Meéxico, D.F. 1995 100 N 30% Flores, 1995
Culiacén, Sin. 1996 100 CPS 7% Gax“l’lgagz col,
o Vegay
0
Meéxico, D.F. 1996 47 CPS 100% Rivera, 1996
o Martinez y
o
México, D.F. 1998 100 N 15% col., 1998
México, D.F. 1998 470 CPS 19.8% Egm"}'ggggg“ﬂar’

N: necropsia
CPS: coproparasitoscopico




PATOGENIA

El dafio generado por este parasito depende de su fase evolutiva, los gusanos
jovenes y adultos en su fase intestinal, ocasionan acciones mecanicas obstructivas e
irritativas, que pueden interferir con el paso de alimentos, alterando la digestion y
absorcion; especificamente, de lipidos, proteinas, carbohidratos y vitamina C.
Ocasionalmente perforan la pared intestinal, pudiendo ocluir los conductos colédoco y
pancreatico, agravando mas el proceso de mala absorcion y digestion (Quiroz, 1988;
Ettinger, 1983; Cordero 1999).

En el caso de las fases larvarias tanto en los hospedadores definitivos y paraténicos,
debido a la migracion compleja que realizan, estas ejercen una accidon traumadtica,
hemorragica y obstructiva, al momento de pasar por pared intestinal, higado, pulmon,
capilares y alvéolos. Por otra parte, existe una accion expoliatriz hematofaga e histofaga, La
eliminacion de mudas y liberacion de antigenos de secrecidon y excrecion conllevan a una
respuesta inmune exacerbada, ocasionando efectos anafilacticos y alérgicos (Quiroz, 1988;
Kassai, 1998; Diez y col., 1999 ).

Las lesiones producidas por las fases larvarias debido a su migracion ocurren en
hospedadores definitivos como paraténicos son de tipo hemorragico en diferentes drganos,
siendo los més afectados: higado, pulmoén, tejido muscular, cerebro, intestino delgado, entre
otros; en este ultimo se puede observar una enteritis que puede ser catarral o hemorragica
en relacion a la cantidad de huevos conteniendo L2 y para el resto de los 6rganos las
lesiones varian en magnitud dependiendo del mismo factor, en particular en caninos con
infestacion prenatal o en menores de 3 meses de edad pueden presentar focos inflamatorios
a nivel pulmonar (Quiroz, 1988; Alba, 1999).

Las lesiones macroscopicas observadas en los hospederos incluyendo al humano,
son principalmente de dos tipos: la primera, es la presentacion de algunas hemorragias de
tipo petequial y equimosis que con el tiempo evolucionan hasta formar sufusiones; y la
segunda es la formacion de microabscesos blancos a blanco amarillentos, los cuales miden
de 1 a 3 mm de didmetro, causando que la superficie de los érganos pierda la continuidad;
ambos tipos de lesiones estan distribuidas en forma difusa sobre toda la superficie de

diferentes organos, afectdndose principalmente pulmoén, higado, rifion y ojo; pero



presentandose también en otros tejidos como diafragma, musculo esquelético, corazén y
médula espinal (Quiroz, 1988; Alba, 1999; Sommerfelt y col., 2004).

A nivel microscopico los microabscesos producidos por las larvas de este parasito
han sido clasificados como lesiones inflamatorias de tipo granulomatoso eosinofilico en los
organos y tejidos antes mencionados (Quiroz, 1988; Alba, 1999).

En rifiéon, microscopicamente ademds de la glomerulonefritis intersticial
granulomatosa eosinofilica se ha observado: fibrosis periglomerular, marcada condensacion
de la capsula de Bowman, en algunos casos hipertrofia e hiperplasia de las células
parietales y en ocasiones se observan adherencias entre el epitelio parietal y visceral. En la
fase cronica se observa fibrosis periglomerular, con engrosamiento de la capsula, aunque en
algunos glomérulos se observa la contraccion del ovillo capilar, en otros casos desaparece,
dejando vacio el glomérulo (Quiroz, 1988; Alba, 1999; Sommertfelt y col., 2004).

En higado, ademas de la hepatitis intersticial granulomatosa eosinofilica con o sin la
presencia de larvas, se ha observado: multiples areas focales de necrosis hepatocelular y
pueden observarse larvas dentro del parénquima hepatico sin mostrar una respuesta
inflamatoria asociada a ellas (Alba, 1999; Pinelli y col., 2007).

Las lesiones granulomatosas estan formadas por eosinodfilos, neutrofilos,
macrofagos, linfocitos, fibroblastos y células epiteliodes. En fase cronica, se presentan
granulomas bien organizados en los que se observa una densa cépsula de coldgena y un
nucleo que contiene células epiteliodes y células gigantes multinucleadas.

En pulmoén, microscopicamente se presenta una neumonia granulomatosa
eosinofilica y areas hemorragicas, con infiltrado de neutréfilos, eosinéfilos y macrofagos;
ruptura y engrosamiento de paredes alveolares, esto estd asociado a mecanismos
inmunomediadores. Ocasionalmente los granulomas bien organizados contienen un tipo de
células gigantes rodeadas de fibras de colageno, En algunas areas de inflamacion pueden
presentarse larvas en su interior rodeadas de fibrocitos, eosindfilos, linfocitos, y
macrofagos, donde las larvas pueden migrar para formar otros granulomas (Parsons y col.,
1986; Alba, 1999; Martinez, 2004; Sommerfelt, 2004; Pinelli y col., 2007).

En cerebro no se observan las lesiones macroscopicas descritas anteriormente,
debido a las pocas posibilidades de desencadenar reacciones intensas contra organismos, ya

que la respuesta inflamatoria causa la destruccion celular y existe una nula regeneracion,



Sin embargo, microscopicamente se pueden observar larvas sin encapsulamientos; en
lesiones agudas se observa congestion y ligeras hemorragias. En lesiones cronicas se
presenta un infiltrado en la sustancia blanca de monocitos y linfocitos, donde ademas en
algunos vasos sanguineos se observan “manguitos perivasculares” (Beaver y col., 1952;
Hamilton, 1982; Parsons y col., 1986; Alba, 1999; Buendia, 2000; Martinez, 2004;
Sommerfelt, 2004; Pinelli y col., 2007).

En el ojo inicialmente pueden haber lesiones con larvas que no estan asociadas a
respuestas inflamatorias; en otros casos, existe una ligera hemorragia de la coroides y el
proceso ciliar. En fases cronicas, se observa infiltrado neutrofilico, edema y hemorragias,
danando la retina y el proceso ciliar. Reacciones granulomatosas y extensas hemorragias
suelen ser observadas a los 60 dias p.i. y posteriormente reemplazadas por material fibroso,
La formacion de granulomas puede ocasionar el desprendimiento de la retina (Olson, 1976;

Albay col., 2000).

MANIFESTACIONES CLINICAS

Toxocariosis

La semiologia en el hospedador definitivo (cachorro menor de 3 meses) debido a la
migracion de las larvas son: tos, estornudos y descargas nasales, que tienden a desaparecer
en 3 semanas. En infestaciones masivas puede observarse: neumonia, sintomas nerviosos
como convulsiones, alteraciones digestivas con emision de heces blandas, que en ocasiones
pueden ser diarreicas con mucosidad y sangre; debido a la presencia de gusanos adultos.
Asimismo, el abdomen se encuentra distendido y a la palpacion existe dolor; en
infestaciones masivas puede existir vomito con eliminacion de gusanos, donde también
puede observarse deshidratacion y pelo hirsuto. Por otro lado, en el cuadro cronico puede
verse desnutricion, acompaniada de diarrea intermitente y en algunas ocasiones puede
presentarse obstruccion y perforacion intestinal. Los perros mayores de 3 meses y otros
animales no canidos que fungen como hospedadores paraténicos, pueden presentar

manifestaciones nerviosas (Kassai, 1998; Quiroz, 1988; Diez y col., 1999).



LARVA MIGRANS VISCERAL

El sindrome de larva migrans visceral (SLMV) es causado por la presencia y la
migracion de larvas de ciertos nematodos en 6rganos y tejidos de humanos. El primero en
sugerir que las larvas de nematodos afectan a humanos fue Fulleborn en 1921 citado por
Beaver en 1952, siendo el mismo quien describié mas tarde a 7 canis como la causa mas
frecuente y propuso el término de SLMV (Beaver y col., 1952; Beaver, 1969; Glickman y
Shofer, 1987; Schantz y Stehr-Green, 1988; Acha y Szyfres, 2003).

El SLMYV se presenta frecuentemente en nifios entre 1 a 5 afios, donde se describe
historia de geofagia, pica o exposicidn a cachorros, ya que es muy comun que durante esta
edad se les obsequien como mascota cachorros de canino y en consecuencia aumenta el
riesgo de la ingestion de una gran cantidad de huevos. Principalmente se encuentran
afectados el higado, pulmoén, corazon y cerebro; resultado de las migraciones que realizan
las fases larvarias por estos 6rganos (Nelsen, 1996).

Las manifestaciones clinicas dependen del numero de larvas que se encuentren y su
localizacion anatomica. Por lo general las infestaciones son asintomaticas, en donde en el
hemograma se observa una eosinofilia persistente de alrededor del 50% del recuento total
de leucocitos; la cual es responsable de la produccion de interleucina 5 (IL-5) que a su vez
es inducida por los antigenos de secrecion y excrecion liberados por la L2 como lo
demostraron en sus experimentos Takamoto y col.,, en 1997 y 1998. En los casos
sintomaticos, generalmente se presenta fiebre, anorexia, dolor abdominal con un hallazgo
de laboratorio de eosinofilia, hepatomegalia, esplenomegalia e incremento en los niveles de
inmunoglobulinas tipo G y E, asi como aumento de las isohemaglutininas anti-A y anti-B.
En algunos casos se presentan sintomas pulmonares como bronquitis, tos, jadeo y disnea,
Se presentan también sintomas nerviosos, tales como convulsiones, epilepsia y alteraciones
en el comportamiento, presentdindose una meningoencefalitis; sin embargo, hay datos que
indican que la infestacion por 7, canis no se asocia frecuentemente a epilepsia, mientras que
como Worley y col., en 1984 no concluyen si existe una asociacion entre la seropositividad
a T, canis en nifios con problemas de lectura, marcada distractibilidad y baja inteligencia,
Sin embargo, Nelson y col., en 1996, han asociado la seropositividad a un bajo desarrollo

de inteligencia en ninos (Glickman y col., 1979; Glickman y Shofer, 1987; Schantz y Stehr-



Green, 1988; Magnaval y col., 1991; Schmid, 2000; Alba y col., 2000; Acha y Szyftres,
2003).

LARVA MIGRANS OCULAR

El sindrome de larva migrans ocular (SLMO) es la enfermedad ocular debida a la
invasion via hematdgena por una o mas larvas de T canis; que fue descrito por Wilder en
1950 citado por Glickman y col. (1979). Se observa principalmente en nifios mayores de 6
afos, adolescentes y adultos en ocasiones, donde normalmente la afeccion es unilateral y
generalmente se observa ausencia de SLMV; se considera que este sindrome se presenta en
personas que han sido expuestas a un numero reducido de larvas, que no estimulan el
sistema inmune de manera importante y que de forma erratica llegan al ojo (Glickman y
col,, 1979; Glickman y Shofer, 1987).

La presencia de las larvas puede causar estrabismo, leucorrea, irritacion ocular
disminucién gradual de la vision o su pérdida total, siendo frecuente la endoftalmitis y en
general sin los sintomas sistémicos ni la eosinofilia. La lesion granulomatosa generalmente
estd ubicada cerca del disco Optico y de la macula con retinocoroiditis, posterior y
periférica, panuveitis, papilitis, uveitis, deformaciéon o desprendimiento de la retina,
infiltracion de células inflamatorias en humor vitreo, lesiones hemorragicas y neuroretinitis
como secuela de migracion de larvas en retina. Al respecto, Wilder (1950), Asthon (1960) y
Dugoid (1961) reportaron endoftalmia por larvas de T canis, en ojos enucleados
innecesariamente por presunto retinoblastoma (Glickman y col., 1979; Schantz y col.,
1979; Glickman y Shofer, 1987; Schantz y Stehr-Green, 1988; Alba y col., 2000; Acha y
Szyfres, 2003).

ANTIGENOS DE SECRECION-EXCRECION (TES)

Los antigenos de secrecion y excrecion (TES) son glicoproteinas, que fueron
descritos por primera vez en 1975 por De Savigny en cultivos de huevos con larvas
infestantes de T canis en un medio nutritivo, dando lugar a una serie de antigenos que son
reconocidos inmunoldgicamente por diversos hospedadores. Los TES son productos de la
glandula esofagica, que se abre en la luz de este 6rgano y vierten su contenido por la

cavidad oral. Estas glandulas ademés emiten ramificaciones caudales que se abren en el



poro excretor y que producen una auténtica barrera protectora sobre el cuerpo del nematodo
formando la epicuticula, que lo aisla del hospedero. En este sentido, los diferentes andlisis
realizados en geles de poliacrilamida han identificado por lo menos 20 componentes;
existiendo una gran discrepancia entre los productos caracterizados, los cuales tienen un
peso molecular que oscila entre los 26 a los 400 kilo-Daltons (kDa).

En los ultimos afios, los genes que codifican a los TES de T canis han sido
clonados; para determinar a los constituyentes mas importantes, que son principalmente;
mucinas, lectinas tipo C y proteina con afinidad a la fosfatidil-etanolamina; ademas, como
resultado de estas investigaciones, estos son los productos mejor caracterizados (Maizels y
col., 1984; Meghji y Maizels, 1986; Parsons y col., 1986; Page (a) y col., 1992; Maizels y
col., 2000).

TES-26, Tc-PEBP. Proteina con afinidad a la fosfatidil-etanolamina

El TES-26 es una proteina con similitud a la que presentan los espermatozoides de
mamiferos; se encuentra en la cuticula de la larva por lo que se han propuesto diferentes
funciones, como la utilizacién de los lipidos presentes en el hospedador, por parte de la
larva o para unirse a la fosfatidil-etanolamina que se encuentra en la membrana

citoplasmatica del hospedador (Gems y col., 1995; Maizels y col., 2000; Duodens, 2001).

TES-32, Tc-CTL 1. Lectina de tipo C 1

El TES-32 es una lectina que tiene afinidad a unirse a manosa y galactosa, por lo
que se le asignd el nombre de Tc-CTL-1 (C-type lectins) y es una de las proteinas mas
secretadas junto con el TES-120 por las larvas de T canis; esta glicoproteina se conoce por
su reactividad con anticuerpos monoclonales y se expresa en la matriz cuticular de la larva
del parasito. Con respecto a esto, la secuenciacion completa del dominio principal, se
mostrd una similitud con lectinas tipo C de mamiferos (dependientes de calcio) unidas a
manosa, pero con diferencias en su sitio de unién. La mayoria de los miembros de la
superfamilia de CTL son receptores en mamiferos y en moléculas tales como las selectinas,
CD23 y DEC-205; otras CTL incluyen a la proteina A con afinidad a manosa (MBP-A)

encontrada en el suero de mamiferos y en moléculas de defensa innata en mamiferos e



invertebrados (Page y col., 1992°; Gems y Maizels, 1996; Loukas y col., 1999; Maizels y
col, 2000).

TES-70, Tc-CTL-4. Lectinas 4 de tipo C

El TES-70 es una glicoproteina secretada en abundancia, y corresponde a una
lectina de tipo C, uniéndose especificamente a superficies de células epiteliales de manera
calcio independiente., Esto demuestra que los ligandos de las lectinas de T canis incluye
determinantes en las células de los hospederos; ademas, reacciona con inmunoglobulinas
provocando su precipitacion (Page y col., 1992°; Loukas y col., 2000; Maizels y col.,
2000).

El rol biologico de estas lectinas puede ser importante para la supervivencia del
parasito. Por ejemplo, lectinas secretadas pueden actuar como competidores solubles para
selectinas en la superficie de células del hospedador, bloqueando la adhesion de leucocitos
al endotelio vascular y previniendo los primeros pasos de la extravasacion y la

caracteristica respuesta inflamatoria (Loukas y col., 2000; Maizels y col., 2000).

TES-120, Mucinas 7c-MUC-1, MUC-2, MUC-3, MUC-4 y MUC-5

El TES-120 es un componente muy importante de la epicuticula de la larva de T
canis; esta migra electroforéticamente en 3 bandas con una movilidad a los 120 kDa. Se ha
establecido recientemente que hay al menos cinco genes distintos para las mucinas de este
parasito, las cuales presentan una similitud importante, pero con ciertas diferencias. Las
MUC-2, MUC-3, MUC-4 y MUC-5 son ricas en treonina, mientras que la MUC-1 es rica
en lisina (Gems y Maizels, 1996; Maizels y col., 2000; Doudens y col., 2001).

Por espectrofotometria de masas de las bandas purificadas y con generacion de
anticuerpos hacia secuencias especificas de las mucinas, se ha establecido que MUC-1,
MUC-2, MUC-3 estan presentes en el complejo del TES-120; mientras que las mucinas
MUC-4 y MUC-5 han sido clonados sus genes y no existen datos que sugieran que estas
moléculas sean secretadas por la larva. En el caso de MUC-5 la liberacion por la larva no
parece probable, debido a su alto contenido de lisina y se sabe que el TES-120 no incorpora

lisina (Gems y Maizels, 1996; Maizels y col., 2000; Doudens y col., 2001).



TES-400

El TES-400 es un componente difuso de alto peso molecular, que no se encuentra en
la superficie de la larva a diferencia de las pequenas proteinas, el TES-400 es
predominantemente un carbohidrato, por datos de tincion en geles con acido peryddico de
Schiff. A este respecto, Loukas y col. en 1999 sefialan que el TES-400 es resistente a las
proteasas y reacciona con anticuerpos policlonales hacia CTL-1, pero no con anticuerpos
monoclonales especificos de CTL-1; esto sugiere que el TES-400 puede ser andlogo a los
proteoglicanos de mamiferos tales como agrecano y brevicano, los cuales contienen
dominios de lectinas dentro de una estructura altamente glicosilada. En el cuadro 2 se
muestran algunos de los genes que se han identificado como los mas activos entre el
hospedador y el parasito (Maizels y col., 2000; Meghji y Maizels, 1986; Maizels y col.,
1984).

Cuadro 2. Algunos de los genes expresados por larvas de 7T canis (modificado de Maizels y col., 2000)

Tamatfio de la : .
: ., , Identificacion en
Gene Identificacion proteina
o Western Blot
(aminoacidos)
Asparginil
Te-aep-1 endorr))ep%idasa ~454 =
Tc-agp-1 Aquaporina 310 -——-
Tc-cpl-1 Catepsina L 216 ----
Tc-cpz-1 Catepsina Z 307 ----
Tc-ctl-1 Lectina 1 tipo C 219 32 kDa
Tc-ctl-2 Lectina 2 tipo C 221 ----
Tc-ctl-3 Lectina 3 tipo C >182 —
Tc-ctl-4 Lectina 4 tipo C 228 70 kDa
Tc-muc-1 Mucina-1 117 120 kDa
Tc-muc-2 Mucina-2 174 120 kDa
Tc-muc-3 Mucina-3 267 120 kDa
Tc-muc-4 Mucina-4 194 o
Tc-muc-5 Mucina-5 316 S
Tc-ofm-1 Olfadectina 531 -
Tc-peb-1 PEBP 263 26 kDa
Tc-pro-1 Prohibitina 274 o
Te-sod-1-5 Superoxido 180 - 190
dismutasa 1-5

* ——-- = No existen referencias




Los TES son rapidamente reconocidos por el sistema inmunolédgico y provocan una
fuerte respuesta de anticuerpos. No hay evidencia de que esta respuesta tenga una funcion
protectora, por lo que Maizels y col, en 1984 han sugerido que la ventaja de producir
grandes cantidades de estos antigenos de secrecidon y excrecion, es el distraer al sistema
inmunoloégico al sintetizar anticuerpos no protectores, lo que significa un desgaste para el
hospedero al tratar de eliminar al organismo que presenta una renovacion constante de los
TES, teniendo un detrimento de los tejidos asociados a la persistencia de procesos

inflamatorios (Glickman y Shofer, 1987; Lopez y col., 2003).

TRATAMIENTO

El tratamiento contra 7T canis se han enfocado en dos puntos principalmente, el
primero contra fases adultas, donde los estudios se han llevado en condiciones controladas
y han mostrado eficacia; los principales compuestos utilizados son: sales de piperacina,
compuestos bencimidazoélicos, imidazotiazélicos, lactonas macrociclicas y otros, En el
segundo caso se han valorado diversos farmacos contra las fases larvarias, en diferentes
estudios y con resultados dispares; en estos estudios Tongson y Dayrit en 1973 examinaron
la eficacia del tetramisol a dosis de 10 mg/kg de peso, sobre larvas somaticas de 7, canis en
ratas blancas encontrando resultados significativos; con un periodo de administracion de 4 a
6 semanas. Por otra parte, Holt y col, en 1981 evaluaron varios bencimidazoles
(mebendazol, oxfendazol, albendazol y febendazol), ademas de la piperacina y
dietilcarbamacina; en ratones con larvas de T canis cuyo numero de larvas en cerebro no
muestra diferencia significativa entre ratones tratados y no tratados. Asi también, Gonzélez
en 1983 analiz¢ la eficacia del nitroscanate a una dosis de 25 mg/kg de peso, sin encontrar
resultados significativos. Del mismo modo, Abo-Shehada y Hebert en 1984°, examinaron la
eficacia de ivermectina a dosis de 200 um/kg de peso, levamisol a dosis de 150 mg/kg de
peso via subcutanea y 100 mg/kg via oral, albendazol y febendazol a dosis de 100 mg/kg de
peso via oral cada uno, donde la eliminacién de larvas fue estadisticamente significativa
para la ivermectina con una reduccion de larvas del 80%. De igual manera Alvarez en 1987
evalud la ivermectina obteniendo los mismos resultados con la misma dosis. Por el
contrario, Carrillo en 1985 evalu6 la eficacia de la dietilcarbamacina a dosis de 50 mg/kg

de peso; encontrando solo resultados estadisticamente significativos a los 5 y 10



tratamientos. Por otro lado, investigadores como Samanta y Ansari en 1990 evaluaron la
eficacia de la ivermectina a dosis de 0.2 mg/kg de peso, albendazol y febendazol a dosis de
100 mg/kg de peso y por ultimo al tiabendazol a dosis de 150 mg/kg de peso, encontrando
una disminucion en el promedio de larvas de 54.4%, 51.4%, 36.36% y 22.5%
respectivamente. Fok y Kassai evaluaron en ratones la eficacia de la ivermectina a dosis de
0,6 mg/kg de peso via oral y subcutanea, albendazol a dosis de 1.6 a 3 g/kg de peso en el
alimento, encontrando una mayor eficacia para el albendazol en comparaciéon con la
ivermectina. En referencia a esto, durante el 2003, Lopez y col., evaluaron cinco
repeticiones de ivermectina mensuales a dosis de 0.2 um/kg de peso y encontraron una
disminucion gradual en el nimero de larvas somaticas de 7 canis en cerebro del 88.5%,
pero un aumento de larvas en otros 6rganos, donde posiblemente la remocion de larvas en
musculo activen las que se encuentran en cerebro con la finalidad de seguir con su ciclo de
vida, situacion similar a la que se presenta en perras para favorecer la trasmision durante la
gestacion y lactacion (Lopez y col,, 2003).

Por otro lado, el uso de medicamentos en el humano se ha dado bajo la perspectiva
de un tratamiento somatico, donde solo se observan las valoraciones clinicas pero no existe
un control y no se reporta la remocion completa de las larvas. Asi por ejemplo, Bass y col,
en 1987 realizaron un estudio en donde el 16% de 153 nifios hispanos que presentaron
toxocariasis asintomatica, con altos titulos de anticuerpos especificos a T canis y una
marcada eosinofilia; donde se trataron con tiabendazol a una dosis de 25 mg/kg por 4 dias y
50 mg/kg por 3 dias; encontrando que no existe una disminucion en los titulos de
anticuerpos y en la eosinofilia. Por otro lado, Magnaval en 1995 compar¢ la eficacia de la
dietilcarbamacina y el mebendazol, resultando mas eficaz el mebendazol por disminuir los
signos clinicos. Otro investigador que ha descrito sobre la enfermedad es Arango quien en
1998 describi6 un caso en un nifio de 4 afos, donde se utiliz6 tiabendazol por 15 dias a una
dosis de 25 mg/kg de peso, reportando una disminucion en los signos clinicos a los tres
meses pero con una eosinofilia persistente. Por ultimo, Barisani-Asenbauer y col., en 2001
trataron a 5 pacientes con SLMO con albendazol a una dosis de 800 mg en adultos y 400
mg en una sola dosis junto con esteroides, observando una mejoria en la agudeza visual y
sin reporte de uveitis (Bass y col., 1987; Magnaval, 1995; Arango, 1998; Barisani-
Asenbauer y col., 2001).



SELAMECTINA

Nombre genérico

Selamectina.

Origen y quimica

La selamectina pertenece al grupo de las lactonas macrociclicas, que son el producto
de la fermentacion de Streptomyces avermitilis. La selamectina es un monosacarido
modificado quimicamente de la doramectina, que a su vez es un derivado de la

fermentacion de la avermectina (fig. 5) (Bishop y col., 2000; Walker y Fenner, 2000).

Figura 5. Estructura de la selamectina, monosacarido 25-ciclohexil-25-de-1-metilpropil-5-deoxy-22,23-

dihidro-5-hidroxyiminoavermectina B1 (tomado de Bishop y col., 2000).

Accion farmacolégica
Antiparasitario endectocida, sin efecto alguno en trematodos, cestodos, ni

protozoarios (Reimemeyer y Courtney, 2001; Plumb, 2005).

Farmacodinamica

La selamectina acta al interferir en la conductividad del canal del cloro,
provocando la interrupcion de la neurotransmision normal, de la misma forma que otras
lactonas macrociclicas. Ello inhibe la efectividad eléctrica de las células nerviosas en los
nematodos y en las células musculares en los artropodos; estimula la liberacion del 4cido

gamma-amino-butirico (GABA) del parésito, que es el principal neurotransmisor



inhibitorio en la corteza cerebral, mantiene el tono inhibitorio, balancea la excitacion
neuronal y actiia en dos tipos de receptores:

e GABA A, que controla la entrada de cloro a la célula,

e GABA B, que aumenta la conductancia del potasio y disminuye la entrada de calcio

(Booth, 1998; Novotny, 2000; Reimemeyer y Courtney, 2001; Plumb, 2005).

Farmacocinética
Se puede suministrar por via oral y topica, debido a su alta liposolubilidad, este

principio se absorbe por la piel tras la administracion topica, alcanzando la concentracion
plasmatica maxima entre 1 y 3 dias posteriores a su administracion en gatos y perros,
respectivamente. Se distribuye sistémicamente en todo el organismo excepto en el sistema
nervioso central donde no atraviesa la barrera hematoencefélica y se elimina lentamente en
treinta dias después de una sola dosis topica de 6-12 mg/Kg; la persistencia prolongada y la
lenta eliminacion, se reflejan en los valores terminales de eliminacion de vida media de 8 y
11 dias en gatos y perros respectivamente. Se biotransforma por el higado por hidroxilacion
y dimetilacion al igual que las avermectinas y se elimina por bilis en heces, leche y en
menor proporcion por via renal (Soulsby, 1986; Melhorn, 1993; Booth, 1998; Bishop y
col., 2000; Novotny, 2000; Walker y Fenner, 2000).

Posologia
La dosis topica recomendada es de 6-12 mg/kg en una aplicacion mensual, para el

control de parésitos internos y externos como Ctenocephalides sp. y microfilarias de
Dirofilaria immitis, en perros y gatos. Ademas se utiliza en el tratamiento contra Sarcoptes
scabei, Otodectes cynotis, Rhipicephalus sanguineus y Dermacentor variabilis, ademas en
nematodos como Toxocara sp., Ancylostoma sp. (Bishop y col., 2000; Jeringan y col.,

2000; McTier y col., 2000; Novotny, 2000; Six y col., 2000).

Usos terapéuticos
La selamectina topica esta indicada para la infestaciones con pulgas

(Ctenocephalides sp.), prevencion del gusano del corazon (Dirofilaria immitis), otoacariasis
(Otodectes cynotis), sarnas sarcoptica (Sarcoptes scabei) e infestaciones por garrapatas

(Rhipicephalus sanguineus y Dermacentor variabilis) en perros y gatos. Ademas tiene



efecto sobre algunos nematodos como Toxocara sp., Ancylostoma sp. La selamectina no
tiene efecto sobre los gusanos del corazon adultos o erradicacion de microfilarias

circulantes (Jeringan y col., 2000; McTier y col., 2000; Novotny, 2000; Six y col., 2000).

Reacciones adversas

Aproximadamente el 1% de los gatos experimentd una alopecia localizada
transitoria en el sitio de aplicacidon, con o sin inflamacion seguido del tratamiento. Otros
efectos comunicados (incidencia menor al 0.5%) incluyeron diarrea, vOmito, tremores
musculares, anorexia, prurito, urticaria, eritema, letargo, salivacion y taquipnea. Muy rara

vez, se comunicaron convulsiones y ataxia en perros (Page, 2002; Plumb, 2005).

Contraindicaciones

No se debe emplear en animales enfermos, desnutridos o débiles. No se recomienda
utilizarlo en animales menores de 6 semanas de vida. Los perros de raza Collie pueden se
ser sensibles a las lactonas macrociclicas, por lo que su uso debe con cautela (Novotny,

2000; Plumb, 2002).

Interacciones farmacologicas
Ninguna conocida, sin embargo; puede utilizarse en combinacion con anticestodicos

para aumentar el espectro de accion. (Plumb, 2002).

Forma farmacéutica
La selamectina se comercializa en una presentacion topica al 6 y 12%, en un

producto denominado Revolution® de laboratorios Pfizer.



HIPOTESIS DE TRABAJO

El suministro de cuatro tratamientos con intervalos de aplicacion mensual
empleando selamectina, debe producir la reduccion en la intensidad en las lesiones
debido a la eliminacion gradual de larvas y a la disminucién en la cantidad de TES, asi

de esta forma acelerar la involucion de las lesiones.
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OBJETIVOS

e Contribuir al estudio sobre Toxocara canis, utilizando al raton (Mus musculus)
cepa CDI1 y la selamectina, para evaluar su eficiencia y la involucion de las
lesiones provocadas por este mismo parasito, que es de interés para la salud

publica.

e Analizar la eficacia de la selamectina en contra de larvas somaticas de

Toxocara canis en ratones.

e Observar por medio de inmunohistoquimica, el papel juegan de los TES en la

evolucion de las lesiones, después del tratamiento con selamectina.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de Realizacion

La investigacion se desarrolld en el laboratorio de Parasitologia de la Seccion de
Salud Animal de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM, campo 4; en el
municipio de Cuautitlan Izcalli, Estado de México. Esta zona se encuentra ubicada
geograficamente entre las coordenadas 19° 41° 35” de latitud norte y 99° 11° 42” de
longitud oeste y una altitud de 2,420 metros sobre el nivel del mar. Geograficamente se
encuentra a 205 kilémetros al noroeste de la cabecera de Cuautitlan México; colinda al sur
con el municipio de Teoloyucan y al oeste con el municipio de Tepozotlan (INEGI, 2000).

El clima es templado y subhumedo con lluvias en verano, sus temperaturas son
uniformes en otofio e invierno, con vientos dominantes suaves al sureste, las temperaturas
minimas esporadicas, de diciembre a enero, van de 0 a 3° C bajo cero. La precipitacion
pluvial anual estimada es de 1,699,5 milimetros, la evaporacion diaria es estimada en 4,43

milimetros (INEGI, 2000).

Material biologico
e 32 ratones (Mus musculus) cepa CD1 machos de aproximadamente 40 dias de edad,
los cuales fueron mantenidos bajo condiciones de bioterio, suministrandoles agua y
alimento comercial ad libitum
e Ovoalbiimina

e Suero policlonal anti-TES de conejo

Material no biologico

Farmacologico
e Selamectina Revolution, Pfizer. Dosis 6 mg/kg de peso y hexano como diluyente,

en un volumen de 1 ml

Equipo
e (Centrifuga

e Microscopio compuesto
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e Balanza analitica
e [Estufa bacterioldgica

e Microtomo

Reactivos

e Agua destilada

e Formolal 1%

e Hexano

e Solucion salina fisioldgica

e Acido clorhidrico

e Pepsina

e Alcoholes en diferentes concentraciones (70%, 80%, 96% y 100%)

e Xilol

e Parafina

e PBS (solucién amortiguadora de fosfatos)

e Kit de inmunohistoquimica LSAB+KIT, peroxidasa marco Dako Corporation,
nimero de catalogo K0679

e Resina

Colorantes
e Hematoxilina
e FEosina

e Cromdgeno DAB (3’3’ diaminobenzidina)

e C(Cajas de Petri

e Tamiz de prueba fisica de 0,297 mm de abertura
e Sonda tipo Foley para neonatos

e Tubos de ensaye

e (Gasas
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e Vasos coplin
e (Cdamaras humedas
e Portaobjetos

e (Cubreobjetos

Metodologia

Obtencion y embrionacion de los huevos de 7T canis

La obtencién y cultivo de huevos se realizé usando una modificacion del método
descrito por Oshima en 1961. Se recolectaron pardsitos adultos de 7' canis a partir del
intestino delgado de cachorros de entre uno y tres meses de edad con infestacion natural
obtenidos del centro de control canino de Cuautitlan Izcalli, Estado de México. Las
hembras de 7, canis fueron separadas de los machos y colocadas en cajas de Petri con agua
destilada, se extrajo el tero con una incision en la parte media del cuerpo del nematodo y
después se incidid este para obtener los huevos; después con un tamiz de prueba fisica de
0,297 mm de abertura se eliminaron los restos y membranas del parasito. Los huevos se
sometieron a varios lavados con formol al 1% mediante centrifugacion a una velocidad de
600 x g durante 5 minutos para eliminar contaminantes. El botén de huevos sedimentados
se resuspendid en solucidn salina fisiologica formolada al 2% y se incubaron en estufa
bacteriologica, a 20-22 °C durante 28 dias, para lograr el desarrollo de la L2. Al término del
proceso se verifico la viabilidad de los cultivos mediante el conteo de huevos larvados
contenidos en 20 pl del cultivo al microscopio, repitiéndose 10 veces este proceso; el
porcentaje de viabilidad se determind observando el movimiento larvario dentro de los
huevos, con un 54% y finalmente se realizaron los calculos para obtener una concentracion

de 1000 hl7c en 250 p.

Protocolo experimental

Se utilizaron 32 ratones que fueron divididos en 7 grupos A, B, C, D, E, F y G; los
grupos del A al E fueron conformados con 5 animales cada uno. Todos los animales fueron
inoculados intragastricamente con una sonda tipo Foley para neonatos con 1000 hl7¢l. El

grupo F constd de 4 animales, al cudl se les suministré 250 pl de solucion salina fisiologica
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equivalente al volumen en el cual fueron diluidos los hl7c y el grupo G estuvo conformado
por 3 animales.

El grupo A se sacrificd por desnucamiento a los 30 dias pos-inoculacion (d.p.i.),
para confirmar la presencia y migracion de larvas. Los grupos B, C, D, E se utilizaron como
grupos experimentales y fueron tratados aplicando selamectina durante 4 meses con
intervalos de un mes, a una dosis de 6 mg/kg de peso via epicutdnea (Bishop y col., 2000;
Jeringan y col., 2000; McTier y col., 2000; Novotny, 2000; Six y col., 2000; Enriquez y
Martinez, 2004) y sacrificados 7 dias después del tratamiento. Los tratamientos iniciaron a
los 60 d.p.i. y concluyeron a los 150 d.p.i.; el grupo F se utilizdé como control negativo y se
sacrifico un animal por cado grupo experimental; el grupo G se utilizd como control
positivo y se sacrifico a los 157 d.p.i. sin recibir tratamiento. Lo anterior se resume en el

cuadro 3.

Cuadro 3. Protocolo al que fueron sometidos los grupos para el desarrollo del experimento.

Grupo| Numero de Numero de Dias de tratamiento Dias de sacrificio
animales tratamientos por pos-inoculacion pos-inoculacién
grupo
A 5 (U * 30
B 5 1 60 67
C 5 2 60y 90 97
D 5 3 60,90y 120 127
E 5 4 60, 90, 120 y 150 157
F 4 4 60, 90, 120 y 150 67,97,127 y 157
G 3 o | - * 157

* No se administré tratamiento

Digestion artificial

Después del sacrificio por desnucamiento se realizd la necropsia para extraer los
rifiones, higado, pulmodn, cerebro y un gramo de musculo esquelético del muslo izquierdo;
la mitad de cada uno de los 6rganos impares y uno de los rifiones se sometieron a una
digestion artificial, para lo cual se maceraron y se colocaron en una gasa, misma que se
sumergid en un tubo de ensaye con jugo gastrico artificial (acido clorhidrico al 0.3% y
pepsina al 0.6%), reposando por tres dias en estufa de cultivo a 37 °C, para favorecer la
migracion de las larvas. Una vez transcurrido el tiempo, se extrajo del tubo la gasa con el

tejido y la solucion restante se centrifugd con el fin de concentrar el sedimento con larvas
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de T canis presentes en la suspension, la cual se depositd en un portaobjetos para su
observacion en el microscopio Optico y se llevo a cabo el conteo respectivo en cada uno de
los 6rganos procesados. En el caso del musculo esquelético, ya que s6lo se procesd un
gramo de muestra, el valor obtenido de larvas en este gramo de musculo se multiplicoé por
el peso del raton sin visceras ni piel.

La mitad restante de los 6rganos impares y el drgano par restante, fueron procesados
para cortes histologicos, esto consistid en la fijacion de las muestras con formol al 10%,
para después deshidratarlos con alcoholes de menor a mayor concentracion (70%, 80%,
96% y 100%), aclaramiento mediante el uso de xilol e infiltracion con parafina y
finalmente inclusion en la misma para formar bloques; posteriormente se realizaron 6 cortes
histologicos con un espesor de 5 um.

Uno de los cortes de cada muestra fue empleado para hacer la tincién de rutina
hematoxilina-eosina (HE) y realizar una evaluacion histopatoldgica; el resto de los cortes se
usaron para realizarles una inmunotincion mediante el método ABC (Avidin-Biotin

Complex) para demostrar la presencia de los TES.

Prueba inmunohistoquimica

El procedimiento se describe a continuacion:

1. Desparafinado: Las muestras se incubaron 15 minutos en estufa bacteriologica a 60°
para fundir la parafina; posteriormente se sometieron a 2 banos de xilol de 5 minutos
cada uno, en vasos coplin.
2. Hidratacion: Después del desparafinado se hidrataron las muestras utilizando
alcoholes de mayor a menor concentracion (100%, 96%, 80% y 70%) y llevandolos
hasta PBS.
3. Proceso inmunohistoquimico: Todos los pasos de este proceso se desarrollaron en
camaras huiimedas, utilizando el kit de inmunohistoquimica LSAB+Kit, Peroxidasa, tal
como se describe en el siguiente listado:

a) Bloqueo de la actividad de la peroxidasa endogena,

b) Tres lavados con PBS por 2 minutos cada uno,

c¢) Bloqueo de la actividad de la biotina enddgena, utilizando ovoalbumina en una

solucion de buffer tris tween (TBT-T) por 10 minutos,
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d) Tres lavados con PBS por 2 minutos cada uno,

e) Bloqueo de la unidn inespecifica del anticuerpo (Ac) secundario, con suero
normal de cerdo a una dilucién de 1:20,

f) Tres lavados con PBS por 2 minutos cada uno,

g) Incubacion del Ac primario (suero policlonal anti-TES producido en conejo a
una dilucion de 1:1000 por dos horas),

h) Tres lavados con PBS por 2 minutos cada uno,

1) Incubacion con el Ac secundario cabra anti conejo marcado con biotina, por 15
minutos,

J) Tres lavados con PBS por 2 minutos cada uno,

k) Incubacion con el complejo enzimatico biotina marcada con estreptovidina
peroxidasa, por 15 minutos,

1) Tres lavados con PBS por 2 minutos cada uno,

m)Revelado de las muestras empleando el cromogeno DAB (3’3
diaminobenzidina) la reaccidon se observo en un microscopio 6ptico por 30-90
segundos,

n) Contraste mediante el uso de hematoxilina de Harris por un minuto, aclarando

con una solucidon de carbonato de litio al 1% con 4 6 5 inmersiones.

4. Deshidratacion: Después de terminar el proceso de inmunohistoquimica se
deshidrataron las muestras utilizando alcoholes de menor a mayor concentracion (70%,
80%, 96% y 100%) y posteriormente se aclararon utilizando xilol.

5. Montaje: Para la conservacion de las muestras se montaron con el uso de resina

sintética y cubreobjetos.

28



ANALISIS ESTADISTICO

Con el objetivo de comparar los valores obtenidos en cuanto al numero de larvas
recuperadas entre los grupos, el nimero de larvas recuperadas en cada organo en cada
grupo y hacer una comparacion del numero de larvas recuperadas en los diferentes 6rganos,
se utilizo la prueba de analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey (comparacion
de medias) utilizando un nivel de confianza p < 0.05, para lo cual se utilizo el programa
Excel de Microsoft y el Paquete de disefios experimentales Version 2.4 de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Autéonoma de Nuevo Ledn, Asi mismo, para evaluar la

eficacia de la selamectina se utilizé la ecuacion de Wescott, (Soulsby, 1986):

Porcentaje de eficacia % =[ (a-b) /a ] x 100

Donde:
a =numero de pardsitos en el grupo no tratado

b = niimero de pardasitos en el grupo tratado
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RESULTADOS
Digestion artificial

El numero de larvas recuperadas del proceso de digestion artificial de los grupos se
muestran en el cuadro 4 y gréafica 1, En orden descendente, los 6rganos con un mayor
nimero de larvas recuperadas de los grupos experimentales (B, C, D, E) fueron: cerebro,
musculo, higado, pulmoén y rifidén; mientras que en los grupos control positivo (A y G), se
observé el mismo patrdn, con la diferencia que en musculo se encontrd una mayor cantidad

de larvas que en cerebro; en el caso del grupo negativo (F), no se recuper6 ninguna larva,

Cuadro 4. Numero de larvas recuperadas por 6rgano de ratones, en cada uno de los grupos experimentales,

Grupos [Numero de Tratamientos Szc;iti'l(;io Cerebro | Musculo |Pulmén|Higado | Rifién | Total
A 0 30 710 | 1218.8 | 19 31 2 |1980.8
B 1 67 533 3516 14 13 6 |917.6
C 2 97 422 | 226.2 3 9 2 1662.2
D 3 127 189 28.8 0 1 3 |221.8
E 4 157 57 332 0 0 0 |912
F 1,2,3y4 67,97,127y 157, 0 0 0 0 0 0
G 0 157 449 | 6114 | 10 18 2 10904

* Dias post inoculacion.

Para evaluar la presencia de diferencias estadisticamente significativas (p<<0.05) en
el nimero de larvas recuperadas de los grupos experimentales del B al E en comparacién
con el grupo inoculado no tratado (G) después de los tratamientos con selamectina, se
realizéo un ANOVA y una prueba Tukey para comparar medias, para valorar en cual de los
grupos experimentales se presentd una mayor diferencia estadistica (p<0.005) con respecto
al grupo G; el comportamiento de los grupos es muy similar en todos los casos; en misculo
y cerebro los grupos donde existe diferencias significativas (p<0.005) con el grupo G, son
los grupos D y E; mientras que en el nimero total de larvas, los grupos con diferencias

significativas (p<0.05) son el grupo B, D y E.
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Mediante el andlisis se observo que los grupos experimentales muestran una

disminucion gradual en el nimero promedio de larvas recuperadas, en comparacion con el

grupo G; sin embargo, las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) se

observaron unicamente en cerebro y musculo ademas del numero total de larvas; lo anterior

se resume en el cuadro 5 y las graficas 2 a 7.

Cuadro 5. Promedio y desviacion estandar del nimero de larvas encontradas en los grupos B al E, en ratones
inoculados con 1000 huevos larvados de T canis, tratados con selamectina a los 67, 97, 127 y 157 d.p.i. y el
grupo inoculado no tratado G.

Grupos | Tratamientos Cerebro Musculo Pulmoéon | Higado Rifién Total

B 1 106.6+34.27* | 70.32428.76* | 2.8+1.68* |2.6+1.14*| 1.240.45* | 183.52+53.46"
C 2 211421.21% | 113.141.27* | 1.5+0.71* {4.540.71*| 1+0.00° | 331.1£19.94
D 3 94.5+12.02° | 14.442.12° | 040.00* |0.5+0.71*| 1.5+£0.71* | 110.949.90°
E 4 28.546.36° | 16.6£7.21° | 0.0+0.00* | 0+0.00* | 0+0.00a | 45.6+13.58°
G 0 149.67+34.65*| 203.8458.93% | 3.33+1.53%| 6+2.65* |0.67+0.58*| 363.47+62.78"

a: No existe diferencia estadistica

b: Existe diferencia estadistica

Nivel de significancia 0.05
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Numero de larvas
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106.6+34.27* 211+21,21* 94,5+12,02° 28.,5+6,36° 149.,67+34.,65*
a: No existe diferencia estadistica Nivel de significancia 0,05

b: Existe diferencia estadistica
Cerebro
Figura 6. Comparacion del promedio, desviacion estandar y diferencia estadistica de larvas recuperadas en
cerebro de los grupos B al E en ratones inoculados con 1000 huevos larvados de T canis, tratados con
selamectina a los 67, 97, 127 y 157 d.p.i. y el grupo inoculado no tratado G.
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70,32428,7° 113.1+1.27° 14.442.12° 16.6+7.21° 203,8+58,93°
a: No existe diferencia estadistica Nivel de significancia 0,05

b: Existe diferencia estadistica

Musculo
Figura 7. Comparacion del promedio, desviacion estandar y diferencia estadistica de larvas recuperadas en
musculo de los grupos B al E en ratones inoculados con 1000 huevos larvados de T canis, tratados con
selamectina a los 67, 97, 127 y 157 d.p.1. y el grupo inoculado no tratado G.
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a: No_ exist_e difer(_encia es@at_jl'stica Nivel de significancia 0,05
b: Existe diferencia estadistica
Pulmon
Figura 8. Comparacion del promedio, desviacion estandar y diferencia estadistica de larvas recuperadas en
pulmon de los grupos B al E en ratones inoculados con 1000 huevos larvados de T canis, tratados con

selamectina a los 67, 97, 127 y 157 d.p.i. y el grupo inoculado no tratado G.
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Grupo Grupo C Grupo D Grupo Grupo
2.6£1.14° 4.5£0.71° 0.5+0.71° 0£0.00° 612.65"
a: No existe diferencia estadistica Nivel de significancia 0,05

b: Existe diferencia estadistica

Higado
Figura 9. Comparacion del promedio, desviacion estandar y diferencia estadistica de larvas recuperadas en
higado de los grupos B al E en ratones inoculados con 1000 huevos larvados de T canis, tratados con
selamectina a los 67, 97, 127 y 157 d.p.1. y el grupo inoculado no tratado G.
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a: No existe diferencia estadistica Nivel de significancia 0,05
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Rifion
Figura 10. Comparacion del promedio, desviacion estandar y diferencia estadistica de larvas recuperadas en
rifion de los grupos B al E en ratones inoculados con 1000 huevos larvados de T canis, tratados con
selamectina a los 67, 97, 127 y 157 d.p.i. y el grupo inoculado no tratado G.

40

35 T

30 ~

25

20

15

10

7

i

0
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
183,52453,46° 331,1£19,94° 110,9+9.90° 45,6+13,58° 363.,7+62,78°
a: No existe diferencia estadistica Nivel de significancia 0,05

b: Existe diferencia estadistica

Total de larvas
Figura 11. Comparacion del promedio, desviacion estandar y diferencia estadistica de larvas recuperadas en
numero el total de larvas de los grupos B al E en ratones inoculados con 1000 huevos larvados de T canis,
tratados con selamectina a los 67, 97, 127 y 157 d.p.i. y el grupo inoculado no tratado G.
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El porcentaje de eficacia de la selamectina se estableci6 comparando el numero de
larvas recuperadas en los grupos experimentales con el grupo G. El porcentaje de
efectividad se muestra en el cuadro 9 y grafica 5. La eficiencia de la selamectina va en
aumento con respecto al nimero de tratamientos; en el caso de pulmodn, higado y rifién la
eficacia va del 90 al 100%; en el cerebro sé observa una eficacia del 87.31%, siendo menor
con respecto al musculo que es del 99.67% y en el nimero total de larvas alcanzé un
94.59% de eficacia a los 4 tratamientos.

Cuadro 6. Porcentaje de eficacia de la selamectina por grupo experimental en cerebro, miisculo y nimero total

de larvas por grupo, en ratones inoculados con 1000 huevos larvados de T canis, tratados con selamectina a
los 67,97, 127 y 157 d.p.i.

Organo Grupq B Grupq C Grupq D Grupg E
1 tratamiento 2 tratamientos | 3 tratamientos | 4 tratamientos
Cerebro 0% 6.01% 57.91% 87.31%
Musculo 42.49% 63% 95.29% 99.67%
Pulmon 0% 70% 100% 100%
Higado 27.78% 50% 94.44% 100%
Rinoén 0% 0% 0% 100%
Total 15.85% 39.27% 79.66% 94.59%
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CAMBIOS PATOLOGICOS PRESENTES EN PULMON, HIiGADO, RINON,
MUSCULO Y CEREBRO

Lesiones macroscdpicas en los diferentes grupos

Las lesiones macroscopicas observadas en los 7 grupos del trabajo se resumen de la
siguiente manera: presencia de cambios vasculares a nivel pulmonar, hepatico y renal
mientras que en algunos casos en cerebro se observaron una ligera congestion en las
meninges; por otro lado se aprecio la presencia de puntos blancos en la superficie de
organos como higado y rifidon. En los érganos del grupo A, se observaron petequias y con
menor frecuencia algunos de estos puntos hemorragicos llegaron a confluir. En el grupo B,
los parénquimas pulmonar, hepatico y renal mostraron el mismo patron de lesiones que en
el grupo A; en el caso de los cerebros se observaron con una ligera congestion. Las zonas
hemorragicas fueron disminuyendo y cambiaron a una coloracidon amarillenta en el grupo C
en la superficie pulmonar y puntos blancos en la superficie de higado y rifién. En los grupos
D y E las lesiones fueron disminuyendo en numero e intensidad, en comparacion con el
grupo C. En el grupo F todos los 6rganos se observaron sin cambios patologicos aparentes.
Por ultimo, el grupo G exhibi6 puntos blancos y algunos puntos hemorragicos en pulmon,
higado y rifion; en el caso de los cerebros se observd una ligera congestion de las meninges.

Los musculos de todos los grupos se observaron sin cambios patoldgicos aparentes.

Lesiones microscopicas en pulmones

Las lesiones microscopicas observadas a nivel pulmonar en los grupos B, C y G
estuvieron conformadas principalmente por lesiones granulomatosas focales constituidas
por fibroblastos, linfocitos, macrofagos, células epiteliodes algunos neutréfilos y
eosinofilos; en algunos casos se observaron areas con neumonia intersticial debido al
infiltrado de eosinofilos, neutrofilos y macrofagos (fig. 12); en el grupo G se observaron
granulomas bien conformados con la presencia de fibras de coldgena y sin la presencia de
larvas en su interior o adyacentes (fig. 13); en todos los grupos inoculados con hl7c se
observé el aumento del tejido linfoide asociado a bronquiolos, ademas de macréfagos con

hemosiderina dentro del parénquima y en el caso de los grupos C y D se observaron
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cambios que corresponden a una neumonia intersticial con un infiltrado de macréfagos y

linfocitos,.

Lesiones microscopicas en higado

A nivel hepatico en los ratones de los grupos experimentales se observaron
multiples focos de necrosis hepatocelular, infiltrado de eosindfilos, neutrofilos y
macrofagos, sin la evidencia de larvas (fig. 14 y 15); este tipo de lesiones son mds intensas
en los primeros grupos experimentales; sin embargo, en el grupo G, ademas se observaron
la presencia de infiltrados de polimorfonucleraes con predominio de eosinodfilos; mientras

que en el grupo E solo se observaron areas de necrosis.

Lesiones microscopicas en riiion

Todas las lesiones presentes en los grupos de ratones inoculados con hl7c se
observaron en la corteza renal; como glomerulitis membranosa difusa con nefritis
intersticial eosinofilica, hemorragias con infiltrados de eosinéfilos y neutréfilos, fibrosis
periglomerular con el engrosamiento de la cdpsula de Bowman y contraccion del ovillo
capilar (fig. 16 y 17); asi como la presencia de infiltrados intersticiales de fibras de
colagena y macrofagos, donde se puede asociar a la presencia de puntos blancos en la

superficie del drgano, siendo mas evidentes en los 2 ultimos grupos experimentales (E y D).

Lesiones microscopicas en musculo

En musculo, todos los grupos experimentales, se observaron granulomas bien
conformados en el tejido conectivo con o sin la presencia de larvas en su interior (fig. 18-

21); asi como ligeros infiltrados de macrofagos y linfocitos entre las fibras musculares.

Lesiones microscopicas en cerebro

En este 6rgano en todos los grupos del experimento se observaron la presencia de
larvas, las cuales se presentaron aumento de las células gliales (fig. 22 y 23); ademas de que

se observaron algunas zonas de degeneracion y en el grupo B se observaron manguitos
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perivasculares. En los animales del grupo F, no se presentaron cambios patologicos

aparentes.

EVALUACION DE ANTIGENOS DE SECRECION-EXCRECION EN RATONES
INOCULADOS CON TOXOCARA CANIS Y TRATADOS CON SELAMECTINA,

La presencia de antigenos de secrecion-excrecion se hizo evidente por medio de una
inmunotincién o prueba inmunohistoquimica utilizando el método ABC con un suero
policlonal dirigido contra los TES, el cual permiti6 observar la presencia de estos antigenos
asociados a la superficie larvaria en cerebro y en las lesiones granulomatosas presentes a
nivel muscular en musculo estriado (fig. 19-21); en s6lo 2 casos se observo la presencia de
los TES sin estar asociado a la presencia de una larva (fig. 20 y 21) en un granuloma en
musculo estriado del grupo G y en un infiltrado intersticial granulomatoso a nivel renal en
el grupo B (fig. 16 y 17); en el cuadro 10 se muestran los dérganos por grupos donde se hizo
evidente la presencia de TES; en el grupo F no se observaron marcas relacionadas con los

TES.

Cuadro 7. Presencia de TES en 6rganos de ratones inoculados con 1000 huevos larvados de T canis, tratados
con selamectina a los 67, 97, 127 y 157 d.p.i.; en el grupo control negativo F y grupo inoculado no tratado G.

Grupos Namero de Sacrificio Cerebro | Musculo | Pulmén | Higado | Rifion
tratamientos d.p.i.*
B 1 67 + + _ _ +
C 2 97 + - - - -
D 3 127 + + - - -
E 4 157 + - - - -
F 1,2,3y4 [67,97,127y 157 - - - - -
G 0 157 + + - - -

+: Presencia de TES
-: Ausencia de TES

*: Dias post-inoculacion
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Fig. 12.- Corte histologico de pulmon de raton inoculado con 1000 hl7¢ sin tratamiento y
sacrificado 157 d.p.i., con un proceso de ABC y tefiido con hematoxilina 10X. Se observa
un infiltrado focal de polimorfonucleares, linfocitos y macrofagos; en esta imagen se
observa también el engrosamiento de las paredes alveolares.

Fig. 13.- Corte histologico de pulmon de raton inoculado con 1000 hl7¢ sin tratamiento y
sacrificado 157 d.p.1, con un proceso de ABC vy tefiido con hematoxilina 10X. Se observa
un granuloma, pero no se observa ninguna marca de TES.

Fig. 14.- Corte histolégico de higado de raton con 1000 hl7c con un tratamiento y
sacrificado 67 d.p.i., con un proceso de ABC y tefiido con hematoxilina 10X. Se observa un
infiltrado.

Fig. 15.- Corte histologico de higado de raton con 1000 hl7c¢ con un tratamiento y
sacrificado 67 d.p.i., con un proceso de ABC y tefiido con hematoxilina 40X. Esta
microfotografia es un acercamiento de la anterior en donde se observa a mayor detalle,
donde se puede observar un infiltrado granulomatoso de polimorfonucleares, linfocitos y
macrofagos.
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Fig. 16.- Corte histoldgico de rifion de ratén inoculado con 1000 hl7c con 1 tratamiento y
sacrificado 67 d.p.i., con un proceso de ABC y tefiido con hematoxilina 10X. Se observa en
la corteza renal infiltrado formado de fibrocitos, polimorfonucleares, linfocitos y
macrofagos, en esta microfotografia la flecha sefiala una ligera marca de TES, en donde se
observa una coloracion ocre.

Fig. 17.- Corte histologico de rifidén de ratén inoculado con 1000 hl7c con 1 tratamiento y
sacrificado 67 d.p.i., con un proceso de ABC y tefiido con hematoxilina 40X. Esta
microfotografia es un acercamiento de la anterior en donde se observa a mayor detalle, Las
flechas senalan la marca de los TES.

Fig. 18.- Corte histologico de musculo esquelético de raton inoculado con 1000 hl7¢ con 1
tratamiento y sacrificado 67 d.p.i., con un proceso de ABC y tefiido con hematoxilina 10X.
Se observa una lesion granulomatosa, formada de fibrocitos, linfocitos y macrofagos; al
centro de esta lesion se observa una larva donde se observan los TES, esta lesion se observa
en el tejido conectivo.

Fig. 19.- Corte histologico de musculo esquelético de raton inoculado con 1000 hl7c con 1
tratamiento y sacrificado 67 d.p.i., con un proceso de ABC y tefiido con hematoxilina 10X.
Esta microfotografia es un acercamiento de la anterior en donde se observa a mayor detalle
una larva donde se observan los TES.
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Fig. 20.- Corte histologico de musculo esquelético de ratéon inoculado con 1000 hl7c sin
tratamiento y sacrificado 157 d.p.i., con un proceso de ABC y tefiido con hematoxilina
10X. Se observa una lesion granulomatosa, formada de fibrocitos, linfocitos y macrdéfagos;
en esta lesion no se encontraron larvas, pero se distingue una marca de TES.

Fig. 21.- Corte histologico de musculo esquelético de ratén inoculado con 1000 hl7c¢ sin
tratamiento y sacrificado 157 d.p.i., con un proceso de ABC y tefiido con hematoxilina
40X. Esta microfotografia es un acercamiento de la figura anterior.

Fig. 22.- Corte histologico de cerebro de raton inoculado con 1000 hl7c con 3 tratamientos
y sacrificado 127 d.p.i., con un proceso de ABC y tefiiddo con hematoxilina 10X. Se
observan larvas con proliferacion de células gliales y alrededor de estas se observa la marca
de los TES.

Fig. 23.- Corte histologico de cerebro de ratén inoculado con 1000 hl7c con 3 tratamientos
y sacrificado 127 d.p.i., con un proceso de ABC y tefiiddo con hematoxilina 40X. Esta

microfotografia es un acercamiento de la anterior, en donde se observan larvas con marca
de los TES.
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DISCUSION

Desde hace tiempo se han venido realizando una gran cantidad de estudios en los
que se ha intentado establecer un tratamiento eficaz contra las fases de segundo estadio de
Toxocara canis, donde hasta el momento se ha podido establecer que el grupo de las
lactonas macrocilicas ofrecen los mejores porcentajes de eficacia sobre farmacos como los
bencimidazoles, nitroscanate, imidazotiazoles y derivados fenotiacinicos (Abo-Shehada y
Herbert, 1984%; Alvarez, 1987; Samanta y Anisaris, 1990); sometiendo a los animales a uno
0 varios tratamientos; sin embargo, no existe una evidencia concluyente de que estos
farmacos presenten un efecto larvicida pues los farmacos se han evaluado mediante la
recuperacion de larvas a partir de digestiones artificiales de los Organos principalmente
afectados. Existe un solo trabajo realizado por Buendia en el 2000 en donde se analiza el
efecto de una lactona macrociclica y su relacion con las lesiones producidas por las larvas
de este pardsito, sin embargo en el trabajo antes mencionado se concluyd que las lesiones
histopatologicas producidas por el parasito en los animales experimentales guardaban
similitudes con las presentes en los grupos testigo, de tal modo que se determind que el
tratamiento no ayudaba a mejorar la condicion evolutiva de las lesiones. En el resto de los
trabajos en donde se evaluo la eficacia no se ha realizado un estudio histopatolédgico lo que
impide establecer si el tratamiento es eficaz en ese sentido, ya sea por la forma de
cuantificacion larvaria o bien sea efecto de la repuesta inmune. Cabe considerar que dichas
lesiones son observadas debido a la migracion que realizan las larvas en el parénquima de
diferentes 6rganos, asi como a la produccion y liberacion de antigenos de secrecion y
excrecion; ya que como describe Kayes y col., en 1988 es suficiente la presencia de los
TES para producir lesiones granulomatosas bien delimitadas. Esto hace pensar que la
migracion y la presencia de estos TES ya sea libres en el intersticio o asociados a las larvas
son suficientes para generar las lesiones descritas en el apartado de resultados.

Debido a lo anterior, el presente trabajo analizd la naturaleza evolutiva de las
lesiones producidas por la L2 de T canis después de la administracion de una lactona
macrociclica (selamectina) que ha mostrado tener eficacias del 94.59% a dosis de 6 mg/kg
de peso vivo con repeticiones cada mes, mediante el analisis de los tejidos con la tincion de

H-E para evaluar las lesiones producidas por la L2 del parasito y mediante la técnica de
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inmunohistoquimica para tratar de establecer si existe una relacion entre las lesiones
producidas y la presencia de TES (Enriquez y Martinez, 2004).

Los resultados mostraron que la cinética de la migracion larvaria a los 30 dias
(grupo A) es similar a la reportada por autores como: Kayes & Oaks en 1976; Abo-Shehada
y col., en 1984°; Dunsmore y col., en 1983 y Alba 1999; en donde la mayor recuperacion
de larvas se encontr6 en cerebro, musculo, higado, pulmoén y rifion; gradualmente el
nimero de larvas recuperadas en este experimento disminuyé conforme aumentaba el
numero de tratamientos suministrados; en el caso del grupo inoculado no tratado (grupo G)
se observd una distribucion similar al grupo A, pero con un menor numero de larvas
recuperadas sin mostrar una diferencia estadisticamente significativa.

Smith y col., en 1953; Dunsmore y col., en 1983 y Abo-Shehada y col., en 1984%;
describieron la presencia larvas atn después de 400 d.p.i. en los tejidos de ratones, pero con
una disminucién en el niumero larvas recuperadas con respecto a los primeros dias post-
infestacion; en donde la mayor recuperacion de larvas se presentd en cerebro y musculo;
esto permite establecer que, aun sin tratamiento existe una disminuciéon en el numero de
larvas del 44.95% que se encuentran presentes en un organismo; muy probablemente
debido a la respuesta inmune montada en contra de ellas. Si bien, solo en 6rganos como:
cerebro, musculo y en total de larvas recuperadas se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) esto permite establecer que la selamectina a dosis
de 6 mg/kg afecta a las larvas paralizando la musculatura de la faringe sin que se puedan
alimentar, dando la posibilidad de desarrollar una respuesta inmune sobre las mismas,
excepcion del cerebro. En el cuadro 4 se observa la cinética de migracion a lo largo del
experimento (Gill y Lacey, 1998).

En relacion a la eficacia obtenida con la selamectina, los mayores porcentajes
fueron observados en los animales que recibieron 4 aplicaciones (cuadro 6) lo que permite
establecer que la eficacia esta relacionada con el nimero de aplicaciones. Los 6rganos que
presentaron mayores porcentajes fueron: musculo y cerebro en donde son sitios de
preferencia para la larva de T canis, asi como el nimero total de larvas recuperadas,
mostrando una eficacia del 99.67%, 87.31% y 94.59% respectivamente y del 100% en
pulmoén, higado y rifion pero sin diferencias estadisticamente significativas; los porcentajes

de eficacia obtenidos en este trabajo difieren de los reportado por Enriquez y Martinez en el
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2004, en donde obtuvieron una eficacia del 95.08% en cerebro y del 100% en musculo
esquelético aplicando 3 tratamientos con selamectina. Esta diferencia puede asociarse a las
caracteristicas de los protocolos experimentales empleados en ambos trabajos; en donde los
autores antes mencionados iniciaron el tratamiento a los 30 dias p.i., en comparacion a los
60 dias p.i., en este trabajo; ademas, el sacrificio lo realizaron 30 dias después de cada
tratamiento, mientras que en el presente trabajo el sacrificio se realizd a los 7 dias de
aplicado el tratamiento, lo que probablemente hace que las larvas hayan estado expuestas
menor tiempo al fairmaco y que en consecuencia disminuya su numero. Finalmente, el
numero de huevos larvados de Toxocara utilizados por Enriquez y Martinez fueron de 500;
en comparacion con los 1000 hl7c¢ inoculados en este estudio, lo que incrementa la
probabilidad de recuperar un mayor nimero de larvas que las encontradas en dicho trabajo.

Si bien la selamectina muestra una eficacia aceptable, estadisticamente solo muestra
diferencias en 6rganos tales como cerebro, uno de los sitios de preferencia para las larvas y
sitio donde pueden evadir del sistema inmune, musculo esquelético y en el total de larvas
recuperadas al tercer y cuarto tratamiento (cuadro 5); no obstante, se debe tomar en cuenta
que en el presente trabajo experimental solo se contabilizaron larvas de la mitad de los
organos examinados de cada animal; con lo que puede subvalorar o sobrevalorar el nimero
de larvas recuperadas; sin embargo, se esperaba una eliminacién completa de larvas al
cuarto tratamiento, tomando en cuenta la eficacia descrita para la selamectina en el estudio
de Enriquez y Martinez en el afio 2004. En el caso del sistema nervioso central, la
selamectina no alcanza a atravesar la barrera hematoencefalica; sin embargo, la
disminucion de larvas en dicho 6rgano puede deberse a dos situaciones: la primera debido a
la posible redistribucion de las larvas almacenadas en cerebro hacia otros tejidos
extracerebrales, con la finalidad de continuar su ciclo de vida y la segunda posibilidad, es
que debido a la migracion de las larvas hacia el cerebro por vasos sanguineos, estas
lesionen la barrera hematoencefalica y por consecuencia la selamectina tenga algun efecto
contra dichas larvas, aunque este efecto puede ser minimo (Kayes & Oaks, 1976; Abo-
Shehada y col., en 1984b; Parsons & Grieve, 1990; Enriquez y Martinez, 2004).

Pocos trabajos han determinando el papel de los TES en la patogénesis de las
lesiones en los tejidos, Entre estos trabajos se encuentra el realizado por Parsons y col., en

1986, donde se describen los patrones que presentan los depdsitos de TES tanto en
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infestaciones agudas como croénicas en ratones BALB/BY]J, indicando en el caso de las
infestaciones agudas, un patrén que indica la migracion de las larvas por higado y cuando la
infestacion se torna cronica, los antigenos se observan en el centro de granulomas con o sin
la presencia de larvas, en una localizacién extracelular. Martinez en el 2004 evaluo la
correlacion entre los depositos de TES y las lesiones presentes en jerbos mongolicos
(Meriones unguiculatus) con una infestacion inducida, en donde la presencia de lesiones
tipicas se asocid basicamente a la presencia de antigenos con o sin larvas presentes y por
ultimo; Kayes y col., en 1988 observaron que al inocular dos sobrenadantes antigénicos
obtenidos de larvas y huevos de T canis en pulmones de ratones CBA/J se establecian
lesiones granulomatosas delimitadas con la presencia de una gran cantidad de eosinoéfilos,
principalmente en ratones que fueron inoculados con 25 hl7c previamente, observandose
granulomas similares a los provocados por las larvas; no obstante, cuando se inocularon
dichos antigenos en pulmones de ratones, sin previa inoculacion con hl7c, se observaron
lesiones granulomatosas sin la presencia de eosinofilos, lo que reafirma el rol que tienen los
TES en la produccién de lesiones con o sin la presencia de larvas, siendo necesaria la
presencia de las larvas en los tejidos para originar granulomas eosinofilicos (Parsons y col.,
1986 y Kayes y col., 1988).

Las lesiones presentes en los animales de los diferentes grupos con o sin la
presencia de TES, indican la capacidad que tienen las larvas y sus antigenos para inducirlas,
que pueden observarse por mucho tiempo; €stas se asocian al fenomeno de recirculacion de
las larvas por diferentes tejidos en busca de una localizacion donde evadan la respuesta
inmune dentro del hospedador paraténico, como ocurre en cerebro y musculo esquelético.
En el caso de 6rganos como higado, pulmén y rifidn, las lesiones observadas en los grupos
tratados con 1 6 2 tratamientos con selamectina corresponden basicamente a una neumonia
granulomatosa eosinofilica y neumonia intersticial; hiperplasia del tejido linfoide asociado
a bronquios y bronquiolos; hepatitis intersticial eosinofilica y glomerulonefritis intersticial
con un infiltrado predominantemente eosinofilico; las lesiones presentes en los grupos con
3 6 4 tratamientos en las que los infiltrados granulomatosos disminuyen en frecuencia y en
intensidad con la evolucion a una neumonia intersticial con macréfagos y linfocitos; en
rifién un infiltrado intersticial con fibras de coldgena y macréfagos, con la hipoplasia de los

glomérulos y finalmente en el caso de higado se observaron ligeros infiltrados con
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macrofagos y linfocitos. En el caso del grupo inoculado no tratado se observaron en los
organos antes mencionados lesiones tanto agudas como cronicas en donde esta relacionado
a la migracion de las larvas y permanencia de los TES en los tejidos (Parson y col., 1986;
Martinez, 2004).

En el caso de cerebro en los grupos experimentales presentd hiperplasia de la
microglia asociadas a la presencia de TES o larvas y en solo dos casos en el grupo B se
observaron infiltrados linfociticos o manguitos perivasculares; con lo que respecta a
musculo la presencia de granulomas se observé en los animales de los grupos B, D y G con
una marca de TES en el interior del granuloma y en caso de un animal del grupo D no se
observo ninguna larva en el interior del granuloma.

Page y col., en 1992? utilizando anticuerpos monoclonales detectaron tres sitios de
produccion de TES en el interior de las larvas; en las glandulas del es6fago y el lumen, en
las células columnares del intestino y finalmente en la propia epicuticula; por lo tanto, la
marca de los TES se observod sobre y dentro del cuerpo de las larvas en musculo esquelético
y cerebro; ademds en el caso de musculo los antigenos también se observaron dentro de
granulomas con y sin la presencia de larvas en su interior y en un solo caso los TES se
asociaron a un proceso inflamatorio a nivel renal con un solo tratamiento con selamectina,
sin que estuviera una larva presente (cuadro 7). En el resto de los 6rganos analizados no se
observod la presencia de antigenos con o sin un tratamiento previo con selamectina; esto
hace suponer que la presencia de TES esta intimamente relacionada con la presencia de
larvas en los tejidos que fueron tratados con un antihelmintico, en donde la marca por la
inmunotincién es evidente.

La evolucion de las lesiones en forma de granulomas maduros esta condicionada
principalmente a la presencia y liberacion de los TES por parte de la larva, realizando una
constante estimulacion del sistema inmune; sin embargo, los antigenos que permanecen
dentro de estas lesiones tienden a degradarse debido a su naturaleza glicoprotéica, siendo
susceptibles a la bateria de enzimas que presentan las células fagociticas y presentadoras de
antigenos; en diferentes trabajos experimentales se ha observado que la degradacion de
antigenos por este tipo de células varia pero que es aproximadamente de 4,3
nanomol/minuto, tomando en cuenta la naturaleza y concentracion del antigeno, la

degradacion del mismo puede tardar de 10 minutos hasta un par de dias (Amoscato y col.,
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1998). Por eso cuando la larva ya no secreta o libera sus antigenos en los tejidos a
consecuencia de su migracién o muerte, la frecuencia de estos antigenos disminuye con el
paso del tiempo, independientemente de un tratamiento; por lo tanto, las lesiones
disminuyen en intensidad y frecuencia en 6rganos como pulmon, rifién e higado.

Buendia en el 2000, describe que con solo un tratamiento con moxidectina no se
observan diferencias en la evolucion de las lesiones con diferentes dias de sacrificio y
tratamiento; sin embargo, cuando los animales recibieron mds de un tratamiento con
selamectina, es mas evidente la involucion de las lesiones, esto se observo al comparar las
lesiones en los organos como pulmoén, rifidén e higado en los animales con 3 ¢ 4
tratamientos con el grupo inoculado no tratado, en donde en este Ultimo todavia son
evidentes tanto lesiones agudas como cronicas a causa de que todavia existe la presencia y
migraciones por parte de las larvas en estos organos. Aunque existen granulomas en donde
no son visibles los TES, puede ser por la difusion y degradacion de dichos antigenos o
debido al procesamiento de las muestras, ya que se pueden haber realizado cortes en la
parte mas externa del infiltrado inflamatorio y por consecuencia no son detectados por la
técnica inmunotincién (Martinez, 2005; Amoscato y col,. 1998; Parsons y col., 1986;

Maizels y col., 1984).
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CONCLUSIONES

¢ La eficacia de la selamectina al cuarto tratamiento es del 100% en 6rganos como
rifidn, higado y pulmon; en el caso de musculo estriado y cerebro la eficacia es del

99.67% y del 87.31% respectivamente y finalmente la eficacia total es del 94.59%.

¢ Existe una disminucion gradual en el nimero de larvas recuperadas al aumentar el
nimero de tratamientos en el caso de los grupos experimentales, lo que se relaciona
en la disminucion e intensidad de las lesiones en comparacion con el grupo

inoculado no tratado.

¢ La frecuencia de los antigenos de secrecion y excrecion presentes en los tejidos, se
relaciond principalmente con la presencia de larvas y en pocos casos a procesos

inflamatorios como granulomas, con o sin un tratamiento previo.

¢ La evolucion de las lesiones en forma de granulomas maduros estan condicionadas
principalmente a la presencia y liberacion de los TES por parte de la larva,
realizando una constante estimulacion del sistema inmune; sin embargo, los
antigenos que permanecen dentro de estas lesiones tienden a degradarse después de

un largo periodo.

¢ En los animales que recibieron mas de un tratamiento con selamectina, es mas
evidente la involucion de las lesiones, principalmente en lesiones presentes en
organos como pulmon, rifién e higado con 3 6 4 tratamientos en comparacion con el

grupo inoculado no tratado.
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APENDICE
Reactivos para inmunohistoquimica
Kit utilizado para el desarrollo de la reaccién inmunohistoquimica.

Codigo LABS+SYS HRP, marca Dako Lab Systems con peroxidasa para marcar
anticuerpos de conejo, cabra y raton.

Es un anticuerpo marcado con estreptovidina biotina para la demostracion cualitativa de
antigenos en tejidos incluidos en parafina, procesados en criostato o preparaciones de
células.

Los reactivos incluidos en este kit son:

1. Solucion de peroxido de hidrégeno al 3%.

2. Anticuerpo secundario biotilinado anti-conejo, anti-raton, y anti-cabra en una
solucion salina buferada conteniendo proteina portadora y un antimicrobiano.

3. Estreptovidina perdxidasa: estreptovidina conjugada con peroxidasa de rabano en
un buffer de fostatos conteniendo proteina portadora y un antimicrobiano.

4. Sustrato buferado en solucion, pH 7.5 conteniendo perdxido de hidrégeno y un
preservador.

5. 3’3’Diaminobenzidina (solucion cromdgena).

Solucion Normal de acido clorhidrico.

30.9 ml de acido clorhidrico.
1000 ml de agua destilada.

TRIS HCI1 0.005 M pH 7.6
TRIS base 6.1g.
HCI 0.1 N 37 ml.
Agua destilada c.b.p. 1000 ml.
TBS-T
TRIS HCI (0.05M pH 7.6) 100 ml.
Solucién salina fisiologica 900 ml.
Para hacerlo TBS-T agregar 100 ul de Twin 20.

Solucion de ovoalbumina (solucion bloqueadora)

A 100 ml de TBS-T agregarle la clara de un huevo y homogenizar para integrarla a
ese volumen.
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