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1. Resumen

En este trabajo se evalud la actividad antiparasitaria de una nueva formulacion de
ivermectina en emulgel contra larvas enquistadas de Ancylostoma caninum en
ratones con infeccion inducida, con la finalidad de identificar nuevas opciones de
tratamiento en el perro y posiblemente el humano.

Se formaron 7 Lotes de 10 ratones machos cepa CD1 con infeccion inducida
usando 500 larvas 3 de Ancylostoma caninum administradas via oral. El Lote 1y
Lote 2 correspondieron al Control inoculado no tratado y Control no inoculado y no
tratado, respectivamente. El Lote 3 (inoculado) inici6 tratamiento con emulgel de
ivermectina al 0.008% (correspondiente a una dosis de 200ug/kg), el dia posterior
a la inoculacion para evaluar si el farmaco inhibia la migracion del parésito en el
cuerpo de los animales. Los lotes 4 a 7 fueron sometidos a tratamiento 30 dias
posteriores a la inoculacion. El tratamiento fue aplicado en la zona dorsal del
cuerpo de cada ratdn en la dosis ya descrita. Transcurridos 30 dias posteriores a
la inoculacion se sacrificé al Lote 1, 2 y 3; la aplicacion del tratamiento ocurrié en 4
sesiones cada 30 dias, es decir, el Lote 4 recibio un tratamiento y fue sacrificado
a los 30 dias, el Lote 5 recibié dos tratamientos y fue sacrificado a los 60 dias, el
Lote 6 recibio tres tratamientos y fue sacrificado a los 90 dias y finalmente el Lote
7 recibié 4 tratamientos y fue sacrificado a los 120 dias. De cada uno de los
animales se extrajo el bazo, cerebro, corazén, higado, musculo esquelético,
pulmén y rifibn y se sometieron a digestion artificial del tejido para lograr la
liberacion de las larvas y cuantificarlas al microscopio. A partir de los datos
obtenidos se realizé el analisis estadistico mediante analisis de varianza (ANOVA)
y Tukey para determinar diferencia significativa entre los resultados, igualmente se
aplico la prueba de Wescot para obtener el porcentaje de eficacia del emulgel.

Dentro de los 6rganos con mayor presencia de larvas se encontraron el musculo
esquelético, cerebro y corazon. La eficacia del farmaco resulté en la inhibiciéon de
la migracion al aplicar el producto al dia siguiente de la inoculacién en 96.3%, una
eficacia de 92.6% en la primera y segunda aplicacién, mientras que en la tercera
de 96.2% alcanzando el 100% con 4 aplicaciones del emulgel. Comprobando asi
su efectividad como antiparasitario en el modelo experimental en ratones macho
CD1 con infeccion inducida.
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2. Introduccion

2.1. Generalidades

La ancilostomiasis es una parasitosis frecuente en caninos domésticos y salvajes,
el agente etiolégico es el nematodo Ancylostoma caninum, que se localiza en el
intestino delgado, es hematoéfago ° y uno de los parasitos mas ampliamente
distribuidos en el mundo causando infecciones graves que generan anemia grave,
eventualmente mortal y deterioro fisico®.

Existen otros géneros y especies emparentados con Ancylostoma caninum como

Ancylostoma duodenale, Necator americanus, Ancylostoma braziliense,
Ancylostoma ceylanicum y Ancylostoma tubaeforme que afectan a otras
especies*.

Pertenecen al grupo de los llamados geohelmintos, parasitos que destacan por su
alta prevalencia y amplia distribucién, dependiente de la presencia de animales
infectados, condiciones ambientales favorables, presencia de huevos o larvas en
el ambiente y contaminacion fecal en el suelo 2. En el hombre, la helmintiasis
intestinal puede deberse a la presencia aislada o combinada con otros parasitos
(Ancylostoma duodenale y Necator americanus); algunos nematodos intestinales
de origen animal que pueden infestar al hombre en forma accidental (A.
ceylanicum, A. caninum, A. braziliense, A. japonicum y Uncinaria stenocephala).
Mientras que en perros Ancylostoma caninum, Toxocara canis, Dipylidium
caninum 'y Echinococcus granulosus tienen implicaciones zoonoticas de
importancia en lugares donde no existen programas de control contra helmintos
en perros. Ancylostoma caninum es el parasito que se encuentra con mayor
frecuencia en poblaciones de perros callejeros.

En México existen niveles de parasitismo que fluctuan entre el 40 y 100% en
zonas rurales y entre 24 y 75% en zonas urbanas siendo Ancylostoma caninum
mas frecuente que Toxocara canis en muchos casos. Resulta mas frecuente su
presencia en perros menores de un ano y esporadicamente en gatos; existiendo
una relacion directamente proporcional entre la presencia del parasito y el
aumento de la precipitacion pluvial de la zona3.

2.2. Epidemiologia

Ancylostoma caninum es de distribucién cosmopolita, si bien es mas frecuente en
areas tropicales y subtropicales, en perros de climas templados; infectando
igualmente  humanos representando una causa grave de morbilidad,
particularmente en nifios y mujeres embarazadas en paises en desarrollo.
Ancylostoma caninum es la especie mas distribuida del género Ancylostoma,
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ademas es uno de los parasitos gastrointestinales mas patogénicos para los
perros. Las tipicas secuelas morbidas incluyen debilidad, anemia y una infeccion
cronica sostenida puede llevar a la muerte.

Es endémico, afectando especialmente a perros menores a un afio que son los
mas susceptibles, las infecciones mas graves las adquieren los neonatos por la
via de transmision lactogénica y transplacentaria 2°,

Este nematodo representa un riesgo considerable para la salud publica, porque
puede infectar humanos produciendo el Sindrome de Larva Migrans Cutanea °.
La forma infectiva para el hospedero definitivo es la larva de tercer estadio 3¢ los
huevos embrionados y larvas son las fases infectantes que sobreviven por
periodos prolongados en suelo hiumedo y son dispersadas por las lluvias. Las
hembras maduras depositan alrededor de 16,000 huevos por dia, los cuales
necesitan temperatura, humedad y oxigenacion optima para el desarrollo de la
Larva | que pasa por el segundo estadio y origina a las Larvas Ill (L3) que
sobreviven en condiciones adecuadas de humedad pero son sensibles a
temperaturas extremas y sequia. Adicionalmente un clima humedo aumenta la
supervivencia de las fases infectantes del parasito en perros y gatos lo que
permite la dispersion de heces contaminadas y el riesgo de contagio a humanos *3
para el caso de migracion larvaria cutanea, se requiere de una temperatura de
29 °C y humedad por encima de 87 %.

Dentro de las modalidades de transmisién y vias de ingreso se encuentran la via
oral, cutdnea, lactogénica y transplacentaria, asi como un factor de riesgo de
transmision de caracter ocupacional, para las personas en contacto con tierra
himeda, arena y animales °.

El medio ambiente y su contaminacién juegan un papel importante, cuando los
perros frecuentan lugares con hierba o vegetales que retienen la humedad, la cual
protege a las larvas de la luz solar creando condiciones favorables para su
preservacion y desarrollo. En los humanos las deficiencias en la infraestructura
sanitaria favorecen la acumulacién de excretas y el fecalismo permite diseminar la
infeccién entre individuos y animales con implicaciones zoonoticas.

La mayoria de los helmintos con potencial zoon6tico son considerados por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como causa de muchas de las
Enfermedades Olvidadas o Desantendidas debido al impacto causado en la salud
humana y el papel del animal poliparasitado como reservorio principal lo cual
resulta un impedimento para controlarlas. Los perros, por lo tanto funcionan como
reservorios de las infecciones humanas por lo que debe de considerarse la
administracion masiva de medicamentos como medida de control para controlar la
ancilostomiasis en la poblacion humana 4°. Un estudio de incidencia global de
enfermedades calcul6 la magnitud de la pérdida de salud debido a enfermedades
y lesiones; en el caso de las helmintiasis transmitidas por el suelo determinaron
gue 819 millones de personas estan infectadas con Ascaris, 464 millones con
Trichuris y 438 millones con Ancylostoma.

Pagina |9
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National prevalence
Key: [)<1% I Non-endemic )

[1-10% | 20-50% l
[F7110-20% | >50% w7

Imagen 1. Distribucion global de las helmintiasis transmitidas por el suelo en 2010.0Obtenido por
Global Atlas of Helminth Infection, para obtener estimaciones globales de los geohelmintos (Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura, Necator americanus y Ancylostoma 6.

El Sindrome de Larva Migrans Cutanea es endémico en comunidades pobres en
paises en desarrollo, especialmente en Brasil, India y las Antillas. Ocurre
esporadicamente o como pequefias epidemias en paises desarrollados o bien en
turistas que han visitado zonas tropicales. La infestacion es frecuente en areas
donde abundan perros y gatos callejeros, donde las mascotas no son
desparasitadas. Ademas, durante la época de lluvia se presenta un pico de
incidencia en la ancilostomiasis y el Sindrome de Larva Migrans Cutanea?® .

2.3. Morfologia

Se les denomina gusanos ganchudos ya que su extremo anterior es curvo
dorsalmente, el cuerpo es cilindrico y de coloracion grisaceo o rojizo, miden de 8-
11 mm de longitud y 340-390 um de didmetro, con espiculas de 730-960 um el
macho y 10-13 mm de largo y didmetro de 500-560 um la hembra ?!. Poseen una
gruesa cuticula blanquecina y un tubo digestivo que se inicia en una capsula bucal
! bordeada con un par de placas cuticulares dorsales, cada una de ellas con tres
dientes afilados de los cuales el mas externo es el mas grande; hay un par de
dientes triangulares dorsal y centralmente dentro de la capsula bucal .
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Imagen 2 Capsula bucal de Ancylostoma caninum 1550x. (lvana Ferreira, 2015).Se observan las placas
cuticulares y los tres pares de dientes cortantes?*®.

El macho presenta en el extremo posterior una dilatacion en forma de campana,
conocida como bolsa copuladora, que es ancha y trasllcida, y presenta espiculas
para fijarse en el momento de la copula; la bolsa esta muy desarrollada, las
costillas o radios se disponen de la forma caracteristica de la especie. La vulva
esta cerca del tercio medio y posterior del cuerpo?®.

En la Imagen 4 se puede distinguir entre la morfologia de los adultos en funcion de
su sexo, en el macho se presenta la espicula mientras que la hembra presenta el
extremo en punta, Cabe resaltar el aumento de tamafio gradual que presenta la
larva desde el estado rabditiforme, pasando por el filariforme hasta alcanzar la
madurez.

La(l:rva
rabditiforme

Imagen 3. Esquema de las fases
adultas de Ancylostoma caninum:
Esquema Macho (A), Hembra (B) ,
huevo (C) y estadios de A. caninum:
larva rabditforme (D) vy larva
filariforme (E)3®
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2.4. Ciclo biolégico

A.caninum tiene un ciclo bioldgico directo, los canidos infectados eliminan huevos
con la materia fecal. Las hembras producen y liberan aproximadamente 16000
huevos al dia, los huevos (65-75 ym por 35-40 um de anchura) que poseen entre
6 y 8 blastomeros estan delimitados por dos paredes externas transltcidas; ! los
huevos se embrionan en su interior, en condiciones adecuadas se desarrolla la
Larva 1, que muda dos veces, se desarrolla en un dia alimentandose de bacterias
para llegar al segundo estadio larvario, ambas fases con eséfago rabditiforme,
hasta convertirse en L 3 en el lapso de una semana en condiciones favorables y a
una temperatura de entre 15 a 37°C,en esta fase se conserva la muda anterior
como proteccion y ya no se alimenta®’” ;mide aproximadamente 630 ym, esta es la
fase infectante del parasito que sera ingerida o penetrara la piel®.

Existen cuatro formas de infeccion:

a) Via Oral. Las L3, se ingieren, el desarrollo larvario dentro del hospedero es
variable, pueden realizar dos mudas en la mucosa del intestino delgado, la
larva penetra las glandulas géastricas y de la mucosa intestinal, asi como las
criptas de Lieberkhun, a esta etapa evolutiva se le denomina fase
histotrépica?!, permaneciendo las larvas unos dias, tras de los cuales
regresan al lumen, tres dias posteriores a la infestacion mudan a Larva 4, a
las cinco semanas se convierten en adultos, o bien alcanzan el aparato
circulatorio desde la mucosa oral, migrando por los pulmones y traquea
regresando al intestino, en un periodo de 2 dias a 1 semana®.

La patencia se alcanza entre 15 y 18 dias. Al llegar al intestino comienzan

su alimentacion, cortando con sus dientes la mucosa e introduciendo su
capsula bucal en ella. El tejido es digerido por accion enzimatica,
posteriormente consume sangre que es deglutida y sometida a la accion de
polipéptidos anticoagulantes de Ancylostoma (ACAP) “2, producidos por la
glandula cefélica afectando el sistema de coagulacion e inhibiendo la
actividad plaquetaria hasta por 13 minutos como consecuencia de las
mordeduras. Posteriormente cambian de posicibn en la mucosa para
continuar su alimentacién en otro sitio del intestino. La maxima pérdida de
eritrocitos precede al comienzo de la producciéon de huevos, en cuyo
momento las necesidades nutritivas de la hembra son maximas.
MacroscoOpicamente la sangre comienza a aparecer en las heces en el dia
8, y alcanza un maximo alrededor del dia 25.

b) Via Cutanea. Las Larvas 3 penetran a través del foliculo piloso, migrando
hacia la dermis e hipodermis, por su abundancia en capilares sanguineos y
linfaticos son transportadas al corazén y pulmones. Las larvas penetran los
alvéolos y migran hacia los bronquiolos, bronquios y trdquea donde se
convierten en Larvas 4, son deglutidas y maduran en el intestino delgado
alrededor del sexto dia. Los érganos reproductores se evidencian en los
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gusanos adultos aproximadamente al dia 12 y alcanzan la madurez unos 17
dias después de la infestacion, estos adultos tienen una vida media de 6
meses. La excrecion de huevos mediante las heces se presenta en la
semana 2 6 3 post-infeccion via oral, y alrededor de la 4 semana en
infeccion percutanea °. El estado de dormancia de Larvas 3 ocurre en la
hipodermis y musculo estriado hasta la relajacion de la inmunidad en el
momento del parto, en el caso de las hembras?.

c) Via Transplacentaria: En perras gestantes, las larvas permanecen latentes
en el higado hasta que los cachorros nacen, posteriormente inician la
migracion pulmonar, llegando al intestino y alcanzando su madurez
mientras los cachorros son aun muy jovenes, los cuales eliminaran los
huevos entre 10 a 12 dias posteriores 3.

d) Via Lactogénica: Las larvas que estan en glandula mamaria penetran en las
cisternas lacteas, desde donde pasan con el calostro y la leche de los
cachorros, en un periodo de 3 semanas?®.

Imagen 4. Ciclo biolégico Ancylostoma caninum 1) Transmisién oral a hospedero principal. 2)
Migracion compleja y enquistamiento.3) Expulsién de heces contaminadas. 4) Desarrollo larvario.
5)Transmision lactogénica y transplacentaria. 6) Transmisién cutanea. 7) Transmision oral a
hospedero paraténico. Modificado de Quiroz 2006.
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2.5. Patogenia

Las larvas ejercen accion traumatica en piel, pulmon e intestino en su migracion,
asi como accion expoliatriz de caracter histéfaga y hematofaga, mientras que la
accion bacterifera es importante por la inoculacién de bacterias piégenas en el
trayecto cutaneo tanto en el momento de la migracion como en el Sindrome de
Larva Migrans Cutanea, en el humano provocan dermatitis con infeccién pidgena.
La accién antigénica de las larvas debido a la muda y a productos de excrecion-
secrecion da lugar a una respuesta inmune causando sensibilizacion y
resistencia®*.

El parasito adulto ejerce accidn traumatica en el intestino al morder la mucosa, la
accion expoliatriz es histéfaga y tiene lugar al digerir el tapon de la mucosa, lo
que da lugar a la accion hematéfaga al utilizar sangre como alimento. El
hematocrito en cachorros con 8 a 27 gusanos se reduce entre 15y 35 %, si se
duplica de 30 a 64 el niumero de gusanos, disminuye del 38 al 45%, Es importante
mencionar gque la infeccion con Ancylostoma caninum estimula la eritropoyesis. La
pequefia Ulcera producida esta infiltrada de anticoagulantes y enzimas
proteoliticas, que ocasionan el sangrado continuo a pesar de que el parasito haya
cambiado de zona de anclaje33. Dichas proteasas estan relacionadas con la
écdisis, invasion tisular, destruccion de tejidos y degradacion de la mucosa.
También se han identificado un factor inhibidor de la adhesién de neutrdéfilos
activados, dos anticoagulantes principales inhibidores de serinproteasas, un
peptido anticoagulante de A. caninum 5(AcAP5), un potente y especifico inhibidor
del Factor Xa ©.

Estas moléculas causan una pérdida crénica de sangre intestinal y alargan la
duracién de las hemorragias, retardan la formacion del coagulo generando la
pérdida de proteinas séricas y hierro, causando una inflamacién intestinal durante
meses, aflos o0 décadas de acuerdo con la especie. Las infecciones cronicas
afectan a individuos de todas las edades y frecuentemente conllevan a secuelas
secundarias como la deficiencia de hierro, retardo en desarrollo fisico
principalmente en regiones tropicales y pobres con habitos deficientes de
nutricion?®. Se producird una anemia ferropénica de caracter agudo o crénico,
dependiendo de la intensidad de la infeccion, la edad del hospedero, su estado de
nutricion, el nivel de reservas de hierro y el grado de inmunidad. La pérdida de
sangre se inicia a los 8 dias postinfeccion, cuando se ha desarrollado la capsula
bucal que permite a los ejemplares todavia inmaduros fijarse profundamente a la
mucosa intestinal, hasta alcanzar los vasos sanguineos, originando ruptura de
capilares y hemorragias. Al comienzo de la infeccion, la anemia inducida es de
naturaleza normocitica-normocrémica; no obstante, a medida que se van
agotando las reservas de hierro del hospedador, se torna hipocromica y
microcitica, debido a que cada gusano provoca pérdidas de 0 .2 ml de sangre por
dia las infecciones crénicas en nifios frecuentemente conllevan a una secuela
secundaria de deficiencia de hierro incluyendo retardo en crecimiento y desarrollo
cognitivo 1.
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Imagen 5. Formacion de poros en
eritrocitos caninos inducidos por
hemolisinas de Ancylostoma caninum.
Microscopia Electrénica de Barrido'?.

Las lesiones a nivel tisular ocasionan inflamacion con infiltracion leucocitaria
formada por polimorfonucleares, islotes de necrosis, atrofia de foliculos pilosos,
sebaceos, supuracion y las lesiones pulmonares incluyen zonas inflamadas en el
parénquima en la zona subpleural. En el periodo de invasion larvaria hay
eosinofilia. En la fase intestinal la principal lesion es la anemia y caquexia, el
duodeno y yeyuno presentan enteritis con formacién de petequias en la zona de
fijacion del parésito, histolégicamente hay infiltracion linfocitaria y de macréfagos
con eosindfilos, en el punto de fijacion hay necrosis con granulos picnéticos. Lo
ganglios linfaticos superficiales y mesentéricos estan hipertrofiados y presentan
parénquima blando e infiltrado. Otros érganos afectados son el corazén que se
observa palido, hipertrofiado, dilatado, con paredes blandas y flacidas, en tanto,
los rifiones presentan nefritis difusa, parenquimatosa e intersticial, ademas se
observa presenta hepatitis degeneratival?.

En el caso del Sindrome de Larva Migrans Cutdnea, la comezon inicia poco
después de que la larva ha penetrado la epidermis y aparece una papula rojiza,
desencadenado por la estimulacion de las fibras por sustancias liberadas por la
larva. Algunos de los procesos histopatolégicos incluyen una dermatitis difusa con
acantosis, focos de espongiosis con vesiculas intraepidérmicas que contienen
queratinocitos necroticos. Tanto en la dermis superior y media se observan
infiltrados inflamatorios de predominio eosinofilico 3.

La infeccion por A.caninum puede causar enteritis eosinofilica, caracterizada por
dolor abdominal asociado a diarrea y nauseas, en infestacibn masiva se ha
descrito la invasion de musculo esquelético por parte de las larvas!4.
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La ancilostomiasis cronica se asocia a que el parasito disponga de las condiciones
ideales para permanecer en el hospedero tales como: vida prolongada, alta
fecundidad, facil transmision y patogenicidad e inmunogenicidad limitada, invasion,
colonizacion y toxicidad, ademas de que induce anergia en el hospedero y una
hiporespuesta inmune?®.

Actualmente se ha demostrado que estos organismos presentan un importante
potencial inmunomodulador y pueden tener un importante efecto bloqueador de
los efectos de alergias y trastornos inmunoldgicos que son cada vez de mayor
frecuencia en el mundo desarrollado actual, una posible explicacién se asocia a
los habitos higiénicos presentes en la poblacion que llevan a una baja exposicién a
patdgenos, lo que resulta en el incremento de desérdenes inmunes y condiciones
de inflamacion cronica, tales como asma y colitis. En el asma se presenta una
respuesta inmune tipo Th2, caracterizada por eosinofilia, con valores elevados de
IL-4,5,9, 10 y 13 , IgE de alta especificidad antigénica, incremento en la
produccién de moco, obstruccion e hiperreactividad.. Las colitis se dividen en
Enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa, caracterizadas por respuesta Thl, IL-12,
e IFN; la segunda, es una respuesta Th2, mediada por IL-4, 5 y produccion de
anticuerpos. Las helmintiasis, asi como la ancilostomiasis, se asocian a una
respuesta inmune Th2, altos niveles de IgE, eosinofilia, y mastocitosis, al igual que
las alergias y el asma. Por lo que el hecho de presentar un cuadro de helmintiasis
podria modular la respuesta Th2, influyendo en la respuesta alérgica o
inflamatoria.

Se han hecho experimentos con Necator americanus, Trichuris suis, A. ceylanicum
y A. caninum, a partir de este ultimo se han extraido al menos dos moléculas
empleadas en ensayos clinicos como agentes terapéuticos uno de ellos es el
Factor Inhibidor de Neutrofilos (NIF, por sus siglas en ingles) y otro el Péptido
Anticoagulante de Nematodo c2 (NAPc2, por sus siglas en inglés ) obteniendo
resultados favorables, sin embargo todavia hay muchas interrogantes por
contestar.

El parasito ideal es aquel que tiene una vida larga, alta fecundidad, facil
transmisibilidad y limitada patogenicidad o inmunogenicidad, caracteristicas que
posee Ancylostoma, se sabe que una relacidn exitosa hospedero-parasito se basa
reducir al minimo su impacto (pudiendo llegarse a considerar una relacion de
comensalismo), donde el parasito causa un dafio muy pequefio o nulo al
hospedero, por lo que se puede sugerir la posibilidad de mutualismo ya que el
hospedero recibiria algun beneficio del parasito, en este caso la regulacion de la
respuesta inmune disminuyendo la presencia de inflamacién cronica, aunque a
todos estos elementos debemos agregarles otra variable que es la condicidon
nutricional del hospedero, la cual a su vez repercutira en la condicion de
inmunidad y se agravara cuando hay una carga parasitaria importante®.
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2.6. Larva migrans cutanea

Otra de las consecuencias por la infeccion del parasito es el sindrome de Larva
Migrans Cutanea (LMC) causado por la presencia y subsecuente migracion
de larvas en capas superficiales y/o profundas de la piel. Constituye una de las
dermatosis zoondticas mas frecuentes en zonas tropicales y subtropicales.
Los principales agentes etiolégicos en nuestro pais son Ancylostoma
caninum y Ancylostoma braziliense.

La Larva 3 de A. caninum responde a la vibracion del suelo e incremento de
temperatura con movimientos serpenteantes. El movimiento caracteristico ayuda a
la larva a encontrar al hospedero, este comportamiento ondulante es estimulado
por el diéxido de carbono en el aire y por el gradiente de temperatura. Una vez
localizado el hospedero, la larva se arrastra en la superficie de la piel en busca de
un sitio penetrable, eventualmente la capa corneal de la epidermis; secreta
proteasas y hialuronidasa que le permite atravesar la piel.

En el hospedero animal la larva penetra el sistema linfatico y circulatorio y causa
ancilostomiasis intestinal. Sin embargo en seres humanos se autolimita
persistiendo por meses y rara vez por afos, la larva queda confinada a la piel y no
completa el ciclo biolégico®.

Las zonas corporales afectadas con mayor frecuencia son el dorso y planta de los
pies, manos, gluteos, area anogenital, tronco, muslos y piernas. Horas después de
la penetracion aparece una papula pruriginosa. En el transcurso de dias o
semanas y a una distancia aproximada de 1-2 cm de la primera lesion la migracion
de las larvas da lugar a trayectos protuberantes, sinuosos, Unicos o multiples, de
acuerdo al numero de parasitos, con papulas, vesiculas, descamacion y eritema.
El cuadro se resuelve en unas semanas ya que el 20 - 80% de las larvas muere en
el transcurso de 2 - 8 semanas, La contaminacion con bacterias en estas lesiones
es frecuente, asi como la dermatitis por contacto por automedicacién con
remedios topicos 3.

El diagnéstico es clinico debido a la presencia de la presencia de la linea

serpiginosa que avanza en la piel, asociada a comezon y antecedentes de
exposicion?s,
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Imagen 6. Lesion asociada a Larva Migrans Cuténea en pie. Ampolla y larva 3.

2.7. Tratamiento

Contra las fases adultas se han empleado una variedad de farmacos como
pamoato de pirantel o febantel que pertenecen al grupo de las
tetrahidropirimidinas en dosis de 5 a 14 mg/Kg, cuya eficiencia ha sido probada
en gusanos adultos empleandose dosis bajas durante tres dias puede ser mas
eficaz que emplear una dosis alta por una sola ocasion, sin embargo al tratarse
de una familia antigua de antiparasitarios se ha demostrado que presentan
resistencia 2°.

Los bencimidazoles son antiparasitarios de gran espectro con buen margen
especifico contra nematodos sobre todo gastrointestinales, pero algunos de ellos
pueden abarcar en su espectro efectos nematodicidas, cestodicidas,
trematodicidas, larvicidas y ovicidas. Segun su presentacién puede ser inhibidores
de la polimerizacién de la tubulina y fumarato reductasa o bien, bloquean el
transporte de glucosa. En este grupo quimico se encuentra el albendazol
considerado altamente eficaz contra nematodos, tanto contra formas adultas como
larvarias, utilizado en dosis de 15 a 50 mg/Kg. Otro principio de esta familia es el
mebendazol utilizado para el control de nematodos y especies de Taenia en
perros y gatos, en un régimen de tres dias, a dosis altas es depresor del sistema
nervioso central y puede ser teratogénico, en humanos resulta eficaz empleando
una sola dosis de 500 mg , con un espectro que puede incluir el tratamiento de
ancilostomiasis, enterobiosis, ascariosis, tricurosis y capilariasis. El fenbendazol,
se ha usado extensamente en ganado, caballos, perros, gatos y humanos; con
dosis en perros de 10 a 50 g/Kg contra Ascaris, Ancylostoma, Uncinaria, Trichuris
y Taenia pisiformis 2532,
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Entre los farmacos empleados también esta la familia quimica de las lactonas
macrociclicas, uno de los representantes mas conocidos incluye a la ivermectina.
Este principio quimico esta formado por una mezcla del componente HzB1a (5-O-
demetil 22,23-dihidroaverectina Aia) y del componente H2B1b (25-(1-metiletil)-5-O-
demetil-25- de (1-metilpropil)-22,23 dihidroavermectina Aia). En una proporcion
de H2B1a equivalente al 90% y la suma de ambos componentes 95% sobre la base
seca de la sustancia.

Este grupo quimico fue obtenido de la levadura Streptomyces avemitilis , que
corresponde a un potente antiparasitario, activo contra ectoparasitos (insectos y
aracnidos), y una muy amplia gama de nematodos gastrointestinales, pulmonares
e incluso sanguineos, la dosis recomendada corresponde a 200 pg/kg de peso
con algunas excepciones.

La ivermectina es una droga semisintética que se presenta como un polvo
cristalino de color blanco a amarillento e higroscépico. Que es practicamente
insoluble en agua; soluble en alcohol; libremente soluble en diclorometano. Se
debe almacenar protegido del aire y de la luz.

El farmaco requiere de alcanzar una concentracion determinada a nivel plasmatico
para poder provocar la paralisis y muerte de los parasitos, ya que su mecanismo
de accion estimula la liberacion del acido gamma-aminobutirico (GABA) de las
terminales nerviosas fortaleciendo su union a los receptores postsinapticos,
bloqueando la transmision quimica a través de la sinapsis nerviosa que utiliza
canales aniénicos dependientes de glutamato o canales de cloro dependientes de
GABA, lo que interrumpe el estimulo excitatorio en las sinapsis interneuronales de
los neméatodos y en la unidon neuromuscular de los artropodos. Ese efecto
particularmente se ha observado sobre la musculatura de la faringe de los
nematodos por lo que los organismos mueren al no poderse alimentar 4.
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Farmacocinéticamente es absorbida en el torrente sanguineo y distribuida
ampliamente a través de los tejidos del cuerpo independientemente de la via de
suministro 24, acumulandose en mayor concentraciéon en tejido adiposo y en
higado, donde se metaboliza parcialmente. Finalmente el farmaco y sus
metabolitos se excretan principalmente en las heces, menos del 1% se elimina en
orina como ingredientes activos, por esta razon los residuos del farmaco son
fuente de contaminacion ya que pueden afectar a algunos organismos en el suelo.

La ivermectina tiene amplio margen de seguridad. No obstante, su administracion
puede dar lugar a efectos toxicos; la mayoria de ellos derivan de la
sobredosificacion del compuesto, aunque también se han descrito a dosis
terapéuticas casos de susceptibilidad extrema a los efectos neurotoxicos del
farmaco en determinadas razas o subpoblaciones caninas sobre todo, asi como
reacciones anafilacticas por la destruccién masiva de parasitos°.

Entre los nematodos susceptibles a la ivermectina se encuentran: Ascaris
lumbricoides, Enterobius vermicularis, Trichuris thichiura, Strongyloides stercoralis,
Wuchereria bancrofti, Brugia malayi, Mansonella perstans y ozzardi, Onchocerca
volvulus y es el tratamiento de eleccion para eliminar fases larvarias de
Gnathostoma spinigerum. Se esta estudiando como posible tratamiento de
pediculosis, como sustituto de la aplicacion tépica de insecticidas. Un estudio
in vitro y en animales demostré que la ivermectina mata los huevos vy a las fases
ninfales y adultas de los piojos. La ivermectina es efectiva contra una amplia gama
de especies de piojos de los animales; ademéas se ha observado que una sola
dosis via oral de ivermectina es completamente efectiva para escabiosis?*.

Para evitar dichos problemas en futuros tratamientos con este farmaco, se estan
implementando nuevos métodos de aplicacién y absorcion, siendo el caso de la
ivermectina al 0.5% en emulgel.

Dada la prevalencia de A. caninum en las poblaciones caninas y considerando a
los hospederos susceptibles y la gravedad de las manifestaciones secundarias de
la zoonosis descritas anteriormente es importante impulsar la investigacion para el
lanzamiento de nuevas opciones terapéuticas que sean accesibles para los mas
vulnerables.

Debido a esto, el presente trabajo pretende contribuir al estudio de la efectividad
de nuevas formulaciones a base de ivermectina contra parasitos que infectan a
gran cantidad de animales en el mundo, mediante un producto de facil aplicacion,
gue contribuya al mejoramiento de la salud publica.
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3. Objetivos

3.1. General

Contribuir al estudio de la efectividad de nuevas formulaciones de antiparasitarios
para el combate de las parasitosis que regularmente afectan a los caninos y
eventualmente humanos, empleando antiparasitarios en variantes de féacil
aplicacion, estableciendo de esta manera nuevas opciones de tratamiento.

3.2. Particular
Evaluar la actividad antiparasitaria de una formulacién de Ivermectina al 0.008%

en emulgel aplicada contra larvas enquistadas de Ancylostoma caninum en un
modelo experimental en ratones machos CD1 adultos con infeccién inducida.

4. Hipotesis

Si la formulacion como emulgel de ivermectina al 0.008% es un eficaz
antiparasitario a nivel intestinal, dada su forma de aplicacion y mecanismo de
accion reducira el numero de fases larvarias presentes en los animales sometidos
a tratamiento.
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5. Materiales y Metodologia de la investigacion

5.1. Material y equipo de laboratorio
Asa parasitoldgica

Balanza analitica

Balanza granataria

Bisturi

Cajas Petri de vidrio

Centrifuga — Cole Parmer
Coladores

Cubreobjetos

Charolas de diseccion

Estufa bacterioldgica- Conveccion por gravedad E-33
Gasas 8x8 cm

Jeringa para insulina

Microscopio estereoscopico —Leica Zoom 2000
Microscopio optico- Olympus CHT
Micropipeta

Mortero

Pinzas de diseccion

Pipeta Pasteur

Pipeta graduada

Piseta

Portaobjetos

Probeta

Sonda gastrica

Tijeras de diseccion

Tubos de ensayo

Vasos de precipitado

0O 0O 0O 0O 0O OO O OO O0oOO0oOOoOOoOOoOO0oOO0OOoOD oD o O0o0OO0oOD U0 U0 Q0o

5.2. Reactivos y soluciones

o Agua destilada

o Emulgel de ivermectina al 0.008% (combinacion de gel y emulsion
de liberacién controlada con agua y carbémero como vehiculo)

o Formol al 10%

o Jugo gastrico artificial (6 ml de HCI concentrado y 6 g de Pepsina,
por cada litro de agua)

o Solucion de NaCl saturada

o Solucion Salina Fisiolégica al 0.9%
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5.3. Material Bioldgico

Fueron empleados 70 Ratones machos cepa CD1 de tres meses de edad,
obtenidos de la colonia del laboratorio de Parasitologia de la FESC separados en
7 lotes, que se mantuvieron en el Laboratorio de Parasitologia de la FES
Cuautitlan, en condiciones nutricionales adecuadas ad libitum como agua corriente
y alimento Rodent Laboratory Chow PMI Nutrition International

Dentro de las jaulas se coloc6é una cama de viruta de madera que fue cambiada
dos veces por semana Yy desechada en bolsas amarillas destinadas al incinerador
como lo indica la NOM-062-Z00-1999, NOM-062-Z00-1999, NOM-087-ECOL-
SSA1-2002 y NOM-062-Z00-1999.

Ademas se utilizaron 35, 000 Larvas 3 de Ancylostoma caninum

5.4. Obtencidn de larvas infectantes de Ancylostoma caninum.

Empleando a tres perros donados por particulares, se les desparasitd e instald en
jaulas dentro de las instalaciones de la carrera de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la FES Cuautitlan, fueron mantenidos con agua y comida ad libitum y
limpieza diaria, de acuerdo a los lineamientos correspondientes en la NOM-062-
Z00-1999, NOM-062-Z0O0-1999, NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y NOM-062-Z00-
1999. Posteriormente se les indujo la infeccion mediante 100 larvas de A.
caninum, con la finalidad de asegurar una monoinfeccién y la produccién de
huevos de Ancylostoma caninum. Una vez establecida la infeccion se comprobg el
parasitismo mediante la técnica coproparasitoscépica de flotacion, la cual fue
usada ademas para concentrar grandes cantidades de huevos mediante el asa
parasitologica y se depositaban en agua creando una suspension, posteriormente
se realizaron 3 lavados de la suspensidbn con agua corriente y se dejaron
sedimentar para eliminar residuos de Cloruro de Sodio. Transcurridos 25 minutos
de sedimentacion el material obtenido se coloc6 en cajas Petri con agua y una
solucion de Enterobacterias obtenidas de heces de ratdon que sirvieron como
alimento de los estadios larvarios. Dicho cultivo se mantuvo en estufa
bacteriologica a 25° C para inducir el desarrollo al tercer estadio larvario (L-3).
Tras un periodo de cinco dias se verifico la presencia y desarrollo de las larvas
infectantes al observar al microscopio estereoscopico de las cajas. Para reunir
alrededor de 35000 larvas infectantes, se realizaron una gran cantidad de cultivos
a lo largo de 4 meses cuidando las variaciones en concentraciones de cloro, sal,
temperatura, humedad, huevos por cultivo y alimento apropiados para su
desarrollo.
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Para asegurar una viabilidad del 65% en cada cultivo, se realizé el conteo de diez
alicuotas de 100 pl para determinar el promedio de larvas viables presentes en
cada cultivo y asi se determiné el volumen de inoculo a utilizar para la infeccion
de los ratones.

5.5. Inoculacion.

La inoculacion se llevd a cabo por via oral mediante una sonda gastrica para
alimentacion de prematuros (tipo Foley), de un concentrado de Larvas 3,
inoculando en promedio 500 estadios larvarios. Se administré 1 mililitro de la
suspension larvaria, en dos sesiones, es decir 0.5 mililitros en cada una.

5.6. Formacién de lotes de ratones de experimentacion.
Tabla 1. Distribucion de lotes de experimentacion.

Lote Descripcion
10 animales inoculados y no tratados (Control Positivo).

10 animales no inoculados y no tratados (Control Negativo).

wW| N

10 animales tratados el dia de la inoculacidon con sacrificio a los 30
dias.

Animales tratados 30 dias posteriores alainoculacion

10 animales con un tratamiento y sacrificio a los 30 dias.

10 animales con dos tratamientos y sacrificio a los 60 dias.

10 animales con tres tratamientos y sacrificio a los 90 dias.

N o o b

10 animales con cuatro tratamientos y sacrificio a los 120 dias.

5.7. Sacrificio humanitario de ratones

Cumplidos los 30, 60, 90 y 120 dias posteriores al tratamiento los lotes de
animales fueron sacrificados por dislocacion y disecados extrayendo los
siguientes organos: bazo, cerebro, corazon, higado, musculo esquelético (muslo
derecho) , pulmones y riflones. Estos 6rganos y tejidos fueron fragmentados
finamente por medio de tijeras y posteriormente depositados en una gasa de 8x8
cm e introducidos en un tubo de ensaye conteniendo 10 ml de jugo gastrico
artificial (6 ml de HCI concentrado y 6 g de Pepsina, por cada litro de agua), una
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vez depositados los tejidos en el interior de los tubos contenidos en gradillas de
alambre, se introdujeron en una estufa de cultivo en la que permanecieron por 24
horas, pasado este lapso se extrajo la gradilla y las gasas contenidas en los tubos
fueron agitadas por medio de pinzas de diseccion y depositadas nuevamente por
otras 24 horas en la estufa de cultivo; pasado este tiempo retiradas nuevamente,
sometiendo las muestras a una segunda agitacion, centrifugando la muestra a
3,500 rpm para posteriormente retirar el sobrenadante y sustituirlo ahora con
formol al 10% como conservador, agitando la muestra nuevamente para
homogeneizar la mezcla y posteriormente fueron almacenados en refrigeracion a
4°C hasta su revision.

5.8. Busquedade larvas de Ancylostoma caninum.

Para la observacion de los sedimentos se depositd aproximadamente entre 300 y
400 microlitros de sedimento entre porta y cubreobjetos, revisando al microscopio
optico y llevando a cabo el conteo respectivo de larvas en cada uno de los
organos hasta terminar con la revision del sedimento total en cada una de las
muestras. Tal procedimiento se efectu6 con cada uno de los lotes de
experimentacion.

5.9. Disposicion de Residuos Peligrosos Bioldgico Infecciosos (RPBI)

Los cadaveres de los ratones se depositaron en una bolsa roja y se llevaron al
incinerador de las instalaciones de la FES Cuautitlan de acuerdo con la NOM-087-
ECOL-SSA1-2002.

6. Antiparasitario

Se calculé el promedio del peso corporal de los ratones para determinar la dosis a
aplicar

Tabla 2. Pesos corporales de los ratones.

Raton 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

S loNole]delol 1l 38.9 | 38.7 | 40.8 | 40.5 | 33.5|40.4 | 40.0 | 38.4 | 38.4 | 44.9
(gramos)

394.5
Y=394.5% o =39.45 Promedio de peso por raton=39.45 g

La dosis a administrar corresponde a 200 microgramos (pg)/kilogramo (kg) de
peso.

R AN
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Por lo tanto:

200 ug -1000g ( 1kg) peso
X -39.45 g peso
X=7.89 pg de ivermectina, corresponde aplicar esta dosis de
principio activo

Entonces, si el emulgel esta al 0.5%:

100 g -0.5 g ivermectina
X -0.00789 g ivermectina
X=1.58 g emulgel se debe aplicar para obtener la cantidad
suficiente de ivermectina

Debido a que no habia alguna balanza analitica que pudiera medir esa
cantidad, se elaboré y proporcion6 por el Dr. David Quintanar Guerrero
responsable del Laboratorio de Posgrado de Tecnologia Farmacéutica una
porcion de 30g de emulgel especificamente para el proyecto, con la dosis
exacta requerida, es decir, 8 pg/ 100mg de emulgel

Imagen 8. Emulgel de ivermectina al 0.008 % (Mendoza ,2016)

A continuacion, se presenta la composicion del emulgel:
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Tabla 3. Composicion del emulgel de ivermectina.

Componente______________Concentracién por cada 100mg
Ivermectina 8 ug

Triglicéridos de cadena media 2764

Polimero POE-POP-POE 5.00g

Glicerina 42.00 g

Trietanolamina 1.10g

Carbomero 4.72¢g

Agua chp 100 g

R AN
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7. Resultados

Se procesaron y revisaron 490 muestras correspondientes a siete tipos de tejidos
en los 10 ratones que integraban cada uno de los siete lotes.

En el primer grupo de animales revisados que correspondié a los animales
inoculados no tratados se detecté un promedio de 2.7 larvas por animal que
corresponde a un numero muy reducido de organismos implantados después de la
inoculacion de 500 larvas infectantes, las larvas fueron encontradas en seis de los
siete tipos de tejidos estudiados con excepcion del cardiaco, este comportamiento
indica una tendencia migratoria asociada al tipo de hospedero que es el ratén en
el ciclo biolégico de este parésito, los tejidos en los que se encontré el mayor
namero de larvas fueron: el cerebro con 7 larvas, el higado con 7 larvas y
musculo esquelético con 5 larvas. Los tejidos con menor nimero de larvas fueron
el bazo y el rifidbn con 3 larvas, el pulmén 2 larvas. La suma total de larvas
recuperadas de todos los ratones fue de 27 (Tabla 4).

Tabla 4. Larvas de Ancylostoma caninum recuperadas de los ratones del Lote 1
animales infectados sin aplicacion de tratamiento con gel de ivermectina en dosis de 200 ug/ kg,
sacrificados 30 dias después de inducirles la infeccién.

NUumero de larvas por 6rgano

Bazo Cerebro Corazon | Higado Musculo Pulmén Rifibn X larvas

por ratén

1 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0 2 2

3 0 1 0 1 1 1 0 4

4 0 1 0 0 1 0 0 2

5 1 0 0 0 0 0 0 1

6 0 0 0 0 0 0 1 1

7 0 2 0 2 1 0 0 5

8 1 0 0 2 1 1 0 5

9 0 3 0 0 0 0 0 3

10 1 0 0 2 1 0 0 4

Y larvas 3 7 0 7 5 2 3 27

por 6rgano

X 0.3 0.7 0 0.7 0.5 0.2 0.3 2.7
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En el lote numero 2 correspondiente al grupo de animales no inoculados y no
tratados que se usG como grupo control negativo se pudo verificar la ausencia de
larvas de Ancylostoma caninum con lo que se demuestra que los animales
empleados en la experimentacion estaban libres de parasitos (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados obtenidos del Lote 2 de ratones usados como control negativo (no
inoculado y no tratado) que fueron sacrificados a los 30 dias de iniciar el estudio.

Numero de larvas por 6rgano

Raton Bazo | Cerebro Corazén | Higado Mdusculo Pulméon RiA6n X larvas
por ratén

1 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0 0 0 0

6 0 0 0 0 0 0 0 0

7 0 0 0 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0 0 0 0 0

9 0 0 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0 0 0

Y larvas 0 0 0 0 0 0 0 0

por érgano
X 0 0 0 0 0 0 0 0
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Imagen 9. Fotografia de Larva 3 de Ancylostoma caninum recuperada en Lote 1. A partir de la
digestion de los tejidos de los animales del grupo de ratones inoculados no tratados 40x
(Mendoza, 2016)
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En la Tabla 6 se presentan los resultados obtenidos en el lote 3 de animales
correspondiente al grupo inoculado y tratado una vez el mismo dia con el emulgel
de ivermectina y sacrificado 30 dias después. En solo uno de los animales
integrantes de este grupo se detecto la presencia de una larva a nivel de corazén
por lo que el tratamiento efectivamente ejercié un efecto inhibitorio de migracién e
implantacion de larvas de Ancylostoma caninum.

Tabla 6. Larvas de Ancylostoma caninum recuperadas de los ratones del Lote 3
(Inhibicién de la migracién) sometidos a un tratamiento con gel de ivermectina en dosis
de 200 ug/ kg, sacrificados 30 dias posteriores del tratamiento.

Numero de larvas por érgano

Bazo Cerebro Corazon | Higado Musculo Pulmén Rifibn X larvas

por ratén
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 1 0 0 0 0 1
7 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0
2 larvas 0 0 1 0 0 0 0 1
por 6rgano
X 0 0 0.1 0 0 0 0 0.1

.

Imagen 10. Fotografia de la Unica Larva 3 de Ancylostoma caninum recuperada en
Lote 3. Obtenida del cuerpo de un raton del lote 3 de ratones (inoculados y
tratados con emulgel el mismo dia 40X (Mendoza ,2016)
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En la Tabla 7 se muestran los resultados del lote cuatro de ratones que
corresponde a los animales que fueron inoculados y tratados 30 dias después de
ser inoculados, en este caso se detectd que dos de los animales presentaron solo
una larva en sus cuerpos uno en el cerebro y el otro en bazo.

Tabla 7. Larvas de Ancylostoma caninum recuperadas de los ratones del Lote 4
sometidos a un tratamiento con gel de ivermectina en dosis de 200 g/ kg aplicado 30
dias posteriores a la inoculacion y sacrificados 30 dias después de tratados.

Numero de larvas por érgano

Bazo Cerebro | Coraz6n Higado Mduisculo Pulmén RiA6n X larvas
por ratén

Blo|o|~|o|u|hw[N|-
~|o|r|o|o|o|o|o|o|o|o
R|o|o|r|o|o|o|o|o|o|o
olo|lo|lo|o|o|o|o|o|o|o
N|o|r|r|o|o|o|o|o|o|o

o O|0|0|0|O|O|0|0|0|O|O
o OO0 |0|0O|O0|0|O0|0|O0|O
o OO0 |0|O0|O0|0|O0|0|O0|O
o OO0 |0|0|0|0|0|0|O0|O

o
RN
o
RN
o
o
N

Imagen 11. Fotografia de la Larva 3 de Ancylostoma caninum recuperada del Lote 4
(animales inoculados y tratados en un ocasion con Ivermectina sacrificados a los 30 dias de
tratados).40X (Mendoza,2016)
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En la Tabla 8, se muestran los resultados encontrados en los ratones del lote
cinco correspondiente a animales inoculados y tratados a los 30 y 60 dias, en este
grupo solo dos animales presentaron larvas (una en cada caso) una en musculo
esquelético y en el otro animal en pulmon.

Tabla 8. Larvas de Ancylostoma caninum recuperadas de los ratones del Lote 5
sometidos a dos tratamientos con gel de ivermectina en dosis de 200 g/ kg, sacrificados
a los 60 dias después de inoculacién.

Numero de larvas por érgano

Ratén Bazo Cerebro  Corazon Higado Mduasculo Pulmén RifA6n X larvas

por ratén
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 1 0 1
4 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 1 0 0 1
8 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0
arva 0 0 0 0 1 1 0 2
ojelgelgercigie
0 0 0 0 0.1 0.1 0 0.2

ey e
Imagen 12. Fotografia de Larva 3 de Ancylostoma caninum ecuperada en Lote 5, con
dos tratamientos recibidos y sacrificio a los 60 dias de tratados. 40 x (Mendoza ,2016)
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En la Tabla 9, se muestran los resultados encontrados en los ratones del lote seis
correspondiente a animales inoculados y tratados a los 30, 60 y 90 dias
postinoculacién, en este grupo solo en uno de los animales se observo una larva a
nivel de bazo.

Tabla 9. Larvas de Ancylostoma caninum recuperadas de los ratones del Lote 6
tratados a los 30, 60 y 90 dias con gel de ivermectina en dosis de 200 pg/ kg,
sacrificados a los 90 dias después de tratados

Numero de larvas por 6rgano

Cerebro Corazon Higado Mdasculo Pulmén Rifion | Y larvas

por ratén
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0 0
10 1 0 0 0 0 0 0 1
IAEWES 1 0 0 0 0 0 0 1
por 6rgano
X 0.1 0 0 0 0 0 0 0.1

Imagen 13. Fotografia de Larva 3 de Ancylotoma caninum recuperada en Lote 6,
sometido a tres tratamientos con emulgel de ivermectina 10X (Mendoza ,2016)
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En la Tabla 10, se muestran los resultados encontrados en los ratones del lote
siete correspondiente a animales inoculados y tratados a los 30, 60, 90 y 120 dias,
en este grupo no se detecto la presencia de larvas en ninguno de los animales.

Tabla 10. Larvas de Ancylostoma caninum recuperadas de los ratones del Lote 7
sometidos a cuatro tratamientos con gel de ivermectina en dosis de 200 g/ kg, sacrificio
a los 120 dias después de tratados

NUumero de larvas por 6rgano

Bazo Cerebro Corazon | Higado Musculo Pulmén Rifibn X larvas
por ratén

0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

OO NO|ITBAWINF

10
> larvas
por érgano
X

O|O|0O|0|O|O|0O|O0|O|O0|Oo
OO0 |0|0(0O|0|0|0O|0O|O
OO0 |0|0(0|0|0|0|0O|O
OO0 |0|O0|0O|0|O0|O0|O0O|Oo
OO0 |0|0(0|0|0|0|0O|O
OO0 |0|00|0|0|0|0O|O

o
o
o
o
o
o
o
o

En la Tabla 11 se reportan un total de 33 larvas y un promedio de 3.3, en el Lote
1 (Control Positivo) fue donde se encontraron el mayor numero de larvas, 27,
mientras que en el Lote 2 (Control Negativo) no se encontraron. En el Lote 3, que
sirvié para probar si el gel inhibe la migracién larvaria sélo se recuperé 1 larva. En
el Lote 4 (1 tratamiento) y 5 ( 2 tratamientos) sélo se obtuvieron 2 larvas, Lote 6 ( 3
tratamientos) solo 1 larva, para el Lote 7 ya no se recuperaron larvas.
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Tabla 11. Total de larvas de Ancylostoma caninum recuperadas de todos los de cada
uno de los Lotes

Lotes

(o)}

y 7 5
EES
" CH) | C() Mi raC|on 17X | 27X  3TX 47X

—

OO NO|O|BR(WIN -
hme'll—‘l—\N-hl\)o
RO |INFLINOIINO

O|0O0O0|0|0|0O|O0|O|0O|O
R|IO|O|O|ORr|O|O0|0|0|0
NIOIR|IPIOIO|0O|O0|0|0|0
I\)OOOI—‘OOOI—‘OO—|
I—‘I—\OOOOOOOOO—|
O|O|0O|O0|O0|O0|O0|O0|0|o|o

w
w

0.1 0.2 0.2 0.1
0.1 0.18 0.18 0.1

g
N
o
o
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o
o

A continuacion, se calculé el porcentaje de eficacia del emulgel, respecto al conteo
larvario, mediante de la Ecuacion de Wescott:

_ Donde:

% E= =X 100

%E = % Eficacia

Y=Total de larvas encontradas antes del tratamiento

Z=Total de larvas encontradas después del
Por lo tanto para el Lote 3: tratamiento

27-1

% E= —X 100=96.3% de eficacia del farmaco

Entonces:
% E= 2 X 100= 92.6% de eficacia del farmaco en el Lote 4

Por lo tanto:

3 l'V\\M 5,
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% E= %X 100=92.6% de eficacia del farmaco en el Lote 5

Igualmente:

% E= %X 100=96.2% de eficacia del farmaco en el Lote 6

Finalmente:

% E= %X 100=100% de eficacia del farmaco en el Lote 7

Tales porcentajes de eficacia del farmaco corresponden a un 96.3%,92.6%,
92.6%, 96.2% y 100% de disminucion e inhibicion de la migracién larvaria ( Tabla
12). Por lo que se puede inferir que la presencia de larvas de Ancylostoma
caninum disminuy6 radicalmente con respecto al grupo control, ya que el aumento
de la eficiencia del farmaco fue inversamente proporcional al conteo larvario.

En la Tabla 12, se reporta el porcentaje en que redujo el conteo de larvas y el
porcentaje de eficiencia del farmaco, en el Lote 3, se inhibié la migracién en un
96.3%, mientras que en los Lotes tratados 30 dias posteriores a la inoculacion
aumenta parcialmente el porcentaje de implantacién hasta llegar al 100% en el
Lote 7.
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Tabla 12. Porcentaje de reduccion de larvas posterior al tratamiento con el emulgel de
ivermectina

Conteo inicial

% de reduccion
de larvas y /o
eficiencia del
farmaco

En el Grafico 1, se observa la tendencia ascendente de la eficacia del
farmaco y por consecuencia la reduccion de larvas recuperadas entre los
Lotes tratados 30 dias después de la induccion de la infeccién, hasta
alcanzar el 100% con cuatro aplicaciones del tratamiento con gel de
Ivermectina en dosis de 200 ug/kg de peso.

Grafica 1. Porcentaje de reduccién de larvas y eficiencia del farmaco

100.00% 100%
98.00%

96.00%

94.00%

92.00% 92.60%
90.00%

88.00%
Lote 3 Lote 4 Lote 5 Lote 6 Lote 7

A continuacion se muestra el Analisis de Varianza (ANOVA), por lo tanto se deben
de establecer dos hipotesis:

Ho: La aplicacion del emulgel de ivermectina no es efectivo en la eliminacion de
larvas de Ancylostoma caninum

R AN
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Hi: La aplicacion del emulgel de ivermectina es efectivo en la eliminacion de
larvas de Ancylostoma caninum

Tabla 13. Andlisis de Varianza aplicado a los resultados obtenidos de los
diferentes grupos del estudio.

Origen de Grados Promedio

las Sumade de delos Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados Probabilidad para F
Entre
grupos 58.34285714 6 9.723809524 18.508 2.9E-12 2.246407983
Dentro de
los grupos 33.1 63 0.525396825
Total 1675.442857 69

Partiendo de los resultados anteriores (Tabla 13), podemos decir que si el valor
critico asociado al estadistico F es menor que a= 0,05, es decir, Fc =18.5 > Fa
=2.25, por lo tanto se rechaza Ho y se acepta Hi, es decir, se concluye que,
efectivamente que la aplicacion aplicacion del emulgel de ivermectina se asocia a
la disminucion de larvas de Ancylostoma caninum.

Posteriormente se aplico la prueba de Tukey (Diferencia de Medias Minima
Significativa Honesta) para comparar la diferencia de medias entre cada grupo; se
considerando un a=0.05

Tabla 14. Prueba de Tukey

Estadistico | Valor
HSD
Diferencia Honestamente Significativa 0.9719
Multiplicador
Qa de Tukey 4.24
MSE
Cuadrado del Error Medio 0.5254
N
Tamafo de muestra de cada grupo 10

R AN
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Tabla 15. Prueba de Tukey. Diferencia entre las medias de los Lotes
experimentales

Lotes comparados Diferencia de medias Significancia
L1-L2 12.71 0.9719<2.7
L1-L3 1261 0.9719< 2.6
L1-L4 1251 0.9719<2.5
L1-L5 1251 0.9719<2.5
L1-L6 1261 0.9719< 2.6
L1-L7 12.71 0.9719<2.7
L2-L3 10.11 0.9719>0.1
L2-L4 10.21 0.9719>0.2
L2-L5 10.21 0.9719 >0.2
L2-L6 10.11 0.9719>0.1
L2-L7 | O I 0.9719>0
L3-L4 10.11 0.9719>0.1
L3-L5 10.11 0.9719>0.1
L3-L6 | O I 0.9719 >0
L3-L7 10.11 0.9719>0.1
L4-L5 | O I 0.9719 >0
L4-L6 10.11 0.9719>0.1
L4-L7 10.21 0.9719>0.2
L5-L6 10.11 0.9719>0.1
L5-L7 10.21 0.9719>0.2
L6-L7 10.11 0.9719>0.1

En la Tabla 16 se reportan las diferencias de las medias de cada grupo
experimental.

Tabla 16. Tendencia de migracion de las larvas de Ancylostoma caninum de los
6rganos revisados en cada lote

Numero de larvas por érgano

Bazo | Cerebro Coraz6n | Higado Mdudsculo Pulmén RiA6n X larvas

por lote
1 3 7 0 7 5 2 3 27
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 1 0 0 0 0 1
4 1 1 0 0 0 0 0 2
5 0 0 0 0 1 1 0 2
6 1 0 0 0 0 0 0 1
7 0 0 0 0 0 0 0 0
Y larvas 5 8 1 7 6 3 3 33
por érgano
X 0.71 1.14 0.14 1 0.86 0.43 0.43 4.7
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En la Tabla 16 se reportan el nimero total de larvas encontradas en cada 6érgano,
en resumen, en el Lote 1 se encontraron un total de 27 larvas: 7 larvas en cerebro
e higado, 5 larvas en musculo, 3 larvas en bazo y rifién y 2 larvas en pulmon; en el
Lote 2 no se encontraron larvas; en el Lote 3 se recuperé solo 1 larva en corazon,
mientras que en el Lote 4, 2 larvas: en bazo y cerebro. En el Lote 5, igualmente, 2
larvas, en musculo y pulmén; en el Lote 6 so6lo se recuperé 1 larva en bazo,
mientras que en el Lote 7 no se recuperaron.

i,

Imagen 14. Fotografia de pulmon de raton de Lote 1. Control Positivo. Se observan
zonas semicirculares de coloracion rojiza en la superficie del tejido pulmonar
caracteristicas de las lesiones asociadas a la migracion de la larvas de Ancylostoma
caninum en estos 6rganos, 30 dias posteriores a la inoculacién (Mendoza ,2016)

En total se recuperaron 33 larvas, se puede decir que el érgano hacia el que hubo
mayor desplazamiento de larvas fue el cerebro con 8 larvas, seguido por el higado
con 7 larvas, en seguida el musculo con 6 larvas, el bazo con 5 larvas, pulmén y
rifidn con 3 larvas; en ultimo lugar el corazén con 1 larva. Reportando los
promedios de 1.14, 1, 0.86, 0.71, 0.43, 0.43 y 0.14 respectivamente.
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MNimero de larvas
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Grafica 2. Tendencia de migracion por los diferentes érganos de los ratones

infectados con Ancylostoma caninum
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8. Discusion

En este estudio se evaluo la actividad de una formulacion de ivermectina en
forma de emulgel sobre larvas enquistadas de Ancylostoma caninum empleando
como modelo de laboratorio a ratones de la cepa CD-1.

El primer aspecto que debio cubrirse fue la obtencion de las 35,000 larvas de
Ancylostoma caninum requeridas para la inoculacion de los animales, se
establecieron una serie de estrategias con muchas variables para lograr el
desarrollo de estas, aspecto que llevé a invertir un lapso de 4 meses debido a
que, por un lado no existen disponibles articulos en los que se hayan desarrollado
infecciones inducidas en animales de laboratorio y aun cuando la evolucion de las
larvas parece un evento simple en la naturaleza, que permite con mucha facilidad
su evolucion en el ambiente, las condiciones del laboratorio no resultaron viables,
aun cuando se proporcionaron las condiciones de humedad abundante
(empleando agua de diversos origenes) con un ambiente francamente liquido, la
condicién de temperatura homogénea y constante, ya que se probaron diferentes
temperaturas, ( observando que ligeras variaciones afectaban intensamente las
poblaciones larvarias, paralizandolas e incluso matandolas).

Se les suplementé con una dotacion de enterobacterias que en un primer
momento procedieron de cepas obtenidas por aislamiento en el laboratorio de
parasitolgia cultivadas en agar Mc Conkey obtenidas de heces de raton, pero que
mas adelante se determind que el contenido bacteriano suspendido en agua de
dos bolos fecales de estos animales eran suficientes para cubrir las necesidades
gue permiten el desarrollo de las larvas en caja Petri, aun asi el nivel de desarrollo
y rendimiento de los cultivos fue muy pobre y solo a muy largo plazo se alcanzé la
meta de acumular los 35,000 estadios larvarios que se requerian.

Una variable que aparentemente resultd clave en este sentido y que en los
microclimas del suelo se presenta continuamente, es la disponibilidad de oxigeno,
que en los cultivos queda limitado por ser un ambiente cerrado (caja Petri) que,
mientras no se destapen los recipientes puede debilitar incluso causar la muerte
de las larvas o afectar su viabilidad dentro de los hospederos a los que se
incorpora. Adicionando esto, debe tenerse en cuenta que las enterobacterias que
se incorporan interactian con el ambiente y los diversos sustratos disponibles,
produciendo metabolitos como el metano o el didxido de carbono que les resultan
téxicos, por lo que una vez liberados en el ambiente pueden ocasionar la muerte
por lo que si los cultivos periédicamente se exponen al aire se prolonga la
supervivencia de las larvas. Otros elementos altamente nocivos que se detectaron
incluyeron cajas contaminadas con detergente, hongos y la presencia de cloro
aun en cantidades reducidas.
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Las 35000 Larvas 3 de Ancylostoma caninum empleadas para la inoculacion
fueron distribuidas en dosis de 500 por ratén y de acuerdo a la concentracion
detectada en el recipiente de cultivo hubo que suministrase un volumen de 0.6
mililitros de suspension a cada uno de los animales, por lo que la inoculacion
debid realizarse por etapas hasta alcanzar el volumen requerido. Del total de
35,000 larvas 3 inoculadas, se logr6 recuperar solo 27 larvas en total
correspondientes a una tasa de recuperacion de 0.08%. Martin y Posadas. (2010),
indican resultados similares en su experimentacion empleando la misma via de
inoculacién y obteniendo una tasa de recuperacion baja de 1.28% 23 Igualmente en
el laboratorio de parasitologia, Ramirez (2014), se han realizado investigaciones
con otros nematodos como Toxocara canis, encontrando una gran resistencia en
Su estructura y en consecuencia altas tasas de recuperacion.

No existe informacion especifica sobre las estrategias para inducir la infeccién y
sobre el comportamiento que siguen las larvas de Ancylostoma caninum en los
hospederos paraténicos.

Entre los factores que pudieron afectar la tasa de recuperacion de larvas se puede
considerar aspectos como el nivel de viabilidad de la fase inoculada, pues como
se observo en la obtencion de cultivos, las larvas son sensibles a cambios
minimos en el ambiente, como la temperatura, por lo que al retirar las larvas de la
estufa bacteriologica en la que se encontraban y exponerlas a un cambio brusco
es factible que ese cambio afectara la supervivencia.

Este tipo de fases infectantes en la mayor parte de las veces ingresa a sus
hospederos por via transcutanea y en este estudio fueron inoculadas por via oral,
aspecto que pudo afectar la migracién, su desarrollo en el hospedero en un
ambiente agresivo al que fueron expuestas en este caso, enfrentandolas a un pH
de entre 1.5 a 3.5 por lo que los organismos fueron expuestos a la dificultad de
atravesar el intestino y el rol del sistema inmunolégico puede desencadenar
mecanismos que afecten la supervivencia y la integridad de la larva ocasionando
su muerte o expulsion.

Se considera que lo anterior disminuy6 la carga parasitaria que migr6 a través del
hospedero, sin embargo, se cree que la infeccion fue exitosa partiendo de la
evidencia de la implantacion con la imagen 14, donde se identifica a los pulmones
de uno de los animales alrededor de 30 lesiones causadas por una cantidad
equivalente de larvas en solo ese animal, cantidad mayor a la cuantificada al
microscopio en los 6 lotes inoculados. De acuerdo con esto entonces la digestion
enzimatica pudo afectar la estructura de las larvas y degradarlas parcial o
totalmente afectando su forma y reduciendo la posibilidad de identificar su
presencia en los tejidos en la muestra.
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Considerando esta posibilidad, al finalizar el experimento se reprodujeron las
condiciones de la digestion, colocando larvas en jugo gastrico durante el mismo
tiempo manejado en la metodologia de este trabajo; observando al microscopio la
pérdida de estructuras morfolégicas asi como la semi desintegracion al final del
procedimiento.

Otra hipoétesis planteada es que al mantener las gasas al terminar la digestion con
restos de tejido en descomposicion se pudo generar una contaminaciéon que
degradara los restos larvarios, dificultando la identificacion al microscopio, Martin y
Posadas (2010), detectaron una condicién similar, considerando a las larvas con
un nivel alto de sensibilidad al manejo, desde el cultivo hasta la digestion,
concluyendo que este procedimiento puede desestabilizar y causar dafo a los
organismos, modificar su estructura y reducir la posibilidad de detectarlas al
microscopio 2.

Se sugiere que para proximas investigaciones se realice inoculacion transcutanea
asi como pruebas que muestren el tipo de reaccion generada en el hospedero a
nivel inmunolégico para descartar o confirmar el efecto de la respuesta inmune
sobre el parasito. Ademas de estandarizar la técnica de digestion o bien buscar
alternativas para que la recuperacion de las larvas sea mas eficiente y mantengan
su estructura para poder ser identificadas.

Vardhani y Johri (1981) inocularon a ratones albinos suizos hembras e isogénicos
con un promedio de 1000 larvas y recuperaron la mayor cantidad por necropsia 21
dias después de la infeccion con tasa de recuperacion de 36.5%. El método de
recuperacion en cada tejido consistio en la técnica desarrollada por Soh (1958)
consistente en una digestion de los tejidos con jugo gastrico formulado con 0.5%
Pepsina y 0.7% de HCI diluidos en solucion salina fisiolégica isotonica durante 4
horas a 37°C, posteriormente las larvas se recuperaron por el método de
Baermann, con un 94.6% de recuperaciéon en el grupo control 4".En ésta
experimentacion se comenz6 con las necropsias 30 dias después de la
inoculacién, con composiciéon diferente de jugo gastrico (0.6% pepsina y 0.6 %
HCl y agua destilada) durante 48 horas a 37°C, recuperando el pellet con las
larvas por centrifugacion a 3500 rpm y resuspendiendo en formol al 10%. Por lo
tanto, se sometié a las larvas a una digestion mas prolongada en condiciones de
acidez, posible contaminacién y acumulacion de gases por la degradacion de
tejidos, ademas de la separacion por centrifugacion donde probablemente se
perdieron componentes estructurales.

Abordando los hallazgos de larvas en diferentes sitios, la distribucion observada
en el Lote 1 que era el Control Positivo, podemos establecer un patron de
migracion larvaria, con base en el hallazgo de larvas en los siguientes 6rganos:
cerebro, higado y musculo respectivamente. El cerebro se considera como un sitio
inmunoprivilegiado, por la presencia de la barrera hematoencefalica (BHE),
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células microgliales, ausencia de sistema linfatico, baja expresion de moléculas
presentadoras de antigenos y citocinas inmunosupresoras, las cuales son
secretadas por astrocitos que recubren y contactan con la BHE, a esto se le
atribuye la mayor migracion larvaria hacia este 6rgano. En cuanto al higado y
musculo, son érganos que debido a su alta irrigacién brindan el microambiente
optimo para la permanencia de las larvas 23. En experimentos anteriores se han
encontrado tendencias de migracion similares, tal como lo describen Martin y
Posadas. (2010). EI numero de larvas recuperadas en la totalidad de los tejidos
resulta muy reducido y la distribucién en los tejidos no resulta I6gico si se analiza
la mecénica migratoria que se ha descrito en la literatura por lo que las zonas
anatomicas con la mayor mas afectadas deberian ser el tejido muscular
esquelético y el cerebral. Este aspecto puede quedar con un mayor respaldo
porque durante la realizacion de las disecciones de los animales se observaron
lesiones hemorragicas, especialmente en el parénquima de los pulmones que se
producen debido a la migracion de las larvas por estos tejidos cuyo numero solo
en la pieza documentada mediante fotografia sugiere en un solo pulmén la
presencia de seis larvas (ver imagen 14).

Al comparar el niumero de larvas recuperadas en el grupo de ratones del Lote 3 (
con 1 tratamiento el dia de la inoculacion y sacrificio 30 dias posteriores) para
medir la inhibicién de la migracion con respecto al Control Positivo ( Lote 1), se
obtuvo un porcentaje de reduccion de larvas del 96.3%, equivalente al mismo
porcentaje de eficiencia del farmaco.

El porcentaje de reduccion de larvas y/o eficiencia del farmaco para el grupo de
animales con 1 tratamiento 30 dias posteriores a la inoculacion ( Lote 4 )y para el
grupo con 2 tratamientos (Lote 5) con respecto al Control Positivo (Lote 1) fue de
92.6%, siguiendo la tendencia referida en bazo, cerebro, masculo y pulmén se
infiere que el porcentaje de eficiencia del farmaco, al reducir el nimero de larvas
encontradas es mayor en el Lote 3 que en el Lote 4 y 5, porque el emulgel fue
aplicado al siguiente dia de la infeccion inducida, por lo que la actividad
antiparasitaria se suma a la posible pérdida de larvas, secundaria al
procedimiento de inoculacion.

Para el grupo con 3 tratamientos y sacrificio a los 90 dias (Lote 6) el porcentaje de
reduccion de larvas y/o eficiencia del farmaco aument6 a 96.2% y finalmente para
el grupo con 4 tratamientos y sacrificio a los 120 dias (Lote 7) aument6 al 100%. Si
comparamos Unicamente los lotes en los que se administrd el tratamiento 30 dias
posteriores a la inoculacion, se observa un comportamiento ascendente en el
porcentaje de eficiencia del farmaco, es decir, a mayor numero de aplicaciones del
emulgel, aumenta su efectividad, por lo tanto encontraremos menos parasitos en
el hospedero. Basado en el porcentaje de reduccion de larvas, obtenido
experimentalmente, se cree que con 4 aplicaciones del emulgel puede lograr la
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eliminacion total del agente infeccioso, en este caso Ancylostoma caninum,
definida como eficiencia del farmaco.

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos mostr6 que, por un lado
conforme el tratamiento se aplica en una fase mas temprana de la infeccion se
obtienen mejores resultados, ademas de que un mayor niumero de aplicaciones
asegura la eliminacion de las larvas. De modo que, después de realizar el analisis
de varianza se obtuvo una F calculada de 18.5 > Fa =2.25, por lo tanto se rechaza
Ho y se acepta Hi, es decir, hay una relacion proporcional entre la aplicacion del
emulgel de Ivermectina, el nimero de dosis suministradas vy la disminucion en el
conteo de larvas de Ancylostoma caninum.

La Prueba de Tukey que es complementaria y permite establecer una
comparacion honesta de entre las medias de los Lotes de experimentacion y el
Control Positivo, permitié detectar una diferencia estadisticamente significativa.

Existen experimentos previos donde se encontraron tendencias similares a las
obtenidas en este estudio, Vardhani y Johri (1981) , reportaron que las larvas
comienzan a migrar hacia los pulmones y musculos de la cabeza, cuello y térax a
partir del primer dia post inoculacion, recuperando la mayor cantidad de larvas por
necropsia 21 dias después de la infeccidn en ratones albinos suizos hembras e
isogénicos .4’

Vardhani y Johri (1981) sugieren que el numero de larvas expelidas o destruidas
por inmunizacion pasiva del hospedero se encontré a los 21 dias después de la
infeccion. Se ha reportado que el sistema inmune del hospedero tiende a expeler
los gusanos asi como a cambiar sus patrones de supervivencia. Lo que explica la
rapida expulsiébn o migracion de las larvas del tracto gastrointestinal Vardhani y
Johri (1981) encontraron que los gusanos eran expulsados cuando las células
cebadas infiltran la mucosa, la rapida expulsion sugiere que sustancias secretadas
por el sistema inmune en sus mecanismos de defensa probablemente cambien el
caracter migratorio y patrones de supervivencia de las larvas. Vardhani y Johri
(1981), sustentan sus afirmaciones mediante los cambios histoldgicos observados
en la mucosa al ser infiltrada por las células cebadas estudiado previamente por
los mismos investigadores. Vardhani y Johri (1981) concluyen que en hospederos
inmunizados, la larva no es capaz de sobrevivir a los mecanismos de las
respuestas mediadas por células, a pesar de que los muasculos son sitios
favorables para la retencién y supervivencia*’ por esta razén se sugiere que en
futuros experimentos se realicen pruebas inmunolégicas e histolégicas para
abordar este aspecto que no fue evaluado.

Factores fisiolégicos como el incremento de la acidez en el intestino, exudados
inflamatorios y la accion protectora de anticuerpos antiparasitarios dentro del
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sistema inmune del hospedero pueden hacer insostenible la sobrevivencia y
permanencia de los gusanos:

En contraste, los ratones empleados en el experimento no estaban inmunizados,
informacion actualizada generada por Loukas, et al (2004) sugiere que el desafio
antigénico se produce en numerosos sitios incluyendo la piel, los pulmones y la
mucosa intestinal para el sistema inmune de los vertebrados. Ademas los
nematodos secretan inmunomoduladores, que sesgan o amortiguan la respuesta
inmune para lograr su supervivencia a largo plazo.

En hospederos definitivos la respuesta inmune, tanto humoral como celular es Th2
donde se producen elevados niveles de IgE, asi como eosinofilia sistémica y
localizada, tanto en pulmones como en los sitios de adhesion en el intestino,
también intervienen IL-4 e IL-5.

Ancylostoma, excreta y secreta una gran cantidad de productos antigénicos de
excrecion—secrecion con un papel de inmunomodulacién, inmunoevasién y
supresion de la proliferacion celular e inmunosupresion, son productos proteicos,
como proteasas, inhibidores de proteasas, lectinas tipo C, antioxidantes y
moléculas antiinflamatorias asociadas a la infeccién cronica que permiten la
supervivencia por largo tiempo de los estadios larvarios. Sin embargo, so6lo en
hospederos jévenes se han encontrado IgG anti moléculas de secrecidn-
excrecion de estos nematodos 22, por lo que no se debe descartar a la respuesta
inmune del hospedero como un factor més para la disminucién de la tasa de
implantacion de Ancylostoma caninum en los ratones jovenes empleados.

De las 33 larvas recuperadas, el érgano que presentd mayor migracion larvaria fue
el cerebro con 8 (lo cual corresponde con la informacion disponible en cuanto a
migracion), seguido por el higado con 7, musculo con 6 larvas, bazo con 5 larvas,
pulmén y rifidn con 3; en ultimo lugar el corazén con 1 larva.

Aparentemente un pequefio numero de larvas fue retenido en el higado sin migrar
al corazén o pulmén, probablemente el higado actué como barrera inmunolégica
previniendo la migracién hacia los pulmones y rifiones o bien cuando las larvas no
podian instalarse en zonas definidas este érgano pudo ser usado para reiniciar el
ciclo migratorio y por esta razén se detecté su presencia 4’

La ruta migratoria depende en gran medida de diversos factores como la edad, el
estado inmunoldgico y de la dosis infectiva ingerida. El aspecto genético de los
ratones también tiene un papel importante, pues de las diferentes cepas de
ratones se han mostrado varios rangos de susceptibilidad, ya que pueden ser
ampliamente resistentes o retener en altas cantidades a las larvas en tejidos
somaticos segun su genotipo.

Diversos estudios han tenido el propdsito de investigar la distribucion de larvas
segun las diferentes cepas de ratones. Hay numerosas diferencias entre cepas de
ratones endogamicos y exogamicos. Distribuyéndose a través de todo el cuerpo
de acuerdo a la afinidad dependiente de cada especie de roedor infectado con
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Toxocara canis, respecto a Ancylostoma caninum no se cuenta con mucha
informacién bibliografica*?

Con la misma formulacion probada en este trabajo, Pérez (2015) desarroll6 una
prueba critica usando el emulgel en concentracion al 0.5% contra fases adultas
de Toxocara canis y Ancylostoma caninum, con dos dosis epicutaneas de 2 g en
perros infestados de forma natural; con un promedio de eliminacion de 1906.83
huevos / gramo de heces, logrando una reduccién de huevos del 100% al octavo
dia pos tratamiento. 33

Se considera a la ivermectina como un farmaco muy util y efectivo como opcion
terapéutica, sin embargo, se puede generar muy gradualmente resistencia al
principio activo por el incorrecto uso de la formulacion, si el tratamiento no es
estricto no se eliminar4d al 100% de los parasitos, la progenie de paréasitos
tratados en fase larvaria producird adultos resistentes ya sea en fase adulta o
larvaria y al cabo de unas semanas cuando se reproduzcan van a generar una
descendencia con genotipos resistentes a la ivermectina que van a corresponder
cada vez mas frecuentemente a genotipos resistentes.

Lo novedoso de la forma farmacéutica del emulgel con esta u otras moléculas
abre una nueva ruta terapéutica efectiva, accesible, no invasiva y segura que
podria ser utilizada en animales y en un futuro humanos.

La composicién quimica del emugel consta de una fase acuosa compuesta por
agua y un agente con propiedades bioadhesivas, en este caso el carbémero que
induce una estancia prolongada del producto sobre la piel. Este efecto es conocido
como bioadhesion y se origina al contacto y penetracion del carbémero con el
tejido receptor en presencia de agua, relajando las cadenas poliméricas vy
formando enlaces quimicos débiles e interacciones fisicoquimicas 3°. La liberacion
controlada del principio activo a partir del emulgel ocurre ya que es un sistema
bifasico (aceite/agua), es decir, la liberacion de la ivermectina es dependiente de
su difusién a través de los triglicéridos de cadena media presentes en el producto,
alternativa Gtil para el tratamiento antiparasitario de pequefias y grandes especies
de animales, debido a su facil aplicacién y no requiere de personal especializado
para la misma 25, También dentro de la formulacién esta incluida la glicerina la cual
tiene propiedades promotoras para la permeacion, incrementando esta
caracteristica sobre la ivermectina en la piel que es una barrera fisica natural que
por su estructura opone resistencia al paso de compuestos exdgenos, de esta
manera la formulacion contiene sustancias que incrementan la particion y difusion
de moléculas lipofilicas presentes en la piel. La fase acuosa se encuentra dispersa
en la fase oleosa compuesta por los triglicéridos de cadena media, es decir,
grasas de origen vegetal obtenidas del aceite de coco y palma que poseen una
gran compatibilidad con la piel del roedor, teniendo tolerancia cutanea, ademas de
ser solventes para la ivermectina. En el vehiculo estan presentes los polimeros
POE (poli oxido de etileno), POP(poli 6xido de fenileno) y POE (poli 6xido de
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etileno) que funcionan como agentes surfactantes o tensoactivos, que se adsorben
en la interfase aceite-agua, de esta forma disminuye la tensién superficial
permitiendo que la interfase se expanda, formando finas gotas dispersas que
adsorben una mayor cantidad del polimero hasta que su volumen de
concentracion disminuye. Las moléculas del agente tensoactivo forman un enlace
entre la fase polar (agua) y la fase no polar u oleosa (trigliceridos) e incorporan y
liberan ivermectina de manera controlada 3. Finalmente un agente neutralizante
como la trietanolamina neutraliza el pH para facilitar la adhesion del emulgel,
ademas de aumentar la viscosidad del sistema al hacer que los grupos carboxilo
del carbémero se desprotonen dando transparencia al gel. %

Todos estos factores presentes en esta formulacién permitieron el contacto de los
ingredientes activos con la piel del raton sin bloguearla, su formulacion como
emulsién aceite-agua fue un vehiculo efectivo para optimizar la distribucion de la
ivermectina en la piel y su posterior penetracion. Esta formulacion esta incluida en
el grupo de los farmacos pour on (de aplicacién cutanea) que aplicada sobre la
linea media dorsal de los animales en experimentacion, al mezclarse con las
secreciones de las glandulas sudoriparas y sebaceas potencian el efecto de
emulsion que mejora su actividad como vehiculo facilitando la distribucion
dérmica de la ivermectina. Esto ademas puede asociarse al hecho de que
algunos animales secretan un sebo aceitoso que se emulsifica con el sudor,
llenando el poro del foliculo, la piel y debajo del pelaje; fenbmeno que ocurre sobre
todo el cuerpo y genera un efecto sistémico desde el sitio de aplicacion lo cual
favorece la distribucién por todo el cuerpo alcanzando la ubicacion del parasito
sobre el cuerpo y en los diferentes tejidos que alojo.

Debe considerarse una dualidad de factores que influyen en la actividad biolégica
del emulgel, aquellos que son propios de los ratones CD 1 que se sometieron a
tratamiento, tales como peso, sexo, edad, genética, nutricion, hébitos de vida,
emocionales y patologias asociadas y por otro lado los factores propios del
farmaco que incluyen las propiedades fisicoquimicas y factores constitucionales y
conformacionales 2.

La farmacocinética y actividad de las avermectinas entre ellas la ivermectina son
influenciadas por las propiedades fisicoquimicas de las moléculas activas, el
vehiculo empleado influye en la velocidad y duracion del proceso de absorcion del
farmaco y puede modificar el perfil de concentracion plasmatica.

La via de administracion de los antihelminticos afecta su distribucion, la
biodisponibidad y persistencia de sus concentraciones en el organismo. La
ivermectina es un farmaco altamente lipofilico que en este estudio se suministré
por via epicutanea que se absorbio y distribuyé adecuadamente después de su
aplicaciéon, posteriormente fue absorbida y concentrada en el tejido adiposo
liberandose lentamente, estos son factores que favorecieron el porcentaje de
eficiencia del emulgel con un valor de 92.6% hasta llegar al maximo de 100% al
transcurso de las semanas (ver resultados)®.
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Derivado de la via de administracion hubo mayor biodisponibilidad, debido a que
se une a las proteinas plasmaticas como la albumina se distribuy6é por todo el
cuerpo de los animales en la mayoria de los tejidos particularmente la grasa
corporal con un periodo residual de 10 a 12 semanas, la literatura reporta que no
penetra con facilidad en el liquido cefalorraquideo con lo que se minimiza su
toxicidad?*, factor adicional para que el cerebro fuese el lugar en el que se
encontraron el mayor numero de larvas.

El producto probado cumple con aspectos que facilitan la absorcién del principio
activo como tener una concentracion alta, ser liposoluble, tener un coeficiente de
particion elevado, y no ionizado; ademas la cantidad de farmaco absorbida fue alta
considerando que la superficie de absorcién y la vascularizaciéon de la piel es
elevada. Al ser un sistema bifasico (aceite/agua), su mecanismo de transporte a
través de las membranas del organismo es mediante difusion simple a una
velocidad proporcional al gradiente de concentracién 2. Otra de las ventajas del
emulgel es la posibilidad de incrementar el tiempo de permanencia in-situ,
reduciendo el nUmero de aplicaciones, a partir de ahi, la ivermectina es liberada
aumentando su biodisponibilidad 3°
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9. Conclusiones

Se evalud la actividad antiparasitaria de una nueva formulacion de ivermectina en
emulgel aplicada contra larvas enquistadas de Ancylostoma caninum que
regularmente infecta a los caninos, con implicaciones zoongticas, estableciendo
de esta manera nuevas opciones para su tratamiento.

Se determind un nivel de inhibicion de la migracion de 96.3%, en los lotes
tratados 30 dias posteriores a la inoculacion (Lote 3), una eficacia de 92.6% para
el Lote 4 y 5, con una y dos aplicaciones del emulgel, respectivamente; para el
Lote 6 con tres aplicaciones 96.2% y para el Lote 7 con cuatro tratamientos se
encontro una eficiencia del 100%.

Asimismo se identificé a la digestibn enzimatica como la fase critica del

experimento y los factores influyentes en la implantacién y recuperacion de larvas,
tales como genéticos, ambientales e inmunoldgicos.
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