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ABREVIATURAS

DMSO Dimetil sulféxido

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
SSO Solucién de superoxidacion

NaOH Hidréxido de sodio

SSF Solucién salina fisiolégica

ADN Acido desoxirribonucleico
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mM Milimoles

HTc Huevos de Toxocara canis

L2 Larva etapa 2 de Toxocara canis

L3 Larva etapa 3 de Toxocara canis

L4 Larva etapa 4 de Toxocara canis

PCR Polymerase chain reaction (Reaccién en cadena de polimerasa)
NT Neurotoxocariosis

TO Toxocariosis ocular

LMV Sindrome de larva migrante visceral
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INTRODUCCION

Toxocara canis es un pardsito intestinal que tiene como hospedero definitivo al perro y
sus congéneres. Es el principal causante, junto con Toxocara cati, de la enfermedad
conocida como toxocariosis en humanos, una de las helmintiasis con mayor prevalencia
a nivel mundial en paises industrializados (Chen et al., 2012). Esta enfermedad puede
ser asintomatica o puede mostrar sindromes clinicos causados por la migraciéon de la
larva de Toxocara spp. a través del sistema circulatorio y diversos 6rganos internos,
mismo que varian de acuerdo a la intensidad de la infeccion y la capacidad del sistema
inmune para contrarrestar la infeccion (Macpherson, 2013).

Una de las principales fuentes de infecciéon por huevos de Toxocara spp. que logran
desarrollarse hasta el estado infectivo L2 para el humano, es su facil distribucién a través
de las heces de perros, gatos y otras especies de canideos (Overgaauw, 2013). Los
huevos de Toxocara canis son casi esféricos y miden de 75-90 um. Poseen una cubierta
gruesa y rugosa con varias capas concéntricas. Son de color marrén oscuro, no
segmentados y su contenido ocupa practicamente todo el interior. Tienen una cubierta
compuesta por tres capas: interna o lipidica, media o quitinosa y externa o vitelina, que
le confieren la impermeabilidad a cualquier sustancia que no sea gas o disolvente
lipidico.

Las drogas antihelminticas mayormente usadas para el tratamiento de la toxocariasis
humana pertenecen al grupo de los benzimidazol-carbamatos (Pawlowski, 2001), sin
embargo, tienen una biodisponibilidad baja en los tejidos, debido a su extremadamente

baja solubilidad (Hrckova et al., 2001).

Las soluciones superoxidadas electrolizadas (SSO) son soluciones dcidas, carentes de
color con un alto potencial de reacciéon 6xido-reduccion (Tanaka et al., 1996). En el caso
de la produccién de soluciones con pH neutro, el agua es tratada con caracteristicas
fisioldgicas especificas y una solucién saturada de cloruro de sodio grado reactivo es
sometido a un proceso de electrélisis controlada para la generacion de iones.

La ventaja de estos procesos es que resulta una solucién con un pH neutro de 6.4 a 7.5,

con capacidad de oxidacién-reduccién de +800 a +900 mV (Durén, 2010).



Desde su aparicidn, estas soluciones han llamado la atencién por su efectividad contra
bacterias, virus, hongos, esporas y micobacterias, asi como su baja toxicidad en tejidos y
facil manejo en el almacenamiento, uso y desecho.

Los azoles son compuestos quimicos que contienen una estructura ciclica aromética con
dos heterodtomos, en el que al menos uno de ellos tiene un dtomo de nitrégeno.

En bacterias, los azoles actian como inhibidores de proteinas reductasas, relacionadas
con la sintesis de 4dcidos grasos. Cuando estos azoles son ligados a Co*" Cu* y Zn”* se
potencializa la actividad antimicrobiana. Esta relacion se debe a que los azoles tienen
mayor solubilidad, biodisponibilidad e interaccién con el ADN a través de asociaciones

intermoleculares (Castillo et al., 2016)

ANTECEDENTES
GENERALIDADES

Taxonomia

Toxocara canis forma parte del Phylum Nematoda, Clase Secernetea, Orden Ascaridida,
Superfamilia Ascaroidea, familia Toxocaridae, Género Toxocara, que contiene una gran
cantidad de géneros formados por gusanos largos intestinales, capaces de afectar a una
variedad de vertebrados.

La toxocariosis es una de las enfermedades mds comunes en perros, provocadas por
nematodos, especificamente de las especies Toxocara spp. (Moreira et al., 2014).
Diferentes mamiferos, incluyendo el ser humano, pueden ser infectados a través de la
ingestion accidental de huevos larvados de Toxocara spp., o bien, por consumo de

visceras o carne mal cocidas de hospederos paraténicos infectados (Choi et al., 2008).

Morfologia del adulto

Los machos miden 4-10 cm. x 2-3 cm. de didmetro, mientras que las hembras miden de
5-18 cm., su boca estd bordeada por tres labios. También en su parte anterior posee dos
proyecciones cuticulares caracteristicas del género, conocidas como alas cervicales, que
miden 2.5 x 0.2 mm. y le dan a la parte anterior del parasito la forma caracteristica de

punta de flecha (Cordero del Campillo & Rojo Vazquez, 1999).



Los adultos se establecen y viven en el intestino delgado de los canidos, luego de una

migracion hepato-cardio-pulmonar, misma que realizan los distinos estadios larvarios.

Fig. 1. Parasito adulto de 7. canis

Morfologia del huevo

Los parésitos adultos producen huevos que son eliminados al medio ambiente a través de
las heces (Taira et al., 2004). Estos son casi esféricos y miden de 75-90 um y poseen una
cubierta gruesa y rugosa con varias capas concéntricas. Son de color marrén oscuro, no
segmentado y su contenido ocupa practicamente todo el interior. Se acepta que los
huevos de los nematodos en general, tienen una cubierta compuesta por tres capas:
interna o lipidica, media o quitinosa y externa o vitelina. La capa lipidica estd compuesta
mayormente por ascardsidos y un 25% de proteinas. Los ascardsidos son glucolipidos
exclusivos de los nematodos, compuestos por un azicar y un alcohol unidos por enlaces
glucosidicos. Estos compuestos son los responsables de la impermeabilidad de los
huevos de Toxocara canis a cualquier sustancia que no sea gas o disolvente lipidico. La
capa quitinosa estd constituida por quitina, un polisacdrido compuesto por unidades de
N-acetilglucosamina, que ofrece un soporte similar al exoesqueleto de los artropodos. La
capa vitelina del huevo es similar en composicion a la capa externa del pardsito adulto,
es rica en carbohidratos y es la responsable de establecer los mecanismos de evasion de

la respuesta inmunitaria del hospedador (Cordero del Campillo & Rojo Vazquez, 1999).



Fig. 2. Huevo larvado de T. canis

Ciclo biolégico

Toxocara canis tiene un ciclo vital complejo con cuatro posibilidades de infeccién: via
directa, mediante la ingestion de huevos larvados, via transplacentaria y via lactogénica.
El desarrollo de los huevos toma lugar fuera del hospedador, es decir, en el medio
ambiente. El estadio L2 representa el ciclo infectante, que tras infectar a su hospedador,
pueden seguir dos vias: traqueodigestiva y migracién somética.

Las larvas que eclosionan del huevo penetran en la mucosa del intestino delgado, pasan
a circulacién sanguinea e inician una larga migracion intraorgdnica. A las 24-48 horas,

llegan al higado por via portal.
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Fig. 3. Ciclo infeccioso en hospedadores paraténicos de 7. canis (Despommier, 2003).

En perros jovenes, menores a 6 meses, la larva crece considerablemente al llegar a los
pulmones (0.8-0.9 mm), alcanzando el doble de tamafo al llegar al higado (Owen,

1930).

Epidemiologia

La toxocariosis es una enfermedad zoondtica de distribucion mundial, término que es
aplicado a la infeccién provocada por Toxocara spp, siendo las especies T. canis y T.
cati las mas importantes en relacion a la prevalencia de helmintiasis en paises
industrializados, representando un problema negligente de salud publica (Magnaval et
al., 2001).

La infeccion humana relacionada a Toxocara canis y Toxocara cati fue descrita por
primera ocasién por Wilder en 1950. Estos pardsitos han sido detectados en dérganos

como el ojo, pulmones e higado.



Existen cuatro reservorios epidemiolégicos: infecciones intestinales en hospederos
definitivos, huevos en el ambiente, larvas en huéspedes accidentales y larvas somaticas
en diversos hospederos (Schnieder et al., 2011).

Actualmente, el Consejo Europeo para el Control de las Parasitosis en Animales de
Compaiiia (ESCCAP 2017) recomienda la desparasitacion en perros mayores a 6 meses
al menos cuatro veces al afio.

Diversos estudios han demostrado que existen altas tasas de contaminacion (10-30%)
por HTc en patios traseros, areneros, parques publicos, dreas de juegos infantiles, lagos y
otros lugares publicos (Mizgajska-Wiktor and Uga, 2006). Destacan hédbitos como la
geofagia y el uso de parques publicos como un factor de riesgo en nifios y perros
menores a 6 meses de edad.

En relacién a nuestro pais, existen diversos estudios realizados tanto en dreas rurales
como en dreas densamente pobladas.

Rodriguez-Vivas y colaboradores (2011), realizaron un estudio sobre la prevalencia de
parésitos intestinales en 130 perros en una comunidad rural del estado de Yucatan y los
factores asociados a la zoonosis. El 80% de los perros muestreados (104 individuos)
resultaron positivos a la presencia de parasitos intestinales, en donde 7. canis estaba
presente en 6.2% de ellos. Individuos con factores asociados a la edad (menores a 2
afios) y pobre condicién corporal, tenian mayor riesgo de adquirir la infeccion.

Nuiez y colaboradores (2013), evaluaron un total de 108 muestras séricas de pobladores
entre 24 meses a 16 afos de edad en la ciudad de Ecatepec (Estado de México), en
donde 22.22% de las muestras resultaron seropositivas a 7. canis. Observaron una mayor
prevalencia en hombres que en mujeres, 28.84% y 16.07%, respectivamente, mientras
que los nifos (2 a 11 aflos) presentaron una tendencia menor comparada con el grupo de
sujetos de mayor edad (12 a 16 afios), con 4.62% y 17.59%, respectivamente. Asi
mismo, encontraron que el 80% de nifios con seropositividad tenian malos hébitos
higiénicos, previo a la ingestién de alimentos, por lo que el riesgo de contaminacién era
aun mayor.

Los huevos de Toxocara spp. son muy adhesivos y dificiles de remover del pelo del
perro o gato, facilitando su ingestion accidental por el humano. En un estudio realizado

por Roddie y colaboradores en el afio 2008, analizaron 100 perros callejeros para



determinar la presencia de huevos de 7. canis en heces y en el pelo, de manera
significativa la gran mayoria de huevos recuperados el (95%) provenian de muestras
tomadas de cachorros a pesar de que solo una cuarta parte (25%) de las muestras totales

tomadas provenian de estos individuos.

Diagnéstico

La deteccion adecuada y la vigilancia sobre la contaminacion ambiental con H7c son las
acciones mas importantes para prevenir y controlar la infeccion en diferentes
hospederos.

Si bien la presencia de eosinofilia crénica es considerada un indicador confiable en el
diagndstico de helmintiasis, las técnicas de laboratorio usadas mas efectivas vy
economicas son las relacionadas a las pruebas inmunoldgicas (Magnaval et al.,, 2001).
La més comun es la prueba ELISA, usando antigenos secretores-excretores de 7. canis
secretados por la larva, mantenida previamente en cultivo (Smith y Nordin, 2006),

teniendo un 90% de especificidad y 80% de sensibilidad.

Hallazgos clinicos en perros infectados

Durante el proceso natural de infeccion, los H7c se desarrollan en el medio ambiente
hasta su etapa infectiva. Las larvas se desarrollan en su interior hasta el estadio L2 en un
promedio de 0 a 15 dias. Los H7c¢ son ingeridos por sus hospederos naturales
(hospederos definitivos), sin embargo, también pueden ser ingeridos por hospederos no
naturales (hospederos paraténicos) como los roedores (ratones, ratas) e incluso seres
humanos. Las larvas eclosionan en el intestino, atraviesan la pared intestinal y emigran
hasta los pulmones a través de la vena porta y el higado. En los pulmones mudan a L3 y
de ahi, pasan a la trdquea y, por tos o estornudos, son expulsadas al exterior o llegan a la
boca y son deglutidas. Esta migracion dura unos 10 dias. Una vez ingerida, la larva L3
llega hasta el intestino y muda a L4 y al estado adulto, en total 25 a 30 dias tras la
infeccién, y posteriormente ya como adultos empiezan a producir huevos que serdn
eliminados al medio junto con las heces. Estd modalidad del ciclo biolégico ocurre en
cachorros, sin embargo, en perros de mas de 3 meses este ciclo se hace cada vez menos

frecuente, y por encima de los 6 meses ya no se da. En su lugar, las larvas L3 inician una



migracién somdtica que puede llevarlas a numerosos 6rganos como el higado, los
pulmones, el corazén, el cerebro, musculo esquelético y a la pared del tracto
gastrointestinal. En estos drganos acaban encapsuldndose e inician una etapa de
hipobiosis y pueden permanecer infectivas durante afios. En esta migracién somadtica, las
larvas pueden llegar también a las glandulas mamarias de las hembras y a través de la
leche contaminada con larvas infecciosas, puede llegar a los cachorros, sobre todo
durante las tres primeras semanas de lactancia. Por esta via, las larvas no hardn una
migracion somdtica dentro del cachorro, sino que se instalardn directamente en el
intestino donde completan el ciclo y empiezan a poner huevos. La madre puede
reinfectarse con estos huevos al lamer al cachorro. También puede ocurrir la infeccion
intrauterina, en la cual las hembras gestantes, previamente infectadas y con larvas
hipobidticas somdticas, unos tres meses antes del parto se reactivan, atraviesan la
placenta y se instalan en los pulmones del feto donde mudan a L3, justo antes del parto.
De alli y a través de la trdquea alcanzan el intestino del cachorro donde completan el
desarrollo hasta llegar a la etapa adulta. Basta una sola infeccion de la madre, para que
ésta pueda infectar a los cachorros incluso de camadas subsecuentes, es decir, una primo
infeccidn, incluso en ausencia de reinfeccion puede dar lugar a varias infecciones
transplacentarias.

La primera sospecha de infecciéon en animales jovenes es el crecimiento lento y la
pérdida de peso. Presentan el pelo opaco y la cavidad abdominal inflamada. Los
nematodos pueden ser vomitados y encontrados en heces con moco (diarrea) (Merck
Veterinary Manual, 2016).

La infeccion experimental de perros menores a 5 de edad con H7c mostré que las larvas
alcanzaron su desarrollo en el tracto digestivo. Se evidencié el progreso de la infeccion,
resultando en la presencia de la larva L2 en el higado y pulmones. Al llegar a los
pulmones, comienza el desarrollo de la larva L3, que migra al estdmago y madura al
estado adulto en el intestino. Los cachorros con infecciones severas pueden desarrollar

neumonia, ascitis, higado graso y enteritis mucoide.



Hallazgos clinicos en humanos infectados

La toxocariosis humana es una infeccion causada por la larva de Toxocara spp., de
distribucién mundial, especialmente en dreas tropicales. Es encontrada comtinmente en
nifos con malos hdbitos de higiene y sobre todo en aquellos que tienen contacto con
animales (Filho et al., 2002).

Su manifestacion y el proceso clinico es determinado por el tamafio de la inoculacién,
frecuencia de reinfeccidn, localizacion de la larva y la respuesta inmune del hospedador,
ademads de ser demostrado gracias a la deteccion de anticuerpos IgG contra antigenos el
sistema secretor-excretor de la larva (Maizels, 2013).

La localizacién de la larva puede identificarse a través del examen clinico y técnicas de
imagenologia si la larva se encuentra alojada en el ojo, cerebro o higado.

Existen diferentes formas de presentacion clinica de la enfermedad: toxocariosis ocular
(TO), toxocariosis neuroldgica (NT) y sindrome de larva migrante visceral (LMV).

En TO, la larva migrante puede ocasionar dafio en la retina, induciendo reacciones
granulomatosas y en casos severos la pérdida de la vision.

Los signos clinicos que forman parte de la clasificacion del sindrome LMV, es reflejado
como consecuencias de respuestas inflamatorias debido a la migraciéon de la larva a
través de las visceras. Se presenta generalmente en nifios menores a 5 afios, con signos
como fiebre, inflamacién del higado y bazo, deficiencias del tracto respiratorio bajo que
pueden desarrollar asma (Bujis et al., 1997).

En NT se han presentado signos como ataques nerviosos, sintomas neurosiquidtricos,

encefalopatias, acompafiados con miocarditis y nefritis (Despommier, 2003).

Aspectos moleculares

El genoma de T. canis analizado hasta el momento, indica que tiene 18 cromosomas y
317 pb. Este contiene al menos 18,596 genes codificantes de proteinas que incluye
peptidasas, en las que predominan metaloproteinasa M12, cisteinasa COl y CO2 y
serinasas SOI, SO8 y S09, enzimas de gran interés por su presencia en productos
secretores/excretores (TES) de 7. canis. Biolégicamente, el secretoma es un conjunto de
biomoléculas que estin involucradas en diversos procesos celulares (Ditgen et al,

2014). El secretoma de 7. canis es rico en enzimas proteoliticas como las peptidasas,



moléculas que facilitan la penetraciéon y degradacion de tejidos, ademds de modular o
suprimir la respuesta del sistema inmune del hospedador (Zhu et al., 2015). También se
encuentran secuencias codificantes de quinasas, fosfatasas, receptores de miembros de la
familia de rhodopsinas, secretinas y feromonas; transportadores relacionados a la familia
ABC (importadores o exportadores) y canales i6nicos que facilitardn el transporte de
moléculas como el K. Un total de 9,283 secuencias proteicas han sido clasificadas
dentro de 3 principales categorias funcionales: a) Procesos bioldgicos, b) Funciones

moleculares y ¢) Componentes celulares (Kong ef al., 2016).

Fuentes de contaminacion ambiental

Si bien, se asume que la infeccion por 7. canis tiene relacion con la cantidad de huevos
infectivos en el medio ambiente, es importante tener el conocimiento de las fuentes que
faciliten la propagacién ambiental.

Morgan y colaboradores (2013) realizaron un estudio en la ciudad de Bristol, Reino
Unido, y demostraron que es posible estimar las fuentes de contaminacion por Toxocara
spp entre perros, gatos y zorros. Determinaron que del grupo de perros positivos, los no
castrados fueron los que producian la mayor cantidad de huevos que contaminan el
ambiente. La prevalencia se vio disminuida de acuerdo a la edad de los perros positivos,
aunque se mantuvo alta en perros de 9 a 12 semanas de edad. Encontraron que la
proporcion de huevos infectivos que llegan al medio ambiente, estd relacionado
fuertemente con la recoleccion y deposicion adecuada de las heces. Mizgajska-Wiktor y
colaboradores (2017) dirigieron un estudio a largo plazo (1997-2017) en localidades de
Polonia, en donde evaluaron 3,309 muestras de suelo. Concluyeron que el grado de
contaminacién del suelo con huevos de Toxocara spp. (14.9%) fue mayor en localidades
citadinas que en poblados alejados de la ciudad. Los huevos se concentraban
especialmente alrededor de los hogares y en menor proporcién en parques y areneros
publicos, provocando un alto riesgo de transmision de toxocariosis a humanos durante

todo el ano.
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Medios y condiciones para la maduraciéon de H7¢

Los huevos de Toxocara spp. usados para ensayos experimentales, son obtenidos a
través de la diseccion del utero de las hembras adultas, colectadas de perros infectados
naturalmente (Savigny, 1975).

Diferentes medios de maduracion han sido usados para promover el desarrollo adecuado
del embrion, bajo condiciones Optimas. Los medios de maduracién varian de acuerdo a
las condiciones climatolégicas donde es realizado el experimento.

Zibaei et al. (2007) colocaron el sedimento que contenia los huevos de T. canis en tubos
Eppendorf, adicionado con 2.5% de formalina, para evitar su contaminacién. Ademas,
condiciond la temperatura ambiental a 25°C con 9.8% de humedad, hasta observar el
desarrollo larvario infectivo, monitoreado y oxigenando la muestra periddicamente.
Resende er al. (2015) probaron el protocolo que consistid en el aislamiento de los
huevos via maceraciéon mecdnica del ttero de las hembras, mismos que fueron
cultivados satisfactoriamente con una solucién de H,SOy, bajo temperatura controlada
de 26°C, durante seis semanas. A diferencia de este autor, Pinelli et al. (2007), después
de colectar los huevos, probaron el mismo medio, sin embargo, lo hicieron a temperatura
controlada en un cuarto oscuro, logrando el desarrollo embrionario en el mismo lapso.
Otro método de incubacién, simple y econdmico, fue el usado por Heuer et al. (2015),
en el que usaron agua de grifo, en una incubadora a 25° durante un periodo de 4 a 6

semanas.

Criterios de viabilidad para nematodos

Actualmente, la evaluacion de la viabilidad de huevos esta basada en la determinacion
de las estructuras morfoldgicas durante la observaciéon bajo microscopio o bien, por el
desarrollo larvario durante el periodo de incubacion.

Johnson et al., (1998) determinaron la viabilidad de huevos de Ascaris suum basados en
el desarrollo larvario durante la incubacion, indicando que si el huevo y su interior se
encontraban degenerados o sin desarrollo, seria considerado como muerto, mientras que
si habia presencia de division celular seria considerado como vivo.

Diversos ensayos han sido realizados para evaluar la viabilidad de H7c, en el que

incluyen el uso de animales de laboratorio como método de viabilidad objetiva.
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MTT

El MTT es un compuesto usado en pruebas de viabilidad de células eucariotas, ya que
facilita la identificacion de las células metabdlicamente activas o viables, convirtiendo el
sustrato a un producto fluorescente color morado que puede ser evaluado a través de un
lector de placas (Sittampalam et al., 2004).

El sustrato de MTT es preparado sobre una solucién fisiolégicamente balanceada, y
usualmente termina teniendo una concentracion final de 0.2 a 0.5 mg/ml.

La cantidad de formazéin es medida de acuerdo al registro de cambios de absorbancia a
570 nm, usando un espectrofotémetro. La longitud de onda usada para cultivos celulares
varfa de 510 a 630 nm, aunque para nematodos como Haemonchus contortus puede
variar hasta 575 nm.

Células con metabolismo activo, transforman el MTT en un producto de color morado.
Cuando las células mueren, pierden la habilidad de convertir el MTT en formazén.
Algunos mecanismos considerados para la reduccién a formazan involucran la reaccion
de la coenzima nicotinamida adenina dinucledtido de hidrogeno o NADH (Goodwin et
al., 1995).

La cantidad de sefial generada es dependiente de diversos factores, entre los que
destacan la concentraciéon de MTT, el periodo de incubacién, el nimero de células

viables y su actividad metabdlica.

COMPUESTOS QUIMICOS

Desinfectantes

Existen diversos estudios que han buscado proponer alternativas de desinfeccidon para
diferentes organismos patdgenos, sin embargo, los que contemplan huevos de
nematodos en etapas infectivas dentro de sus protocolos, son limitados.

Shalaby et al. (2011) desarrollaron ensayos similares al presente estudio con H7c usando
yodo, glutaraldehido, cloruro de benzalconio, permanganato de potasio, alcohol etilico,
hidroxido de potasio, soluciones fendlicas y peroxido de hidrégeno, con resultados
parcialmente favorables como método de desinfeccion.

Diferentes métodos usados para la desinfeccion de aguas residuales, como cloro y

radiaciéon ultravioleta no han sido efectivos en la eliminacion de algunos
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microorganismos debido a sus estructuras resistentes y facilidad de propagacién (Mun et
al., 2009).

La resistencia elevada de los H7c¢ ha desarrollado una busqueda en elementos que
faciliten su desinfeccion, entre ellos radiacion emitida por rayos x y vy (Kamiya et al.,

1987), ademas de ozono (Finch et. al., 1993).

Soluciones superoxidadas (SSO)

Las soluciones superoxidadas electrolizadas (SSO) son soluciones &cidas, carentes de
color con un alto potencial de reacciéon 6xido-reduccion (Tanaka et al, 1996). Sin
embargo, la inestabilidad y el potencial de corrosién de estas soluciones promovié el
desarrollo de nuevas tecnologias, usadas principalmente para la desinfeccion de equipo
de laboratorio y 4reas clinicas.

La electrdlisis es un proceso en el que una corriente eléctrica es pasada a través de agua
o alguna solucién, generando diversos reactivos quimicos que dependen del soluto usado
y el material de electrodos. Durante este proceso, las moléculas son jaladas a una cdmara
con polos positivo y negativo, produciendo una solucién con radicales libres de
hipoclorito de sodio. El producto final es una solucion superoxidada con pH neutro que
tiene como vida media 12 meses (Eftekharizadeh et al, 2016). En el caso de la
produccién de soluciones con pH neutro, el agua es tratada con caracteristicas
fisioldgicas especificas y una solucién saturada de cloruro de sodio grado reactivo es
sometido a un proceso de electrdlisis controlada para la generacién de iones.

La ventaja de estos procesos es que resulta una solucién con un pH neutro de 6.4 a 7.5,
con capacidad de oxidacién-reduccién de +800 a +900 mV (Durén, 2010).

Desde su aparicion, estas soluciones han llamado la atencién por su efectividad contra
bacterias, virus, hongos, esporas y micobacterias, asi como su baja toxicidad en tejidos y

facil manejo en el almacenamiento, uso y desecho.
Complejos metalicos

Debido a la resistencia a los antibi6ticos, el desarrollo de nuevos compuestos contra

agentes microbianos es un tema emergente.
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En bacterias, los azoles actian como inhibidores de proteinas reductasas, relacionadas
con la sintesis de dcidos grasos. Cuando estos azoles son ligados a Co™ Cu** y Zn** se
potencializa la actividad antimicrobiana. Esta relacién se debe a que los azoles tienen
mayor solubilidad, biodisponibilidad e interaccién con el ADN a través de asociaciones
intermoleculares (Castillo et al., 2016).

La lipofilia de los complejos metdlicos aumenta la capacidad de penetracién dentro de
las membranas lipidicas y bloquea los sitios de enlace metdlicos de las enzimas del
microorganismo, y consecuentemente la actividad biocida aumenta. Estos complejos son
altamente potentes debido a su tendencia hacia la unién de los componentes biolégicos
en el citoplasma, incluidos las enzimas, ADN y ARN.

Esta claro que la actividad biocida de algunos complejos se puede atribuir a la naturaleza

polar de las bases y la carga positiva de los d&tomos de nitrégeno (Negm et al., 2010).

Azoles y derivados

Los azoles son compuestos quimicos que contienen una estructura ciclica aromética con
dos heterodtomos, en el que al menos uno de ellos tiene un dtomo de nitrégeno.

La actividad antimicrobiana y antifingica de los azoles, se relaciona con la habilidad de
unirse a enzimas y receptores de diversos microorganismos; en hongos, los azoles se
unen al cofactor heme localizado en el sitio activo del citocromo P450 e inhibe la
conversion del lanosterol al ergosterol, que forma parte de la sintesis de la membrana
celular (Castillo er al., 2016).

El uso potencial de estos compuestos como terapéuticos para enfermedades parasitarias,
por ejemplo los derivados de la familia de benzimidazoles (BZ), se establecié desde el
afio 1950, teniendo como origen principal la molécula a-D-ribofuranacil, parte integral
de la vitamina Bi,. En general, los BZ carbamatos, son materiales cristalinos con alto
punto de fusién y casi insolubles en agua, tienen como mecanismo de accion la
inhibicién de la polimerizacion de la proteina tubulina, que forma parte de los
microtubulos, principal componente del citoesqueleto de los parésitos (Sumano y

Ocampo, 1997).
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JUSTIFICACION

La parasitosis por Toxcara canis es de una elevada prevalencia en los caninos y sus
congéneres salvajes, quienes son los hospedadores naturales de este parésito. Por otro
lado, la biologia de este pardsito le confiere un gran potencial de transmision tanto inter
especies como extra especies, caracteristicas bioldgicas tales como parasitosis masivas,
mads de 50 pardsitos por animal, gran prolificidad de las hembras, ya que son capaces de
producir mds de 100,000 huevos al dia. Los HT7c son sumamente resistentes a los
agentes desinfectantes comunes y pueden permanecer viables en el medio ambiente por
meses e incluso hasta por un afio. En su hospedero natural, este pardsito posee las mas
variadas formas de transmisién, como lo es la forma oral, lactogénica, transplacentaria e
incluso a través de hospederos paraténicos, siendo los seres humanos hospedadores
paraténicos de esta parasitosis. Los seres humanos se pueden infectar de tal forma que
esta parasitosis constituye una de las zoonosis emergentes de mayor interés en la
actualidad, con una prevalencia elevada sobre todo en nifios menores de 12 afos. En el
ser humano, se distinguen varios sindromes, afectando diversos tejidos y provocando
diversas patologias en tejidos tales como en el cerebro, ojo, plumén, higado, rifién y
musculo esquelético entre otros.

El estrés quimico causado por la presencia de metales como plata, cobre, zinc, fierro,
aluminio y titanio ha sido demostrado como agente toxico contra bacterias y hongos
(Castillo et al., 2016).

Ha sido demostrado que la interaccion entre algunos metales, causa dafio estructural y
adelgazamiento de las cubiertas del huevo de Toxocara canis, lo que pudiera poner en
riesgo la viabilidad de la larva (Magana-Lépez et al., 2016).

Por lo anterior, es de vital interés encontrar compuestos que permitan la inactivacion de

las formas infecciosas para animales y seres humanos.

HIPOTESIS
El uso de compuestos metalicos de transicion y ligandos derivados de azoles y/o el
producto comercial Soluvet® disminuird la motilidad de huevos larvados de Toxocara

canis.
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OBJETIVO GENERAL

Describir el efecto de compuestos metélicos ligados a azoles y Soluvet® sobre la

motilidad de huevos larvados de Toxocara canis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Estandarizacion de técnicas usadas para la maduracion de huevos de T. canis.
a. Hidroxido de sodio (NaOH) al 1%
b. Solucién salina fisioldgica (SSF)
2. Evaluar criterios de viabilidad para nematodos previo a la exposiciéon a los
tratamientos
a. Lote aceptable de huevos larvados (Oaks and Kayes, 1979).
b. Interaccion de MTT como método de viabilidad para L2 de Toxocara
canis
3. Determinar la motilidad de L2 de Toxocara canis después de 2 y 4 horas de
exposicion a 7 tratamientos de acuerdo a la escala de Reis et al. (2010).
a. Ligandos de azoles
b. Compuestos metdlicos de transicion ligados a azoles

c. Soluvet®

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de material biolégico
Los nematodos de 7. canis fueron obtenidos a partir de perros naturalmente infectados y
procesados en el Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén (UANL) (Fig. 4).
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A B

Fig. 4 (A, B). Coleccion de adultos. A, adultos y material organico. B, adultos lavados.

Extraccion de huevos de Toxocara canis

Luego de la obtencién de los especimenes, los nematodos tanto juveniles como adultos,
machos y hembras, fueron identificados de acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas
distintivas, separando a las hembras adultas (Hrckova et al., 2001). Las hembras se
lavaron con cloro comercial al 1%, manteniéndose en cajas de Petri con SSF durante 12
horas. La obtencién de huevos fue realizada de acuerdo al método tradicional descrito

por Savigny (1975) (Fig. 5).

Fig. 5 (A, B). A, diferenciacion de nematodos hembras juveniles y adultas. B, huevos colectados.
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Estandarizacion de técnicas usadas para la maduracion de huevos de T. canis
Fueron evaluados 2 medios de cultivo para la maduracién de huevos de 7. canis:
a. Hidréxido de sodio (NaOH) al 1% (CTR Scientific)
i. NaOH (escamas): 4 gr
ii. Agua destilada: 1,000 ml
b. Solucion salina fisiolégica (SSF) (Solucién CS® PiSA)
1. Cloruro de sodio: 0.9 gr
ii. Agua inyectable: 100 ml
Ambos medios fueron usados bajo las mismas condiciones de laboratorio: temperatura
ambiente (24°C), durante 21 a 25 dias, en cajas de cultivo que contenian 1,000+£100
huevos por tratamiento. La cantidad de inicio de las soluciones fue 10 ml para ambos

medios, mismas que fueron repuestas paulatinamente de acuerdo a su consumo.

Criterios de viabilidad para nematodos, previo a la exposicion a los tratamientos
La viabilidad de los huevos fue determinada de acuerdo a las técnicas descritas a
continuacion:

a. Lote aceptable de 83% +4.5 de huevos larvados (Oaks and Kayes, 1979).

b. Interaccién de MTT como método de viabilidad para L2 de Toxocara canis
Fue realizado el ensayo de viabilidad con la técnica de MTT (Affymetrix®/USB,
ThermoFisher Scientific). El compuesto fue preparado usando 25 mg de MTT por 5 ml
de agua estéril destilada y protegido de la luz al estar envuelto por papel aluminio.
Fueron realizados 4 ensayos, con grupos de 100 H7¢ vivos en SSF por cada ensayo a
diferente temperatura, a excepciéon de la prueba con huevos inactivados, que solo

contenia 50 H7c. (Tabla 1).

Variables
Protocolo Temperatura  Tiempo
100 L2 HT¢ + 20 pl MTT+ Incubadora 37°
100 L2 HTc + 20 ul MTT + Incubadora 32°
100 L2 HTc + 20 ul MTT 20°+ 2 horas
50 L2 HTc (inactivados) + 20 ul MTT + Incubadora 27°

Tabla 1. Protocolos usados para evaluar actividad biologica de MTT.
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*Temperatura ambiente
*Inactivados: deshidratados durante 7 dias en incubadora a 37°

Origen de los tratamientos

Los compuestos metélicos de transicion y ligandos derivados de azoles (Tabla 2, fig. 6 y

fig. 7) fueron sintetizados y proporcionados por el Dr. John Jady Hurtado Belancazar y

colaboradores, adscritos al Departamento de Quimica de la Facultad de Ciencias de la

Universidad de los Andes, en Bogot4, Colombia.

Compuesto Cédigo / indice
dicloro[3,5-bis(3,5-dimetilpirazol- 1-ilmetil)tolueno-NN]cobre DMTCu?
3,5-bis(3,5-dimetilpirazol- 1-ilmetil)tolueno DMT
dicloro[ 1,3-bis(indazol- 1-ilmetil)benceno-NN]cobre BIBCu?*
1,3-bis(indazol-1-ilmetil)benceno BIB
dicloro[bis(3,5-dimetil-1-pirazolil)metano-NN]fierro Fe
bis(3,5-dimetil-1-pirazolil)metano L1

Tabla 2. Compuestos metalicos de transicion y ligandos derivados de azoles.

St
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Fig. 6 (A, B, C). Derivados de azoles. A, L1. B, BIB. C, DMT
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Fig. 7 (A, B, C). Compuestos metalicos con ligandos derivados de azoles. A, Fe*. B, BIBCu*. C,

DMTCu?*.
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La SSO con pH neutro (Soluvet ®) fue proporcionado por la casa fabricante
Esteripharma México S. A. de C. V. al Hospital Veterinario de Pequefias Especies de la
FMVZ-UANL, que tiene como féormula agua con pH neutro y especies activas de cloro

al 0.006% y oxigeno.

Exposicion a los tratamientos

El grupo inicial de huevos fue contabilizado a través de la técnica de Mc Master,
evaluando 0.4 ml del cultivo de huevos larvados de T. canis expuestos al medio de SSF,
determinando que el grupo inicial contenia un aproximado de 73,000 + 1,000 huevos,
con un 85% de desarrollo larvario.

La muestra fue homogenizada y dividida en 13 tubos Eppendorf con SSF para facilitar
su manipulacion, ajustando el contenido de cada tubo a 5,000 + 100 huevos por tubo.
Los ligandos y sus complejos metdlicos fueron diluidos con dimetil sulf6xido (DMSO)
(Tabla 3), ajustados a la molaridad de 3.9 mM, mientras que el producto Soluvet® fue
usado de acuerdo a las instrucciones del fabricante para desinfeccidon de alto nivel o

esterilizacion en frio, es decir, sin dilucion.

Compuesto Peso molecular Cantidad (mg) DMSO (ul) Concentracion
(mM)

DMTCu* 442 8750 2.7 1,525

DMT 304.4300 2.8 2,300

BIBCu?** 472.8600 2.5 1,322 30

BIB 338.4100 2.6 1,920 '

Fe 366.4720 2.5 1,705

L1 204.2800 2.8 3,427

Tabla 3. Preparacion de compuestos metalicos de transicion y ligandos derivados de azoles.

De acuerdo a la exposicion natural aproximada de la poblacién canina, elegimos la dosis
con 100 huevos larvados por tratamiento para la realizacion del ensayo in vitro
(Overgaauw, 1997).

Fueron utilizados grupos de 100 + 5 huevos larvados (L2), en una placa microtituladora
de fondo plano con 96 pocillos. El comportamiento previo al ensayo fue observado

durante 1 hora bajo microscopio Optico para garantizar el estado 6ptimo del grupo.
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Todos los ensayos fueron repetidos tres veces por tratamiento, con grupos controles de
DMSO, SSF y Febendazol.

Las muestras fueron observadas en periodos de 2 y 4 horas, bajo microscopio invertido
Axiovert 40C (Carl Zeiss, Alemania), y evaluadas de acuerdo al criterio de motilidad
establecido por Kiuchi ef al. (1987) y mejorado por Reis et al. (2010) (Tabla 4), el cual
indica que el valor que corresponde a la escala 5 de motilidad hace referencia al
movimiento rapido usando todo el cuerpo, es decir, cuando el tratamiento no tuvo un

efecto sobre la motilidad de L2 de 7. canis.

Estado de la larva Escala

Movimiento rapido usando todo el cuerpo
Movimiento intermedio usando todo el cuerpo
Movimiento lento usando todo el cuerpo
Movimiento usando solo una parte del cuerpo

Inmévil pero no muerta

S = N W B~ WO

Muerta

Tabla 4. Escala de motilidad

Anélisis estadistico
El andlisis estadistico de los resultados obtenidos fue realizado mediante el paquete
estadistico IBM SPSS Statistics v. 23, para llevar a cabo un andlisis de varianza

(P<0.005).

RESULTADOS

Estandarizacion de técnicas usadas para la maduracion de huevos de T. canis, de
acuerdo al procedimiento descrito por Oaks and Kayes (1979).

De acuerdo a la evaluacién de dos protocolos de cultivos (Fig. 8 A y B) sobre la
maduracién de huevos, bajo el criterio de Oaks and Kayes (1979), resulté que el grupo
de HTc cultivados en SSF, desarrolld6 la mayor cantidad de huevo larvados bajo
condiciones de laboratorio (+83% de lote aceptable de huevos larvados), comparado con
el medio a base de NaOH al 1% (£20% de lote aceptable de huevos larvados), durante
21 a 25 dias.
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Fig. 8 (A, B). A, grupo de H7¢c con medio NaOH. B, grupo de H7¢ con SSF.

Criterios de viabilidad para nematodos, previo a la exposicion a los tratamientos

Se realiz6 el ensayo de viabilidad con la técnica de MTT (Affymetrix®, ThermoFisher
Scientific) utilizado usualmente para evaluar la actividad metabdlica de células
animales. La preparacion del compuesto fue realizada usando 25 mg de MTT por 5 ml
de agua estéril destilada, sin verse afectada su funcioén biolégica. Se expusieron 1 grupo

de 100 HT¢, con diferente temperatura (Tabla 5).

Observaciones
Protocolo Coloracién Motilidad
100 L2 HT¢ + 20 ul MTT+ Incubadora + +
100 L2 HTc + 20 pl MTT + Incubadora - 3
100 L2 HTc + 20 ul MTT - +
50 L2 HT¢ (inactivados) + 20 ul MTT + Incubadora + -

Tabla 5. Resultado de reaccion de éxido-reduccion de cristales de formazan y su efecto en
la motilidad de HT¢, observado bajo microscopio éptico
*Inactivados: deshidratados durante 7 dias en incubadora a 37°

Exposicién a tratamientos

El grupo de HTc que fue expuesto al compuesto a base de BIBCu** fue el que presento
mayor dafio respecto a la estructura del huevo (Figura 9), sin embargo, el 81% de las
larvas presentaban movimiento intermedio-lento usando el cuerpo completo, es decir,

escala 3. (Tabla 6).
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En los ensayos con DMT, BIB, Fez+, L1 y Soluvet®, no se observaron cambios
morfoldgicos significativos en la estructura del huevo, ademds que el 83% de las larvas

presentaban de movimiento intermedio-lento a rdpido usando todo el cuerpo (escala 3, 4

y5).

Tratamiento Escala
5 4 3 2 1 0 Significancia
Estadistica*

Febendazol 1 1 1 94 1

DMTCu?* 0.33 3466 5833 9.66 033 0 .379

DMT 90.33  6.00 3.66 0 0 0 .897
BIBCu?* 566 7.66 81.00 566 0 O .883

BIB 87.66 9.00 3.33 0 0 0 .89

Fe 86.66 9.66  3.66 0 0 0 916

L1 88.33 366 300 500 O O .899
Soluvet® 8433 7.66 7.00 1.00 O 0 .009

Tabla 6. Resultados de acuerdo a escala de motilidad y su significancia estadistica

A 40x B 40x

Fig. 9 (A, B) BIBCu?. A, se observa alteracién de las capas del huevo y reduccién notoria del
grosor. B, huevo sin desarrollo larvario con salida del contenido por alteracion de las capas.

El grupo expuesto al compuesto formado por DMTCu** fue observado el

adelgazamiento considerable de las capas externas (fig. 10), sin embargo, el 93% de las
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larvas presentaban movimiento intermedio-lento usando el cuerpo completo, es decir,

escala 3 y 4. (Tabla 6).

A 40x B 40x

Fig. 10 (A, B). A, huevo de grupo control (SSF) con integridad de capas; nétese la capa granular
externa intacta con desarrollo larvario. B, huevo con alteracion en capas a pesar de tener
desarrollo larvario (DMTCu?").

DISCUSION

Los resultados obtenidos respecto al desarrollo larvario y maduracién de huevos de T.
canis utilizando como medio de cultivo SSF, pueden ser atribuidos a que es una
solucién isotdnica, estéril, carente de propiedades toxicas para cualquier organismo, que
mantiene a las células en un nivel bajo de estrés y en constante hidratacién, coincidente
con el protocolo usado por Heuer et al (2015), en el que usaron agua de grifo, en una
incubadora a 25° durante un periodo de 4 a 6 semanas.

En cambio, las propiedades atribuibles al NaOH como la capacidad de hidrolizar las
proteinas, lo convierte en un posible medio de cultivo nocivo para el desarrollo larvario
de los HTc, mismos que estdn compuestos por glucolipidos y proteinas.

Los métodos tradicionales para la evaluacién de la viabilidad de nematodos, incluyen el
desarrollo del huevo hasta la etapa larvaria, considerado asi como huevo viable o
infectivo durante el periodo de incubacion, criterio que coincide con otros protocolos,

como el seguido por Johnson y colaboradores (1998).
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El MTT es un compuesto usado en pruebas de viabilidad de células eucariotas, ya que
facilita la identificacion de las células metabdlicamente activas o viables, convirtiendo el
sustrato a un producto fluorescente color morado que puede ser observado a simple
vista, pero para una medicién menos subjetiva, se requiere la medicién a través de un
fotometro de microplacas (Sittampalam et al, 2004). T. canis es un organismo
multicelular, con capas selectivamente permeables, lo que nos hizo considerar el uso de
MTT como método confiable de viabilidad, sin embargo, los resultados no fueron
concluyentes debido a que tanto los huevos viables (larva en movimiento) como no
viables (larva sin movimiento) presentaban el cambio de coloracién correspondiente a
las células metabdlicamente activas. Adicionalmente, los huevos no viables, fueron
deshidratados y rehidratados, para asegurar la pérdida de actividades bioldgicas y
observados bajo microscopio 6ptico durante 60 minutos previo al a exposicion del MTT.
Actualmente, existen algunos pardmetros que son considerados factores importantes que
pudieran alterar la sefial (coloracién) generada, como la concentracién de MTT, el
periodo de incubacién, el nimero de células viables y su actividad metabdlica. Existen
diversos métodos de evaluacion que ofrecen mayor certeza sobre la viabilidad de la
muestra usada en los ensayos, destacando la de Ferreira et al. (2015), quienes obtuvieron
resultados positivos con la técnica basada en marcadores fluorescentes como Sytox® y
yoduro de propidio, siendo técnicas menos subjetivas, econémicas y reproducibles.
Coincidente con el trabajo de investigacidon realizado por Castillo y colaboradores
(2016), los ligandos derivados de azoles, por si solos, no alteraron las estructuras del
organismo. Asi mismo, se tiene claro que derivados de pirazol, imidazol e indazol
combinados con metales tienen un potencial antibacterial contra bacterias gram positivas
y gram negativas, ademads de especies de hongos resistentes como Aspergillus fumigatus.
Cabe destacar que el cobre es un elemento esencial para la mayoria de los organismos
vivos. Para algunas enzimas, el cobre funciona como un donador/aceptor de electrones,
alterando la funcién biolégica celular (Karlin, 1993).

El estrato ascarosideo, caracteristico de los nematodos, estd compuesto quimicamente
por protefnas (25%) y lipidos (75%), haciéndolo impermeable a diferentes compuestos,

mejorando la resistencia a condiciones desfavorables (Katakam et al., 2014).
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Soluvet® tiene como componente activo el Cl (60 ppm). Aygicek y colaboradores

(2001) evaluaron la eficacia de algunos desinfectantes, entre ellos el hipoclorito de sodio

al 7%, mostrando un 100% de motilidad larvaria 24 horas después de la exposicion,

concluyendo que el hipoclorito de sodio no tuvo efectos sobre los huevos de 7. canis,

coincidente con los resultados mostrados en este estudio.

Debido a las caracteristicas estructurales de las membranas uterina, vitelina, quitinosa,

granular y laminar convierte al huevo de Toxocara canis en un organismo resistente a

diferentes condiciones ambientales y agentes quimicos (Bouchet et al., 1986).

d)

€)

CONCLUSION

El medio de cultivo a base de SSF demostré ser més eficaz para promover la
maduracién de huevos bajo condiciones de laboratorio.

El protocolo desarrollado por Oaks and Kayes (1979), sigue siendo un método
confiable para determinar la viabilidad de huevos de Toxocara canis.

El protocolo de evaluacién de viabilidad con MTT fue descartado como método
confiable bajo observaciéon de microscopio Optico. Es indispensable el uso del
equipo adecuado, asi como los factores de tiempo de exposicidon y concentracion
del compuesto, para considerar fiables los resultados de éste método.

El efecto de los ligandos derivados de azoles con cobre (BIBCu?* y DMTCu?")
pueden inducir dafio en la morfologia y/o viabilidad del huevo de 7. canis,
provocando rupturas y adelgazamiento de sus membranas. Ademds, disminuy6
considerablemente la motilidad de la larva.

Los derivados de azoles y la solucion de superoxidacién (Soluvet®) no tuvieron

un efecto significativo en el dafio de las capas del huevo de Toxocara canis.

Es necesario continuar con investigaciones sobre los efectos de estos compuestos en

diferentes condiciones y estadios larvarios (no embrionado), asi como las pruebas de

citotoxicidad celular.
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