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I.- INTRODUCCTION

B e e



El tratamiento de las helmintiasis humanas y animales por me-
dios quimioterapeiiticos ha entrado en vias de solucidn, gracias a una-
exhaustiva tarea que desde hace m3s de una década, se viene realizandc
encaminada a la blisqueda de mol&culas activas capaces de atacar el hel
minto en diferentes estadios de su ciclo bioldgico.

Aunque los conocimientos existentes hoy en dia, acerca de las
interrelaciones pardsito - hospedador y concretamente aquellas que se-
refieren al metabolismo de los mismos, son amplios y profundos, resul-
ta dificil encontrar disefios tedricos de una estructura quimica capaz-
de interferir con una ruta metabdlica particular del helminto y que a
su vez, no sea responsable de acciones pefjudiciales para el hospeda--
dor. En este sentido, existen métodos mads o menos empiricos destinados
al hallazgo de productos con actividad farmacoldgica de cardcter an- -
tihelmintico, tales como el cribado (Screening), por los que se han en
contrado numerosos firmacos o al menos el producto base de una familia
de los mismos.

Todo "screening'" farmacoldgico implica la existencia de mode-
los experimentales de laboratorio adecuados en el sentido de que permi
ten llevar a cabo con &xito y del modo mis sencillo posible esta tarea
de por si ardua y rutinaria.

Estos modelos experimentales deben responder a un planteamiepn
to econdmico simple, es decir, deben permitir obtener los miAximos ren-
dimientos posibles, utilizando los minimos medios.

Por lo tanto, deberidn mantenerse en medios u hospedadores ba-
ratos, serdn capaces de ser sometidos a técnicas de andlisis sencillas
y las respuestas a los tratamientos se caracterizaridn por su universa-

lidad, en el sentido de que pueden extrapolarse al mayor niimero de gru
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- .
pos mas o menos afines a ellos. En el caso concreto de los Nematodos, -

Irichinella spiralis, Nippostrogylus brasiliensis, Nematospiroides du-

bius, etc., suelen ser las piedras de toque para un gran nidmero de an-
tihelminticos que por las peculiaridades de sus ciclos bioldgicos y su
relativa facilidad de mantenimiento, se ajustan a las condiciones que
un buen modelo experimental deberd reunir.

A partir del descubrimiento del Thiabendazol por BROWN en - -
1962 y mediante numerosos ensayos basados en efectuar sustituciones en
diversas posiciones del niicleo imidazélico, se ha llegado 5 los tiem--
pos actuales al hallazgo de una familia de antihelminticos considera--

dos como los mids prometedores por el momento, se trata de los benzimi

dazol-carbamatos. Algunos de ellos como el Mebendazol y Oxfendazol, -
son de particular interés, obteniéndose resultados sorprendentes en -
tratamientos contra diversos helmintos efectuados tanto a nivel animal
como humano.

La gran eficacia de estos fdrmacos se centra en la multiplici
dad de sus acciones, ya que pueden atacar al pardsito bajo diferentes
formas actuando simultaneamente. Se ha podido comprobar para ellos la
produccidn de interferencias de rutas metabdlicas a distintos niveles
a la vez, que producen alteraciones de otros procesos fisioldgicos, ta
les como permeabilidad de membranas o alteraciones morfoldgicas y es--
tructurales como ocurre con el Mebendazol en la desorganizacidn de la

pared del quiste de Trichinella spiralis. Todas estas acciones pueden

ser complementadas por un efecto inmunomodificante de los mismos, pro-
duciéndose incluso la situacidn un tante curiosa, en el caso del Mesben
dazol, el cual puede actuar como inmunoestimulante a dosis medias vy al

tas y como inmunosupresor a dosis minimas no eficaces como antihelmin-



ticas. Esto Gltimo es de gran importancia, si se tiene en cuenta ade--
mas que son fendmenos bAsicamente inmunitarios los que gobiernan el -
porvenir de un nematodo a lo largo del ciclo bioldgico en el interior
de un hospedadonr adecuado.

Por todas estas consideraciones y coutinuando con una de las
lineas de investipgacidn establecidas desde hace ya bastantes afos en -
nuestro laboratorio, sobre la que disponemos de abundante informacién,
nos hemos planteado la realizacidn del presente trabajo encaminado a -

conseguir los siguientes objetivos:

1) Realizacidn del cribado farmacoldgico de dos nuevos an- -
tihelminticos llegados recientemente a nuestro laboratorio, utilizando

como modelo experimental a la especie Trichinella spiralis en ratones

de la estirpe CD-1.

2) Determinacidén de los umbrales de actividad antihelmintica

del Mebendazol y Oxfendazol sobre larvas enquistadas de Trichinella --

spiralis en ratounes CD-1.

3) Influencia que sobre algunas fases del ciclo bioldgico de

Trichinella spiralis, tiemen algunas fdrmacos citostditicos, fuertemen-

te inmunosupresores, tanto de inmunidad celular como humoral y su re--

percusidn en un posterior tratamiento supresivo con Mebendazol

4) Estudio de las modificaciones histopatoldgicas ocasionadas

por el tratamiento con oxfendazol contra larvas enquistadas, asi como

las que se producen en el tratamiento con Mebendazol en ratones bajo -
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diferentes condiciones previas de inmunosupresidn y en aquellos que -
previamente han recibido elementos inmunitarios de donantes estimula--

dos.

Los objetivos 3 y 4 son consecuencia de la hipdtesis general
ya planteada y en proceso de demostracidén experimental (SAN MARTIN y -
col. 1978, MARTINEZ-FERNANDEZ y col. 1978, 1979) de que es el proceso
de hipersensibilidad de tipo retardado, de la inmunidad medi#da por c@
lulas, el ejecutor rdpidec de la destruccidn de las fases quisticas en

Trichinella spiralis, desencadenado por la accidén de algunos antihel--

minticos pencimidazdlicos, como los estudiados en el punto uno.



REVISION BIBLIOGRAFICA



2.1.- Encuadre taxondmico.

El 2 de febrero de 1835, JAMES PAGET, descubre la presencia
de un pardsito en las formaciones quisticas musculares, encontradas d‘
rante la diseccidn anatdmica del cadaver de un hombre fallecido de tu
berculosis pulmonar. PAGET, puso el hallazgo en conocimiento de RI- -
CHARD OWEN, quien indentificd al pardsito enquistado como un nematodo .

al que denomind "Trichina spiralis”.

En 1895, RAILLIET, lo renombrd "Trichinella spiralis" por -

asignacidn anterior del nombre genérico de "Trichina™ a un género de -
insectos.

Siguiendo la clasificacidn de los Nematodos de CHITWOOD en {
1950, T. spiralis, es incluida dentro de la familia Trichinellidae, ca
racterizada por la presencia de una vulva sobre el esticosoma, machos
sin espicula y hembras viviparas; debido a la presencia en estado lar
vario de un estilete bucal y de gliandulas esofidgicas, libres en la ca
vidad general, durante toda la vida, solamente rodeadas de una pared
muscular y con uno o dos esticosomas;RAILLIET en (1895), incluye a es
ta familia dentro de la superfamilia Trichuroidea.

La superfamilia se incluye en el orden En&plida CHITWOOD, -~
B.G. and CRITWOOD, M.B. Clase Aphasmidia (sin fasmidios), denominacid
correspondiente a CHITWOOD, B.G. y CHITWOOD, M.B. en 1933 y posterior
mente cambiada por CHITWOOD, M.B. en 1940, rehabilitando el té&rmino -~
Adenphore, que habia sido acufiado por VON LINSTON en 1905 por haber si
do utilizado anteriormente la denominacidn Aphasmidia en Entomologia.

Los nematodos afasmidia entre los cuales se encuentra Trichi-

nella spiralis proceden segiin CHITWOOD, M.B. y col. 1950, de la Dory--
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laimida, probablemente de especies prdximas a las actuales Mermytoidea
parisitos de artrdpodos en medio acudtico, de ahi que los hospedadores
mis primitivos seguramente habrin sido vertebrados de agua dulce.

La clasificacidn taxondmica adecuada es por tanto loa siguien

te:

Phylum Nematoda

Clase Adenophorea (Von Linstow, 1905), CHITWOOD, 1940. Sindni

mo Aphasmidia CHITWOOD y CHITWOOD, 1933.

Orden Endplida CHITWOOD, 1933.
Superfamilia Trichuroidea, RAILLIET, 1895.
Familia Trichinellidae, WARD, 1907.
Género Trichinella.

Especie Trichinella spiralis (OWEN, 1835) -

RAILLIET, 1895.
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Existen actualmente otras especies de Trichinella perfectamen
te descritas y mantenidas en nuestro laboratorio, si bien nuestro tra-
bajo se realiza solamente con la especie T, spiralis, comprobada su =
identidad mediante pruebas de aislamiento reproductivo hechas por BOEV
S.N. y sus colaboradores, SCHAICHENOV, B. y TAXIEVA, Z.CH. en el Insti
tuto de Zoologia de la Academia de las Ciencias de Alma Ata, Repilblica

del Kazaquistdn, en la U.R.S.S. MARTINEZ~FERNANDEZ y cols. (1978)

2.2.- Biologia de Trichinella spiralis.

2.2.1.- Ciclo biolégico.

Trichinella spiralis se caracteriza por la posesidm de un ci—:
clo bioldgico eriddgeno en elique la transferencia de hospedador a hos- .
pedador se realiza por mecanismos tales como la depredacidn, caniba1i§;
mo y necofagia, mecanismos que son ajenos a la propia triquina, pero -~
imprescindibles para el mantenimiento de sus hospedadores. Se trata -
pues de un ciclo que bisicamente esté& asegurado por un proceso trdfico
complejo que resulta altamente eficaz para el pardsito.

Baer llama a este ciclo bioldgico, autoheteroxeno, pues un -
mismo animal se comporta como hospedador definitivo en un primer nivel
orgidnico (el intestino), lugar donde el pardsito alcanza la madurez se’
xual y como hospedador intermediario em un segundo nivel orgdnico (mis
culo estriado), donde la larva, protegida de las defeunsas del hospeda- .
dor por una cidpsula que la rodea, espera el paso a un nuevo individuo.

Podemos iniciar la descripcidn del ciclo bioldgico de Trichi-

nella spiralis, en el momento en que un hospedador adecuado ingiere, -

bajo diferentes formas, triquinas variables que en el caso de permane- .

cer en los quistes en el momento de la ingestidn, quedaron liberadas -
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en el estémago merced a la accidn del jugo gidstrico. En relacidn al --
tiempo necesario para un total desenquistamiento, existen varias apor-
taciones, asi HELLER, 1933, afirma, que fueron encontradas formas in--
testinales en la mucosa del intestino delgado a las 12 horas p.i., - -
mientras que GOULD (1945), observé triquinas desenquistadas en la muco
sa del intestino delgado de rato, dentro de la primera hora p.i. y en
la mucosa duodenal, a los 20 minutos p.i.

En relacidn al ritmo y niimero de mudas, existen controversias
BERNTZEN 19645, afirma que la primera muda tienme lugar en el huevo, en
el interior del Gtero de la hembra, seguida de dos mudas en fase intra
muscular y una en fase intestinal de desarrollo.

PODHAJECKY (1964), THOMAS (1965) y SHANTA y MEEROVITCH (1967)
congideran que solamente ocurren dos mudas y ambas tienen lugar en el
intestino. Un trabajo de KREIS (1937), concluye que los machos mudan -
tres veces y lags hembras cuatro, otros autores como VILLELA (1958) v -
ALI KHAN (1966), encuentran que tanto hembras como machos mudan cuatro
vaces. En un trabajo de KOZEK (1971) se proponen cuatro mudas, durante
la fase intestinal que tienen lugar en los machos, aproximadamente a -
las 9, 13, 18 y 25 horas p.i. y en las hembras a las 10, 15, 21 y 28 -
horas. Asimismo, considera que la inseminacidn de las hembras ocurre -
por primera vez a las 30 horas p.i., sin embargo, en trabajos anterio-
res realizados por KIM (1961, 1962) se proponen cuatro o mids mudas, -
MEEROVITICH (1965) hace referencia s3lo a dos y BERNTZEN (1965) encuen-
tra solamente una en sus respectivos medios de cultivo.

De acuerdo con ROTH (1938), los vermes adultos de Trichinella
se localizan en la porcidn distal del intestino en cobayas. GURSH - -

(1949), encontrd en ratas, que una gran parte de las larvas infestan--
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tes aparecen localizadas en un principio en la porcidnm proximal del in
testino delgado, a con;inuacién penetra en la mucosa y después de 22 -
24 horas post infestacidn (p.i.), la mayoria retornan a luz del intes-
tino. Subsecuentemente vuelven a introducirse en la mucosa y muy pocas
permanecen en la luz ael intestino.

En cuanto a la proporcidn de machos y hembras existentes en el
intestino delgado, existe la creencia general, deducida de las observa
ciones efectuadas en varios hospedadores (ratas, ratounes, cobayas) de
que. el nimero de hembras es aproximadamente el doble del de machos, TY
ZZER y HONEIJ (1916), encontraron, en ratas a los 6-8 dias p.i., un 36
~ 41% de hembras y en los dias 17 - 18 p.i. una proporcidn aproximada
de hemhras : machos andloga a 2:1, resultados anilogos fueron obteni-
dos por GOULD 1945. CHRISTENSON 1927 y MC. COY (1931), encontraroan, -
sin embargo, que la razdn sexual era 1:1. Otros investigadores, como -
HELLER 1933, HEMMERT-HALS WICK y BUGGE, 1934, MATOFF (1937), GURSH - -
(1949), SCHAAF y LAMPE (1958), analizando los vermes recogidas de rato
nes desde el d3a 2 al 18 p.i., una variacidn en la relacidn sexual que
va desde un 2,93 : 4 3 5:1 (hembras:machos). BOYD y ﬂﬂSTON (1954) refi
rid que en la luz del intestino de ratas e inmediatamente antes de 1la
copulacidn de los vermes, la relacidn sexual de hembras a machos Ffue -
de 2:1. PODHAJECKY (1963), en ratones experimentalmente infestados, en
contrd que la relacidn (hembras/machos) en la luz del intestino fue de
2,2:1 entre las 32 - 48 horas p.i., decayendo a 0,4:1 entre los 26-35
dias p.i. THOMAS (1965) encontrd que la razdn de hembras/machos de tri
quinag intestinales, en ratdn decrecia desde 2,93:1, en el cuarto dia
p.1. hasta 1:1 en el 16°dia p.i.

Una vez que las formas intestinales de triquina alcanzaron la
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madurez sexual, se disponen para la cdpula. Este fendmeno estid afecta-
do de modo especial por factores como el sexo, especie del hospedador
y también por diferentes productos secundarios producidos por el parid-
sito. DOERR y MENZI (1933), HEMMERT-HALSWICK y BUGGE (1934), pensaban
que la copulacidn tenia lugar en la mucosa del intestino delgado aun--
que no fueron capaces de demostrarlo. GOULD y col. (1957) y THOMAS --
(1965), afirmaun que la copulacidn ocurre en las vellosidades intestina
les y puede repetirse varias veces. N

En cuanto al tiempo de iniciacidn de la copulacidn, algunos -
autores determinaron la presencia de abundancia de esperma en la vesi-
cula seminal de los machos entre los 25-38 horas p.i., mientras que la
vagina de las hembras no contenia nada. A las 44 horas, la vesicula se
minal estaba vacla y la porcidn anterior de la vagina en la mayoria de
las hembras contenia gran cantidad de esperma. Concluyeron que la copu
lacidn se verificaba a las 40 horas de que ratas fueran alimentadas -
con carne triquinosa.

GOULD y col. (1955), encountraron Sdvulos y espermatozoides en -
los receptiaculos seminales de hembras recogidos de los intestinos de -
ratas 30 horas despué&s de la infestacidn.

WU y KINGSCOTE (1957) observaron que la inseminacidn y la ovu-
lacidn ocurrian a las 37 horas en hembras recogidas de ratones. Sin em
bargo, en ratas, encontraron que un 6% de las hembras de triquina reco
gidas a las 30 horas p.i., contenian solamemte Svulos, mientras que a
las 32 boras p.i., el 72 por ciento de las hembras contenian dvulos y
un 52% tamhidn espermatozoides en el receptdculo seminal. En un traba-
jo mis reciente, KOZEK (1971 a), KOZEK (1971 b), propone que la cdpula

ocurre por primera vez a las 30 horas p.i.
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Una vez efectuada la cdpula, las hembras penetran emn las glin-
dulas de Lieberkuen, comenzando el parto de los embriones y los ma~- -
chos, contrariamente a lo que se pensaba y gracias a los trabajos de -
PODHAJECKY (1964), THOMAS (1965), MARTINEZ FERNANDEZ (1978), SANMARTIN
DURAN (1979), se pudo demostrar que no son expulsados inmediatamente -
después de la cdpula, sino que son los que mads tiempo permanecen en el
intestino, de tal forqa que la autocuracidén se vislumbra por la inver-
sién de la relacidn secual.

Los autores proponen diversos tiempos para el momento en que - .
comienza el nacimiento de las larvas. HELLER (1933), dice que tiene lu

gar a partir de 80-90 horas. STRYKER (1947), observa el nacimiento de

las larvas entre el 9-23 dia p.i., en el hombre. GOULD y col. (1955)
considera que es a partir de las 96 horas p.i. BRITOV (1962), admite -

que entre el 6-7 dia p.i.

No se observa una unidad de criterios a través de la literatu
ra en relacidén al niimero de embrionmes que una larva puede producir en
condiciones naturales. MC.COY (1931) calculd que una hembra de triqui-
na en rata produjo 200-400 larvas hijas. Dicho cdlculo lo obtuvo consi
derando que la proporcidn hembras:machos en el intestino era 1:1. Idén
tico resultado fue obtenido por WOLFFHUGEL (1938) quien infectd una ra
ta con dos larvas, un macho y una hembra, y recogid 200 larvas de sus
miisculos. El propio Mc.COY en (1932), refirid que en monos experimen--
talmente infestados, el niimero medio de larvas por hembra adulta fue -
de 1500.

NOLF (1937), implantd una hembra de triquina grivida en una ra
ta la cual produjo 1.112 larvas hijas.

ROTH (1939), admite que una hembra adulta deposita de 1300 & -
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i
1500 larvas durante su vida en la mucosa del intestino del cobaya.

EDNEY y col. (1953), establecid en 345, el nimero de larvas -
producido por cada hembra gravida.

THOMAS (1965), encontrd que cada hembra adulta, en el intesti-
no del ratdén, produjo entre 91 y 625 larvas.

El nacimiento de los embriones parece ser tiene lugar uno a -
uno a partir del orificio vulvar de la madre. Inmediatamente del naci-
miento comienza la emigracidén de los recién nacidos hacia los miisculos
esqueléticos. No existe tampoco un acuerdo undnime entre los diversos
autores en relacidn a las vias elegidas para la emigracidn, parece ser
que este fendmeno se halla fuertemente condicionado por el hospedador.

CERFONTAINE (1895), ASKANAZY (1895), GRAHAM (1897), STAUBLI- -
(1909), CHANDLER y col. (1941), afirman que las larvas recién nacidas
entran en la mucosa intestinal para ser depositadas directamenté en -
los vasos linfdticos intestinales, vénulas mesent&ricas y conductos to
rdcicos, posteriormente penetran en el lado derecho del corazdén y des-
pués de sobrepasar los filtros hepidtico y pulmonar entran en la circu-
lacidn periférica para distribuirse por todo el cuerpo del hospedador.
Parece ser que no todas las larvas emigrantes alcanzan el misculo es--
quelético, a través de la circulacidn periférica, existen algunas vias
que aunque son minoritarias en relacidn a las anteriormente citadas, -
han sido citadas no obstante por ciertos autores, LEUCKART (1866), - -
afirma que muchas larvas pueden emigrar a través del tejido conectivo,
STAUBLI (1909), encontrd algunas larvas emigrando a través de diversos
fluidos corporales, aunque la mayor parte lo hacia por via sanguinea.
BERNTZEN (1965), observd que en ratas, muchas de las larvas verifica--

ban su emigracifn hacia los miisculos esqueléticos a través del tejido



conectivo. Resultados similares fueron obtenidos por SHANTA Y MEERO- -
VITCH (1967) con ratones. BEREZANTSEV (1963), encontrd abundantes hemo
rragias en pulmdn, cerebro, miisculos, corazdn y otros drganos de rato-
nes durante la emigracidén de las larvas y dedujo que las larvas pasa—-
ban a través de los capilares, entraban en el sistema nervioso y repe-
tian su emigracidn por la misma ruta hasta que eventualmente,encontra-
ban el mfisculo esqueldtico. Existe una aceptacidn undnime acerca del -

especial organotropismo que Triquinella spiralis posee por el misculo

esqueldtico. VOGEL (1930).

Una vez que las larvas de triquina alcanzaron el misculo esque -
18tico y penetrarom en las fibras musculares estriadas, experimentan -
un crecimiento hasta alcanzar una logitud de 1 mm. aproximadamente y -
comienza el fendmeno de encapsulacidn como resultado de uma reaccién -
del hospedador.

A los 17-18 dias p.i., cuando la larva empieza a enrollarse, -
es capaz de resistir la accidn de los jugos digestivos y desde este mo
mento se convierte en potencialmente infestante, para otro hospedador
que puede ingerir el misculo parasitado. La larva desarrollada presen-
ta ya un alto grado de diferenciacidn sexual.

A los 30 dias 1la larva de triquina ha crecide, hasta una longi
tud 10 veces mayor que la que tiene en su origen y un di&metro siete -
veces mayor que el original. La larva encapsulada, de 30 dias, mide -
0,9-1,28 mm. de largo por 0,035-0,040 mm. de ancho.

Tedricamente, la invasidn de los misculos del hospedador por -
larvas de T. spiralis puede continuar durante tanto tiempo como hem- -
bras gradvidas pueden ser localizadas en el tracto intestinal, se trata

pues de un periodo variable que depende mayormente del estado inmunolg



gico del hospedador.

Dentro de los miisculos esqueléticos en general, existen algu--
nos por los que triquina muestra predileccidn a la hora de enquistarse
KUHN (citado por RAILLIET en 1895), da una lista del orden de preferen
cia que T.spiralis tiene por ello: diafragma, paletilla, laringeos, in
terno crural, nuca, lingual, bucales, extraoculares, abdominales, fle-
xores de los dedos, misculos del cuello, intercostales y misculos de -
la espalda.

DOERR Y SCHMIDT(1929 a), después de haber inyectado hembras -
grividas de triquina dentro de la vena yugular de cobayas, fueron capa
ces de demostrar la existencia de larvas en los siguientes mdsculos -
en orden decreciente de la densidad de los mismos: maseteros,diafragma
miisculos de extremidades anteriores, miisculos de extremidades posterio
res.

En estudios realizados "post mortem'" sobre hombre o cerdo, se
utiliza frecuentemente la porcidn tendinosa del diafragma, mientras -
que en pequefios animales de experimentacidén tales como la rata, el co-
"baya, suelen ser los maseteros y la lengua los misculos preferidos pa-
ra la deteccidn del pardsito y posteriores estudios histoldgicos.

SCHOOP y c¢ol. (1961), determinaron que en ratas y ratones in--
festados, los misculos extraoculares fueron invadidos por las larvas -
con una intesidad, dos veces mayor que los miisculos esqueléticos y en
ratas, ratones, conejos, los misculos de los ojos fueron regularmente
mids infestados que los de los dedos.

OLSEN y col. (1964), encontraroen que, entre doce cerdos,, ex-—
perimeotalmente infestado, el diafragma registrd una mayor densidad de

larvas en sjete de ellos y la lengua en cinco. También encontraron que
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fué mayor la infestacidn en los miisculos deltoides que en los pectora-
les.

Resulta légico pensar que si la emigracidn de las larvas de -
T. spiralis hacia los misculos esqueléticos tiene lugar mayormente por
via hemdtica, deberan los tejidos, que por ser muy actives y estar in-
tensamente irrigados, los que registren una mayor densidad de larvas -
de T. spiralis. Para demostrar esta hipdtesis, se han llevado a cabo -
algunos experimentos; BERGER ¢ STAHELIN (1928), cortaron el nervio cié‘
tico de una de las extremidades de un cobaya, quedando por tanto para~1
lizada, posteriormente, lo infestaron experimentalmente con triquina,
observando que ambas extremidades fueron igualmente parasitadés.

Esto refuta la idea de que el grado de infestacifn en un miiscu
lo es directamente proporcional al trabajo desarrollado por el mismo.
SCHEIFLEY (1937), extrajo toda la cadena de ganglios pertenecientes a
la regidn lumbar de uno de los lados, en cinco perros, con lo cual, €1
aporte sanguineo a los miembros de ese lado aproximadamente dos veces
mayor que el correspondiente a los miembros del lado opuesto, el resul
tado fue que no encountrd diferencias significativas en el grado de lo-
calizacidn de parﬁsit;s en las extremidades de ambos lados. KOZAR y KO
ZAR (1960) encontraron que en ratones forzados diariamente a un traba-
jo muscular, no se incrementd la concentracidn de larvas en el diafrag’
ma. DOERR y SCHMIDT (1929 a), inyectaron hembras grividas de triquina
en sangre circulante, en cobayas, y determinaron a continuacidn la in-
tensidad de las larvas en varios miisculos., La conclusidn a la que lle-
garon fue que la distribucidn de larvas en los diferentes misculos es-~
triados, tanto si proceden de una infestacidn natural entérica, como -

si proceden de una inoculacién parenteral, no estd condicionada sola--



mente por factores mecdnicos de transporte de las larvas en la sangre
inoculada.

La aut@ntica razdn de la diferente distribucidén de las larvas
de triquina en los distintos miisculos esquelé&ticos, todavia no ha sido
aclarada.

Hay muchas aportaciones relativas al momento en que tiene lu--
gar el comienzo de la encapsulacidn de las larvas. Asi PHILLIPSON y -
KERSHAW (1961), consideran que hacia el dia 22 p.i., SHANTA y MEERO- -
VITCH (1966), encuentra que las larvas comienzan a enquistarse el dia
21 p.i., BRUCE (1570 b), observd que el periodo de desarrollo activo -
del quiste tiene lugar entre los dias 18-22 p.i. STEWART y col. (1972)
propone un plazo de 16 dias para un completo desarrollo del proceso de
encapsulacidn. Este proceso depende del momento de la llegada de las -
larvas a los misculos que obviamente no es el mismo para lcs distintos
hospedaderes y ni siquiera para todas las larvas pertenecientes a la -
misma infestacidn.

La naturaleza colagénica de la cidpsula de T. spiralis, eviden-
ciada en estudios al Microscopia dptico por RITTERSON (1966}, GOULD -
(1970), BRUCE (1970 a), sugiere la participacidn del tejido conectivo
circundante en su formacidn, previa estimulacidn del mismo.

Al microscopio electrdnico, los estudios recientemente efectua
dos por TEPPEMA y cols. (1973) y DESPOMMIER (1975), confirman la parti
cipacidn de la fibra muscular en la formacidn de la cidpsula.

Estudios ultraestructurales por FASSKE y THEMANN (1961), RIBAS
MUJAL y RIVERA POMAR (1968), mostraron que durante las primeras fases

de infestacidn muscular con larvas de Trichinella spiralis se producen

marcados cambios morfologicos en las mismas, tales como:



a).- Aumento de la matriz sarcoplismica.

b).~- Aumento del tamafio y nimero de niiclecs, asi como de sus -
nucleolos.

¢).- Pérdida de integridad estructural en las sarcdmeras segui
da de una degeneracidén y desaparicidn de elementos miofi-
lamentosos.

d).- Cambios en la posicidn de las triadas seguidas de una in-
tensa proliferacidn de los componentes del sistema T y -
del reticulo sarcopldsmico rugoso.

e).- Incremento en el tamaifio y nfimero de las mitocondrias.

f).- Aumento en el niimero de complejos de Golgi.

Paralelamente a los cambios morfolégicos anteriormente sefiala-
dos, ocurren cambios bioquimicos ya en los estadios tempranos de la in
festacidn. STEWART y CLARK (1972 a) han evidenciado un notable aumento
de RNA en las fibras musculares de diafragmas infestados con relacién
a los testigos entre los dias 16 y 32 p.i. Experimentos realizados -
por los mismos autores (1972 b), mostraron una incorporacidén de metio-
nina (aminodcido presente en pequeiias cantidades en el coldgeno) en -
los diafragmas infestados que mostrd un modelo de cambio similar al ob
servado con la incorporacidn de prolina, (referide a cambios morfoldgi
cos). Esto sugiere que el incremento en la incorporacidn de prolina -
por parte de los miisculos infestados frente a los no infestados, es un
reflejo primario de las alteraciones en el metabolismo de las protei--
nas de las fibras musculares parasitadas mis bien que un Indice de cam

bios debidos a la sintesis de proteinas quisticas.



2.3. INMUNIDAD EN EL CICLO ENDOGENO DE TRICHINELLA SPIRALIS

Los mecanismos inmunoldgicos, tanto celulares como humorales -
implicados en las relaciones de los helmintos con sus hospedadores, -
pueden considerarse andlogos a aquellos mecanismos efectivos ante - -
otros angentes antigéunicos infecciosos.

Los pardsitos que como Trichinella spiralis invaden el torren-

te circulatorio y tejidos produciendo lesiones en los mismos, provocan
una respuesta inmunoldgica mejot que aquellos que se limiten a permange
cer en las superficies externas o internas del organismo, sin apenas -
lesionarlos CULBERTSON (1938).

Hay dos respuestas bdsicas en la inmunidad adaptativa, la humo
ral y la celular. La inmunidad humoral implica la produccidén y secre--
cidn de anticuerpos, moléculas de inmunoglobulinas capaces de reaccio-
nar con los auntigenos de los tejidos extracelulares, mientras que la -
celular se transmite por medio de lifocitos T no detectdndose anticuer
pos especificos.

LARSH y cols. consideran que la autocuracidn es un fendmeno ex
clusivamente celular, debido a una reaccidn de hipersensibilidad retar
dada. A esta coﬁclusi6n llegan mediante la realizacidn de una serie de
trabajos a partir del afio 1964, que se basen en el efecto que producia
la transferencia de diversos Srganos inmundgenos desde ratones o ratas
sensibilizadas a receptores infectados con T, spiralis. De este modo,
transfieren ganglios linfaticos LARSH v cols. (1964 a); células del -
exudado peritoneal ©LARSH y cols. (1964 b, 1966), obteni@ndose una vio
lenta expulsién de vermes de los recipientes en los momentos de infla-

macidén aguda.



- 28 -

Mediante la sensibilizacidén con extractos crudos larvarios en
adyuvante completo de Freund, LARSH y cols. (1969), obtuvieron resulta-
dos altamente posiciv;s los cuales a su vez, fueron mejorados utilizan
do el antigeno Melcher's, CYPESS y LARSH (1970), CYPESS y cols. (1971).
LARSH y WEATHELY (1974 a),observando que este preparado antigénico, po -
tenciaba los fendmenos de inhibicidn macrofdgica (MIF) en estudios tem
pranos.

Sin embargo, la transferencia de antisueros de donantes infes- -
tados, no manifestd efectos sobre la inmunidad por observaciones en el
niimero de vermes en el intestino delgado, LARSH y cols. (1970 b), GORE
y cols. (1972).

La transferencia de c&lulas del bazo desde donantes sensibili-
zados (inmunizados) y tratados durante 16 dias con suero antitimociti-
co (ATS), a recipientes infestados con T. spiralis, produjo en &stos -
una pérdida de inmunidad, basada en el retraso, en la autocuracidn en
relacidn a los controles, LARSH y cols. (1972). A iguales conclusiones
llegaron KOZAR y cols. (1971 y MACHNICKA (1972).

WALLS y cols. (1973), utilizaron ratones CBA/H, timectomizados
a los que inyectaron células singénicas de la médula Ssea y observaron
que algunos vermes adultos de T. spiralis, permanecian en la mucosa iﬂf
testinal despuég de 30 dias p.i., mientras que en los testigos ya se -
habia producido la autocuracidn en el géptimo dia p.i. La mayor dife--—
rencia entre ambos grupos la observacidn en las reacciones inflamato--
rias. En los timectomizados, la inflamacién intestinal fué desprecia--
ble y solamente se detectaron pocos eosindfilos 10-15 dias después de
la infestacidn, mientras que en los controles aparecid ya una suave in

flamacidn 3-10 dias despu@s de la infestacidn compuesta de neutr&filos
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eosindfilos, linfocitos y macréfagos.

Existe un consenso general en considerar que la respuesta de -
hipersensibilidad retardada tiene dos componentes fundamentales. E1 -
primero lo constituyen las uniones inmunoldgicas especificas entre las
células T - memoria y los antigenos procedentes del verme, lo cual - -
ocasiona un insulto al tejido interesado, el segundo consiste en una -
respuesta inflamatoria no especifica del consiguiente tejido injuriado
que crea condiciones desfavorables para verme, causando directamente -
su expulsidn. LARSH y RACE (1954), LARSH y cols. (1956), COKER (1956),
LARSH y cols. (1959, 1962, 1966, 1974 a). WASSALLI y MCCLUSKEY (1971).

En todos estos estudios, los cambios histopatoldgicos intesti-
nales después de la inoculacidn fueron similares en todos los casos, -
incluyendo los componentes celulares. Difieren en el tiempo requerido
para la iniciacidn de la fase aguda de la inflamacidn y su severidad,
segiin el nivel de inmunizacidn existente en el momento de la inocula--
¢cidén, la inmunocompetencia (edad) del hospedador en el tiempo de la -
inoculacidn y el grado de infestacidn. Los cambios quimicos que acompa
fan a la inflamacidn aguda, ayudan a que los vermes abandonen las - -
dreas inflamadas. Asi por ejemplo, cambios quimicos como una acidosis
afectaron al parisito (CASTRO y cols. 1973). La liberacidn de mediado-
res farmacoldgicamente activos procedentes de la inflamacidn intesti--
nal, pueden impedir el metabolismo del pardsito y actian indirectamen-
te por medio de las funciones gastrointestinales del hospedador, produ
ciendo un microambiente desfavorable a la infestacién. Todo procesco in
flamatorio posee un cardcter inmunoldgico, siendo imgortantes los movi
mientos de los macrbfagos activados, que van a los lugares de inflama-

cidn, atraidos por factores liberados por los linfocitos previamente -



sensibilizados por un antigeno WILLOUBHBY (1978).

Estudios mids recientes ponen de manifiesto que no sélo las cé-
lulas T son las responsables del fenSmenoc de autocuracién, sino tam-
bién las cé&lulas - B (anticuerpos) tienen influencia pudiendo estable-
cer de este modo, una estrecha colaboracidn entre inmunidad celular y
humoral. GIRAUDO y cols. (1973), LARSH (1975).

OGILVIE vy cols. (1974), consideraron para Nippostrogylus brasi

liensis que el fendmeno tenia lugar en dos fases; una primera de inmu-
nidad mediada por anticuerpos (I.M.A.) que produce la alteracidn orga-
nica de los gusanos implantados y una segunda fase de inmunidad media-
da por c&lulas (I.M.C.), que s;n timodependientes, ocasionando é&stas,
una inflamacidn especifica responsable de la expulsidn de los gusanos.
Esta inflamacidn se considera especifica en el sentido de que es indu-
cida por células T, dependientes de la médula &sea, como lo comproba--
ron WAKELIN y WILSON (1978) en ratones NIH, irradiados o timectomiza-—-
dos, si bien por otra parte, actiia inespecificamente contra diversas -
especies de parisitos que cohabiten en la misma regidn.

LOVE y cols. (1976), observaron que en ratas infestadas con -

Trichinella spiralis, la transferencia del fendmeno inmunitario tiene

lugar tanto por el suero como por las células de los ganglios linfiei-
cos y de forma mias eficaz por ambos. En ratones NIH, WAKELIN y LLOYD
(1976 b), demostraron tambi&n que tanto el suero como los linfocitos -
de ganglios linfdticos mesent@ricos, transfieren un estimulo de expul-
sidén de la poblacidén intestinal.

Es importante considerar también el posible papel que pueden -
desempefiar en el fendmeno de la autocuracidén, aquellos agentes modifi-

cadores de la motilidad intestinal como los producidos por las células
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cebadas. En este sentido, varios autores como MICHALSKA, Z y KARMANSKA
(1976), KARMANSKA y MICHALSKA (1977), CARMANSKA y cols. (1977), obser-
varon que impidiendo la actividad de las c&lulas cebadas a nivel de 1la
ldmina propia del intestino, se retrasaba la expulsidén de los adultos.

SANMARTIN DURAN (1979), encontrd una correlacidn lineal mlti-
ple entre el tiempo p.i., el niimero de gusanos adultos y el niimero de
macrdfagos peritoneales, correspondiéndose el aumento rdpido con la -
autocuracidén. Del mismo modo, constatd la actividad de los linfocitos
T productores de linfoquinas por la inhibicién de la emigracidn de ma-
cré6fagos que desde el quinto dia p.i. aumenta progresivamente, parale-
lo al ciclo y continfia mds alld de la autocuracidn, es decir, de la de
saparicién del estimulo antigénico fundamental.

Las fases parenterales de Trichinella spiralis, determinaron -

un aumento en la tasa de anticuerpos circulantes que al actuar sobre -
los embriones circulantes a travé@s de los liquidos corporales, disminu
yen la intensidad de la infestacifén muscular subsiguiente. Por otra -
parte, el hecho de que las larvas recién nacidas sean las formas mds -
pequeilas de T. spiralis, asi como la falta de una cuticula resistente

hacen que &stos sean mis suceptibles a las defensas del hospedador. -

KAZURA y GROVE (1978). Estos mismos autores, mediante estudios realiza
dos "in vito", afirman que las larvas recién nacidas de T. spiralis, -
pueden ser atacados por eosinéfilos, si.bién su destruccidn necesita -
la presencia de anticuerpos especificos. Sin embargo, DESPOMMIER - -
(1971), JAMES y DENHAM (1975), afirmaban, mediante experiencias basa--
das en la inyeccidn de larvas I (L I) de T. spiralis por via intraveng
sa (i.v.), que Bstas mo resultaban inmundgenas ni sensibles a las reac

ciones inmunitarias del hospedador, ya que alcanzaban un nivel de en--



quistamiento independiente del estado inmunoldgico del mismo. Este he-
cho sugirid a JACQUELINE y cols. (1978 a) la idea de que el bloqueo de
las larvas - I se efectuaba a nivel de la mucosa intestinal, antes de

que estas larvas pasaran a los espacios linfiticos o a las vesiculas -
mesentéricas, impidiéndose incluso su nacimiento. Esta hipdtesis la -
confirmaron mediante otro trabajo del mismo aidio (1978 b), en el que es
tudiaron la eficacia "in vitro" de diferentes sueros inmunes de rato--
nes, ratas y cerditos con vistas a la reduccidn en la produccidn de -

larvas por Trichinella spiralis. Trataron de averiguar la incidencia,

en el proceso de distintos anticuerpos humorales e inmunoglabulinas se
gregadas en el intestino, encontrando que los sueros y las secreciones
de animales vacunados y eficazmente protegidos por un antigeno metabd-
lico resultaban inactivos "in vitro", mientras que aquellos que proce-
dian de animales infestados experimentalmente o inmunizados por antige
nos somaticos inhibian la produccidén de larvas. En cuanto a los nive--
les de inmunoglobulinas séricas, las mds activas son las IgM, seguidas
de las IgG, mientras que las IgA tienen un papel pricticamente inapre-
ciables. En las secreciones intestinales las IgA son fundamentalmente
quienes provocan la inhibicidén de la produccidn de las larvas, junto -
con componen-es del infiltrado inflamatorio que actian directamente so
bre las hembras madres.

SAKALAUSKAITE en (1978), efectud un estudio del papel desempe-
fiado por las c&lulas T y B en la respuesta inmune a lo largo de una in

festacidn en 166 ratones con 80 larvas de Trichinella spiralis. Segiin

ésto, los anticuerpos humorales aparecian sobre el dfa 15 p.i., regis-.
trahan los mdximo titulos en el dia 30 y permanecian en niveles altos

hasta el dia 120, fecha en que terminaba el test; solamente la IgM se



mantuvo presente desde el dia 15 al 60. Las IgG aparecian sobre el di:
10, registraban un mi@ximo entre los dias 20 y 30 retornando a niveles
normales hacia el dia 90. La inmunidad celular desarrollada hacia el -
dia 10 alcanzdé un maximo sobre el dia 20. La%méxima respuesta inmune -
fue registrada durante la fase aguda de la infestacidn, durante la em:
gracidon de las larvas. En la fase crénica de la infestacidén, cuando -
las larvas se encapsularon en el misculo del hospedador, las pequeidas
cantidades de antigenos lanzados por el pardsito a través de la clpsu-
ta, fueron suficientes para mantener la produccidén de anticuerpos humg
rales, predominantemente de IgG. Sin embargo, no encontrd una correla-
cidén entre los sistemas T y B.

La llegada de las larvas a los mdsculos esqueldticos produce -
de nuevo una estimulacidn de los fendmenos de hipersensibilidad retar-
dada como consecuencia del nuevo insulto sufrido por los tejidos del -
hospedador. Estas reacciones son T-dependientes, KARMANSKA vy MICHALSK!?
(1978). Los mecanismos inmunitarios, tanto humorales como celulares, -
descienden o a lo mdximo se mantienen a partir del momento en que las
larvas se encapsulan completamente, debido al aislamiento que &sta prg
duce entre pardsito y hospedador. Si por cualquier fendmeno se rompe ¢
altera la estructura de esta barrera como puede ser el tratamieunto cor
antihelmintos, tales como Thiabendazol JARCZEWSKA y cols. {(1974) & Me-
bendazol DE NOLLIN y cols. (1974), RODRIGUEZ CAABEIRO y cols. (1978),-
SANMARTIN DURAN (1979), se desencadena un proceso de hipersensibilidad
retardada a nivel muscular acompafiado de un aumento en la tasa de anti
cuerpos circulantes, todo ello estimulado por la existemcia de un focc
antigénico desnudo, producido a consecuencia de la rotura en la pated

y matriz quistica subsiguiente al tratamiento.



2,4. TERAPIA DE LA TRIQUINOSTIS

La historia real del tratamiento de la triquinosis comienza -
tan solo en los afios sesenta, después del descubrimiento del Thiabenda
zol, BROWN, N y cols. (1962). Hasta las revisiones de LUPASCU y cols.~-
(1970) que recoge integramente la de la Tesis Doctoral de MARTINEZ, -
A.R, (1965), asi como la de CAMPBELL, W.C. (1974), no se citan firma--
cos con real eficacia experimental, siendo principalmente benzimidazo-
les y fosforados orgidnicos.

El Thiabendazol fu&, de los benzimidazoles, el primero que se
probd intensamente de forma experimental, CAMPBELL y CUCKLER (1964); -
MARTINEZ, A.R. (loc. cit.) y en pacientes humanos, STONE y cols. - -
(1964), trabajos seguidos al mismo tiempo y md3s tarde por numerosisi--
mos autores.

El posterior desarrollo de los benzimidazoles consistente qui-
micamente en la sustitucidn en la molédcula del 4-tiazolil en posiciédn
dos, por un carbamato de metilo, al tjiempo que se alarga &ste con radi
cales tales como, un benzoil en el caso del MEBENDAZOL fenil-tio en -
FENBENDAZOL; fenil-sulfinil en OXFENDAZOL o con cadenas lineales tales
como, butil en PARBENDAZOL; propoxi en OXIBENDAZOL y propil-tio en AL—-
BENDAZOL; todas ellas en posicidén cinco, aumentd el arsenal terapedti-
co antihelmintico y consecuentemente el niimero de sustancias con posi-
ble accidn contra alguna de las fases del ciclo biol8gico de triquina.

En nuestro laboratorio y sobre una linea de investigacidn esta
blecida, se viene ensayando el espectro total de algunos de estos an--
tihelminticos, RODRIGUEZ CAABEIRO, F, (1977), en donde ensayd la efica

cia de varios benzimidazol carbamatos y fosforados orgidnicos sobre las



distintas fases del ciclo bioldgico enddgeno de Trichinella spiralis,-

destacindose de forma especial el mebendazol por su gran eficacia con-
tra larvas enquistadas, gracias a una colaboracidén del antihelmintico
y la defensa inmunitaria, conectada sobre la larva, convirtiendo cada
quiste en un granuloma que se renueva lentamente hasta restituir el -
misculo parasitado a la normalidad.

En las pidginas siguientes (35,36 y37), representamos las fdrm:
las estructurales correspondientes a los diversos benzimidazoles, as?
como las de algunos antihelminticos md3s usados actualmente en el trat:

miento de las Nematodosis.
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Resulta muy sugestivo un estudio llevado a cabo por SPALDONOVA

y CORVA, 1978, en donde tratan de establecer una relacidn estructura/-
actividad entre varios antihelminticos benzimidazol carbamatos y su -

eficacia contra larvas enquistadas de Trichinella spiralis.

Primeramente, dichos autores, encontraron que mebendazol, per-
bendazol y albendazol son efectivos contra larvas musculares de T. spi
ralis, mientras que oxibendazol, oxfendazol y fenbendazol (excepto a -
dosis muy altas) resultaban inefectivas. '

La interdependencia de &sto y la naturaleza del grupo quimice

sustituyente en posicidén cinco fué& la siguiente: Si el radical fenilo

se unia al sistema benzimidazol carbamato, a través de umn grupo carbo-



nilo, la eficacia countra larvas de T. spiralis, resultaba ser de un -
100%. La sustitucidn de un carbonilo por un sulfuro, llevaba consigo -
una pérdida de actividad frente a larvas musculares (oxifendazol y fen
bendazol). Un fendmeno similar ocurria también con los sustituyentes -
alifdticos. En posicidn 5 el parbendazol lleva un radical butilo y re-
sultd altamente eficiente; al sustituir el radical butilo por un radi-
cal propoxi (oxibendazol), se obtenfia una pérdida de actividad frente
a las larvas. Cuando en la molédcula del oxibendazol, se sustituia el -
oxigeno del grupo propoxi por un azufre (albendazol), se recuperaba la
actividad.

Por tanto parece probable, segiin los citados autores, que la -
unidn de radicales ciclicos en posicidén 5 a través de azufre, disminu-
ye o incluso anula la eficacia sobre larvas musculares de T. spiralis,
mientras que en el caso de radicales alifidticos, la mantiene. Por otra
parte, la unidn de radicales alifiticos a través de un oxigeno en posi
cidn cinco, produce una p&rdida de la actividad larvicida en estos com

puestos.

MECANISMOS DE ACCION

Los conocimientos actuales acerca de los mecanismos de accidn
de los diversos firmacos usados en el tratamiento de procesos patoldgi
cos producidos por nematodos son escasos, pudiendo establecerse rutas

generales mds bien que detalles bioquimicos concretos.



BENZIMIDAZOLES.

La hipdtesis m3s sencilla acerca del mecanismo de accidn de --
los benzimidazoles es la de que éstos firmacos actilan sobre una base -
comiin, pero su farmacocinética estd afectada por la distribucién y - -
tiempo de vida media en el hospedader, asi como en el paridsito. De es-
te modo, se encuentran mayores concentraciones de Mebendazol en las c@
lulas del intestino que en otras partes del cuerpo en Ascaris suum --
(VAN DEN BOSSCHE y DE NOLLIN, 1973), tratamientos prolongados a dosis
bajas efectuados con benzimidazol carbamatos, resultan mis eficaces -
que aquellos en los que se utilizan dosis altas y Gnicas. (COLES y - -
MCNEILLIE, 1977), lo que parece indicar que los nematodos acumulan ben
zimidazoles en su organismo, fendmeno que por otra parte ha sido obser
vado por COLES (1977). En contraste, el Mebendazol parece que penetra

en el intevior del quiste de Echinococus granulosus por difusidén REI--

SIN y cols. (1977).

Los efectos mutigenos de ciertos benzimidazoles, sobre bacte--
rias sugieren una incorporacién directa de los mismos sobre los dcidos
nucleicos, provocando sustituciones en sus bases (SEILER, 1973). Sin -
embargo, Thiabendazol y tiofanato produjeron un incremento de la acti-

vidad genética en el hongo Aspergillus‘nidulaus (RAPPAS v cols. (1974)

no obteniendo evidencias de que los benzimidazoles se incorporaban al
DNA de nematodos u hongos. Se realizaron diversos estudios con tiaben-

dazol sobre el hongo Aspergilus nidulaus a fin de conocer su mecanis-

mo de accidn, ALLEN y GOTTLIEB, (1970), atribuyen al tiabendazol una -
accibn sobre el transporte electrdnico de la cadena respiratoria, STUT

ZENBERGER y PARLE, (1973), establecen una interferencia con la sinte--



sis y utilizacidn de la vitamina BlZ' Sin embargo, conocimientos mis
recientes (SEILER, 1975, DAVIDSE, 1975, 1976), sugieren que el metil
benzimidazol carbamato (MBC), afecta a la mitosis por interferencia
con las estructuras microtubulares, uni&ndose a una tubulina e impi-
diendo de esta manera su polimerizaci®n. A igual conclusidn, llegd (D
VIDSE 1976) que mediante la utilizacidn de una raza de A. nidulaus,re
gistente a MBC, vid que la cantidad de 8ste, asociada al extracto mic
lial se habia reducido considerablemente y basd la resistencia adquir”
da por el hongo en un cambio estructural en la mol@cula de la tubulin
Segi{in DE BRABANDER y cols. (1975), el benzimidazol-carbamato (R-17934)
que tiene propiedades antitumorales, parece actuar por interferencia =
con los microtiibulos en las c&lulas de la glindula mamaria. Todavia no
se han llevado a cabo experimentos adecuados para ver si los benzimida
zoles se unen a la tubulina de los nematodos, al igual que sucede con
el hongo A. nidulaus. Sin embargo, se sabe que el mebendazol reduce 1
cantidad de glucdgeno en un niimero determinado de especies de helmin-
tos por reduccidn en la captacidén de glucosa exdgena, y asi en el cas
de Agscaris summ, las mids altas concentraciones de dicho firmaco fuero
localizadas en las células del epitelio intestinal, en donde tienen 1
gar la absorcidn de glucosa (DE NOLLIN y VAN DEN BOSSCH 1973). Median
te exdmenes histolégicos detallados, pudo evidenciarse que este anti
helmintico provoca, sobre las células intestinales al igual que en - -
otros tejidos, una desaparicidn de las estructuras microtubulares cito
plasmicas, (BONGERS y cols. 1975 a, b; VERHEYEN y cols. 1976).

Al Thiabendazol, no asi al Mebendazol, se le ha atribuido una

accidn inhibidora sobre la fumarato reductasa en Haemonchus contortus

y en este sentido, la fumarato reductasa de especies resistentes a ben
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zimidazoles resulta asimismo, resistente a tiabendazol y cambendazol -
MALKIN y CAMACHO (1972), PRICHARD (1973), ROMANOWSKI y cols. (1975). -
Sin embargo, los intentos para detectar este enzima en los huevos de -

Nematodirus spathiger, no fueron satisfactorios, indicando que la sola

inhibicidn de la fumarato reductasa no explica la actividad ovicida -
del tiabendazol sobre la especie mencionmada (COLES, 1977). Estudios -
mis recientes, efectuados con algunos firmacos antihelminticos, sobre
los sistemas de trasporte electrénico en las mitocondrias del parisito
y del hospedador, sugirieron que el tiabendazol podria actuar sobre un
determinado niimero de puntos en ambos sistemas, perc parecid improba--
bles que &se fuera el primer lugar de accién del fiarmaco (KOHLER, - -

1978). "In vitro", estudios efectuados en Fasciola hepdtica y Moniezia

expansa con Mebendazol y Cambendazol, pusieron de manifiesto una dismi
nucidn en los niveles de ATP. En el caso de F. hegitica, 800 p.p.m. de
medicamento en suspensidn, durante 30 minutos, fueron necesarios para
producir dicho afecto. También se observaron claros efectos sobre los
nucleotidos de M. Expansa,"in vivo! con mebendazol, 3 horas después de
la dosificacidn. Sin embargo, los pardsitos eran eliminados fisica y -
metabdlicamente intacto (BRYANT y cols. 1976, RAHMAN y cols. 1977). La
posible interferencia con el metabolismo energético y con los mecanis-
mos de transporte electrfnico, podrian ser consecuencia de una analo--
gia estructural de los benzimidazoles con las purinas a la vez que se
favorece una liberacidn de ATPasa, produciéndose como consecuencia un
descenso en los niveles de ATP.

Los mecanismos por los cuales los nematodos adquieren resisten
cia a diversos benzimidazoles, no son.bien conocidos todavia, no obs--

tante, se pueden atribuir a un aumento del poder de degradacidén del me
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dicamento por parte del pardsito o de dismindir su capacidad de absor-
cibn, asi como alteracidn de los receptores especificos a los cuales -
se une el medicamento. La resistencia a benzimidazoles adquirida por -

el hongo Sporobolomyces roseus es al menos, debida en parte a una dis-

minucidn en la toma y asimilacidn de los mismos (NACHMIAS y BARASH, -~
1976).

Aunque estudios anteriores indicaron que la resistencia adqui-
rida por huevos de ciertos nematodos frente a Thiabendazol pudo ser de
bida a una disminucidn de la capacidad de captacidn de la droga, COLES
y SIMPKIN (1977), utilizando un método disefiado por ambos para medir -
cuantitativamente la resistencia adquirida por huevos de dos estirpes

de Haemonchus contortus, frente a benzimidazoles, llegaron a la conclu

sidn de que dicho fendmeno era mas complejo.

Larvas de Ostertagia ostertagi, inhibidas en el gato se carac-

terizaron por presentar una alta resistencia a la quimioterapia por -
benzimidazoles. Sobre &sto existen informaciones recientes debidas a -
{DUNCAN y cols. 1976), acerca del efecto letal del fenbendazol sobre -
dichas larvas, aunque obtiene resultados poco uniformes, posiblemente

debidos a los diferentes grados de latencia de las larvas inhibidas. -
(LANCASTER y HONG 1977). Es posible que esta resistencia fuera debida

a una disminucidn en la toma del medicamento por parte del pardsito, ;
que conduciria a una baja interferencia en procesos metabdlicos, favo-

recida por el estado latente de la larva.
LEVAMISOL.

Uno de los posibles mecanismo de accidn por los que se cree -
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que actla el levamisos es inhibiendo la fumarato reductasa, no obstan-
te, existen buenas razones para creer que &ste no es el mecanismo por

el cual el levamisol provoca la eliminacidn de los vermes. Levamisol -
pudo paralizar filarias, Jlas cuales no contienen fumarato reductasas -
WANG y SAZ, (1974). Ascaris suum no concentra levamisol "in vitro" y -
cuando las concentraciones del firmaco en el medio son bajas, se produ
ce una salida del mismo desde el interior del pardsito, VERHOEVEN y -
cols. (1976), fendmeno observado también por COLES (1977) para N. du--
bius. No se conocen las concentraciones de levamisol necesarias para -
inhibir la fumarato reductasa, no obstante, se sabe que su tiempo de -
vida bioldgica media és corto.

Comparando la accidén del levamisocl en vertebrado y teniendo -
en cuenta que determinados agentes bloqueantes de ganglios del sistema
nervioso autdénomo, tales como hexametonia, mecamilamina y penipidinga,
inhiben las contracciones producidas por levamisol. VAN NEUTEN (1972)
y COLES (1975), concluian que este firmaco actiia como umn estimulante -
ganglionar y observan que no resulta ficil avanzar en el esclarecimien
to de estos mecanismos debido a lo poco que se conoce la fisiologia y
farmacologia del sistema nervioso de los nematodos. Recientemente se -
concede gran importancia a la accidn del levamisol sobre el sistema in
mune ¥y quizi esta nueva via, aporte miAs luz sobre los distintos meca--

nismos de accidén de este fendmeno sobre nematodos y otros helmintos.



- 44 -

MORANTEL.

Los estudios existentes se refieren a un andlogo del morantel,
el pirantel.

El pirantel paraliza a los nematodos por contacto, produciend
una despolarizacidn de las membranas en las fibras musculares. Sobre
A. Suum, su accidn es cien veces mids potente que la de la acetil-coli-
na y a diferencia del levamisol, las contracciones fueron inhibidas -
por la tubocurarina y piperazina, AUBRY y cols. 1970, COLES y cols. -
1975. Es interesante resefiar el hecho de que individuos de Ni ostron-

gylus brasiliensis, paralizados por la accidn del levamisol, resulta--

ron protegidos de los efectos del pirantel. Esto podria sugerir que -
ambos faArmacos actiian sobre los mismos receptores aunque teniendo en -
cuenta sus diferencias farmacoldgicas, también pudo ocurrir que el le-

vamisol actuara tambi&n a otro nivel VAN DEN BOSSCHE (1976).

ORGANOFOSFORADOS.

Se sabe desde hace algin tiempo, que los organofosforados ac--
tilan como inhibidores de la enzima acetil-colinesterasa en un extenso
nfimero de animales. En nematodos, &sto pudo originar un aumento en los
niveles de acetil-colina, produciendo pardlisis y expulsidn de los veg‘
mes. Existe una correlacidn entre la actividad antihelmintica de orga-
nofosforados y su concentracidn necesaria para inhibir la enzima aisla
da. Asimismo, la estabilidad del complejo haloxdn-enzima varia para en
zimas de diferentes nematodos y para los de pardsito y hospedador, he-

cho que pudo demostrar en parte, la variabilidad en la eficacia contra



- 45 =
diferentes especies y la aparente baja toxicidad del haloxdén patra el -
hospedador HART y LEE, (1966).

A continuacidn efectuamos una sucinta revisidn bibliogrdfica -

de los distintos fidrmacos utilizados en las diversas experiencias.
OXFENDAZOL

AVERKIN y cols. (1975), mediante la realizacidn de una serie -
de experimentos en los laboratorios de Syntex Research en Palo Alto -
(California), llegarom al hallazgo de que los sustituyentes fenilsulfi
nil en posicidn seis del nficleo benzimidazdlico, incrementaban notable
mente su actividad antihelmintica, llegando de esta manera a sinteti--—
zar el Methyl 5(6)~ fenilsulfenil-2benzimidazol carbamato (OXFENDAZOL)
el cual presentaba alta eficacia contra una gran variedad de pardsitos
en animales domésticos y de laboratorio. Tiene por fdrmula estructural

0
la siguiente /S N

° \\ NHCO -CH3

H
Se trata de un polvo, blanco, inodoro, pricticamente insoluble
en agua y en la mayoria de los solventes orgdnicos.
Los ensayos de toxicidad aguda y crénica efectuados, muestran
que este antihelmintico es muy poco tdxico. Asi se ha podido determi--
nar las DLSO para ciertas especies, asi como los niveles de tolerancia

a tratamientos continuados.



Animal DLSOen wg/Kg., orales.
Ratdn ...vivevrreeesanne-s 6.400
Rata it sre e 6.400
)= o o« 1.600

Los niveles de tolerancia para cuarenta dias de tratamiemnto

fueron:

Rata et raaesae e eens 40 mg/kg./dia.

PErro .usvevvevsosssan-oes 33 mg/kg./dia.

Durante noventa dias de tratamiento.

Ratas ....cceteavsecsssess Nivel no efectivo = 50 ppm. emn di
ta.
PETTOS «v.vsnvassscsnssarss 6 mg/kg./dila-

Existen pocos datos en la literatura acerca de la farmacociné
tica y mecanismo &e accidn de este fiarmaco. Asi PRICHARD y cols. -
(1978), en una experiencia destinada a conocer la relacifn que existi
entre los niveles hemiaticos midximos,asi como el tiempo durante el cua
se mantienen y el efecto de varios antihelminticos sobre pardsitos, a
ministraron 5 mg./kg. de Oxfendazol "per os" a ovejas y realizaron la
valoracidén de la cantidad de medicamento en sangre a distintos tiempo
y observaron que el oxfendazol se absorbia lentamente, alcanzaba los

niveles miximos a las 30 h. p. trat. y luego decrecia lentamente, re-



gistrindose todavia medicamento en sangre a las 140 horas p. tratamien
to (p.t.).

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

.

Tratamiento.

Tiempo de concen--

H. Contortus. T. colubriformis tracion plasmitica
Media Zreduc Media Zreduc- mixima (horas).
aritmgé cidn. aritmé- cidn.
tica. tica.
Control 3.860 - 1.980 - -
Fenbendazol 110 97,1 975 50,8 22
Oxfendazol 10 99,7 520 73,7 28

Estos resultados fueron obtenidos administrando 5 mg/.kg. de =
cada antihelmintico por via oral en dosis sencilla a ovejas previamen-

te infestadas con 5000 huevosde H. contortus v T.colubriformis resis--

tentes a benzimidazoles.

En cuanto a su mecanismo de accidun, estos autores proponen que
al igual que otros benzimidazoles pueden actuar inhibiendo la fumarato
reductasa, con lo que se afecta el transporte electrdnico en la cadena
respiratoria. Asi obtuvieron mediante las experiencias adecuadas, los

siguientes resultados:



Antihelmintico Concentracidn ZInhibicidén de Fuma
(MM rato Reductasa.
Cambendazol 12 33
25 47
60 77
Fenbendazol 50 31
Oxfendazol 50 100
Thiabendazol 10 15
100 78

Asimismo, llegan a la conclusidn de que la eficacia de un an--
tihelmintico, estd en relacidn con el tiempo que el pardsito estd ex--
puesto a altas concentraciones del mismo.

NERENBERG y cols. {(1978), emplearon la técnica del radioinmung
ensayo para detectar niveles de oxfendazol en el suero de diversas es-
pecies de animales domé@sticos. Concretamente en terneros, administra--
ron 3mg./kg. de oxfendazol por via oral y determinaron la concentra- -
cidn hemdtica a las 2,4, 8, 24 y 48 horas, encontrando que los niveles
miximos se registraban a las 8 horas y a las 48 horas todavia se mantgv
nian cantidades considerables de medicamento.

BELL y TOMLINSON (1976), administraron 50 mg./kg. de oxfenda--
zol por via oral y marcado con carbono-l4. Los metabolitos detectados

en orina a las 12-14 horas, los separaron por cromatografia de inter--



cambio idnico, en una fraccidn neutra/biasica que contenia un 0,257% de
firmaco inalterado y un 6% de carbamatos de didrolisis, y una fraccidn
dcida de la que se obtuvieron dos componentes mayoritarios por diver--
sas técnicas, tales como espectro infrarrojo, espectro de resonancia -~
magnética nuclear y espectro ultravioleta, se identificaron como el -
O~glucuronido de C(metil-5(6)-4-hidroxifeniltio)-benzimidazol-z-carba-
mato (19%) y O -sulfato de C(metil-5(6)-4-hidroxifeniltio)-benzimida--
zol-2-carbamato (58%). De ésto se deduce que el oxfendazol sufre un -
proceso de metabolizacidn consistente fundamentalmente en glucoconjuga
cidén, sulfatacidn e hidroxilacién.

La hidroxilacidn tiene lugar a través de un "Nih Shift” con -
formacidn de un epdxido intermediario.

Los primeros estudios relativos a la eficacia antihelmintica -
de oxfendazol fueron efectuados por , sus descubridores AVERKIN y cols.
(1975). Asi, encontraromn que oxfen@ézol administrado a ovejas por via
oral a dosis de 5 mg/kg., producia una reduccidn del 95% de parédsitos

pertenecientes a los géneros Haemonchus, Ostertagia, Trichostrdngylus,

Bunostomun, Capillaria, Cooperia, Nematodirus, Moniezia, Chabertia, -

Oesophagostomun y Dictyocaulus.

Asimismo encontraron un aspecto de actividad similar cuando --
trataron gatos a las dosis de 1,25-2,50 mg/kg. En caballos, una dosis

tan pequefia como 1,1 mg/kg., fué eficaz contra Strongylus vulgaris, -

Strongylus edentatus vy Oxyurus equi. La eliminacidén de Pardscaris - -

equorum se produjo utilizando dosis de 10 mg/kg. En cerdos, una dosis
de 3 mg/kg., administrada con el alimento fue activa frente a Ascaris

suum, Oesophagostomun detatum y MetastrSgylus spp. En estudios compara

dos sobre la eficacia de oxfendazol y tiabendazol, obtuvieron un 100 -



de reduccidn para las especies Nematospiroides dubius, Hymenolepis na-

na, Syphacia obvelata y Aspiculuris tetraptera, administrando 125 ppm.

en la dieta frente a la no eficacia de tiabendazol a los mismos nive--
les de dosificacidn.

SOWNEY, N.E. (1976), en Irlanda evalud la eficacia de oxfenda-
zol frente a nematodos gastrointestinales y respiratorios en terneros.
El tratamiento con 2,5-5 mg/kg., produjo casi total desaparicidn de -

adultos de Ostertagia ostertagi, O, lyrata, O. nemensis, H. spp. y for

mas juveniles de Q. ostertagi, adultos de Cooperia oncophora, C. surna

bada, Nematodinus helvetianus, N. battus.

El mismo autor en un trabajo posterior (1977), afirma que do--
sis de 5 mg/kg., en ovejas, tiene mayor poder de reduccidn en la pues-
ta de huevos por nematodos que el levamisol. Asimismo, resulta 100% -

eficaz contra Ostertagia circuncinta, 0. trifurcata, Teledorsagia dau-

tiani, Triehostrongylus axei, T. vitrinus, T. colubriformis, Nematodi-

nus bhattus, N, filicollis, formas inmaduras de Nematodinus y chabeitia

ovina y 93% de eficacia para Trichuris spp.

CORWIN, R.M. (1977), comncluia que el oxfendazol, a razdn de -
3 mg/kg. administrado una sola vez con el alimento, redujo o elimind -

la produccidn de huevos por Ascaris suum, Qesophagostomun dentatum y -

P
Metastrongylus pudendotecus, asi como a vermes grdvidos de otros ascri
) B £

dos y metastrongilidos. La produccidn de huevos por Trichuris suis, pa
recid estar menos afectada, si bién el nidmero de vermes grividos fue

considerablemente menor que en los controles. Por todo ello, pensd que
dado el espectro de actividad tan amplio del oxfendazol que incluye in
cluso a los metastrogilidos y su aparente falta de toxicidad, este fir

‘maco constituiria un antihelmintico de eleccidn.
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BORGSTEEDE (1977), realizé unos ensayos en una serie de gran--
jas comprendiendo un total de 116 terneros. Oxfendazol a dosis de 2,5
mg./kg. manifestd una excelente actividad contra los pardsitos mids co-
munes, existentes en una infestacidn natural a excepcidn de Strongyloi
des spp., que resultd m3s resistente.

CHALMERS, K. (1978), evalila la eficacia de oxfendazol contra -

infestaciones, Trithostrongylus axei, T. colubriformis, dos ensayos, -

uno en junio y el otro en octubre, con oxfendazol a razdu de 2,5 mg/kg
peso vivo, la eficacia fué@ alta y las diferencias existentes entre los
dos tratamientos en cuanto al pnimero de vermes trecogidos, no fueron -
significativas.

DUNCAN y REID (1978), realizaron un tratamiento en poneys con
oxfendazol a 5 y 10 mg./kg. contra nematodos en infestacidn natural. -

Ambas dosis, resultaron 1007 eficaces contvra adultos de Strongylus vul

garis, Trichostrongylus axei, Oxiuris equis y Pardscaris equorum, asfi

como 99,8% eficaces contra adultos de pequeiios estrongilidos. Todas -~
las larvas emigrantes de S. edentatus fueron muertas, en cambio las -
de §. vulgaris, solgmente lo fueron en un 49-597%.

ARMOUR y cols. (1978), alimentando a terneros en pastizales -
que previamente habian sido contaminados de forma masiva con larva per

tenecientes a3 Ostertagia ostertagi vy Cooperia oncophora y sometiéndo-~-

los posteriormente a tratamientos con oxfendazol de 2,5 y 5,0 mg./kg.,
obtuvieron una eficacia de 100-85% (para la dosis baja) y 100-90 (para
la dosis alta), expresados en adultos de los vermes anteriormente des-
critos.

KISTNER y WYSE (1978), ponian en evidencia la actividad ovici-

da del oxfendazol, a dosis de 5 y 10 mg./kg., sobre los huevos de una
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estirpe de Haemonchus contortus resistentes a2 benzimidazoles y THOMAS

(1978), en corderos demostrd que 5 mg./kg. de oxfendazol son suficien-

tes para inhibir las larvas y estados juveniles de 0. circuncinta y -

H. contortus, resultando también eficaz contra formas maduras de Fas--—

ciola hepidtica.

KEELING y BURREN (1978), en una prueba destinada a la evalua--
cidn conjunta de cigco antihelminticos sobre cinco especies de parasi-
tos habituales de roedores, obtuvieronm los siguientes resultados que -
se refieren a las dosis minimas necesarias para eliminar el 957 de los

parasitos Nematospiroides dubius, Nippostrongylus brasiliensis y Tri--

chostrongylus colubriformis o bien para eliminar completamente a Hyme-

nolepis nana y Aspiculuris tetraptera.

H.nana A.tretap. N.dub. N.bra. T.col.
Thiabendazol ...% 400x3 .. 400x3 ..  400x3 .. 50x3 ..  20xl
Parbendazol ... 100x3 .. 100x3 .. 400x3 .. 100x3 .. 10x1
Oxibendazol ... 400x3 .. 400x3 .. 400x3 .. 400x3 .. 20x1
Mebendazol ... 4oox3 .. 25x3 .. 400x3 .. 400x3 .. 20x1
Fenbendazol ... 400x3 .. 400x3 .. 400x3 .. 400x3 .. 100x3
Oxfendazol N 25%x3 .. 5x3 .. 400x3 .. 10x3 .. 2x1

&: Dosis en mg./kg. x nimero de dosis en 24 horas.



KINGSBURY (1978), afirma que oxfendazol resultd igualmente efi
caz cuando se administrd por inyeccidn en el rdmen que cuando se inyec
td en el abomaso a ovejas de ocho meses afectadas de infestaciones na-
turalmente adquiridas. Las dosis que utilizd fuerom 2,5 y 5 mg./kg.

KISTNER y cols. (1979), probaron nueve dosis de oxfendazol con
tra nematodos gastrointestinales y pulmonares de infestaciones natura-
les en corderos y llegaron a la conclusidn de que la dosis tipo de ox-
fendazol es la de 5 mg./kg. ya que produce al menos un 90% de eficacia
en la mayoria de los casos, contra los miiltiples pardsitos en la oveja

excepto contra Trichuris spp., posiblemente y ademds sin el riesgo de

favorecer restistencias rempranas.

En cuanto a los efectos secundarios que podria presentar el ox
fendazol. no existen datos fehacientes, no obstante, DELATOUR y cols.
(1977), hablan de una cierta embriotoxicidad del oxfendazol en expe- -
riencias efectuadas con ovejas y ratas, mientras que PIERCY y cols. -
(1979) afirman que el oxfendazol a dosis tres veces superiores a las -
terapéuticas no podruce efectos teratSgenos en ovejas gestantes, ni -
afecta a su fertilidad.

SPALDONOVA y CORRA (1978), realizaron ensayos de la eficacia -
de varios benzimidazoles contra T. spiralis, encontrando que oxfenda--
zol a 50 mg/kg. resultd altamente efectivo cuando se administrd a las
6 horas p.1i.; mientras que durante el desarrollo de las larvas y prin-
cipalmente sobre los machos, su eficacia fue decayendo, contra larvas
enquistadas, dosis inferiores a 200 mg/kg. no resultaron efectivas.

A continuacidn exponemos algunas citas bibliogrdficas relati--
vas a la eficacia antihelmintica del oxfendazol, a lo largo del.afio -~

1979 en diversos paises.



-

ANoOo 1979

AUTOR (s)

(PAIS) DOSIS PARASITOQ HOSPEDADOR
ANDERSON, N. y Cuatro dosis com- Ostertagia gatos
cols. prendidas entre - ostertagi.

(AUSTRALIA) 0,625-5.0 mg/kg.
COLGLAZIER, M.L. 10 mg/kg. Strongyloides paoneys
(Usa) spp-
(adultos).
CORWIN y cols. 1,5-9,0 mg/kg. Q. dentatum
(USA) en pienso. A. suum.
4.5-9,0 Metastrongvlus
apri.
Metastrongylus cerdos
pudendotecus.
CHALMERS, K. 2,5 mg/kg. Dictyocaulus
(NUEVA ZELANDA) viviparus. terneros
5,0 mg/kg. Dictyocaulus
GEMMEL y col. 20 mg/kg. E. granulosus

(NUEVA ZELANDA

T. hydatigena

perros



KISTNER y cols. 2,5 mg/kg.
(USA)

MICHAEL y cols. 4,5 mg/kg.
(EGIPTO)

MICHAEL y cols. 2,8 mg/kg.
(EGIPTO)

55

0. ostertagi

H. contortus

T. axei

0. circuncinta

CH.ovina

C. curticei

Bunostomun tri

gonocephalum.

Haemonchus spp.

Cooperia spp.

Trichostrdngylus

SPP .

Ostertagia spp.

Chabertia spp.

Oesophagostomun

spp-

vacas

cabras

bifalos



TOOD. K. S. y 2,5 mg/kg.
cols.
.
(UsA)
WYEBB, R.F. y 4,65 mglkg.

cols.

(AUSTRALIA)

56

Haemonchus spp.

Ostertagia spp. terneros

Trichostrdugy-

lus spp.

Cooperia spp.

Bunostomun spp.

Oesophagostomun

Spp .

Dictyocaulus spp.

Trichuris spp.

H. contortus ovejas



TIOXIDAZOL.

ERIC PANITZ y cols. (1978), anunciaban el descubrimiento de un
nuevo agente antihelmintico, altamente eficaz contra infestaciones gas
trointestinales producidas por gusanos redondos. Este compuesto era -
quimicamente, el Metil-6-n-propoxibenzotiazol-2carbamato o tioxidazol
cuya fdérmula empirica es C12H1AN2035 con la siguiente configuracidn es
tructural:

n=-CH=0 A Q

Este fiarmaco presenta como primera caracteristica, una analo--
gia estructural con los henzimidal-carbamatos y por lo tanto serdn sus
ceptibles de experiencias paralelas a fin de coutrastar analogias y di
ferencias funcionales. Tioxidazol fue sintetizado por PANITZ y cols. -
(loc. cit.) en los laboratorios de Schering Corporation. Allentown -
(USA). Se obtuvo a partir del 2-amino-6-n- propoxibencenotiazol y del
metil-clorocarbonato en piridina como solvente. Posteriormente, crista
1i28 en etanol resultando un polvo estable, blanco, inedoro, con punto
de fusidn entre 178-180°C. Es insoluble en agua y ligeramente soluble
en 1a mayor parte de los disolventes orgidnicos.

En relacidn a sus propiedades antihelminticas, el tioxidazol -

resultd efectivo contra Nematospiroides dubius y Syphacia obvelata,en

ratones, administrado en la dieta a niveles de 0,01%Z - 0,03%, o bien -
por sonda bucogidstrica a razdén de 50 mg./kg. durante cinco dias.

Una dosis oral de 75 mg./kg. resultd ser un 99% eficaz contra



T. spiralis en ratdun.

Contra Strongyloides ratti, tioxidazol fue activo a dosis dni-

]
cas orales de 200 mg./kg., a dosis de 100 mg./kg. dos veces al dia, -

a 50 mg./kg. administrados durante tres dias y a 25 mg./kg. durante -
cinco dias.
En anteriores experimentos, llevados a cabo en perros, una do-

sis oral dUnica de 200 mg./kg. fue activa contra Toxascaris leonina. Do

sis diarias de 100 mg./kg. durante 3 dias y de 50 mg./kg. por cinco -

dias fueron asimismo efectivas contra Trichuris vulpis.

Dosis {nicas de 10-50 mg./kg. administradas a ovejas natural o

artificialmente infestadas, eliminaron en un 87-100% de Haemonchus spp

Ostertagia spp., Trichostréngylus spp., Marhallagia spp. y Cooperia --

SpP..
En ensayos criticos efectuados en caballos, dosis finicas de 5-
25 mg./kg. fueron efectivas en la eliminacidn de un 90% de Parascaris

equorum, Oxyuris equi, Strongylus vulgaris, S. edentatus y en una am--

plia variedad de pequeifios estromngilidos.

En cuanto a su toxicidad, se ha comprobado PANITZ y cols. - -
(loc.cit.) que dosis de 100 mg./kg. no produjeron efectos indeseables
en caballos. No obstante, se estdn llevando a cabo estudios para deter
minar su toxicidad oral y teratogenidad potencial, asi como la seguri-
dad y eficacia del mismo.

Un anZlo del tioxidazol es el Sch-18099 (Etil-6-etoxibenzotia~
zol-2-carbamato) sintetizado tambi&n por PANITZ (1977), en Schering -
Corporation. Su posible eficacia antihelmintica, fue evaluada contra -
infestaciones naturales por helmintos en poneys, cerdos, corderos y po

1los, ohteniéndose los siguientes resultados.



En poneys, dosis de 15 mg./kg. produjeron un 100%Z de eficacia
contra Oxyuris equi y un 987 contra pequefios estroungilidos. A 20 mg/kg

las reducciones fueron superiores a 95% para Strongylus vulgaris y S.-

edentatus. Eun dos pruebas efectuadas con 100 mg./kg. obtuvo un 100% de

reduccidu para Parascaris equorum, no observando ninguna accidn sobre

Gastrophilus spp. y Anoplocephala spp.

Cuando los ensayos fueron realizados en cerdos, dosis simples
de 10 3 100 mg./kg. no fueron efectivas, sin embargo, 500 ppm. de Sch-
18099 en la dieta durante siete dias resultaron 100% activas contra As

-

caris suum, Trichuris suis, pero no contra Strongvloides ransomi. Do-~--

sis de 250 ppm. en dieta, produjeron reducciones del 77% contra - --
A. suum.
En corderos, dosis de 200 mg./kg. fueron eficaces en mids de un

90% contra Haemonchus contortus, Trichostrongylus axei, Marshallagia -

marshalli, Bunostromum trignocephalum, Oesophagostomun columbianum, -

Trichuris ovis, Chabertia spp. En menos de un 807 para Trichostrongy--

lus vitrinus, Nematrolinus filicollis, Ostertagia circuncinta, Coope--

ria curticei. A dosis de 100 mg./kg., la eficacia disminuyd para todos

los vermes citados excepto 0. circuncinta y €. curticei.

Utilizando dosis de 125-1000 ppm. en la dieta durante siete --

-

dias, se obtuvo de un 14,3 3 89% de reduccidn de Ascavridia galli y a -

1000 ppm. un 1007% frente a Heterakis gallinarum,.




MEBENDAZOL.

Actualmente puede considerarse como el antihelmintico mds efi-
caz de los benzimidazol carbamatos conocidos, sintetizado en Janssen -

Pharmaceutica, tienme la fdérmula siguiente:

=o
(=1

O

H
Se trata por tanto del metil-N-5(6)-benzoil-2-benzimidazol car

bamato, fdrmula empirica C16H13N303'

Es un polvo blanco-amarillento, inodora, insipida y prdctica--
mente insoluble en agua y en la mayor parte de los solventes habitua--
les.

Mebendazol es una sustancia estable; en este sentido, las prue
bas de estabilidad efectuadas en condiciones normales (almacenamiento
prolongado a temperatura ambiente), asi como las pruebas de envejeci--
miento acelerado (calentamiento progresivo hasta 121°C. y presidn de -
l,S‘atmasferas), aseguran su estabilidad, pudiendo utilizarse en formu
laciones de piensos granulados compuestos, sin que ademids existan in--
tersecciones con los componentes habituales de los mismos.

Los estudios de toxicidad aguda, efectuados por espacio de sie
te dias, demostraroun la baja toxicidad de mebendazol, obteniéndose en

la mayoria de los casos unas DL para diversas especies, mucho mis -

50

altas que las dosis necesarias para producir una eficacia del 100Z en

tratamientos contra helmintos de esas especies.



DL..en mg./kg. orales.

50
Ratones . ....avo.n o 1280
Ratas (adulbas) ..t erinenennns e 1280
Ratas (3 semans) e e e et PPN 2560
Cobayas ...ttt e e e 1280
Cone jos ettt e e ettt e e e e, 640
Perros (adultos) e e e e 640
Perros (6 semanas) e r ettt ae e 640
Gatos  ........ e e e 640

En relacidn a ésto, cabe destacar una aportacidn correspondien
te a KROTON y cols. (1978), sobre la influencia que puede llegar a te-
ner el tamafio de particula en la toxicidad del mebendazol. Asi en rato
nes comprohd que particulas de 3-5 um. fueron cinco veces mids tdxicas
(DL50=0,62g/kg.), que cuando las particulas tenian un tamafio entre 10~
20 um. (DL50=3,6Og/kg.).

Administrando mebendazol marcado radiactivamente a cerdos, se
han podido efectuar estudios farmacoc¢inéticos, asi se pudo comprobar -
que se elimind un 80-90% en los tres dias siguientes a su administra--
cién. El fadrmaco no degradado aparece principalmente en heces recien--
tes que los metabolitos aparecen en orina. Despuds de dos dias de tra-
tamiento, los niveles en drganos y tejidos (excepto higado y rifdm) -
son inferiores a 0,1 ppm. produciéndose por tanto, una rdpida metaboli
zacidon ¥ excreccidn. Estudios maAs concretos realizados por LURE y cols
(1978), sobre la distribucidn y excreccidn de mebendazol en ratones -
con hidatidosis experimental, estiman que a dosis bajas (25 mg./kg.),

el mebendazol se absorbe lentamente y se metaboliza y excreta ripida--
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mente. La concentracidn hemidtica mdxima, se obtuvo a las 3-4 horas des
pués de la administracidén y 24 horas mids tarde, solamente se registrd
un 30-40% de la concentracidn inicial, en algunos tejidos como higado,
sangre, rifidn y quistes hidatidicos.

Tambi&n pudieron comprobar que tanto si el fidrmaco se adminis-
traba en dosis sencillas‘como en dosis repetidas, durante varios dias
hasta completar una dosis simple, los niveles hemdticos alcaqzados -
eran iguales. Esto ltimo, esti en desacuero con la idea de varios au-
tores, entre ellos PRICHARD y cols. (1978) que afirman que la adminis-
tracidn prolongada, aumenta los niveles hemdticos, asi como su dura- -
cidn para diveréos antihelminticos benzimidazol carbamatos, incremen--
tando asi, la efectividad de los mismos.

Los primeros estudios destinados a conocer el mecanismo de - -~
accidn del mebendazol fueron efectuados por SONJA DE NOLLIN y HUGO VAN

DEN BOSSCHE en (1974), en Trichinella spiralis, aplicando la microsco-

pia electrdnica a los miisculos infestados, pudo ver que el mebendazol
destruye la larva en un tiempo relativamente corto.

RODRIGUEZ CAABEIRO (1978), realizd un andlisis de las modifica
ciones histopatoldgicas producidas en milsculo de maseteros de ratones
infestados, post tratamiento con mebendazol y establecid que el orden
cronoldgico en que ocurrian las lesiones era el siguiente: dafios de la
matriz quistica, seguidos por lesiones degenerativas en la larva, inva
sidn de cé&lulas inflamatorias e inmunocopetentes, las cuales llegan a
la pared quistica y penetran en el interior del quiste produciendo 1la
completa desaparicidn de la matriz y necrosis de la larva. La degenera
cidn de la matriz inducida por mebendazol, lleva a las siguientes con-

secuencias:



~ Inhibicidn de la toma de glucosa por parte de la larva, obli
gandola a utilizar y agotar sus reservas de glucdgeno.

- Los metabolitos de la larva, junto con sus antigenos, entran
en la circulacidn del hospedador, provocando la respuesta inflamatoria
e inmunoldgica, demostrada a los pocos dias del tratamiento.

- Dado que las sustancias capsulares son segregadas por las c@
lulas de la matriz, cualquier dafio que el tratamiento con mebendazol,
le produzca, resultari en una pérdida de la estructuracidn normal de -
la cdpsula, con lo cual se produce un debilitamiento en la barrera en-
tre hospedador y pariasito.

Por otra parte, al igual que otros antihelminticos el mebenda-
zol BOCZON, K (1976), tiene un efecto ijnhibitorio sobre la succinato -
deshidrdgena ., afectando a la cadena respiratoria y también impidiendo
la fosforilacidn oxidativa en la mitocoundrias de las células de diver-
sos 6rganos del pardsito.

Recientes estudios llevados a cabo por LACLETTE y cols. (1978)
afirman que el mebendazol interfiera la sintesis de la tubulina, impi-
diendo su polimenzacidn en las cé&lulas del cerebro bovino "in vitro'".
En posteriores estudios efectuados sobre cisticercos aislados, a fin -
de ver el efecto directo del mehendazol sobre la larva, obsérvase los
siguientes camhios: Desaparicidn de estructuras microtubulares v blo--
queo de movimiento vesiculares en las cé@lulas de la subcuticula segui-
das de degeneraciones progresivas en la pared al iniciar el tratamien-
to. Después de 20 horas de tratamiento aparecian unas estructuras para
cristalinas en el citoplasma de las c&lulas subcuticulares que se iden
tificaron como unidades tubulares, colocadas en forma hexagonal, que -

venian a8 sustituir a las anteriores estructuras existentes.
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En relacidon a la accidn inmunomodificante del mebendazol cuan-
do se aplica como antihelmintico, se encuentran informaciones contra--
dictorias. Asi CORBA y cols. (1977), estudiando la dindmica de anti- -
cuerpos circulantes contra T, spiralis, después de la administracidn -
de mebendazol, observd que durante la fase intestinal, los anticuerpos
aparecian 7-10 dias, antes que en los controles, posteriormente alcan=~
zaban un miximo hacia el dia 30 p.i. y luego decrecian no detectindose
a partir del dia 66-76 p.i. y afirmaba que la formacidn y dindmica de
anticuerpos contra T;‘égiralis dependia de la efectividad del trata- -
miento.

ZANDER y HORCHNER (1977), en cobayas, tratados durante 14 dias
a razdn de 40 mg./kg. con mebendazol observaron que durante los dos me
ses siguientes a la administracidn del fdrmaco, los titulos dg anti- -
cuerpos detectados por inmunofluorescencia no diferian de los contro--
les, a partir de los 100.dias empezaban a decaer em los controles y -
mis tarde de 170 dias volvieron a igualarse ambos, nc detectindose a -
partir de los 190 dias.

Segiin BOLSHAKOVA y LEIKRINA (1977), la administracidn de meben~

dazol a dosis de 25 mg./kg. a ratones infestados con Echinococous mul-

tilocularis, ne afectd significativamente a la respuesta inmune tanto
humoral como celular, si Bien produjo una ligera caida en los anticuer
POS.

SAKALAUSKAITE (1978), después de administrar 75 mg./kg. de me- .
bendazol, 3 dias consecutivos a ratones previamente infestados con 80
larvas de T. sgifalis, admitid un posible efecto inmunosupresivo del -
mehendazol, tanto a nivel celular como humoral, el cual se incrementa-

ria con tratamientos prolongados.
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Por el contrario, OZERETSKOVSKAYA y cols. (1978), consideraron
que mebendazol era un inmunoestimulante durante las fases aguda y cré-
nica de una triquinellosis en animales silvestres.

SANMARTIN DURAN (1978), concluye que el tratamiento supresivo
contra larvas enquistadas de T. spiralis. produce un disparo inmunita-
rin, concretado en un rdpido incremento del niimero de macréfagos hasta
el 7° dia p.t., que se mantiene en lento descenso hasta el limite de -
la observacidn, 19° p.t., el cual coincide histoldgicamente en la casi
restauracidn de la integridad del miisculo infestado. Esta esgimulaci6n
inmunitaria parece ser de naturaleza celular de inmunidad mediada por
células segiin una hipersensibilidad de tipo retardado, alterada ligera
mente por Prednisona pero suprimidad por el Niridazol. En el mismo tra
bajo, ohserva que el mebendazol a dosis no antihelminticas tales como
5 mg./kg., deprime el nimero de células y si bien no puede afirmarse -
que sea inmunosupresor, tampoco resulta inmunoestimulante.

KOROVA y cols. (1979), observan que inyecciones intraperitonea
les de 450 mg./kg. de mebendazol a ratones con hidatidosis experimen--
tal, producen un aumento en los titulos de anticuerpos humorales que -
se hacen cuatro veces mayores que en los no tratados en el dia 11 - -
post-tratamiento (47 post. infestacién), existiendo también un incre--
mento de la respuesta inmunitaria de tipo celular. Por lo tanto, com--
cluyen que el mebendazol estimula los sostenes linfocilarios T y B.

En relacidn a los posihles efectos secundarios de mebendazol,
estudins efectuados en hombres y animales, demostraron que el mebenda-
z0l es un fAdrmaco seguro, en animales de experimentacidn, asi, dosis -
tan altas como 640 mg./kg. orales no inducen dafios detactables en los

cromosomas de las c&lulas germinativas pre y post. meidticas del ratén



LEONARD, A y cols. (1974). Tratamientos crdnicos con altas dosis en r
tas y perros, sdlo produjeron algln incremento en el peso del higado
disminucidén de peso en la gdénadas de los machos de rata MARSBBOM, R. -
(1973).

No se han producido efectos secundarios en cerdos que recibie-
ron durante 92 dias, 16, 31, y 63 p.p.m., observdndose en estos dlti--
mos un restablecimiento de las heces. El1 andlisis de pardmetros tales
como cnversion alimenticia; hemograma y andlisis séricos, asi como los
resultados obtenidos de la autopsia fueron normales. En cerdas gestan-
tes, piensos suplementados con 30 p.p.m. de mebendazol, durante el pe-
riodo ininterrumpido comprendido entre la cubricidn y el parto, no pro
dujeron efectos teratdgenos. Sin embargo, experimentos llevados a cabo
dltimamente en la rata, han apuntado sobre la posibilidad de determina
dos efectos teratdgenos atrihuibles al mebendazol BOUREE y cols. - -
(1978), BLAGOU y cols. (1978).

Los primeros estudios sobre el efecto del mebendazol, sobre -
T. spiralis, corresponden a THIENPO NT y cols. (1972), incorporando 32
p.p.m., durante siete dias a la dieta de ratas experimentalmente infes
tadas, obteniendo una reduccidén del 100% frente a adultos y larvas emi
grantes. Aumentando la dosis a 125-500 ppm., durante 14 dias consiguie
ron un 100% frente a larvas enquistadas.

SPALDONOVA, R. y cols. (1974), observaron que una sola dosis -
de 6Q mg./kg. eran activas sobre preadultos, 40 mg./kg. durante cuatro
dias producia reducciones del 90-100% sobre la fase intestinal, 75% -
frente a larvas emigrantes. Una Gnica dosis de 60 mg./kg., daba lugar
a reducciones del 96-100% sobre la fase intestinal y muscular y 43-55%

contra larvas emigrantes.



FERNANDO y DENHAM (1976), concluian que el mebendazol a 50 mg.
/kg. era efectivo contra T. spiralis, a las siete horas después de la
infestacidn, en ratones. Los vermes adultos a las 72 horas p.i., eran
menos afectados, volviendo a ser altamente activo frente a larvas en--
quistadas.

La administracidn de mebendazol a dosis comprendidas entre 6--
25 mg./kg., a ratones infestados dos horas antes con 200-250 larvas de
I. spiralis, proedujo una eliminacidn del 95-100% en los vermes. Des- -
puds del primer dia de infestacidn la sensibilidad del pardsito al ben
zimidazol se redujo y asi dosis de 50 mg./kg. solamente resultaron par
cialmente activas.

La administracidn de 50 mg./kg. durante cinco dias (del 14 al
18 p.i.) se produjo en una reduccidn del 967% de las larvas recuperadas
en el dia 45 post. infestacidn (MACCRACKEN, 1978).

RODRIGUEZ CAABEIRO (1978), obtiene el espectro de accidn de es
te antihelmintico a lo largo del ciclo enddgenc de T. spiralis, encon-
trando la maxima eficacia en las fases extremas (preadultos y larvas -
enquistadas), para descender a una especie de meseta cuando el trata--
miento se efectila contra adultos y larvas en emigracidn. Contra prea--
dultos, dosis de 20 mg./kg. producen un 100% de reduccidn, mientras -
que dosis de 30 mg./kg. contra larvas enquistadas, ocasionan la muerte
de las mismas.

En las tablas siguientes (nims. I, II, III, IV y V), se expo~--
nen unas citas hibliogrificas representativas del poder antihelmintico
del mebendazol, tanto a nivel clinico, como esperimental a lo largo de
los filtimos afios. Esta revisidn es countinuacidn de la llevada a cabo -

por R. CAABEIRO (1977), recogida en su Tesis Doctoral.
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TABLA-1
(ARO 1976)
AUTOR (s)

(PAIS) DOSIS PARASITO HOSPEDADOR
BANZON y col. 200 mg./kg. 4 dias y Ascaris lumbri-
(FILIPINAS). repetido cada 2 me-- coides.

ses, durante 10 me-- Trichuris tri-- nifos.
ses. chiura.
Ancilostdmidos.
BRANDT y col. 100 ppm. Stephanurus den cerdos -~
(CUBA) . tatus. adultos.
GOLDSMID y ROGERS. 400 mg./kg., dos ve- Dipetalonema -—

(RODESIA).

HASS y COLLINS.

(USA).

KAMMERER y JUDJE.

(USA.

KOZKIEWICZ

(POLONIA)

ces al dia

14 dias.

100 mg./kg.

ces al dia

dias.

50 mg./kg.

10 dias.

10 mg./kg.

cinco dias.

durante -

dos ve--

por cinco

durante -

durante -

perstans.

Asciridos.

Ancilostdmidos.

Tricocé&falos.

Echinococcus -~

granulosus.

Trichuris spp.

humanos.

ratén.

perros.
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TABLA-1

(ANO 1976)
AUTOR (s)

(PAILS) DOSIS PARASITO‘ HOSPEDADOR
McCALL y 40 mg./kg. durante - Dirofilaria perros.
CROUTHAMEL. tres dias. immitis.

(USA)

McCURDY y cols.

(Usay.

MAGALINGAM y cols.

(MALASIA)

PAWLOWSKI y cols.

(POLONIA)

8,8 mg./kg. en una -

pasta sobre la lengua

100 mg./kg. durante
tres dias, 3 veces

al dia.

40 mg./kg. seis sema

nas P.T.

Strongylus vulga caballos.

ris.

Strongylus equi-

nus,

Strongylus eden-

tatus. 7

Parascaris equorum

Oxyuris equi.

Pequefios estrdngi-

lidos.

Trichuris trichiu- nifos.

Taenia saginata terneros.

(cisticerco)
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TABLA-TI
(ANO 1976)
AUTOR (s)
(PAIS) DOSIS PARASITO HOSPEDADOR
SHEDIVTSOVA 1/15 DLSo Nippostrdngylus ratones.
(URRS) . brasiliensis.

SCHENONE y cols.

(CHILE).

VERCRUYSSE y cols.

(BELGICA)

100 mg./kg.
al dia.

200 mg./kg.

2-5 mg./kg.

3 veces

3 veces

Enterobius vermi-

cularis.
Ascaris spp. nifos.

Trichuris spp.

Baylisascaris mamiferos

transfuga. salvajes.



T A BT A - II

(ARO 1977)
AUTOR (s)

(PAILS) DOSIS

PARASITO HOSPEDADOR

BINA y cols. 100 mg./kg. dos veces

(BRASIL) al dia durante 3 dias

CHO y cols. 100 mg./kg.

(COREA DEIL SUR)
COLGLAZIER y cols. 8.8 mg./kg.

(Usa).

Ascaris lumbri-

coides.

Trichuris trichiu humanos.

ra.

Ancylostdmidos.

Enterobius

cularis.

Strongylus vulga

ris.

Strongylus eden-

tatus.

Strongvlus equi- ponies.

nus.

Pequefios estron-

gilidos.

Osyuris equi.



T ABLA-T1II

(ANO 1977)
AUTOR (s)

(PALS) DOSIS PARASITO HOSPEDADOR
ECKERT y cols. 500 ﬁpm. durante 60 - Echinococcus - ratones.
(SU1ZA) 120 dias a parfir del granulosus.

40 p.i.
GEMMEL y cols. 10-80 mg./kg., de 4~ Taenia hidatige- perros.

(NUEVA ZELANDA).

GORODNER y cols.

“(ARGENTINA).

HQRCHNER y cols.

(ALEMANIA)

LAL y cols.

(INDIA).

LORIA CORTES y cols.

(COSTA RICA).

8 veces.

100 mg./kg. dos veces

al dia durante 3 dias.

12,5-62 mg./kg. dia--
rios durante 10-14 -

dias.

30 mg./kg., durante -

5-45 dias p.1i.
100 mg./kg. dos ve—-—
ces al dia durante 4

dias.

na.

E. vermicularis.

Ancilostémidos

Cysticercus te--—

nuicolis.

Cysticercus pisi

formis.

Ascaridia galli.

Trichuris spp.

Necator Spp.

Ascaris spp.

humanos.

ratones.

pollos.

nifos.



T ABLA-TII

(ANO 1977y~
AUTOR (s)
(PAIS) DOSIS PARASITO HOSPEDADOR
MERDIVENCI y cols. 100 mg./kg. dos veces Hymenolepis nana nifios.

(TURKIA).

OTERO DOMINGUEZ y

cols.

(CUBA)

PENA CHAVARRIA y
cols.

(COSTA RICA).

SCRAAG y PROCTOR.

(SUDAFRICA) .

SEQ y cols.

(COREA) .

al dia durante 3 dias.

200 mg./kg. diarios -

durante tres dias.

./kg. dos ve--

ces al dia durante 2-

100 mg./kg. 3-4 veces

al dia por tres

100 mg./kg. dos veces

al dia por tres dias.

E. vermicularis

Necator americanus humanos.

Trichuris spp.

. y:
Taenia solium. humanos.

Taenia saginata.

Trichuris spp.

Ascaris spp. nifos.

A. lumbricoides.

T. trichiura

Ancylostoma duode

nale. humanos.

Trichostrongylus

orientalis.

Hymenolepis nana.




T ABLA-TIT

(ARO 1978)
AUTOR (s)

(PAIS) DOSIS PARASITO HOSPEDADOR
ARANBULO y cols. 100 mg./kg. dos veces Taenia saginata humanos.
(FILIPINAS). al dia durante 3 dias.

BLAGOU y cols. 50-100 mg./kg. tres - Ascaris spp.

(URSS). veces. Enterobius spp. humanos.
Trichuris spp.

DOYD y cols. 100 mg./kzg. durante - Strongyloides humanos.

(UsA) .
BUNNAG y cols.

(TARILANDIA).

CHEVIS y KELLY.

(NUEVA ZELANDA)

tres dias.
100 mg./kg. dos veces
al dia durante tres -

dias.

6,25~100 mg./kg. a -~
las ocho semanas p.i.
6,25-50 mg./kg. a las

3-6 semanas p.i.

stercoralis.

Trichuris tri--

chiura.

Necator americanus.

Fasciola hepdtica

ratas.

Fasciola hepdtica

ovejas.




T A B LA -ITIT
(ANO 1978)
AUTOR (s)

(PAIS) DOSIS PARASITO HOSPEDADOR
DENHAM y cols. 10 ppm. Brugia pahangi(Adultos)
(INGLATERRA) 40 ppm. Brugia pahangi(Larvas

infestantes).
0,001-0,1 7 " mosquitos
50 mg./kg. subcutineos B.pahangi(adultos) gatos.
durante cinco dias.
DISSANAIKE 100 mg./kg. durante - Ascaris spp.
(MALASTIA) 60 dias en la dieta. Trichuris spp.

GITSU y KROTOV.

(UIRSS) .

GUERRERO

(USA

25 Mg./kg. durante 20

dias.

22 mg./kg./dia,

te 3-5 dias.

duran

Necator america- nifos.

nus .

Opistorchis feli- hamster.

neus.

Toxocara canis.

Ancylostoma caninum.

Trichuris vulpis. perros.

Uncinaria stenocé

pahala.

Taenia pisiformis.




TABULA-TIII

(AR0 1978)
AUTOR (3)
(PAIS) DOSIS PARASITO HOSPEDADOR
KABA 100 mg./kg. Ancylostoma spp.
(ZAIRE) Ascaris lumbricoi

MASON y cols.

(NUEVA ZELANDA)

0GUZ T.

(TURQUIA)

PAWLOWSKI y cols.

(POLONTIA)

125 ppm. en la bebi-

da por seis dias.

25 mg./kg. durante 5

dias.

5 mg./kg. durante 10

des.

T. Trichiura.

Acuaria skrjabi-

ni.

Cysticercus te-

nuicollis.

Taenia saginata.

pdjaros.

corderos.

gatos.



AUTOR (s)

(PAIS)

T ABLA- IV

(ANO 1978)

DOSIS

PARASITO HOSPEDADOR

RAY y cols.

(ILNDTA)

SEO y cols.

(COREA DEL SUR)

TIDBALL y cols.

(FILTIPINAS)

WIKERHAVSER y cols.

(YUGOSLAVTIA)

10-100 mg./kg.

100-200 y 300 mg./kg.

50 mg./kg. cinco -

dias.

Ancylostoma cey

lanicum.

Ascaris lumbricoi

des.

Capillaria phipi-

ppinensis.

Syphacia obvelata

mesocrice

tos.

humanos.

humanos.

Aspirculuris tetra ratones.

tera.




TABLA-V

(ARO 1979)
AUTOR (s)

(PAIS) DOSIS PARASITO HOSPEDADOR
BARSANTI, J.A. ¥y 20~-100 mg./kg. por pe- Mesocestoides - perros.
cols. riodos intermitentes Spp.

(UsSA) de tres meses.
CLAYTON, H.M. 15,2-20,0 mg./kg./dia D. arnfieldi. asnos.
(REINQ UNIDQ). durante 5 dias en pas-

ta.
DAVISON, R.P. 100 mg./kg./dia duran—- T. trichiura. nifos.
(AUSTRALIA). te 3-4 dias.
DRUDGE, J.H. y 8.8 mg./kg. S. vulgaris. caballos.
cols. S. edentatus.
(USA).
DUWEL, D. 4.6 mg./kg. D. viviparus. gatos.
(REPUBLICA FEDE 0. ostertagi.
RAL ALEMANA) T. axei.

C. oncophora.

0. radistum.



T A BL A -V

(A0  1979)

AUTOR (s)

(PAIS) DOSIS PARASITO HOSPEDADOR
EVANS, W.S. y cols. 16.7 7% en pasta. H. diminuta. escarabajos
(CANADA) . H. nana.

H. microstoma.
GOLDSMID, J.M. y 400 mg./kg. dos ve- D. perstans. hombres -
cols. ces al dia durante 79 afios.
(RODESIA) 14 dias.
HEATH, D.D. y - 50 mg./kg. oral sen Taenia crassi-- ratas.
cols. cillo. ceps. (larvas).

(NUEVA ZELANDA)

KQOVROVA, E.A. y 450 mg./kg. intrape E. multilocula-- ~ratones.
cols. ritoneal. ris.

LE JAMBRE, L.F. 6.10 mg./kg. una - 0. circuncinta. corderos.
(AUSTRALIA) . vez. (adultos).

0. trifulcata.

(adultos).



T ABLA-UV

(ARO 1979)

AUTOR (s)

(PAIS) DOSIS PARASITO HOSPEDADOR
MURRAY-LYON, I.M. y 20-26 mg./kg. diarios E. granulosus. nifos.
cols. durante 4 semanas.

(REINO UNIDO.
PEREVERZEVA, E.V. 75 mg./kg. administra T. spiralis. ratones.

y cols,

(URSS).

dos en los periodos -
siguientes:

2 - 4 dias p.1i.

6 =11 " "

25_30 " "



CICLOFOSFAMIDA

Estudios encaminados a modificar la estructura quimica de un -
agente alquilante, Mecloretamina, con el fin de incrementar su selecti
vidad por los tejidos neoplisicos, llevaron a la sintesis de la ciclo-
fosfamida, nueva mostaza nitrogenada cuya actividad antitumoral ha si-
do evidenciada por numerosos autores en animales de experimentacidn y

humanos. CALARRESI y WELCH (1962), FAIRLEY y SIMISTER (1965).
H

U

N

0 ___\P___ N__ ( cHy-CH,Cl ),
e

Es un polvo blanco, cristalino y estable aunque tienda a per--
der agua de cristalizaci®dn cuando las condiciones ambientales son des-
favorables pudiendo, no obstaunte, recuperarla de nuevo por simple expo
sicidén al aire hiimedo. Ficilmente soluble en solucidn salina fisioldgi
ca y en agua destilada, siendo las soluciones acuosas resultantes alta
mente inestables de modo que deberdn ser administradas inemediatamente
después de su preparacidn.

Se absorbe bien por cualquiera de las vias habituales de admi-
nistracién. Este fidrmaco es inactivo "in vitro", cuando llega al higa-
do es activado por los sistemas oxidativos mixtos de los microsomas -
del reticulo endopldsmico liso BROCK (1967). Concretamente, el sistema
Citocromo-P-450 oxidass HILL y cols. (1972 a), SLADEK (1973), CONNORS
(1975), transforma 1la ciclofosfamida en &4-hidroxiciclofosfamida, la -~
cual establece un equilibrio tautomé@rico con la aldofosfamida. Estos -

compuestos pueden ser nuevamente oxidados a 4-cetociclofosfamida y car



boxifosfamida, por via enzimdtica, resultando ambos inactivos. Por - -
otra parte, la aldofosfamida va a los tejidos especificos por via hemi
tica. En las células de los tejidos suceptibles de citolisis, la aldo-
fosfamida sufre una B-eliminacién dando lugar a la mostaza fosforamida

y acroleina, metabolitos que resultan altamente citotdxicos.
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0
 Ciclofosfamida / \\
Q /P -M M=-N-(CH,-CH,C1),
NH
Sistema ///
Citocromo P-450
‘hepidtico.
0 Q 0
N S N7
—_—
4 COH H2
A—hidroxoc1clofosfam1da Aldofosfamida
aldehido oxi-
enZLmatlca. dasa hepiatica.
0
v 0
M-P :: + CH2=CH-CH0
NH

2
Fosforamida Acroleina

0 [} 0
< \P~/r.4 q \P-/v*'ﬁ
0 __._N—{i HOOC NHZ/

Metabolitos inactivos Metabolitos citotd-

xicos.

ES QUEMA

Metaholismo de la ciclofosfamida. Tomado de '"The Pharmacologi-
cal Basis of Therapeutics". GOODMAN y GILMAN. 5a. edicidn Ed. Mcmillan

USA. Pags. 1263.
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SLADEK (1972), observd que tanto si se inducia el citrocromo -
P-450 con fenobarbital, como si se inhibia con proadifén, la actividad
antineopldsica e Iindice terap@utico de la ciclofosfamida no experimen=
taban variaciones apreciables. La explicacidn de este hallazgo fué la
siguiente: La ciclofosfamida que biolSgicamente es poco activa, se eli
mana del cuerpo lentamente. Los metabolitos activados como la aldofos-
famida alquilan lugares especificos en las cé&lulas susceptibles, produ
ciéndose una respuesta que atiende a la ley del "todo o nada", o bien
son desintoxicadas por la formacidn de metabolitos inactivos rdpidamen
te excretados por el rifidn. Los efectos citotdxicos dependen de la can
tidad total md3s que de la velocidad de generacidn de metabolitos cito-
tdxicos. Asi, parece probable que las acciones bioldgicas de la ciclo-
fosfamida puedan estar mds dridsticamente afectadas por las velocidades
de desintoxicacidn y eliminacidn que por las velocidades de sinteésis -
de los metabolitos activados.

Estudios con ciclofosfamida marcada con tritio en perros y- hu~
manos BOLT y cols. (1961), mostraron que en orina la cantidad de firma
co detectado fue menos del 147 y la cantidad de heces después de una -
administracidn intravenosa fué inapreciable. La'méxima concentracidn -
hemitica se obtuvo a la hora de ser administrada oralmente. Después de
inyectar ciclofosfamida por via intravenosa, y marcada con Cl4 a dosis
comprendidas entre 6-80 mg./kg., la vida bioldgica media resultd ser -
de seis horas y media y los metabolitos alquilantes estaban en un 5672
ligados a proteinas plasmiticas. Asimismo, la administracidédn de Alopu-
rinol previamente, prolonga la vida bioldgica media de la ciclofosfami
da.

El mecanismo de accidn de la ciclofosfamida, asi como el de -



otras mostazas nitrogenadas, se basa en su poder alquilante sobre molé
:culas esenciales tales como Adcidos nucleicos, impidiendo de esta forma
ﬁa replicacién de la molécula por bloqueo de las cadenas de nucledti--
jos y de este modo interfiere la mitosis y divisidn celular en todos -

quellos tejidos de rdpida proliferacidn, CONNORS (1975). Ademds puede
inhibir fendmenos como la glicolisis, respiracidn y sintesis de protei
nas OCHOA y HIRSCHBERG (1967).

Los agentes alquilantes son por tanto activos sobre los siste-
as hematopoyé&ticos como lo prueba el hecho de que dosis subletales de
ostazas nitrogenadas son capaces de producir, dentro de las 6-8 horas

posteriores a su administracidn,cese en la mitosi$ y desintegracidn en
la médula 6sea y tejidos linfoides en animales de experimentacidn, - -
siendo los linfocitos las cé&lulas mds sensibles a la accidn de la ci--
clofosfamida, de tal modo que su efecto puede ser comparado al de las
radiaciones icnizantes.

La administracidn de ciclofosfamida por via parenteral, tiene
un efecto destructor sobre las células de la mucosa intestinal con de-
tencidn de la mitosis en los epitelios, seguida de descamacidn y des--
prendimiento de los mismos. Ataca a los foliculos pilosos produciendo
una alopecia reversible. Sobre el sistema nervioso central, tiene un -
efecto estimulante produciéndose niuseas, vdémitos con convulsiones, pa
ridlisis muscular y mGltiples efectos colinomiméticos en individuos ba-
jo tratamiento GOODMAN y GILMAN (1975).

La ciclofosfamida es un potente agente inmunosupresor que aiag
ga la supervivencia de homoinjertos en ratén, BERCHBAUM y BROWN (1963)

impide la respuesta de los anticuerpos 7S5 y 19 S a los gldbulos ro--

‘os de carmero, SANTOS y OWENS (1966). Asimismo, ha sido utilizada pa-
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ra inducir tolerancia a una gran variedad de antigenos, tales como eri
trocitos de carnero AISENBERG (1967) o Y-globlulina equina STOCKMAN y

TRENTIN (1972). Algunos estudios indican que la ciclofosfamida ejerce

una accidn preferente sobre aréas B-~dependientes de tejidos linfoides,
asi, tratamientos efectuados en pollos impiden el desarrollo de la in-
munidad humoral dejando intacta la celular, LERMAN y cols. (1970). En

ratones adultos se ha podido establecer una accidn diferente de la ci-
clofosfamida sobre las cé&lulas T y B, ya que a dosis bajas afectaba a

las pohlaciones T, incluidas las T supresoras y a dosis altas producia
una deplecidn selectiva de cé&lulas B, POULTER y TURK (1972), TURK y -
POULTER (1972). Sin embargo, NETA y SALVIN (1974), observaron que en -
animales de laboratorio previamente tratados con ciclofosfamida se pro
ducia un incremento de las respuestas T dependientes expresado en una

intensificacidn de las reacciones de hipersensibilidad retardada a glgd
hulos rojos de carmero. Asimismo, observaron una disminucidn de 1la resg
puesta DTH; que contradecia los resultados obtenidos anteriormente por
investigadores, a la vez que no concordaba con los mecanismos de - -
accidn probios de los agentes alquilantes, plantearom la hipdtesis de

que. la inmunosupresidn humoral producida por el firmaco era responsa--
ble del aumento de la respuesta DTH al no producirse los complejos An-
tigenos—anticuerpo controladores de la misma. Esta hipot&tica interpre
tacidn fué reforzada por las aportaciones de TURK y PARKER (1973), -
KATZ y cols. (1974), sobre la particular sensibilidad de las c&lulas B
a la ciclofosfamida y sobre el bapel supresor de estas o de sus produc
tos en las reacciones DTH. No obstante, ASKENASE y cols. (1975), demos
traron aumento de la respuesta de hipersensibilidad retardada a dosis

de ciclofosfamida no supresoras de anticuerpos, por lo que propuso la
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existencia de unas c@lulas T-supresoras altamente sensibles a ciclofos
famida RAFF y CANTOR (1971).

SCHWATZ y cols. (1976), afirman que la ciclofosfamida ademis ~
de matar a células B, elimina algunas subpoblaciones de células T que
jugarian un papel importante en las respuestas de inmunidad celular. -
A andlogas conclusiones llegaron KOLB y cols. (1977), que ademds me- -
diante anilisis histoldgicos y electroforéticos, llegaron a detectar -
la formacidn de una nueva poblacidén de c&lulas en el bazo durante la -
fase de regeneracidn del mismo después de un tratamiento con ciclofos-
famida en ratones. Estas-poblaciones desaparecieron una vez concluido
el proceso de regeneracidn y observaron que poseian un efecto supresi-
vo "in vitro" sobre las mitosis de cé&lulas T y B.

L'AGE-STEHR y DIAMANTSTEIN (1978), encomtraron que en ratones
tratados con 125 mg./kg. de ciclofosfamida proliferaban unas c&lulas T
autorreactivas. Este aumento, segiin ellos, era debido a que la ciclo--
fosfamida inducia, en ratomes normales, la aparicidn de nuevos locus -
antigénicos (quizd presentes en la superficie de las cé&lulas B primiti
vas o componentes propios alterados por la inducidn de virus enddgenos)
a la vez que tenia lugar una eliminacidn transitoria de células T su--
presoras que por tanto dejarian via libre a las células autorreactivas

Otros autores como SHAND y HOWARD (1978-1979), concluyen que -
tratamientos con ciclofosfamida (100-150 mg./kg.), producen una tole--
rancia reversible de c&lulas B a antigenos timo-independientes sobre -
todo inmunoglobulinas, debido a una inhibicidén en la regeneracién de -
sus receptores de superficie. Este fenfémeno no se observa para otros -
compuestos andlogos como Clorambucil, Melfalan o 6-Mercaptopurina.

FRZYJALKOWSKY y cnls. (1979), estudiando la influencia de la -



ciclofosfamida sobre las inmunoglobulinas sé&ricas en ratones convencio
nales y libres de gérmenes, encuentran que la ciclofosfamida causa una
inmunodepresidn preferente sobre los linfocitos B, traducida en una -
caida de los niveles séricos de IgG, mientras que estimula ligeramente
la produccidn de inmunoglobulinas de tipo IGM ~ IgA. En otro de sus -
trabajos, utilizando las mismas estirpes de animales, encuentran que -
la administracidn de ciclofosfamida a dosis de 50 mg./kg., aumenta la
intensidad de una infestacidn por T. spiralis, y la duracidn de la es-
tancia de los vermes en el intestino, hecho que se traduce en una ma--~
yor infestacidn muscular. Estudios hematélogicos paralelos ponian de -
manifiesto un predominio de linfocitos pequefios (T), sobre los grandes
linfocitos (linfocitos B) sensiblemente disminuidos.

A la vista de todos estos datos y teniendo en cuenta que en -
las distintas fases de la triquinosis experimental ocurren fendmenos -
inmunitarios de naturaleza compleja, nos parecid interesante el estu--~
dio de la evolucidn de una infestacidén intestinal de I. spiralis bajo
tratamiento inmunosupresor con ciclofosfamida y las repercusiones que

podrian observarse en la posterior fase muscular.



NIRIDAZOL

Fué sintetizado por WILHEM y SCHMIDT, en los laboratorios CIBA
de Basilea y seleccionado de entre un gran niimero de derivados del ni-
trotiazol, viendo que aquellos 5-nitrotiazoles con una urea ciclica en

posicidn 2, presentaban HSptimas propiedades terapéuticas.

0=

I

Se trata pues, del S-nitro-2-tiazol-2-imidazolidina, polvo - -
cristalino amarillo, inodoro e insipido. Es escasamente soluble en -~ -
agua y en la mayoria de los solventes orginicos.

Es especialmente activo contra esquistosomas y por su afinidad
con los nitroimidazoles y nitrofuranos, actdia también frente a amebas,
trichomonas y agentes bacterianos, si bien no se emplea en estos casos
por resultar mids tdxico que los fiArmacos actualmente utilizados.

Después de la administracidn de una dosis oral de Niridazol, -
se absorbe lentamente en algunas horas. Durante su primer paso por el
higado se metaboliza en su mayor parte. Debido a su lenta absorcidn y
ripida metabolizacidn, las concentraciones hemdaticas alcanzadas no se-
rdn elevadas, no obstante, una pequefia cantidad persiste en sangre pe-
riferica durante varias horas.Los metabolitos se combinan en alta pro-
porcidén a proteinas plasmdticas y ambos, compuesto inalterado y metabo
litos, se distribuyen ampliamente en tejidos. La eliminacidn tiene lu-
gar lentamente y en igual proporcidn por orimna y heces. Parece ser que

la actividad antiesquistosomal del niridazol se debe a la elevada con-



centracidn que &ste alcanza en sangre portal y al hecho de que la ma--
yor parte de las especies de Schistosoma vivan casi exclusivamente en
los vasos derivados de la vena porta.

Trabajos recientes atribuyen al niridazol un papal fuertemente
inmunosupresor en la inmunidad celular de ratones, MAHMOUD y cols. -
(1975), en cobayas DANIELS y cols. (1975) y en el hombre WEBSTER y - -
cols. (1975). Sin embargo, a esas mismas dosis el efecto sobre la pro-
duccidn primaria de anticuerpos es minima, no afectando a la produc-"-
cidén secundaria PELLEY y cols. (1975).

El niridazol impide la formacidn de granulomas parasitarios en
torno a los huevos de esquistosomas en ratones. No se conoce "in vivo"
el mecanismo por el cual el niridazol inhibe la infiltracidén de célu--
las mononucleares, pero "ip vitro" pudieron evidenciarse unos metaboli
tos, en el suero de cobayas previamente tratados con niridazol, que -
bloqueaban la produccidn de los factores inhibidores de macréfagos - -
(M.I.F.) DANRIELS y cols. (1975).

Bajo los efectos del niridazol se observa tambi&n una disminu-
cidn de las reacciones de rechazo en injertos de piel MAHMOUD y WARREN
(1974), asi como una inhibhicidn en las reacciones de hipersensibilidad
retardada RUDOFSKY y PALLARA (1977).

La administracidn continua de niridazol desde antes de la in--
festacidn por T. égiraiis, no altera la expresifn inmunitaria mis ca--
racteristica de la infestacidn intestinal: la autocuracidan, SANMARTIN
DURAN (1977). Fendmeno que se considera fundamentalmente debido a la -
I.M.C., LARSH (1967), RUITENBERG y STERENBERG (1974), con ratones ti--
mectomizados o recién nacidos, tratados con sueros antitimociﬁicos o -

antilinfocitoa y WALLS y cols. (1973) con ratones irradiados y recons-



tituidos. Ademis de no verse afectado el proceso de autocuracidn, tam-
poco existia una inhibicidén de 1a migracidn macrofdgica, lo cual po- -
dria interpretarse como que el niridazol no actuaba sobre los linfoci-
tos T auxiliadores. Asimismo, el tratamiento continuo con niridazol, -
impedia la respuesta celular estimulada por el tratamiento antihelmin-
tico supresor de una infestacidn muscular, hecho que junto con los an-
teriores sugerian que la accidn de niridazol se centraba sobre los lin
focitos TDTH (responsables de las reacciones de hipersensibilidad re--
tardada). El mismo autor, comprobaba la ausencia de diferencias apre--
ciables entre los efectos del niridazol cuando se aplicaba durante to~-

do el ciclo de triquina y cuando se aplicaba solamente antes del trata

miento antihelmintico supresivo de la fase muscular, lo cual le 1llevd

i

a concluir que solamente afectaba a la reaccidn de hipersensibilidad
derivada de la desorganizacidn de la estructura capsular, por lo que -
2]l organismo se sensibilizari de nuevo al contacto con los antigenos =~
larvarios. No obstante, la aplicacidn de niridazol frente a una infes-
tacifin experimental por T. spiralis, disminuye la infiltracidn inflama
toria acompafiada de un retraso en la destruccidén de la larva. La misma
observacién fué hecha por GROVE y WARREN (1976).

JONES y cols. (1976), administrando a ratas y a hombres 25 mg.
/kg. de niridazol radiactivo, pudieron detectar en orina mediante téc-
nicas cromatogridficas adecuadas, tres metabolitos que eran responsa- -
bles de la actividad inmunosupresora a los antigenos "in vitro", resul

tando inactivo como inmunosupresor, el compuesto sin degradar.



qL

ITII.- MATERIAL Y METODOS

EE R e L ]



3.1.- DATOS GENERALES

3.1.1.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se han utilizado ratones pertenecientes a la estirpe CD-1, -~ -
CHARLES RIVER, los cuales fueron puestos a reproducir en jaulas de ~ =
plistico suministradas por la casa PANLAB. Los animales se mantenian -
en un ambiente de temperatura y humedad controlados, 18-21°C. y 45-60
respectivamente.

Para la experimentacidn los animales fueron separados del de--
partamento de cria y colocados en grupos de ocho como minimo dentro de
jaulas confeccionadas por nosotros a base de malla metdlica y caja de
plastico. Posteriormente, fueron colocados en el departamento de expe-
rimentacidén bajo las mismas condicionmes ambientales anteriores y con -
alimentacidn a base de piensos compuestos granulados (SANDERMUS) y - -
agua natural suplementada de vez en cuando con un completo vitaminico
(AUREO-F soluble), a razdén de 2 gr./litro.

Los lotes de animales para cada experiencia fueron todos ma- -
chos o todas hembras, procurando que existiera uniformidad en el grupo
Se utilizaren animales de una edad aproximada de 50 dias y un peso de

25-30 gramos.

3.1.2.- CEPA DE TRICHINELLA SPIRALIS

En todas las experiencias se ha utilizado la cepa GM-I, regis-
trada en la 0.M.S. y mantenida desde 1963 en que fu& aislada de un ga-
to mont&s capturado en Asturias, mediante pases periddicos por rata co

mo reserva o ratdn com vistas a la experimentacidn.



3.1.3.- FARMACOS ENSAYADOS

Oxfendazol: Sintetizado en los laboratorios de Syntes Research
y amablemente suministrado por el Dr. Richard Schlitz, Palo Alto (Cali
fornia).

Tioxidézol: Es un producto de Schering Corporation, Allentown
U.S.A., que nos fué facilitado por el Dr. Eric Panitz.

Mebendazol: Hemos utilizado el preparado comercial LOMPER de -
Janssen Pharmaceutica, para farmacia.

Ciclofosfamida: Hemos utilizado la férmula comercial para far-

macia (GENOXAL), en viales inyectables de los laboratorios FUNK, S.A.
Niridézél: Se empled el preparado comercial, AMBILHAR (CIBA),-
ohtenido a través de la Direccidn General de Farmacia del Ministerio -
de Sanidad y Seguridad Social.
Marétin: Fue empleado el producto de Bayer, Leverkusen, Alema-
nia para uso veterinario.

Prednisona: Fue utilizado el preparado de MERCH 'para farmacia.

3.2.—~ TECNICAS PARASITOLOGICAS

3:2.1.~ DETERMINACION DE LA ESPECIE

La determinacidn de la especie de Trichinella utilizada en - -
nuestras experiencias, fué realizada por B. SCHAIKENOV y Z. CH. TA ZIE
VA del Laboratorio Helmintoldgico dirigido por el Dr. BOEV, en el Ins-
tituto de Zoologia, Kazach Academy of Sciences, Alma-Ata, U.R.S.S.

La determinacidén se realizd mediante infestaciones de ratones
con un par de larvas de Triéhineila de diferente sexo, una pertenecien

te al ejemplar del tejido muscular aislada de nuestros ratones, y la -
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otra de una poblacidén de especie conocidad (T. spiralis, T. nativa, --

T. nelsoi) y mediante posteriores estudios de las tasas reproductoras

se llepd a la conclusidén de que la especie en cuestidn era Trichinella

spiralis.

3.2.2.- DOSIS INFESTANTE

Todos los ratones utilizados en las experiencias fueron infes-
+ + .
tados con 300 - 50 y 200-50 larvas cada uno, siendo en todo caso la -

misma dosis infestantes para el grupo de animales que constituidan ca-

da experiencia.

3.2.3.- INFESTACION CON LARVAS OBTENIDAS PREVIA DIGESTION DE LA CARNE

Se utilizd la técnica de digestidn segiin MARTINEZ, A.R. (1978)

Se parte de ratones infestados, a los que se les quita la piel
y evisceran, pasando a continuacidn la canal troceada por un homogeni-
zador o picadora de carne modelo Hispano Suiza durante 20 segundos, -
con ayuda de un poco de liquido de digestidon previamente preparado. La
digestidn, se hace sobre 100 cc. de agua destilada por cada 10 gramos
de carne, con 0,5 gr. de pepsina Merck, titulo 1:10.000, O,7cc. de dci
do corhidrico y 0,9 gr. de Cloruro sddico.

La carne triturada con el liquidoc de digestidn se pasa a matra
ces de 250 ml., los cuales se disponen en un agitador de incubacién -
INFORS—-AG-BASEL, tipo ITH, a 300 r.p.m. durante cuatro horas y 4 37°C.

Terminada la digestidn, el contenido del matraz se pasa por ma
llas tipo Din II71 de 0,03 mm. y 0,06 mm. de luz de malla, bajo chorro
de agua a presidn, recogiendo el contenido de la malla de 0,06 mm. me-

diante bharrido con el chorra, sobre una copa de 1000 cc., se completa



con solucidn salina y se deja reposar. A continuacidn se sifona el so-
brenadante y el sedimento se pasa a un Baermann con solucidn salina du
rante una hora & 37°C., a fin de seleccionar las larvas viables. Poste
riormente se recuperan las larvas sedimentadas y se pasan a un vaso de
precipitados de 100 cc. Se enrasa con solucidn salina y se cuentan en
cdmara McMaster con ayuda de contador de mano.

El llenado de las cidmaras se efectila depositando, de una sola
vez, una muestra con pipeta pasteur tomada de la suspensidn de larvas
en ‘agitacidn. El recuento se realiza sobre microscopio OLYMPUS a 4 x y
la cantidad de larvas encontradas se refiere a 100 cc. volumén inicial
del que se parte.

El indculo para la infestacidn se ajusta en gelatina al 1%, -
concentracidn satisfactoria y que no es preciso mantener en bafio Maria
si estd recién preparada. Por otra parte, aegura una buena suspensidn
de las larvas, hecho importante para una infestacidn uniforme.

Los ratones se inocularon con sonda bucogdstrica, unida a je--

ringa-automdrica tipo CORNWALL, administrindole 0,4 ml. a cada uno.

3.2.4.—- APLICACION DE LOS FARMACOS

Para los tratamientos efectuados con los diferentes fdrmacos,
fué preciso conocer el peso medio de cada lote de ratomes utilizado, a
fin de poder determinar la dosis. El pesado se realizd en balanza - -
OHAUS y las dosis fueron calculadas en relacidn al volumen miximo de -
suspensidn que un ratdn puede recibir, 0,4 ml. por via oral, sin que -
aparezcan problemas de expulsgidn por vémitos.

Los productos fueron suspendidos en carboximetilcelulosa sddi-

ca al 12, por resultar insolubles en agua, a excepcidn de ciclofosfami
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da, que fué disuelta en vehiculo salino esté&ril y apirdgeno.
Oxfendazol, Tioxidazol, Mebendazo, Maretin, Niridazol y Predni
sona, fueron administrados oralmente mediante sonda buco-gidstrica con
jeringa automatica, cuidando de mantenmer la suspensidén de los fadrmacos
en agitacidn durante el tiempo que duraban los tratamientos.
Ciclofosfamida fué& administrada por via intraperiotoneal con =
jeringa de insulina, desinfectando previamente el idrea interesada con

solucidn de yodo.

3.2.5.- RECUPERACION DE ADULTOS

Se siguid la técnica de DENHAM y MARTINEZ (1970), adaptada a -
nuestras condiciones de trabajo. Una vez sacrificados los animales, -
por ﬁéﬁiaéién abdominal se descubre el intestino, se separa por trac--
cidn y se extrae. A continuacidn se abre longitudinalmente y se trocea
en porciones de 2-3 cm. que se pasan sequidamente a un erlenmeyer con
100 cc. de solucidn salina fisioldgica. Se incuban durante 4 horas & -
73°C., a fin de producir la autolisis de la mucosa, y por dGltimo se pa
san a la cimara fria toda la noche.

A la mafiana siguiente, el contenido de cada matrz, se vierte -
sobre dos mallas DIN-TII17 de 0,03 y 0,01 mm. (acopladas en ese orden).
Se somete a chorro de agua a presidn y el residuo de la malla de 0,01
mm. es recogido sobre un vaso de precipitados de 100 cc. Esga opera- -
cifn se repite por cada ratdn, teniendo la precaucidén de lavar bien -
las mallas entre un ratdn y el siguiente.

Posteriormente se procede al recuento, tomando alicuotas de 10
cc. que se depositan en una placa de Petri reticulada, afdadiendo unas

gotas de tintura de yodo que tifie a los vermes, haciéndolos mas visi--
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-

bles. Se realizan seis recuentos en el estereomicroscopio OLYMPUS a -

16x.

3.2.6.-~ DIGESTION DE LA CANAL Y RECUENTO DE LARVAS

Se sigue una técnica andloga a la descrita en 3.2.3.

Los ratones una vez sacrificados, se pelan y evisceran y la ca
nal se deposita sobre placas de petri en las que se cortanm y homogeni-
zan con tijera curva. -

Cada ratdn se paéa a un matraz, una vez homogenizado en turmis
con la correspondiente cantidad de liquido digestivo y se mantiene en
agitador incubador durante cuatro horas. Posteriormente, pasan por ma-
llas y se llevan a vasos de 100 ml. para proceder al recuento en cima-
ra McMaster.

Al verificar el recuento, se diferencia.entre larvas vivas - -
(aéuellas que se encuentran enrolladas, o que sin estarlo se mueven al
poner la cdmara sobre una platina caliente a 30-40°C.), y larvas muer-
tas (aquellas que adoptan la forma tipica de un seis abierto, o perma-

necen estiradas sin reaccidén a los estimulos térmicos.

3.2.7.~ OBTENCION DE LAS CELULAS DEL EXUDADO PERITONEAL

Los animales experimentalmente infestados, se anestesian y se
sangran mediante seccidn de la vena yugular para evitar cualquier con-
taminacidn hemdtica del liquido peritoneal.

Para la recogida de las c@lulas peritoneales, se quita la piel
de la parte ventral del anmimal y se le inoculan 5 ml. de BBS de HANKS.
Se hace masaje peritoneal y se recoge todo el liquido posible en condi

‘ciones asépticas. Una vez extraido, el liquido peritoneal de cada ra--



tdn, se pasa a unos tubos estériles siliconados que se mantienen en --
hielo. A continuacidn se realizan tres laanOS sucesivos con BSS por -
centrifugacién a 200 g. durante diez minutos. El sedimento final se re
suspende en 2ml. de BSS y posteriormente se procede al contaje de las

cédlulas de cada tubo en cimaras Burker, efectuando una dilucidn previa
de 0,1 ml. de suspensidn final en 0,9 ml. de Azul Tripdn para facili--
tar el contaje a la vez que se observa la viabilidad (80%). Paralela--
mente, se realizan extensiones obtenidas a partir de la suspensidén fi-
nal de células, que se tifien por técnicas de May Grunwald y Wright, a

fin de determinar el porcentaje medio de lifocitos y de macréfagos.

‘Composicidn del B.S.S. de HANKS para 100 ml.

CLNA o i i i e i e e e 8 gr.

o3 75 < . 0,4 "

S04 Mg.?HZO e e et e e e e e e 0,2 "

POAHNaZIZHZO ...... e e e et e 0,152 gr.

PO, H, K ... e e e 0,06 "

CLZCa ......... ce et e e e 0,14 "

Rojo Fenol al 0,27 R 5 ml.

Glucosa HZO ..... e et e e 1 gr.

Penicilina et e i e e e 10.000 U.I.
Estreptomicina e et e e e . 10.000 microgramos.

3.2.8.~ OBRTENCION DE CELULAS ESPLENICAS

Los animales tras anestesia con &ter se sacrifican por exangui
nacidn. Inmediatamente y en condiciones estériles, se extraen los ba--

- g - 3
zos de por lo menos 15 animales, procurando que &stos estén libres de
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tejidos adyacentes y se pasan a una placa de plistico con un poco de
B.5.8. A continuacidu, utilizando dos pinzas estériles y un mastica--
dor, se trocean los bazos hasta obtener una suspensidn homogé&nea de cé
lulas. Es importante gque el material utilizado sea de plastico para -
evitar la adherencia de algunas poblaciones de c&lulas de vidrio. En -
caso de utilizarlo de vidrio, deberd ser liso y siliconado trabajando
siempre en bafio de hielo.

La suspensidn asi ogtenida, se pasa a un tubo de 17x100 (16 ml
y se coloca sobre bafio de hielo para que los fragmentos tisulares sedi
menten, durante diez minutos. Posteriormente, se transfiere el sobrena
dante (suspensidn celular) a un tubo cdnico de centrifuga, estéril, de
plistico o de vidrio siliconado. Seguidamente se realizan tres lavados
con B.S.S. estéril a 200 g. durante diez minutos y el sedimento se sus
pende en 10 ml. de BSS de nuevo.

En los casos en que existe una contaminacidn con eritrocitos,
la suspensidn obtenida se trata con una solucidn que contiene ClNHA -—
0,155M; CO3HK, 0,01M; dcido etilendiaminotetracético 0,1 mM, & pH=7,4
y suplementado con suero inactivado de termera al 10%. Se incuba duran
te diez minutos a cero grados, produci@ndose asi la lisis de los eri--
trocitos NOVOGRODSKY y cols. (1975). Posteriormente se centrifuga obte
niéndose en el sohrenadante los eritrocitos lisados y el sedimento que
serin las c&lulas esplénicas que se resuspenden en 5 ml. de BSS y se -

cuentan en cimara Burker.

3.2.9.~ TRANSFERENCIA DE LAS CELULAS ESPLENICAS Y DEL EXUDADC PERITO--

NEAL.

Con las c@lulas esplénicas y de exudado peritoneal obtenidas -~
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segn se describe en los apartados 3.2.7 y 3.2.8, a partir de donantes
previamente infestados, se preparan sendos "puzzles', que posteriormen
te se resuspenden en solucidén B.S.S. coan antibidticos y se cuentan en
cidmara Burker. Seguidamente se ajusta el infculo de modo que a cada re
cipiente le sea transferido un nimero determinado de cé&lulas viables.

La transferencia se realiza siguiendo las técnicas de LARSH y
cols. (1970) y WAKRELIN y WILSON (1977), modificadas en algunos de sus
pasos.

Las cé&lulas del exudado peritoneal son transferidas a ratones
recipientes de dos formas. Unos recibieron 4 x 108 células viables por
via intraperitoneal en un volumen de 0,5 ml., utilizando jeringas de ;
insulina est@riles y desechables. Otro grupo recibid & x 107 células -~
por via intravenosa a trdavés de la vena externa del ojo, con jeringa -
de insulina y aguja muy fina, en un volumen no superior a 0,25 cc. En
ambos casos la razdn donante: recipiente fud aproximadamente de 2:1.

Fl mismo planteamiento fué seguido para las cé&lulas, si bien -
en este caso pocos bazos donantes fueron suficientes para proporcionar

una cantidad abundante de c&lulas para la transferencia.

3.3. TECNICAS HISTOLOGICAS

3.3.1.-~ MICROSCOPIA OPTICA

Estos estudios fueron realizados en el Departamento de Anato--
mia Patoldgica del Hospital General de Galicia.

Los trozos de tejido muscular fueron fijados en formol neutro
al 10%, de donde pasaron a un Autotecnichon Mono Mod. 2A, sufriendo -

deshidratacidn mediante sucesivos pases por alcoholes de grado crecien
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te, aclarado en xilol e inclusidn en parafina.

Los cortes fueron realizados en un microtomo tipo Minot, de ma
nivela Leitz. El espesor de los mismos oscilaba entre 4-7 Mm.

Las tinciones efectuadas fueron la Hematoxilina-eosina, Acido
periodoco de Schiff, Tricrémico de Masson, Hematoxilina fosfotungstica
de Mallory, segiin las té&cnicas de ROMEIS (1928) MCMANUS y cols. (1968)

Las observaciones para cada caso se efectuaron sobre un prome-

dio de ocho cortes.

3.4.- FOTOGRAFIA

Las fotografias, tanto de las preparaciones en fresco como his
toldgicas, se hicieron con cdmara OLYMPUS C-35A sobre microscopio VA--
NOX OLYMPUS con pelicula Agfachrome 50-L (50°ASA) en color y cidmara -

automitica Orthomat, sobre un microscopio LEITZ Dialux.

3.5.—~ ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos a lo largo de las distintas experien-
cias fueron sometidos a pruebas de significacidén basadas en la t de -

Student, andlisis de la varianza y correlacioa lineal,



EXPERIENCIAS REALIZADAS



4.1.- CON OXFENDAZOL

4.1.1.- Se ha determinado la eficacia antihelmintica del oxfenfazol --

frente a preadulto de Trichinella spiralis en rat8n. Los tratamientos

se efectllan a las 24 horas p.i. y el sacrificio de los animales tuvo -
lugar al 8°dia p.i.

4.,1.1.1.- En la primera experiencia se dispuso de cinco lotes, uno de

los cuales actuaba como control de infestacidn y el resto recibid 2, -
3, 5y 7 mg./kg. de oxfendazol respectivamente.

4.1.1.2.- Se administraron las dosis de 15,25 y 50 mg./kg. a tres lo--

tes correspondientes de animales, mientras que el cuarto permanecid in

tratado y se considerd como testigo de la infestacidn.

4.1.2.- Se determind la eficacia antihelmintica del oxfendazol frente

a la fase adulta de Trichinella spiralis. Los animales fueron tratados

al 6°dia p.i. y el sacrificio de los mismos tuvo lugar el 8°dia p.i. -
Para ello se montaron dos grupos de experimentos:

4.1.2.1.~ Constd de un lote control no tratado frente a cuatro lotes -
que recihieron sucesivamente las dosiside 5, 7, 15 y 25 mg./kg.
4.1.2.2.~ Estaba formado por un lote testigo y tres lotes experimenta-

les tratados con 50,100 y 200 mg./kg. del fidrmaco ensayado.

4.1.3.~ Se evaluaron los efectos del oxfendazol, sobre lag larvas emi-

grantes de Trichinella spiralis. En esta fase los animales fueron tra-

tados en los dias 13, 14 y 15 p.i. y sacrificados al dia 30 p.i., con
el fin de que el antihelmintico actuara solamente sobre fases parente-

rales, se ha suprimido previamente la poblacidn intestinal mediante 1la
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administraci®n de 60 mg./kg. Maretin en el 9°dia p.i. En este caso se
dispusieron dos experiencias:

4.1.3.1.~ Se utilizaron dos grupos de ocho animales cada uno. Uno de -
ellos no recibid tratamiento alguno y fue por tanto cousiderado como -
testigo. El otro se tratd a razdén de 300 mg./kg. de oxfendazol.
4.1.3.2.- Consistid en un grupo control y dos experimentales, que fue-—
ton tratados con oxfendazol a las dosis de 400 y 500 mg./kg. En ambos
experimentos, la eficacia fué determinada mediante recuento de larvas

aisladas de los miisculos por digestidn.

4.1.4.~ Se evaluaron los efectos del oxfendazol sobre larvas enquista-

das de Trichinella spiralis. Los tratamientos se llevaron a cabo los -

dias 35, 36 y 37 p.i. ¥ ei sacrificio de los animales a los 42 p.i. Pa
ra ello, se han empleado un total de siete lotes de ocho ratones cada
uno, distribuidos como sigue:

4.1.4.) .- En una expriencia se utilizaron dos lotes, uno intratado, -
testigo de la infestacidn, y el otro que recibid 200 mg./kg. de oxfen-
dazol:

4.1.4.2.~ Se dispuso de cinco lotes de animales, cuatro de los cuales
recihieron 300, 400, 500 y 700 mg./kg. de oxfendazol, y el quinto fué
considerado como testigo.

En ambos casos, la eficacia del tratamiento fué determinada -

por:
a) .~ Ohservacidn directa de los quistes musculares por compre-
sidn.
B).- Recuento y observacidn de viabilidad directa de las lar--

vas por resistencia a una digestidn estandar.
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c).~- Toma de muestras para anatomia patoldgica de los misculos
de ratdn infestados y tratados con las distintas dosis -~
del antihelmintico.

d).- Viabilidad diferida mediante pruebas de reinfestacidn.

4.1.5.- Se estudid la viabilidad de las larvas recuperadas al quinto -
dia del tratamiento con oxfendazol. Las larvas tratadas y recuperadas
fueron administradas a grupos de ratones (un lote por dosis) y poste--
riormente se determinéd su capacidad de alcanzar el estado adulto, asi
como la actividad reproductora y poder de euquistamiento en relacidn -
d aquellas que se obtuvieron de los testigos.

4.1.5.1.~ Determinacidn de la viabilidad de las larvas ptocedentes.del
tratamiento con 200 mg./kg. de oxfendazol, expresada en nimero de adul
tos al 8°dia p.i.

4.1.5.2.- Determinacidn de la viabilidad de las larvas procedentes de
los tratamientos efectuados con 200 mg./kg., expresada en nimero de -
larvas musculares al 30°dia p.1i.

4.1,5.3.~ Determinacidn de la viabilidad de las larvas tratadas con -
300, 400, 500 y.700 mg./kg. de oxfendazol, expresada en niimero de adul
tos al octavo dia p.i.

4.1.5.4.- Determinacidn de la viabilidad de las larvas tratadas con -
300, 400, 500 y 700 mg./kg. de oxfendazol, expresada en nimero de lar-

vas al 30°dia p.1i.

4.1.6.- En esta experiencia, se tratd de encontrar dosis minimas de ox

fendazol, eficaces contra larvas enquistadas de Trichinella gpiralis.

Los tratamientos fueron efectuados los dias 35, 36 y 37 p.i., realizin
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dose el sacrificio de todos los ratones a los 42 dias p,i. La eficacia
antihelmintica fuéd determinada por:

a).- Observacidn directa de los quistes por compresidn.

b) .- Recuento y observacidn de la viabilidad directa de las -~

larvas por resistencia a una digestidn estandar.
¢).~ Observacidn de la viabilidad diferida mediante reinfesta-
cidn.

4.1.6.1.~ Se dispuso de cinco lotes de ocho ratones cada uno, que reci
bieron las dosis correspondientes a cada lote de 100, 80, 60 y 40 nmg./
kg. de oxfendazol, permaneciendo el quinto lote como testigo de la in-
festacidn.
4.1.6.2.- Las larvas recuperadas en 4.1.6.1., fueron inoculadas a otro
lote de ratones, uno para cada dosis, con el fin de determinar la capa
cidad de las mismas para alcanzar el estado adulto. Para ello se reali
2% el sacrificio de los animales y las determinaciones necesarias basa
das en el recuento de los adultos intestinales al 8° dia p.1i.
4.1.6.3.- Tuvo como fin, determinar la capacidad de reproduccidn y de
enquistamiento, para las larvas procedentes de 4.1.6.1. Para ello fue-
ron inoculados a ratones indemnes y a los 30 dias p.i. se realizd el -~
sacrificio de los animales, asi como las determinaciones necesarias ba
sadas en la observacidn y recuento del nidmero de larvas aisladas por -

digestidn.

4.1.7.— Experiencias correspondientes al tratamiento supresivo del ox-
fendazol contra larvas enquistadas en presencia de prednisona:
Fueron infestados 200 ratones con 250 + 50 larvas viables de -

T. spiralis. A los cuarenta dias p.i., diariamente los tres primeros -
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dias y cada tres dias,sucesivamente,se sacrificaron ocho animales por
grupo hasta el dia 58 post-infestacidn, incluyendo un masetero en for-
mol neutro al 10% para su estudio histoldgico en microscopia dptica.

4.1.7.1.- Grupo experimental n°l. Compuesto por 30 ratones infestados

con T. spiralis y sin tratamiento alguno que actuaban como testigo de

la infestacidn.

4.1.7.2.- Grupo experimental n° 2. Compuesto por 30 ratones infestados

con T. spiralis, tratados con prednisona a 10 mg./kg., los dias 35, 36
y 37 p.i. y con oxfendazol a 200 mg./kg. los dias 38, 39, y 40 p.i.

§.1.7.3.- Grupo experimental n° 3. -Constaba de 30 animales infestados

con T. spiralis y tratados diariamente con prednisona a 10 mg./kg., ~--
desde el dia 35 p.i. hasta el dia 58 p.i. y con oxfendazol a 200 mg./-
kg. los dias 38, 39 y 40 p.i.

4.1.7.4.- Grupo experimental n° 4. Compuesto por 30 animales infesta--

dos con T. spiralis y tratados @inicamente con oxfendazol a 200 mg./kg.

los dias 38, 39 y 40 p.i.

4.2.- CON TIOXIDAZOL

4.2.1.- Se ha determinado la eficacia antihelmintica del tioxidazol -
frente a preadultos de T. spiralis.

4,2.1.1.~ Se dispuso de un grupo de 60 ratones distribuidos en lotes
de diez cada uno. Uno de los lotes lo componian animales infestados y
no tratados que actuaban como testigos,mientras que los restantes reci
bieron 5, 10, 15, 25 y 50 mg./kg. (una dosis para cada uno), a las 24

horas p.i. Todos los animales fueron sacrificados al 8°dia p.i. y la -
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eficacia fud determinada mediante recuento del niimero de adultos recu-
perados del intestino en el momento del sacrificio.

4.2.1.2.~- En esta experiencia, se administraron tres veces consecuti--
vas y a intervalos de doce horas a partfir de las 24 p.i., las dosis de
10, 25 y 50 mg./kg., a tres lotes correspondientes, uvtilizando un cuar
to lote como testigo. Los animales fueron tambi€n sacrificados al 8°--

dia p.i.

4.2.2.- Se ha determinado la eficacia antihelmintica.del tioxidazol -
frente a adultos de T. spiralis.

4.2.2.1.- Constd de un lote testigo intratado y cinco lotes experimen-
tales, que recibhieron las dosis de 5, 10, 20, 40 y 50 mg./kg., al 6° -
dia p.i. Los animales fueron sacrificados al 8°dia p.1i.

4.2.2.2.~ Se dispusieron cuatro lotes de animales de los que tres reci
bieron las dosis de 50, 100 y 200 mg./kg., dos veces consecutivas con
intervalo de 24 horas a partir del 6°dia p.i.

El sacrificio tuvo lugar el 8° dia p.i.

4.2.3.~ Se trataba de averiguar los efectos del tioxidazol sobre lar--
vas emigrantes de T, §giralis. Los animales fueron tratados en el dia
3°p.i. con Maretin y en los dfas 13, 14 y 15 p.i. con tioxidazol, veri
ficando el sacrificio de los mismos a los 30 dias p.i. La eficacia fué
determinada a partir de las larvas recuperadas del misculo estriado me
diante digestidn pépsica estardar.

4.2.3.1.-~ Consistid en un lote testigo y tres lotes exper%mentales que

recibhieron sendas dosis de 100, 200 y 300 mg./kg. de tioxidazol.
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4,2.4 - Tuvo como finalidad el conocer los efectos del tioxidazol so--
bre las larvas enquistadas de T. spiralis. Los tratamientos fueron - -
efectuados en los dias 35, 36 y 37 p.i. y el sacrificio de los anima--
les a los 42 dias p.i.
4,2.4.1,- Se partid de tres grupos experimentales de animales a los -~
que se les administraron sendas dosis de 50, 100 y 200 mg./kg. de tio-
xidazol frente a un cuarto grupo que permanecid intratado constituyen~‘
do el testigo de la infestacidén. La eficacia del tratamiento fue deter
minada por:
a).- Observacidn directa de los quistes musculares por compre-
sidn.
B).- Recuento y observacidn de la viabilidad directa de las -
larvas por resistencia a una digestidén pépsica estandar.

c¢).—~ Viabilidad diferida mediante pruebas de reinfestacidn.

4.2,.5.- Se estudid la viabilidad (poder infestante) de las larvas recu
peradas al quinto dia del tratamiento con tioxidazol, segiin los mode--
los anteriormente establecidos. Las larvas recuperadas y correspoudien
tes a las distintas dosis del tratamiento efectuado, fueron inoculadas
a sendos grupos de ratones indemnes, evaludndose a continuacidn su ca-
pacidad para alcanzar el est;do adulto, poder reproductivo y de enquis
tamiento, respecto a las que se obtuvieron de los testigos.

4.2.5.1.- Se ha determinado la capacidad que las larvas procedentes de
los tratamientos efectuados a las dosis de 50, 100 y 200 mg./kg., te--
nian_éa:a alcanzar el estado adulto.

Las determinaciones fueron hechas al 8° dia p.i.

4.2.5.2.~ Consistid en determinar la capacidad reproductiva y de en-~ -
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quistamiento respecto a las que se obtuvieron de los testigos.
4.2.5.1.- Se ha determinado la capacidad que las larvas procedentes de
los tratamientos efectuados a las dosis de 50, 100 y 200 mg./kg. te- -
nian pavra alcanzar el estado adulto.

l.Las determinaciones fueron hechas ali8° dia p.i.
4.2.5.2.- Consistid en determinar la capacidad reproductiva y de en- -
quistamiento de las larvas procedentes de los tratamientos efectuados
con las dosis de 50,100 y 200 mg./kg.

lLLas determinaciones fueron efectuadas al 30° dia p.i.

4.3.- CON MEBENDAZOL

4.3.1.~ Se trataba de encontrar las dosis minimas de mebendazol, acti-

vas contra las larvas enquistadas de Trichinella spiralis. Para ello -

‘'se ha dispuesto un grupo de experiencias en las que los tratamientos -
eran efectuados a los 35, 36 y 37 dias p.i. con sacrificio posterior -
de. los animales a los 42 dias p.i.

En todos los casos la eficacia del tratamiento fué determinada

por:
a).- Observacidn directa de los quistes musculares por compre-
sidn.
b) .- Recuento y observacidn de la viabilidad de las larvas por
resistencia a una digestidn pépsica estandar.
c).- Observacidn de la viabilidad mediante pruebas de Bg&mtgs—
Ly
tacidn., ;
h
4.3.1.1.~ Se administraron las dosis de 30, 20 y 10 mg./kg. &¥

BIBLIOTECA
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tes de 10 animales cada uno, frente a un cuarto lote que no recibid --
tratamiento, ya que se considerd como control,.
4.3.1.2.- Se trataron dos lotes de ratones con 5 y 3 mg./kg. de meben-

dazol respectivamente, frente a un tercer lote control.

4.3.2.- Con el fin de completar los resultados obtenidos en el aparta-.
do anterior, se tratd de averiguar el poder infestante de las larvas —:
tratadas con las diferentes dosis de mebendazol.

af3.2.1.- Las larvas procedentes de los tratamientos con mebendazol i
30, 20 y 10 mg./kg. asi como la de los testigos, fueron inoculadas a -
otros tantos grupos de ratonmes indemnes (con 20 ratones por grupo), a
fin de determinar la capacidad de las mismas para alcanzar el estado -
adulto, (Determinacidn por recuento al 8° dia) asi como la capacidad -
para reproducirse y enquistarse en el miisculo (Determinacidén efectuada .
a los 30 dias p.1i.).

4.3.2.2.- E1 planteamiento seguido.en esta experiencia es idéntico a -
4.4.2.1., correspondiente aqui a las larvas tratadas con las dosis de

5y 3 mg./kg. de mebendazol.

4.4.- Con este grupo de experiencias se trataba de averiguar, por una
parte la influencia de agentes inmunomodificantes sobre la marcha de -
una infestacidn intestinal por T. spiralis, seglin nuestro modelo expe--
rimental y por otra, las repercusiones sobre posteriores tratamientos
supresivos con mebendazol y a nivel muscular.

4.46.1.- Consistid esta experiencia en el estudio simultineo de la evo-
lucidn cuantitativa del niimero de par4sitos adultos de T. spiralis es- .

tahlecido en el intestino de animales experimentalmente infestados y -
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del niimero de cdlulas totales del exudado peritoneal.

4.4.1.1.~ Para ello se han utilizado 100 ratones CD-1 infestados con -
300 + 50 larvas de T. spiralis. En dias alternos se sacrificaban gru--
pos de ocho animales cada dia, aislidndose y recontindose el niimero de
adultos y células del exudado peritoneal, tal y como se expresd en el
correspondiente capitulo de material y métodos. El ensayo finalizd una
vez concluido el proceso de autocuracidn. Esta prueba fué& utilizada cg
mo control, frente a aquellas experiencias que transcurrieron bajo los

efectos de inmunomodificantes.

4.4.2.~ Se llevd a cabo el estudio simultidneo de la evolucidn cuantita
tiva del nfimero de pardsitos adultos de T. spiralis, establecidos en -
el intestino v del niGmero de c&lulas del exudado peritoneal en anima--
les previamente infestados y bajo los efectos de dosis inmunomodifican
tes del agente alquilante ciclofosfamida.

4.4.2.1.- Un grupo de 150 ratones fueron tratados des dias antes de 1la
infestacidn con 150 mg./kg. de ciclofosfamida. Dos dias mds tarde reci
bieron 300vfolarvas/rat6n y seis dias p.i. se les administrd una segun
da dosis de 150 mg./kg. de ciclofosfamida. Bajo estas condiciones, a -
partir del tercer dia p.i. y en dias alternos, se iban sacrificando -
grupos de ocho animales cada dia, a fin de aislar y recontar el niimero
de adultons y c@lulas peritoneales. Esto continudé hasta el dia 30 p.i.,

fecha limite del ensayo.

4.4.3.- Se estudid la evolucidn de las larvas subsiguiente a un trata-
miento supresivo con mebendazol de una infestacidén muscular por T. spi

ralis en ratones CD-1.
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4.4.3.1.- Para ello, un grupo de 75 ratones, infestados con T. spira--
lis fué tratado en los dias 37, 38 y 39 p.i., con 30 mg./kg. de meben-
dazol. Posteriormente grupos de ocho animales fueron sacrificados los
dias 38, 39, 40, 41, 42, 45 y 48 p.i., a fin de poder efectuar las si-
guientes determinaciones cada dia:
a).- Observacidn directa de los quistes musculares por compre-
sidn entre placas.
h).— Toma de muestras de maseteros para posteriores estudios -
histopagolsgicos.
¢) .~ Recuento y observacidén de la viabilidad directa de las -
larvas mediante la digestidn pépsica estandarizada.

Esta prueba fu& utilizada a su vez como control frente a ciclo

fosfamida.

4.4 .4,- Se estudid la evolucidn del estado de las larvas musculares -
subsiguientes a un tratamiento supresivo con mebendazol de una infesta
cidn muscular con T. spiralis en ratones CD~1 sometidos a los efectos
inmunomodificantes de la ciclofosfamida durante la fase intestinal de
la infestacidn.

4.4.4.1.- Se partid de un grupo de 75 ratones, los cuales tres dfas aniVJ
tes de la infestacidn, recibieron 150 mg./kg. de ciclofosfamida. Tres -
dias mids tarde eran infestados con 300 + 50 larvas/ratdn de T. spira--

lis y en el 6°dia p.i, trecibian una segunda dosis de 150 mg/kg. de ci-

clofosfamida. Bajo estas condiciones, los dias 37, 38 y 39 fueron tra-
tados con mebendazol a razdén de 30 mg/kg., seguidamente, grupos de - -
ocho animales fueron sacrificados en los dias 38, 39, 40, 41, 42,45 vy

48 p.i., realizando cada dia las siguientes determinaciones:
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a).- Observacidn directa de los quistes musculares por compre-
.
sidon entre placas.
Bb).- Toma de muestras musculares (maseteros), para posteriores

estudios histopatoldgicos.

¢).- Recuento y observacidn de la viabilidad directa de 1las

larvas mediante una digestidn pépsica estandar.

4.4.5.~ Se estudid la evolucidn del estado de las larvas musculares,
subhsiguiente a un tratamiento supresivo con mebendazol de una infesta-

cidn muscular por T. spiralis, en ratomes CD-1, los cuales, habiendo

i

estado bajo los efectos inmunomodificantes de niridazol durante todo -
el ciclo, recibieron en los dias previos al tratamiento supresivo, cé-
lulas peritoneales y esplénicas de donantes infestados y tratados tam-
bien con mehendazol.
4.4.5.1.- Un grupo de 100 ratones, seleccionados para actuar como do--
nantes de c@lulas esplénicas y peritoneales, fueron inoculados y trata
dos en los dias 37, 38 y 39 p.i. con 300 mg./kg. de mebendazol.

Siete dias mads tarde, otro grupo de 200 ratones seleccionados
para actuar como recipientes de cé&lulas esplénicas y peritoneales, fue

- 50

ron asimismo infestados comn 300 + larvas/ratdn de T. spiralis, Estos -
ratones fueron sometidos diariamente desde tres dias antes de la infes
tacidén a un tratamiento inmunosupresor con niridazol a razén de 100 -
mg./kg./dTa, hasta dos dias antes de recibir la transferencia.

En el dia 46 p.i. para los donantes (dia 37 p.i. para los re--
ceptores), se verificd la transferencia de c&lulas esplénicas v perito

neales de la forma que a continuacidn se describe.
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El motivo por el que se eligid el dia 46 p.i., es decir, siete
dias después del tratamiento, fud porque en el séptimo dia p.t. supre-
sivo con mebendazol, se obtiene el miximo de respuesta celular. SANMAR
TIN DURAN (1979). Tesis Doctoral.

La experiencia se llevd a cabo segiin el siguiente modelo:

Grupo experimeuntal n° l.- Coustituido por 90 ratones, a los -
P

cuales se les extrajeron las células peritonmeales y los bazos, segin -
las técnicas descritas en el correspondiente capitulo de Material y -
Métodos.

Grupo experimental n° 2.- Formado por 60 ratones, que recibie-

ron las c&lulas esplénicas procedentes de donantes estimados por via -
. . . . 8 .
intraperitoneal, en una cantidad aproximada de 4x10° cé&lulas viables/
ratdn.

Grupo experimental n° 3.- Constituido por 60 ratones, que reci

. 7 . . " e s
bieron del orden de 4x10 c@&lulas esplénicas viables/ratén, por via in

travenosa,

Grupo experimental n° 4.- Constituido por 60 ratones, que reci

. 8 . . . - Co. . .
bieron 4x10° cé&lulas peritoneales viables/ratdn, por via intraperito--
neal.

Grupoe experimental n® 5.- Constituido por 60 ratones que reci-

. 7 . . . o -
hieron del orden de 4x10° c¢c&lulas peritoneales viables/ratdn, por via

intravenosa.

Grupo experimental n° 6.- Formado por 35 ratones que actuaban

como testigos de la infestacidn. No recibieron transferencia de cdlu--
las y no fueron tratados con mebendazol.

Grupo experimental n” 7.- Formado por 35 ratones que actuaban

como testigos del mebendazol, no recibieron transferencia de cé&lulas y



- 118 -

sf fueron tratados con mebendazol.

Cuarenta y ocho horas después de verificada la transferencia,
todos los animales de los diferentes grupos experimentales, a excep- -
cidn del n° 6, fueron tratados con mebendazol a razdn de 30 mg./kg.

Asimismo, tampoco recibian tratamiento, 30 ratones de cada uno
de los grupos nimeros é, 3, 4y 5, ya que fueron considerados como con
troles de eficacia de las distintas transferencias efectuadas.

l.as determinaciones para counocer la eficacia del ensayo tuvie-
ron lugar en los dias 3° , 6°, y 9° p.t. Estas consistian en el sacri-
ficio de ocho animales por cada grupo, a fin de realizar las siguien--
tes pruebas:

- Observacidn directa de los quistes musculares por compresidn

-~ Toma de muestras de miisculos meseteros, para posteriores es-

tudios histopatolégicos.

- Recuento y observacidn de la viabilidad de las larvas, me- -

diante una digestidn pépsica estandar.



=

V.- RESULTADOS
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5.1.- DE LAS EXPERIENCIAS CON OXFENDAZOL

Este primer grupo de experiencias iba destinado a conocer el -
espectro de accidn farmacoldgica del oxfendazol, a lo largo del cicloe
bioldgico enddgeno de T. spiralis, desglosado en sus cuatro fases con-
vencionales; preadultos, adultos, larvas emigrantes y larvas enquista-
das.

Los resultados aparecen resumidos en las tablas comprendidas -
entre los niimeros I y XVI, gradficas I y II e histogramas I, II, III, y
iv.

Contra preadultos fueron ensayadas las dosis de 2, 3, 5, 7,‘15
25 y 50 mg./kg. Todas ellas resultaron eficaces, puesto que 2 mg./kg.-
produjo un 392% de reduccidn, 3 mg./kg. un 55%, 5 mg./kg. un 85,60%, 7
mg./kg. el 91,80% y ya a partir de 15 mg./kg. la eficacia registrada -
fué de un 100%Z (tahlas I, II e histrogramas I). Pudo observarse una -
cierta proporcionalidad dosis/efecto, expresada en la recta de regre--.
sidn Y=0,0652 x + 5,6676, con un coeficiente de correlacidn de -~ -
r=0,7692, (Tabla [II, grdfica I).

Dosis similares fueron ensayadas contra las fases adultas de -
T. spiralis, resultando de una eficacia sensiblemente menor a la obte~
nida frente a preadultos. Asi, las dosis de 5 y 7 mg./kg., produjeron
solamente un 12,86 y 29,41 % de reduccidn respectivamente, la dosis de
25 mg./kg. alcanzaba un 51,92% de eficacia, 50 mg./kg. no resultd sig-
ﬁificativamente diferente de la de 25 mg./kg. y 100 mg./kg. produjo so
lamente un 58,97% de reduccidn, siendo necesarios 200 mg./kg. para 10—:
grar un 84,507% de eficacia (Tablas IV y V e histograma n°II).

Al igual que para preadultos, existe una proporcionalidad di--
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recta dosis/efecto, dada por la recta de regresidnm ¥Y=0,0081 x + -- —--
4,4091 con r=0,86. (Grafica n°® I1).

Los estados invasivos de T.spiralis suelen ser los mis refrac-
tarios a la terapia por antihelminticos. De acuerdo con esta idea, se
han seleccionado dosis superiores a las anteriormente descritas para -
efectuar los tratamientos contra esta fase.

Una primera experiencia cousistid en la administracidn de 300
mg./kg. de oxfendazol, registridndose una reduccidn de un 45,42% en el
niimero de larvas enquistadas. Cuando se administraron 400 y 500 mg./ -
kg., en el curso de una nueva experiencia, se consiguieron eficacias -
del 69,90% y 80,08% respectivamente. (Tablas VI y VII, histograma n° -
T11).

La informacidn obtenida a lo largo de la fase anterior, nos -
orientaba hacia la eleccidn de dosis superiores para conseguir efectos
satisfactorios en el tratamiento de las larvas enquistadas. Por esta -
razdn, se han administrado las dosis de 200, 300, 400, 500 v 700 mg. -
kg. Las eficacias expresadas en términos de porcentajes de reduccidn -
no resultaron estadisticamente significativas a nivel del 0,01, sin em
bargo, pudo observarse que un 897 de las larvas aisladas por la diges-
tidn estaban muertas ya a la dosis de 200 mg./kg. y las demds dosis -
presentahan desde un 90,79% hasta un 99,17% de las larvas muertas. Ade
mis se ohservahan claras lesiones internas en las mismas (foto n° 1 )
en contraste con el aspecto integro presentado por las larvas aisladas
de los testigos. (Tablas VIIT e histograma n°IV).

Con el fin de completar este estudio, se han preparado expe- -
riencias de viabilidad de las larvas vivas procedentes del tratamiento

contra larvas enquistadas a las diferentes dosis ensayadas. Estas expe
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riencias consistian en determinar la capacidad de maduracidn y de re--
produccidn de las larvas. Los resultados obtenidos (Tablas XI, XII, -
XIII y X1V), fueron ampliamente satisfactorios y confirmabanm el claro
efecto del oxfendazol sobre larvas enquistadas de T.,spiralis, ya que -
ninguna de las larvas procedentes de los diversos tratamientos, e ino-
culadas en ratones indemnes, fué capaz de alcanzar el estado adulto.

Debido a que las dosis seleccionadas para el tratamiento de -
las larvas enquistadas resultaron ser altamente eficaces, se tratd de
determinar mediante una nueva experiencia, }os umbrales de actividad -
de oxfendazol frente a larvas enquistadas de T, spiralis, a fin de po-
der seleccionar una dosis tipo, econdmica y cdmoda para posteriores in
vestigaciones en esta drea. Para ello fueron probindose dosis sucesiva
mente descendentes hasta alcanzar aquella cuya actividad norfuese con-
siderada eficaz.

Se utilizaron las dosis de 100, 80, 60 y 40 mg./kg., obtenien-
do respectivamente un 57,36%, 43,59%Z, 34,23Z y 7,95% de larvas muertas
de entre un total deAlas aisladas por digestidn, frente a um porcenta-

e insignificante relativo a los controles. Nuestro critero, para este

L)

A
e

geflo experimental, se basd en la consideracidn de dosis minima efi-

caz, como la minima dosis que resulta estadiSticamente significativa a
un nivel de significacidén del 0,0l, correspondiendo en este caso a la
dosis de 60 mg./kg. (basindose en este caso la eficacia en el niimero -
de larvas muertas en relacidén a los controles). (Tabla XI, histrograma
n® V).

Las experiencias de viabilidad (tablas XVI y XVII, histograma
V1), llevadas a caho como complemento de la anterior, confirmaban ple-

namente aquellos resultados, obteniendose respectivamente para las dis
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tintas dosis, 100, 80, 60 y 40 mg./kg. unas eficacias del 54,32%, 42,44
%, 29,20% v 5,39%Z en el caso de la viabilidad para adultos, y 25,40%;
20,40%, 14,68%Z y 6,02% para larvas. Es interesante observar la coinci-
dencia entre los porcentajes de larvas muertas resultantes del trata--
miento efectuado y los porcentajes de reduccidn obtenidos en la deter-
minacidn de la capacidad de alcanzar el estado adulto de las larvas -
procedentes de dicho tratamiento.

La observacidn directa al microscopio Gptico (foto 2,3,4 ), de
los quistes musculares cinco dias después del tratamiento con oxfenda-
zol a las distintas dosis, nos condujo a pensar en un mecanismo de - -
accifn andlogo al manifestado por el mebendazol (SANMARTIN DURAN y -
cols. (1978), cuando se administra a dosis eficaces contra larvas en--
quistadas de T. spiralis.

Por esta razdn, se han montado un grupo de experiencias, desti
nadas a seguir la evolucidn de los quistes musculares después de un -
tratamiento supresivo con oxfendazol solo y con oxfendazol mids predni-
sona, administrada a distintos tiempos a lo largo del ciclo, bajo la -
hipdtesis de que si la respuesta ocasionada en torﬁo al quiste era de
cardcter inmunoldgico, esta resultaria alterada por los inmunomodifi--
cantes.

En la primera de las experiencias (Tablas XVIII y XIX), se ha
estudiado la evolucidn de la respuesta inflamatoria, asi como las alte
raciones musculares a lo largo de los 18 dias siguientes al tratamien-
to con oxfendazol. Los andlisis se efectiaban diariamente durante los
tres primeros dias y cada tres dias, a partir del te;;ero post-trata--
miento, hasta el dia 18 p.t. Pudo observarse en cuanto a la respuesta

inflamatoria que esta era de intensidad media, localizada en torno al
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quiste, no llegando a hacerse nunca jntraquistica y escasamente inters
ticial. Su composicidn era a base de leucocitos neutrdfilos, eosindfi-
los, células plasmidticas con predominio de linfocitos que se mantenian
a lo largo de toda la obsepvacidn. No se observaron c&lulas gigantes -
de cuerpo extraifio, ni fendmenos de calcificacidn. Los quistes en niime-
ro abundante, presentaban pared fina al principo que paulatinamente -
iba engrosindose hasta alcanzar el maximo el dia 18 p.t., fecha limite
de nuestra ohservacién. Los fendmenos de degeneracidn basdfila y flocu
losa fueron aumentando hasta el dia tercero p.t., a partir del cual'sg
guian un curso irregular én los dias intermedios para volver a incre--
mentarse en los dias 15 y 18 p.t.

El pardsito permanecid integro durante todo el periodo, obser-
vindose alteraciones en las fibras adyacentes con degeneraciones baséd-
filas y floculosas desde el principio, incrementindose a partir del -
dia 12 p.ct.

Estos efectos pueden ser observados en las fotos niims. (5, 6,
7, 8, 9 ;-10 y 11).

Cuando los animales infestados con T. spiralis se trataban en
los dias 38, 39 y 40 p.i. con oxfendazol, (tablas XX y XXI), fué posi-
ble observar notorias diferencias en la evolucidnm de la respuesta in--
flamatoria y en las modificaciones morfoldgicas y bioquimicas en torno-
a los quistes musculares con respecto al grupo tomado como control. La
infiltracidn inflamatoria aumentd progresivamente hasta alcanzar un mi
ximo en el dfa noveno p.t., esta, que al principio era de localizacién
periquistica, evoluciond a intraquistica a partir del segundo dfa de -
ohservacién y se mantuvo a lo largo de la misma. Asimismo, se observa-

ban c&lulas inflamatorias en los intersticios.En cuanto a la composi--
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cidén, predominaban en los primeros dias los leucocitos neutrdfilos y -
eosinbéfilos, que paulatinamente fueron decreciendo en favor de los lin
focitos, c8lulas plasmdticas e histiocitos, que alcanzaron sy miximo -
en el dia noveno p.t., para posteriormente disminuir. Del mismo modo, -
la presencia de cé&lulas gigantes de cuerpo extrafio, se hizo patente al
sexto dia de observacidn, mantenidndose con ligeros incrementos hasta
el final. No se observaron en ninguno de los dias fendmenos de calcifi
cacidn. La presencia de quistes musculares fué@& abundante para todas -
las observaciones efectuadas. Existia una degeneracifn bas8fila y flo-
culosa ahundantes durante los tres primeros dias de observacién, para
desaparecer a partir del dia noveno p.t. y a partir de aqui se iban in
crementando los fendmenos de degeneracidn y fragmentacidén. El nimero -
de niicleos en las fibras fué disminuyendo paulatinamente, no okservin-
dose ya en ninguno de los casos, a'partir del dia noveno p.t. (fotos
adms. 12 al 18.)

En las siguientes experiencias, se trataba de analizar las mo-
dificaciones que podria ocasionar la administracidn de prednisona an--
tes y durante el tratamiento supresivo con oxfendazol frente a larvas
enquistadas de T. sgiralis.

La administracién de prednisona en los dias 35, 36 y 37 p.i.,
es decir, tres dias antes del tratamiento con oxfendazol (tablas XXII
y XX1II), no modificd mucho el comportamieunto observado en los casos -
del tratamiento efectuado solamente con oxfendazol (fotos 19 3z 24).

Se observd una reaccion inflamatoria de intensidad creciente, mante- -
niéndose en el miximo desde el dia 6° al 12° p.t. En cuanto a su loca-
lizacidén, fud periquistica en su mayoria, debilmente intraquistica e

intersticial ya desde el dia primero p.t. A partir del dia noveno
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la mayor parte de las células inflamatorias habian penetrado en el in-
terior de los quistes,

Durante los tres primeros dias de observacidn, predominaban -
los leucocitos neutrdfilos, eosinéfilos que descendfan paulatinamente
en los dias sucesivos. Paralelamente se registraba un aumento de linfo
citos, c&lulas plasmiticas que siendo muy abundantes ya en el segundo
y tercer dia p.t., se mantenian durante toda la observacidn.

Loé histiocitos, patentes desde el primer dia, se incrementa--
ron a partir del dia noveno p.t., coincidiendo con la aparicién de las
células gigantes. '

Todas las fibras examinadas presentaban abundantes quistes con
cidpsula de grosor medio. Se observaron fendmenos de degeneracidn basd-
fila, y hialina en intensidad creciente solamente a lo largo de los -
tres primeros dias.

A partir del sexto, el pardsito se veia fragmentado, hecho que
progresivamente fu@ aumentando. La atrofia en las fibras musculares ad
yacentes fue patente ya desde el primer dfa de observacidn, incremen--—
tindose a partir del dia quince p.t. hasta el final del estudio.

En un nuevo experimento, la administracidn de prednisona desde
el dia 35 p.i. hasta el dia 58 b.i., es decir, antes, durante y des- -
pués del tratamiento con oxfendazol (dias 38, 39 y 40 p.i.), arrojs -
los siguientes resultados (tablas XXIV y XXV y fotos 27 & 33).

En primer lugar fu& observada una notable reduccidn de la in--
tensidad en la reaccidn inflamatoria. Esta se localizaéa pricticamente
en torno al quiste y escasamente en el intersticio, sin penetwar en el
interior hasta el dia 12 p.t. Desde el dia 12 hasta el dia 18 p.t.,, la

cantidad de células inflamatorias intraquisticas era muy escasa. La -
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composicidn del infiltrado era a base de leucocitos neutréfilos y eosi
n6filos al principio, descendiendo progresivamente a lo largo de 1la ob
servacidn para prdcticamente desaparecer a partir del dia 15 p.t. Los
linfocitos, células plismaticas e histiocitos, presentaban una evolu--
cidn un tanto irregular a lo largo de la observacidn, siendo su inten-
sidad muy inferior a la registrada en las experiencias anteriores. En
cuanto al estado de los quistes, &stos, presentaban una cipsula gruesa
con degeneracidn basé6fila y floculosa decreciente en la matriz quisti-
ca que desapareceria al tercer dia p.t. Igual evolucidn siguieron los
niicleos de las c&lulas parasitadas.

Las larvas musculares permanecian integras hasta el dia 12 - -
p.t. en que se manifestaron fendmenos de intensa descomposicidn que se
prolongaban a lo largo de los dias siguientes hasta el final de la ex-

periencia.
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TABLA - I (Exp. 4.1.1.1)

Efectos del oxfendazol, sobre preadultos de Trichinella -

spiralis, resultados expresados en nimero de adultos/ra--

-

ton.
CONTROL TRATADOS
INTRATADO 2mg/kg 3mg/kg Smg/kg Tmg/kg
310 135 120 10 45
292 165 50 28 35
260 147 130 70 30
237 130 112 30 20
220 215 112 31 15
195 140 182 18 20
245 150 157 60 io0
307 145 67 15 5
237 142 117 31 -
275 , 182 107 80 --
Media (ES) 257,80 155,10 115,40 37,30 22,50
(12,67) { 8,62) (12,72) (9,14) (9,50)
Eficacia del - 39,00% 55,00% 85,60% 91,80%
tratamiento
t de Student 7,05 8,35 15,45 18,52
Significacidn p<0,01 p<0,01 p<¢0,01 p¢0,01

Eg=Error standar de la media.
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TABLA - I1 ({(Exp.4.1.1.2)

Efectos del oxfendazol, sobre preadultos de Trichinella -

spiralis, resultados expresados en nimero de adultos/ra--

toén.
" CONTROL TRATADOS
INTRATADO 15mg/kg 25mg/kg 50mg/kg
173 00 00 00
310 00 00 00
183 00 00 00
258 00 00 00
308 60 00 00
268 00 00 00
303 00 00 00
250 00 00 00
Media (ES) 256,62(20,37) 0,00 (0,00) 0,00 (000) 0,00 (5,00)
Eficacia del
1007 100% 100%

tratamiento
t de Student - - - -

s e .
significacion - - _——



ACTIVIDAD TRIQUINELICIDA,

TABLA - III

DE OXFENDAZOL A DISTINTOS NIVELES DE DO-

STIFICACION, CONTRA PREADULTOS Y ADULTOS DE T. SPIRALIS.
PREADULTOS
Dosis mg./kg. | log. mg./kg. { I.E.natural % log. Probit
2 0.30103 39.00 .59106 4.7202
3 0.47712 55.00 .74036 5.1257
) 5 0.69897 85.60 . 93247 6.0625
7 0.84509 91.80 .96284 6.3917
15 1.17609 100 .00000 8.1214
25 1.39794 100 . 00000 8.1214
50 1.69897 100 .00000 8.1214
ADULTOS
5 0.69897 12.86 .10924 3.8641
7 0.84509 29.41 .46849 4.4583
15 1.17609 46.35 .66605 4.9071
25 1.39794 ' 51.92 .71533 5.0476
50 1.69897 36.12 .55775 4.6442
100 2.00000 58.97 .77063 5.2250
200 2.30103 84.50 .92686 6.0152

I.E. = Indice de eliminacidn.
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TABLA - IV (Exp. 4.1.2.1.)

Efectos del oxfendazol sobre adultos de Trichinella spira

lis, resultados expresados en nimero de adultos/raton.

CONTROL TRATADOS
INTRATADO 5mg/kg Tmg/kg 15mg/kg 25mg/kg
257 “247 ‘100 135 155
222 250 215 73 147
267 295 152 125 170
227 188 132 140 22
190 125 105 140 130
235 243 237 90 88
242 113 172 175 93
220 160 200 120 89
Media(ES) 232,50 v 202,62 164,12 124,75 111,75
(9,04) (24,98) (19,22) (11,97) (18,29)
Eficacia del
. - 12,86% 29,41% 46,357 51,92%
tratamiento
t de Student 1,20 3,44 7,69 6,33

Significacidn p>0,05 p<0,01 p<¢0,01 p¢0,01
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TABLA - V (Exp. 4.1.2.2.)

Efectos del oxfendazol, sobre adultos de Trichinella spi-

ralis, resultados expresados en nimero de adultos/ratdn.

CONTROL

TRATADOS

INTRATADO 50mg/kg 100mg/kg 200mg/kg

275 193 105 50

283 200 112 48

185 140 120 67

300 162 67 58

277 197 108 - 18

285 195 148 35

250 142 98 15

280 135 118 40
Media (ES) 266,87(13,59 170,50 109,50 41,37
(10,85) ( 8,62) (6,16)
Eficacia del tratamiento 36,12% 58,97% 84,50%
t de student 5,93 10,47 15,83

Significacidn p<0,01 p<0,01 p<0,01



TABLA - VI (Exp.

Efectos del oxfeundazol,

4.1.3.1.)

sobre larvas emigrantes de Trichi
L

nella spiralis, resultados expresados en niimero de lar- -

vas/ratdn.

CONTROL

INTRATADO

51948
51949
65268
73596
54278
69264
58300

54540

TRATADO

300mg/kg.

39960
17316
35964
45188
37269
29209
20480

26310

Media (ES)

Eficacia del

tratamiento
t de student

Significacidn

59737,00(3189,30)

31462,00(3702,40)

45,42%
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TABLA - VII (Exp. 4.1.3.2.)

Efectos del oxfendazol, sobre larvas emigrantes de Trichi

nella %piralis, resultados expresados en niimero de larvas

/ratdn.
CONTROL TRATADOS
INTRATADO 400mg/kg 500mg/kg
26937 11155 666
33799 5494 10656
32800 12154 4329
45787 10323 4995
34299 16650 1332
29637 3163 4662
18648 11488 1165
18813 12487 1165
Media(ES) 30212,00(3305,95) 10375(1616,40) 3637,00(1238,88
Eficacia del o 69,90 % 88,08%
tratamiento
t de Student - - = 5,77 7,84

Significacién - - p<¢0,01 p<0,01
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TABLA - VIII - (Exp. 4.1.4.1)

Efectos del oxfendazol, sobre larvas enquistadas de Tri--

chinella spiralis, resultados expresados en nimero de lar

vas/ratdn.

CONTROL TRATADOS
INTRATADO 200mg/kg.
69743 . 66500
68723 64514
54222 49870
52514 41525
76030 64542
66030 49800
60500 56300
50000 67820
Media(ES) 62200,00(3545,20) 57587,75(3680,78)+
Eficacia del
tratamiento - - - 7,60%
t de Student - - - 0,96
Significacidn - - - P>0, 05

(+) :~ 897 muertas
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TABLA - IX (Exp. 4.1.4.2)

Efectos del oxfendazol, sobre larvas enquistadas de Tri--

chinella spiralis, resultados expresados en nimero de lar

vas/ratdn.

CONTROL TRATADOS
INTRATADO 300mg/kg 400mg/kg S00mg/kg 700mg/kg
72427 55442 56475 36796 40792
55910 51948 50236 43956 34465
78255 45787 44787 51940 52780
29970 24475 30246 38461 44622
63270 41292 40436 38461 59107
74425 50116 49323 36130 50116
73593 58608 54143 60439 42291
43456 34532 40325 42124 58275
(+) (++) (+++) T4+
Media (ES) 61425,00 54525,00 45725,00 45537,00 47812,00
(6655,10) (5477,37) (3249,50) (3226,0) (3310,20)
Bficacia del - - - 12,002 25,262 29,16% 22,15%
tratamiento
t de Student - - - 2,21 2,31 2,63 1,99
Significacidn - - - p<¢0,05 p¢0,05 p<0,05 p<0,05
(+) .~ 90,79%Z muertas.
(++) .~ 97,257 muertas.

(+++) .~ 97,327% muertas.
(++++) .- 99,177 muertas.



ACTIVIDAD TRIQUINELICIDA DEL OXFENDAZOL A DISTINTOS NIVELES DE DOSI-

FICACION CONTRA LARVAS EMIGRANTES Y ENQUISTADAS DE T. SPIRALIS.

LARVAS EMIGRANTES

Dosis mg./kg. | log. wg./kg.}| I.E.natural | I.E. log. I.E. Probit
300 2.47712 45.42 1.65725 4.8844
400 2.60206 69.90 1.84448 5.5215
500 2.69897 88.08 1.94488 6.1750

LARVAS ENQUISTADAS

200 2.30103 7.60 0.88081 3.5657
300 2.47712 12.00 1.07918 3.8250
400 2.60206 25.56 1.40756 4.3412
500 2.69897 29.16 1.46479 4.4495

700 2.84509 22.15 1.34537 4.2278
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TABLA - XI (Exp. 4.1.5.1.)

Resultados, expresados en niimero de adultos/ratén, del po
der de infestabilidad de las larvas recuperadas al quinto
dia del tratamiento con oxfendazol, en el estado de lar--

vas enquistadas.

CONTROL TRATADO
INTRATADO 200 mg./kg.
290 ' 00
275 ) 00
300 . 00
310 00
242 00
320 00
295 00
290 00
Media(ES) 290,25 0,00(0,00)
¢ 9,00)
Eficacia del tratamiento 100 7%

t de Student - -

Significacidn - -
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TABLA-XIT (Exp. 4.1.5.2.)

Resultados, expresados en niimero de larvas/ratdén, del po-
der de infestabilidad de las larvas recuperadas a los cin
co dias del tratamiento con oxfendazol en la fase de lar-

vas enquistadas de Trichinella spiralis.

CONTROL TRATADO
INTRATADO " 200 mg./kg.
62320 00
68430 00
63240 00
59990 00
60440 00
65324 00
63248 00
64440 00
Media (ES) $3429,00(1029,24) 0,00(0,00)
Eficacia del 100 %

tratamiento
t de Student

Significacidn
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TABLA - XIII (Exp. 4.1.5.3.)

Resultados, expresados en nimero de adultos/ratén, del po
der de infestabilidad de las larvas recuperadas al quinto
dia del tratamiento con oxfendazol, en el estado de lar--

vas enquistadas de Trichinella spiralis.

CONTROL TRATADOS
INTRATADO ' 300, 400, 500 y 700mg./kg.
198 00
178 00
185 00
210 00
200 00
190 00
175 00
200 00
Media (ES) 192,00(4,15) ' 0,00(0,00)
Eficacia del 100 %

tratamiento
t de Student

Significacidn
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TABLA - XIV (Exp. 4.1.5.4.)

Resultados, expresados en niimero de larvas/ratdn, del po-
der de infestabilidad de las larvas recuperadas al quinto
dia del tratamiento con oxfendazol, en el estado de lar--

vas enquistadas de Trichinella spiralis.

CONTROL TRATADOS
INTRATADO 300, 400, 500 y 700mg./kg.

59430 00
63250 00
49140 00
55233 00
58425 00
55910 00
63250 00
59440 00

Media (ES) 58009,75(1753,13) 0,00(0,00)

Eficacia del _ 100 %

tratamiento.
t de Student

Significacinn
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TABLA - XV (Exp. 4.1.6.1)

Resultados obtenidos, en nfimero de larvas/ratdn, en la de
terminacidn de la dosis minima eficaz del oxfendazol con-

tra larvas enquistadas de T. spiralis.

CONTROL TRATADOS

100mg/kg 80mg./kg 60mg./kg 4Omg./kg

30293 29980 35268 32301 31968
36630 26650 30283 26973 40951
17649 36660 22977 39960 22644
25641 39324 19314 28638 25974
19980 28986 29304 41625 27639
32301 25651 26873 22311 24309
39294 28305 18315 19980 22311
31968 _— - 33266 27306
29304
‘Media (ES) 30469,50 30793,71 26062,00 30631,75 28045,11
(3254,00) (2121,90) (2537,51) (2914,30)(2047,33)
)
( %2 de reduc-- 0,00 15,00 0,00 7,96
Eficacia ( cidn.
del C
tratamiento ( % de larvas 57,36 43,59 34,23 7,95
C muertas.
T de Student 0,09 1,11 0,03 0,68
Sigunificacidn py0,05 p>0,05 Pp>»0,05 p>0,05

(*) 1,047 de larvas muertas.



TABLA - XVI (Exp. 4.1.6.2.)

Resultados obtenidos, en niimero de adultos/ratén, de las
pruebas de viabilidad (poder de infestacidn) efectuadas -
con larvas procedentes del tratamiento con oxfendazol, a

fin de determinar su eficacia minima contra la fase de -

larvas enquistadas de T. spiralis

CONTROL TRATADOS

100mg/kg BOmg./kgb 60mg./kg 40mg./kg

—

180 120 140 110 195
240 110 160 135 165
250 85 115 155 230
222 116 100 155 198
230 92 99 160 200
210 90 120 148 188
170 85 110 155 205
190 75 130 190 220
Media(ES) 211,50(11,02) 96,62 121,75 151,00 200,12
(6,24) (7,89) (8,58) (7.47)
Eficacia del 54,32 % 42,44 7 29,20 7% 5,39 %
tratamiento
T de Student 9,17 7,09 4,63 0,91

Significacidn p<0,01 p<0,01 P<0,01 p>0,05
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TABLA - XVII (Exp. 4.1.6.3.)

Resultados obtenidos, en nimero de adultos/ratdnm, de las
pruebas de viabilidad (poder de infestacidn) efectuadas
con larvas procedentes del tratamiento con oxfendazol, a

fin de determinar su eficacia minima contra larvas enqui

tadas de T. épiralis.

CONTROL TRATADOS

100mg/kg 80mg./kg 60mg./kg 40mg./kg

45333 9999 25400 32240 37140
29999 20430 28320 37120 37120
38424 13540 21240 28140 32920
31638 8990 20330 29999 29451
43532 17320 18630 30000 40182
43542 18440 20332 32220 35209
28424 19440 24440 34440 33320
36333 21300 25433 27300 28540
Media(ES) (+)37.153,12 16.182,37 23.015,62 31.444 87 24.235.82‘
(2511,90) (1796,74) (1270,40) (1236,07) (1507,65
(% de larvas 25,40 20,40 14,68 6,02
Eficacia C muertas.
del (
tratamiento ( %2 de reduc- 56,45 38,06 15,37 7,86
C cidu.
T de Student ) 7,27 5,38 2,16 1,06

Significacidn p<0,01 p<0,01 p<¢0,05 p<0,05
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5.2.- DE LAS EXPERIENCIAS CON TIOXIDAZOL

El tioxidazol, andlogo estructural de los benzimidazolcarbama-
tos, puesto que pertenece a los benzotiazolcarbamatos, fué& el segundo

firmaco objeto de "screening" con Trichinella spiralis.

La pauta terap@utica seguida fué andloga a la del oxfendazol,
si bien su baja eficacia sobre fases parentales, nos condujo a estable
cer unas ligeras modificaciones.

Los resultados aparecen expresados y resumidos en las tablas -
XXVI & XXXV y en los histogramas VII, VIII, IX, X y XI, expuestas a -
continuacidn.

En el primer ensayo llevado a cabo sobre estados preadultos de
T. spiralis (tablas XXVI y XXVII, e histrograma VII), se han seleccio-
nado las dosis de 5, 10, 15, 25 y 50 mg./kg. Todas administradas una -
sola vez por via oral.

La eficacia ohtenida para todas ellas ha sido media, pueste -~
que ninguna fué& capaz de alcanzar un 50% de reduccidn en el niimero de
los vermes intestinales y 5 mg./kg. no resultd significativamente efi-
caz a un nivel de Q,05.

El hecho de que dosis similares fueran altamente eficaces para
la mayoria de los benzimidazol-carbamatos hizo que no resultase aconse '
jabhle la utilizacidn posterior de niveles mayores.

El segundo ensayo, (tabla XXVIII e histograma VIT), se estable
cid utilizando tres dosis tipo: 10, 25 y 50 mg./kg., administradas - -
trea veces consecutivas con intervalos de 12 horas a partir de las 24
horxas é.i. El resultado ha sido una sensible mejora en relacidn a la -
pauta terapéutica anterior, puesto que ya a la dosis de 10 mg./kg., se



~ 159 -

obtenia un 62,90% de reduccién, 25 mg./kg. produjo un 67,18% y 50 mg./
kg. un 65,917, todas ellas ampliamente significativas al nivel 0,0l.

La posible accidn del tioxidazol contra estados adultos intes-
tinales de T. spiralis se evalud administrando 5, 10, 20, 40 y 50 mg./
kg. en dosis sencilla y por via oral. Los resultados aparecen resumi--
dos en las tablas XXIX y XXXI, e histograma niimero VIII.

Los efectos obtenidos han sido respectivamente, 2,50%; 34,407%;
50,00%Z; 56,85%Z y 50,48%. A excepcidn de la primera de las dosis de -
5 mg./kg., todas resultaron estadisticamente significativas para 0,01,
si bien las eficacias en ningdn caso han sido elevadas, ya que fueron
necesarios niveles de 40 mg./kg. para alcanzar sobre yn 50% de reduc--
cidn.

Cuando dosis superiores a &sta fueron aplicadas en régimen sos
tenido, es decir, dos veces consecutivas con intervalo de 24 horas a -
partir del sexto dia p.i:,no se obtuvieron efectos superiores a los -
producidos por las dosis anteriores y 200 mg./kg. arrojd solamente un
55,31%Z de reduccidn (tablas XXXI, histrograma VIII).

A la vista de estos resultados se creyd conveniente incremen--
tar los niveles de dosificacidn para el tratamiento de las larvas emi-
grantes, por ser esta fase la mids dificil de tratar con benzimidazoles
A tal efecto, se han utilizado las dosis de 100, 200 y 300 mg./kg., ad
ministrados tres veces consecutivas en los dias 13, 14 y 15 p.i., obte
| nigndose 1,75% de reduccidn para 100 mg./kg.; 3,15% para 200 mg./kg. y
é,A7Z para 300 mg./kg., efectos no significativos en ningidn caso, ni -
siquiera para una probabilidad del 5% (tabla XXXII, histrograma IX).

Contra larvas enquistadas, las dosisiensayadas fueron 50, 100

¥ 200 mg./kg., durante los dias 35, 36 y 37 p.i., obteniéndose unas re
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ducciones del 9,56%, 12,80% y 15,75%, respectivamente, que no Eesulta~
ron eficaces estadisticamente para un nivel del 0,01. Las larvas muer-
tas encontradas no diferian significativamente de los controles en nin
guno de los casos (tablas XXXIII, histrograma X).

Los estudios de viabilidad llevados a cabo con las larvas recu
peradas del tratamiento contra la fase enguistada arrojaron resultados
altamente positivos. Solamente un 48,37% de las larvas recuperadas del
tratamiento c;n 50 mg./kg. fueron capaces de alcanzar el estado adulto,
28,65% de las tratadas con 100 mg./kg. v 32,497 de las tratadas con -
200 mg./kg., resultados que fueron altamente significativos a nivel de
0,01 (tablas XXXIV, histograma XI). Asimismo, la capacidad de invasidn
y enquistamiento en miisculo de las larvas tratadas, se vid afectada en
un 63,29% para las dosis de 50 mg./kg., encontrando un 14,657 de lar--
vas muertas frente a un 2,387% en los testigos, 75,59% para 100 mg./kg.
con un 26,347 de larvas muertas y 76,947 para la dosis de 200 mg./kg.,

con un 34,52% de larvas muertas (tabla XXXV, histog. XI).
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TABLA - XXVI - (Exp. 4.2.1.1.)

Efectos del tioxidazol sobre preadultos de Trichinella - -

spiralis, resultados expresados en nidmero de adultos/ratdn

CONTROL ‘ TRATADOS (DOSIS UNICAS)
INTRATADO 5 mg/kg 10mg/kg 15mg/kg.
263 236 130 267
276 246 216 173
273 223 116 -133
293 210 226 163
290 243 133 197
303 223 100 170
183 236 153 193
263 250 163 160
256 266 156 227
Media(ES) 259,30(13,47) 236,30 154,77 187,00
(5,32) (15,08) (14,20)
Eficacia del
tratamiento 8,88 % 40,16 % 25,20 %
t de Student 1,67 5,49 3,90

Significacidn p>0,05 p<0,01 p<0,01



TABLA - XXVIL

fod

4.2.1.1.)

Efectos del tioxidazol sobre preadultos de Trichinella --

spiralis, resultados expresados en niimero de adultos/ra--
tén.

CONTROL TRATADOS (DOSIS UNICAS)
INTRATADO 25mg/kg. SOmg/kg.
263 153 63
276 167 183
273 160 133
293 117 180
290 163 127
3Q3 153 163
183 153 160
263 140 117
236 123 157
193 97 140

Media(ES)

Eficacia del

tratamiento
t de Student

Significacidn

259,30(13,47

142,60(7,66)

44,79 %

142,30(11,80)

44,79 %



TABLA - XXVIII (Exp. 4.2.1.2.)

Efectos del tioxidazol, a dosis administradas tres veces
consecutivas con intervalos de 12 horas, contra preadul--

tos de Trichinella spiralis. Resultados expresados en nii-

mero de adultos/ratén.

CONTROL TRATADOS

INTRATADO . 10mg/kg 25mg/kg °  SOmg/kg.
160 50 10 17
157 16 60 23
167 93 60 66
123 80 80 76
180 125 50 80
153 16 76 46
210 43 80 86
170 46 13 56
Media (ES) 165,00(9,35) 61,12 53,62 56,25
(13,42) (10,65) (9,79)
Eficacia del
Cratamiento 62,90 % 67,28 2 65,59 %
t de Sutdent 6,79 7,10 8,59

Significacidn
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TABLA-XXIX (Exp. 4.2.2.1.)

Efectos del tioxidazol, contra adultos de Trichinmella spi

ralis, resultados expresados en niimero de adultos/ratén.

CONTROL TRATADOS (DOSIS UNICAS)
INTRATADO smg/ke lomg/ke 20mg/ke
227 226 113 23
153 256 77 - 133
250 200 107 113
217 203 147 213
200 190 160 57
153 203 97 ) 30
220 216 170 13
210 170 111 177
230 133 167 167
223 233 250 110
Media (ES) 208,30(10,64) 203,00 139,90 104,00
(11,42) (16,72) (21,96)
Eficacia del
tratamiento 2,50 7 34,40 7 50,00 7%
t de Student 0,35 3,63 4,78

Significacidn p>0,05 p¢0,01 p<0,01
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TABLA - XXX (Exp. 4.2.2.1.)

\,

Efectos qel tioxidazol contra adultos deVTrichinella spi-

ralis, resultados expresados en niimero de adultos/ratdn.

CONTROL TRATADOS (DOSIS UNICAS)
INTRATADO 40mg/kg. 50mg/kg.
227 | 17 117
153 113 120
250 133 140
217 ' 43 93
200 3o 160
153 i7 77
220 173 97
210 103 80
230 153 , 37
223 117 -
Media (ES) 208,30(10,64) 89,90 102,33
(19,43) (13,02)
Eficacia del
tratamiento 56,85 7 50,48 %
t de Student 5,63 6,72

Significacidn p<0,01 p<0,01



TABLA — XXXI

Efectos del tioxidazol,

=P

[~p]

(Exp. 4.2.2.2.)

lo de 24 horas, contra adultos de Trichinella spiralis.

Resultados expresados en niimero de adultos/ratdn.

a dosis repetidas con un interva=

CONTROL TkATADOS (DOSIS REPETIDAS)
INTRATADO 50mg/kg 100mg/kg 200mg/kg.
190 106 53 113
180 123 90 156
246 150 126 96
250 116 106 96
210 120 70 60
253 93 70 80
130 130 123 60
153 166 110 70
Media (ES) 204,00(16,07) 125,50 93,50 91,37
(8,85) (10,23) (12,18)
Eficacia del
tratamieato 38,48 % 54,17 7% 55,31 %
t de Student 4,58 6,21 5,98
Significacidn p<0,01 p<0,01 p<0,01



TABLA - XXXII (Exp. 4.2.3.1.)

Efectos del tioxidazol sobre larvas emigrantes de T. spi-

ralis, resultados expresados en ni@imero de larvas/ratdn.

CONTROL TRATADOS

INTRATADO 100mg/kg 200mg/kg 300mg/kg.
33634 21312 12654 15651
34632 20645 24642 10989
25308 14319 30962 21312
31635 23310 18215 9990
13986 31968 16650 19647
7992 23643 19980 33633
9990 22644 20644 23310
12654 9324 21644 —-
Media(ES) 21228,87 20895,62  20561,37  19218,85
(4267,33) (2551,11) (2061,96) (3065,01)
Eficacia del 1,75 2 3,15 2 9,47 7
tratamiento
T de Student 0,06 0,14 0,38

Significacidn py»0,05 p>0,05 p>0,05
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TABLA - XXXIII (Exp. 4.2.4.1.)

Efectos del tioxidazol sobre larvas enquistadas de_T. spi

ralis, resultados expresados en nimeros de larvas/ratén.

CONTROL TRATADOS
INTRATADO Somg/kg 100mg/kg - 200mg/kg.
14918 29037 18381 57009
57275 15185 64734 23709
49283 67666 48750 25574
58075 30369 35698 68400
37562 50083 55944 27172
37295 37029 28771 37562
61805 45288 7193 47153
37828 45554 49283 11722
Media(ES) 44255,18 400262,50 38594,25 37287,62
(5887,67) (6016,30) (7441,66) (7207,71)
Eficacia del
tratamiento 9,56 12,80 15,75
T de student 0,53 0,64 0,80

Significacidn py0,05 p>0,05 p>0,05



TABLA - XXXIV (Exp. 4.2.5.1.)

Resultados, expresados en nimero de adultos/ratdn del po-
der de infestabilidad de las larvas recuperadas a los cin

co dias del tratamiento con tioxidazol en la fase de lar-

vas enquistadas de T. spiralis.

CONTRQL . TRATADOS .

50mg/kg 100mg/kg 200mg/kg
195 35. 25 70
230 135 43 60
150 120 50 il1o0
125 60 55 25
125 60 50 40
210 85 30 70
195 105 50 35
155 70 80 40
Media(ES) 173,12 83,75 47,87 56,25
(15,04) (12,87) (6,33) (10,36)
Eficacia del
tratamiento 51,63 72,35 67,51
T de student 4,83 8,21 6,85
Significacidn p<0,01 p¢0,01 p<0,01
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TABLA - XXXV (Exp. 4.2.5.2.)

Resultados expresados en nimero de larvas/ratdén, del po--
der de infestabilidad de las larvas recuperadas a los cin

co dias del tratamiento con tioxidazol en la fase de lar-

vas enquistadas de T. spiralis.

CONTROL TRATADOS
50 mg/kg ,100mg/kg 200mg/kg
53631 16650 24642 13320
40293 18658 2658 20914
74592 29970 32604 14632
75591 23976 666 18961
51984 25974 22311 18971
64269 18991 666 666
57609 15994 19617 98412
49617 - 10989 10493
Media (ES) 58441,50 (+) 21459,00 (++)1&269,12(+++)13478,87(++++)
(4670,10) (1998,90) (4652,88) (2502,76)
Eficacia del 63,29 75,59 76,94
tratamiento
T de Student ’ 7,34 7,18 9,09
Significacidn p<0,01 p<0,01 p¢0,01

(+)2,837%Z muertas; (++)14,657 muertas; (+++)26,247% muertas; (++++)

34,527 muertas,
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5.3.- DE LAS EXPERIENCIAS CON MEBENDAZOL

El primer grupo de experiencias con mebendazol, fué dedicado -
al conocer sus umbrales de actividad frente a larvas enquistadas de -
T. spiralis. Las dos primeras experiencias (tablas XXXVI y XXXVII, his
tog. XII), consistieron en la administracidn de dosis decrecientes‘de
mebendazol a partir de 30 mg./kg. (dosis altamente eficaz segiin los re
sultados de R. CAABEIRO (1978), a ratones infestados en los dias 35, -
36 y 37 p.i. Estas dosis fueron de 30, 20, 10, 5 y 3 mg./kg. (fotos 34
y 35).

Los resultados obtenidos fueron 65,077% de reduccidn para la do
sis de 30 mg./kg.; 69,04% para la de 20 mg./kg.; 71,70% para la de 10

mg./kg.; 48,84 para la de 5 mg./kg. y 26,55% para la dosis de 3 mg./kg

En el caso de las tres primeras dosis, 30, 20 y 10 mg./kg., 1la
tatalidad de las larvas recuperadas por digestidn estandar estaban - -
muertas, frente a 1,24% de las larvas muertas obtenidas en los testi--
gos. El resto arrojd un 5,92% de muertas para 5 mg./kg. y un 6,47% pa-

ra 3 mg./kg.

Los estudios estadisticos basados en la prueba de la "t" de -
Student, dieron como significativas las dosis de 30, 20, 10 y 5 mg./kg

al nivel de 0,01l y 3 mg./kg. rayd la significacidn al nivel de 0,05.
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Las otras dos experiencias

XXXIX, histog. XITII), consistieron

de alcanzar el estado adulto y del

de este grupo (tablas XXXVIII y --
en la determinacidn de la capacidad

poder de enquistamiento de las lar-

vas tratadas con mebendazol en las experiencias anteriores. Dado que -

las dosis de 30, 20 y 10 mg./kg. habian ocasionado la muerte de todas

las larvas, solamente se llevaron a cabo estudios de viabilidad con -
lag larvas procedentes de los tratamientos con 5 y 3 mg./kg.

De las larvas correspondientes al tratamiento con 5 mg./kg., -
golamente un 60,317 fueron capaces de alcanzar el estado adulto, de -
las larvas procedente de &stas, un 21% no llegd a enquistarse con un -~
182 de las larvas recuperadas, muertas frente a un 7,427 de muertes en
contrado en los testigos correspondientes.

Para la dosis de 3 mg./kg., el 100,00% de las larvas tratadas
fueron capaces de alcanzar los estados adultos y el 147 de las larvas
procedente de &stas, no llegaron a enquistarse, estando un 3,847 de -
las larvas recuperadas muertas.
tuvieron

E!l resto de las experiencias descritas en esta tesis,

como fin el estudiar loa efectos producidos por el mebendazol cuando -

se administraha a dosis supresivas contra larvas enquistadas de T. spi

ralis bajo la accidn de diversos inmunomodificantes. Para todos estos

estudios, la dosis de mebendazol seleccionada fu& la de 30 mg./kg., en

base a su total eficacia demostrada por los resultados de las experien
ciags anteriormente descritas,

al igual que 20 y 10 mg./kg., si bien, -

la utilizacidn de 30 mg./kg. nos permitia efectuar unas dosificaciones
-

mis exactas.

se intentd

Primeramente, ver el efecto que una inmunosupresidn

con ciclofosfamida durante todo el ciclo, podria tener sobre un trata-
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miento supresor con mebendazol durante la fase muscular.

Para ello se han montado dos experiencias paralelas, una con--
sistente en una infestacidn normal por T. spiralis, que era tratada -
con mebendazol a nivel muscular y que se utilizaba como testigo de 1la
accidén inmunomodificante de la ciclofosfamida, y la otra counsistia en
mantener inmunosuprimidos a los animales desde tres dias antes de la -
infestacidn hastatreinta dias despu&s de la misma con ci;lofosfamida y
luego se efectuaba el tratamiento supresivo con mebendazol a nivel mus
cular. En ambos casos se analizdé la marcha de la infestacidn intesti--
nal mediante recuento del niimero de adultos y células del exudado peri
toneal en dias alternos, hasta producirse el fendémeno de la autocura=--
cidn. Los resultados obtenidos en la experiencia control (infestacién
normal por T. sgiralis) (tablas XI y XII y grdfica n°III), ponian de -
manifiesto, en cuanto a la marcha de los adultos, que después de un -
asentamiento del 65,207, se instauraba una meseta intestinal que venia
dada por la recta de regresiin y=-2,5500 x +183,5500, de ligerisima -
pendiente negativa y con un coeficiente de correlacidn r=0,2572 que se
prolongaha hasta el dia séptimo p.i. en que comenzaba el fendmeno de - :
la autocuracidn, manifestado por uma caida brusca en el niimero de adul
tos y dada por la recta de regresidmn y=-12,7571 +246,1851, esta de ~ -
fuerte pendiente negativa y con coeficiente de correlacién r=0,83. La
autocuracidn se culmind en el dia 13 p.i., caracterizada por inversidn
del cociente sexual (0,91) anulidndose en el dia 21 p.i. fecha limite -
de nuestras obhservaciones. En cuanto a la evolucidn de las cé&lulas del
exudado peritoneal (tabla XLIIL, grafica n°IV), se obhservd un aumento -
progresivo a lo largo de los dias que culmind en el difa 15 p.i., a par

tir de aquil el descenso fué brusco hasta el dia 19 p.i., continudndose
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en una caida lenta hasta el dia 28 p.i., fecha limite del ensayo. El -
porcentaje de linfocitos peritoneales se mantuvo entre un 30-40% a lo
largo de todos los dias de la observacidn (Grdfica VII).

Siguiendo la marcha normal de la infestacién, se efectud el -
tratamiento con mebendazol en los dias 37, 38 y 39 p.i., a razén de 30
mg./kg. y paralelamente, de los ratones sacrificados en los dias 38, -
39, 40, 41, 42, 45 y 48 se obtuvieron las larvas previa digestidm pép-
sica estandar (tablas XLVIII, XLIX y L, histograma XIV y XV).

El grado de infestacidn muscular fu@ bueno a juzgar por la me-
dia de las larvas aisladas de cada grupo de ratones. La eficacia del -~
tratamiento se determind en los dias 38, 39, 40 y’bl a partir del por-
centaje de larvas muertas mejor que con el porcentaje de reduccidn, pa
rimetro, que en este caso nunca resultaria significativo habida cuenta
de que los fendmenos de degeneracidn y destruccidn larvarios no se ma-
nifiestan en los primeros dias del tratamiento cuando la infiltracidn
inflamatoria es todavia ;eriquistica. Asti, devlas larvas recuperadas -
el dia 38 p.i. solamente el 8,95% estaban muertas, en el dia 39 p.i.,
se recuperd un 7,13% de muertas y ya en el dia 40 (primero p.t.), se -
obtuvo un 98,637 de larvas muertas que se extendid al 1007 a partir -
del 41 dia p.i., con unos porcentajes de reduccidn del 20,55% para el
dia 42; 49,76% para el dia 45 p.i. y 68,30% para el dia 48 p.i., con -
relacidn a las larvas ohtenidas en el dia 38 p.i.

El estudio se completd mediante un anilisis histo-patoldgico -
de cortes de masetero de animales infestados y tratados con mebendazol
(taBlas LI, y LII, fotos 36 & 39 ). Mediante ello, pudo evidenciarse
una infiltracidn inflamatoria de intensidad creciente patente al ter--

cer dia p.t., alcanzidndose su midximo al dia noveno p.t. Su localiza- -~
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cibén en principio periquistica evoluciond progresivamente a intraquis-
tica en los dias sexto y noveno, en que alcanzaba su intensidad miaxima

Fundamentalmente estaba compuesta porpolimorfohucleares neutré
filos y eosindfilos presentes en cantidad abundante en todas las obser
vaciones y por linfocitos, c@lulas plasmiticas e histiocitos con ten-
dencia a un aumento progresivo en cuanto a su nimero.

Asimismo, estaban presentes c@lulas gigantes de cuerpo extraifio
en el dia sexto p.t., que se incrementaban considerablemente en el dia
noveno p.t.

No se observaron fendmenos de calcificacidn.

Los quistes musculares eran abundantes con pared de grosor me-
dio, fendmenos degenerativos en la matriz, solamente pateuntes en el -
dia tercero p.t., los paridsitos se mantenian integros en el dfa terce-
ro p.t., ligeramente fragmentados en el dia sexto p.t. y muy fragmenta
dos en el dfa noveno p.t. Se observaron alteraciones en fibras adyacen
tes ya desde el prime dia de observaciones.

Cuando este mismo disefio experimental fué realizado sobre ani-
males inmunosuprimidos coun ciclofosfamida, los resultados obtenidos -
fueron los siguientes:

En relacidn a la evolucidn de los adultos intestinales se pro-
dujo un asentamiento del 56,667% que se prolongaba en una larga meseta
intestinal hasta el dfia 19 p.i., dada por la recta de regresidén - --—
y=1,5250x+169,78, de pendiente ligeramente positiva y con un coeficien
te de correlacidn de 0,54 (tabhlas XLIII, XLIV y XLVI, grdfica n°® 5). A
partir del dia 19 comenzd una caida brusca definida por la recta de re
gresidn y=-14,7150 x+473,1841, de pendiente fuertemente negativa y un

coeficiente de correlacién del 0,9906, empezando por tanto el periodo
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de autocuracidn que se completd hacia el dia 23 p.i., con inversidn --
del cociente sexual (0,93), si bien pudo detectarse la presencia de -
adultos en el intestino, 39,88% de los cuales ufn 33,852 eran machos, to-
davia en el dia 30 p.i., fecha en que finalizaban nuestras observacio-
nes. Paralelamente, se producia una fuerte supresidn de linfocitos pe-
ritoneales que alcanzd sus midximos niveles entre los dias 7 y 21 p.i.,
siendo todos ellos pequeiios linfocitos, para iniciar una lenta recupe-
racidn que tras culminar en el dia 23 p.i., descendia posteriormente.
estéﬁilizéndose hacia el dia 30 p.i; (tabla XLVII, grifica n°VII); Ba-
jo estas condiciones, el resto de los animales recibid 30 mg./kg. de -
mehendazol en los dias 37, 38 y 39 p.i] y en los 38, 39, 40, 41, 42, -
45 y 47 p.i. se determinaba la eficacia del tratamiento mediante re- -
cuento de las larvas aisladas en las sucesivas digestiones.

Pudo constatarse en primer lugar, un alto grado de infestacidm
(del orden de las 80.000 larvas/ratdén), muy superior al existente en -
los animales de la experiencia control. La eficacia, cifrada en el ni-
mero de larvas muertas y recuperadas no se hizo manifiesta hasta el -
dia 40 p.i. en que se obtuvo un 96% del total, muertas, alcanzindose -
la totalidad a partir del dia 41 p.i.

Asimismo, las reducciones en el niimero total de larvas recupe-
radas durante los dias 39,40 y 41 p.i; con respecto a las obtenidas en
el dia 38 p.i., no fueron significativas. El dia 42 p.i., se obtenia -
un 34,427 de reduceidn, 71,917 en el dfa 45 p.il y 76,43% en el dia 48
p-i. (tahlas XLIII, XLIX, L, histogr. XIV y XV).

El examen de los cortes histoldgicos obtenidos a partir de los
maseteros de animales tratados (tahlas LI, LII, fotos 40 3 43. ) -

mostraban intensa infiltracidn inflamatoria periquistica constante, -
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yna ligera infiltracidn intraquistica, patente ya en el tercer dia --
p-t., de intensidad creciente en los dias sucesivos sexto y noveno ~-
p-t. Su composicidn era a bhase de leucocitos neutrdfilos y eosindfilos
en cantidad discreta, con predominio de linfocitos y escasez de c&lu--
las plasmidticas ya desde el tercer dia p.t. y con aumento progresivoe -
de histiocitos. Las c&lulas gigantes de cuerpo extrafio, aparecian en -
cantidad abundante ya en el sexto dia p:.t. con incremento posterior en
el noveno dia p.t. No se observaban fendmenos de calcificacidn en nin-
guno de los casos.

En cuanto al estado de los quistes musculares, pudieron obser-
varse abundantes quistes musculares en los dias tercero y sexto, que -
remitieron el diaz noveno p.t. La cApsula era de grosor medio que se -
mantuvo a lo largo de las tres observaciones efectuadas. Solamente apa
recian fendmenos de degeneracidn baséfila y floculosa en el dfia terce-
ro p.t. El parisito permanecia integro el dia tercero p.t., en el dia
sexto se obhservaba fragmentado y en el dia noveno estaba ya muy frag-~-
mentado.

Las alteraciones aobaervadas en fibras musculares adyacentes, -
eran intensas en el dia tercero p.t. y menos intensas en los dias sex-
to y noveno p.t.

Mediante el Gltime grupo de experiencias se pretendia conocer
la eficacia de la transferencia de cé&lulas esplénicas y peritoneales -
ptocedentes de ratones infestados y tratados con mebendazol, sobre ani
males infestados inmunosuprimidos con niridazoly tratadosdespués de 1la
transferencia ceon una dosis antihelmintica de mebendazol. La posible -
eficacia de dicha transferencia por las distintas vias fué evaluada en

log dias tercero, sexto y noveno p.t.
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Los resultados obtenidos en el dia tercero p.t. fueron los si-
guientes:

Los animales pertenecientes al grupo I, que no recibieron - -
transferencia ni tratamiento con mebendazol (testigo I), presentaban -
una infestacidn media de 39.434,00 larvas/ratén, con un 5,402 de muer-
tas. Los animales del grupo II, testigos de la accidén del mebendazol,
presentaban una media de 15.387,75 larvas, con un 67,23% de muertas y
60,987 de reduccidn en relacidn al grupo I, Estas reducciones eran am-
pliamente significativas al nivel de 0,01.

De los ratones que constituian el grupo experimental III (re--
ceptores de c@lulas peritoneales por via intraperitonmeal y tratados -
con mebendazol), se aislaron 9.468,37 larvas, el 98,24% de las mismas
estaban muertas y el porcentaje de reduccidn con respecto al grupo I
era del 75,99Z, también ampliamente significativo a nivel de 0,0l. E1l
andlisis de la varianza de los resultados correspondientes a los gru--
pos II y IIX, arrojd una T de Student de 2,90, haciendo las diferen~ -
cias significativas para una probabilidad de 0,01.

Los animales del grupo IV (receptores de células peritoneales
por via intravenosa y tratados con mebendazol), presentaban una infes-
tacidn muscular de 17.996,25 larvas con un 95,007 de muertas),los del
grupo V (receptores de c@lulas esplénicas por via intraperitoneal), -~
16.483,75 larvas/ratdn con un 86,302 de muertas, los del, grupo VI, (re
ceptores de células esplénicas por via intravenosa) 17.504,75 larvas,
con un 80,407 de muertas. Todos estos resultados, referidos a porcenta
jes de reduccidn, eran estadisticamente diferentes del testigo I, en -
cambio no lo eran en relacidn al testigo II.

Los resultados referidos a niimero medio de larvas muertas, fue
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ron sometidos a un nuevo ensayo de la "t

de Student para aquellos ca-
S0s en que las diferencias en cuanto a niimero de larvas totales, no -
eran estadisticamente significativas.

Asi, en la comparacidn del grupo IV, con el grupo II, se obtu-
vo para el estadistico, un valor de 12,02, para el grupo V en relacidn
al grupo II, se obtuvo un valor de 6,83 y para el grupo VI en relacidn
al grupo I1, 6,75, todos ellos ampliamente significativos a un nivel - .
0,01.

Entre el grupo V y III, las diferencias encontradas también re
sultaron estadisticamente significativas (t=3,76, 0,0l). La compara- -
cidn entre los grupos V y VI, asi como entre los grupos IV y VI, basa-
das en los nimeros totales de larvas encontradas, arrojé una "t" de -
0,64 vy 0,15, no significativas. Cuando la comparacidn fué referida a -
niimero de larvas muertas se obtuvieron unas "t" de 6,15 y 2,70, respec
tivamente, significativas a un nivel de 0,01l.

Todos estos resultados aparecen resumidos en las tablas LIII,
LVI y LVIII, asi como en el histograma XVI.

En el dia sexto p.t., la infestacidn muscular media para el -
grupo I, testigo de la infestacidn, eta de 41.294,37 larvas/ratdn, con
un 4,50%Z de las mismas muertas.

El grupo II, testigo de la accién del mebendazol, presentaba -
una infestacidn muscular de 11.847,75, es decir, 3.540,00 larvas menos
que en el dia tercero p.t., aunque la infestacidn en los testigos era
mayor (41.294,37, frente 2 39.434,00 en el dia tercero p.t.), con un -
77% de larvas muertas y 60,98% de reduccidn respecto al grupo experi--~
mental I. Estos resultados diferian estadisticamente (t=20.00), de los

obtenidos para el grupo I al nivel de 0,01.
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Del grupo III, se aislaromn 13.383,75 larvas/ratén (3.915 lar--
vas wAs que en el dia tercero p.t.), de las cuales, el 97,30% estaban
muertas con una reduccidn en el niimero total de larvas del 67,59%.

La comparacidn de estos resultados con los obtenidos del grupo
experimental II, por medio de la"t"de Student, establecid unas diferen
cias ampliamente significativas entre ambos con un margen de confianza
del 99%.

El grupo experimental IV, presentaba una infestacidn media de
14.493,50 larvas/ratdén, 100 muertas y 64,91%7 de reduccidn, la cual no
resultd estadisticamente diferente (t=2,13) al nivel de 0,01 del grupo
II.

El grupo V presentaba una infestacidn media de 7.321,00 larvas
ratdn (9,162 menos que el dia tercero) 1002 muertas y 82,287 de reduc--
cidn, lo cual resultd estadisticamente diferente del grupo II, con un
margen de confianza del 99%.

Del grupo VI se aislaron 12.578,37 larvas (5.000 menos que en
el dia tercero p.t.), con un 1002 de muertas y 69,54% de reduccidn, -
que no resnultd eatadisticamente diferente del trupo II(t=0,45p>0,05).

Las comparaciones efectuadas mediante 1la "t" de Student, apli-
cada al niimero medio de larvas muertas para aquellos grupos que no re-
sultaban estadisticamente diferentes del grupo II, en cuanto al niimero
total de larvas encontradas en los mismos, establecian diferencia sig-
nificativas entre los grupos II y III; II y IV; II y VI, con una"f"de
3,92,4,51 y 3,87 respectivamente, a un nivel de 0,01.

En cuanto a las vias de administracidn, la comparacidn no re--
sultd diferente desde el punto de vista estadistico, tanto en lo que -

‘'se referia a larvas totales como a larvas muertas.
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El grupo V resultd estadisticamente diferegte del grupo III -
(t=4,74), asi como del grupo VI (t=3,21), ambos para p<0,01l.

Los grupos VI y IV no resultaron diferentes desde el punto de
vista estadistico en ninguna de las comparaciones efectuadas.

Estos resultados descritos aparecen resumidos en las tablas
LIV, LVI, LIX, e histograma n°XVITI.

En el dia noveno p.t., los animales pertenecientes al grupo ex
perimental I, presentaban una infestacidn media muscular de 40.397,25
larvas/ratdn, con un 6,25% de las mismas, muertas. De los ratones que
constituian el grupo II, se aislaron 8,137,71 larvas, con un 98,007 de
muertas y 79,862 de reduccidn, resultados estadisticamente diferentes
de los del grupo I. (t.=22,91 p <0,01).

Del resto de los grupos que constituian esta experiencia, sola
mente el tercero resultd diferente del grupo II (testigo de la acecidn
del mebendazol) gurelacidn al porcentaje de reduccidn 87,18%, aunque no
en cuanto al 7 de larvas muertas (100% frente al 98,00%, en el caso -
del grupo II. (tablas LV, LVI y LIX, e histograma n°XVIII).

En cuanto a los dos tipos de células transferidas, solamente -
resultd estadisticamente diferente la administracién de peritoneo por
via intraperitoneal, frente a bazo bor la misma via (t=2,66 p< 0,01),
resultando mds eficaz la primera y en cuanto a las vias de administra-
cidn utilizadas, las células peritoneales por via i.p., resultaron mis
eficaces que por via 1.v., siendo esta eficacia estadisticamente signi
ficativa (t=3,56 p ¢0,01) (tabla LX).

A lo largo de los tres dias de observacidn, las comparaciones
efectuadas mediante el andlisis de la varianza entre los diferentes -

grupos experimentales y el grupo I (control de la infestacidn), arroja
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ban diferencias ampliamente significativas (tablas LVIII, LIX y LX). -

Por el contrario, las comparaciones efectuadas entre los controcles de
los diveros grupos experimentales y el grupo I no establecieron dife--
recnias significativas en ninguno de los casos (tabla LVII).

Las estudios - pisto- patoldgicos efectuados sobre cortes histo
l8gicos de los maseteros procedentes de los ratones que constituian -
los distintos grupos experimentalesg, arrojaron los resultados siguien=-
tesg: )

Los animales del grupo I (testigos de la infestacidn inmunosu-
presidn durante todo el ciclo) (foto: nim. 4% ), presentaban un in--
filtrado inflamatorio muy escaso, de localizacidn periquistica y com--
puestao fundamentalmente por neutrdfilos, con escasos eosindfilos y ba-
s6filos. Los quistes musculares presentaban una cdpsula fina, no apa-
recian fenémenos de degeneracidn en la matriz quistica y el pardsito -
permanecia integro, ausencia de nucleos en las fibras parasitadas y no
exigtian alteraciones manifiestas en las fibras musculares adyacentes.

Los animales pertenecientes al grupo experimental II (testigos
de la accidn del mebendazol) (fotos 45, 46 y 47), presentaban en el -
tercer dia p.t., una escasa infiltracidén inflamatoria periquistica, -
que no evoluciond en los siguientes dias (sexto y noveno p.t.). Su com
posicidn era a base de neutrdfilos en mayor proporcidn, seguido de los
eosindfilos que aparecian en menor cantidad a partir del sexto dia - -
p.-t., escasa cantidad de linfocitos y c&lulas plasmiticas.

El resto de log componentes de un infiltrado normal estaban -~
aqui ausentea y solamente aparecilan esporddicas c&lulas gigantes en el
dia noveno p.t., en algunas de las muestras examinadas.

’

Los quistes musculares abundantes, de pared fina, presentaban
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fenémenos de degeneracidn basdfila y floculosa en el interior de la -
matriz quistica, ya en el tercer dia p.t. que se intensificaban en el
dia sexto para disminuir briiscamente, siendo escasa su presencia en el
dia noveno p.t. en que se observaba clara fragmentacidn larvaria.

En cuanto al nimero de niicleos en las fibras musculares parasi
tadas, estos eran escasos en el dia tercero p.t., se incrementaban en
el dia sexto p.t. y descendian otra vez en el'dia noveno p.t.

No se observaban alteraciones manifiestas en las fibras muscu-
lares adyacentes a las parasitadas.

Por‘dificultades de tipo técnico, golamente se pudieron anali-
zar los cortes procedentes de los grupos IIT y V, es decir, aquellos -
que trecibieron cé&lulas esplénicas y peritoneales por via intraperito--
neal.

Los resultados obtenidos en cuanto a la localizacidm y composi
¢idén del infiltrado inflamatorio, no diferian significativamente de -
los que procedian del grupo experimental III y en este sentido solamen
te cabe sefialar un discreto aumento de linfocitos y cé&lulas plasmati--
cas en ambos grupos a partir del dia sexto p.t. (fotos niims. 48 & 51)
e inflamacidn intraquistica al dia noveno p.t. En cuanto al estado de
los quistes musculares, solamente se observaba, en el tercer dia p.t.
mayor degeneracidén basdfila y floculosa en el grupo IV y menor en el -
grupo V que en el grupo III.

Todos estos resultados aparecen resumidos en las tablas LXI y

LXII.
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TABLA - XXXVI (Exp. 4.3.1.1.)

Resultados obtenidos en niimero de larvas/ratdén, en la de-
terminacidn de la dosis minima eficaz de mebendazol fren-

te a larvas enquistadas de T. spiralis.

CONTROL ) TRATADOS
Jomg/kg. 20mg/kg. iomg/kg.
24642 8325 12850 9990
63819 . 14995 9880 8991
25308 13334 8580 6930
30636 15984 7992 7920
36660 8914 9324 9324
26973 11665 15992 9570 °
44642 15328 10984 9570
22311 . 6666 10655 12437
34482 14432 12650 14820
42324 13234 10000 10000
Media(ES) 35170(+) 12287,70 10890,70 9955,20
(4193,81) (1085,60) ( 790,50) (742,00)
Eficacia ( %2 de reduc-- 65,07 69,04 71,70
( cidn.
del (
( % de larvas 100 100 100
tratamiento ( muertas.
T de Student 5,56 5,99 6,24
Significacidn p<0,01 p<0,01 p<0,01

(+)1,247% muertas.
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TABLA - XXXVII (Exp. 64.3.1.2.)

Resultados obtenidos, en niimero de larvas/ratdan, en la de
terminacidn de la dosis minima eficaz de mebendazol fren-

te a larvas enquistadas de T. spiralis

CONTROL TRATADOS
‘5 mg/kg. 3 mg/keg.
63936 15661 20152
21312 22644 51615
71262 16761 24651
75924 34632 51282
41292 43956 37600
51615 45954 20650
65268 17538 65420
67932 21978 56444
50949 24642 50951
61938 48628 40964
Media (ES) 57142,80 (+) 29234,40 41972,90
(5452,60) (4257,96) (5042,33)
Eficacia ( % de larvas 5,92 6,47
del ( muertas
tratamiento ( % reduccidn. 48,84 26,55
t de student 4,23 1,68
Significacidn p<0,01 p<0,05

(+)5,37 % muertas.
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TABLA - XXXVIII (Exp. 4.3.2.1.)

Resultados obtenidos, en nfimero de adultos/ratén, del po-
der de infestabilidad de las larvas recuperadas a los cin
co dias del tratamiento efectuado con mebendazol a fin de

determinar su eficacia minima contra larvas enquistadas -

de T. spiralis,

CONTROL ' TRATADOS
5 mg/kg. 3 mg/kg.
106 94 176
180 80 186
164 77 113
174 73 193
192 140 134
188 103 230
157 140 177
156 80 150
150 127 200
235 119 167
Media (ES) 170,20 (11,13) 103,80 172,60
(8,80) (12,78)
Eficacia del
tratamiento 39,31 00,00
T de Student 9,87
Significacidn p<0,01
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TABLA - XXXIX (Exp. 4.3.2.2.

Resultados obtenidos, en niimero de larvas/ratén, del po--
der de infestabilidad de las larvas recuperadas a los cin
co dias del tratamiento efectuado con mebendazol, a fin -

de determinar su eficacia minima contra larvas enquista--

das de T. spiralis.

CONTROL ) TRATADOS
5 mg/kg. ‘3 mg/kg.
53583 11488 21645
24485 23809 19480
38148 4662 22644
35298 20979 22644
43486 28638 20479
49823 83799 23976
35298 14985 14985
22560 23476 16650
22184 18814 19480
22453 16650 19470
Media (ES) (+)34711,80(3897,50) 19729,40 20145,30
(2801,41) (925,99)
Eficacia (% de reduccidn 21 19
del (
tratamiento {Z de larvas wuertas 18,00 14,00
T de Student 3,29 3,84
Significacidn p<0,0l p ¢0,01

(+): 7,42 7 muertas.
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TABLA ~ LVITII (Exp. 4.4.5.1.)

Estudio comparativo, mediante la t de Student de los diferenteg lotes
de animales utilizados en la experiencia 4.4.5.1. Datos correspondien

tes al tercer dia p.t.

[4
1 ITL v v vl
I }0,87 7,16 9,04 8,59
p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01
9,03 2,90 0,35 0,64 1,19
p ¢0,01 pe0,01 p>0,05 p>0,05 P >0,05
I *12,02 *6,38 *6,75
p¢0,01 p<0,01 p <0,01
ITL *2,72
p<0,01
3,76 0,64
p<0,01 p> 0,05
A *6,15
P <0,01
0,15
VI p>0,05
*2,70
p«<0,01

* Valores de T aplicados al niimero medio de larvas muertas para - -
aquellos casos en que los porcentajes de reduccidn no resultaron

estadisticamente significativos.
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TABLA - LIX (Exp. 4.4.5.1.)
Estudio comparativo, mediante la T de Student, de los diferentes

lotes de animales utilizados en la experiencia 4.4.5.1. Datos co

rrespondientes al sexto dia p.t.

1 I1I v v VI
T 16,61 16,06 22,69 14,65
p<0,01 pc0,01 p<0,01 p<0,01
20,00 1,21 2,13 4,50 0,45
IIL p<0,01| p>0,05 p<0,05 p¢0,01 p>0,05
*3,92 *4,51 *x3 87
p<0,01 p<0,01 p¢0,01
0,75
p>0,05
1 *0,41
p>0,05
i
v 4,74 f 3,21
p<0,01 p¢0,01
1,40
p>0,05
vi *1,33
p>»0,05

* Valores de T aplicados al nimero medio de larvas muertas para -
aquellos casos en que los porcentajes de reduccidn no resultaron

estadisticamente significatives.
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TABLA - LX (Exp. 4.4.5.1.
Estudio comparativo, basado en la T de Student, de los diferentes

lotes de animales utilizados en la experiencia 4.4.5.1. Datos co-

rrespondientes al noveno dia p.t.

I I11 1V v VI
1 25,65 ‘ 21,33 20,90 22,22
p<0,01 p<0,01 pe¢0,01 p <0,01
22,91 3,19 0,60 0,01 0,68
It p <0,01 p<0,01 p>» 0,05 p>0,05 p> 0,05
*1,05 *0,12 *0,89
p >0,05 p>» 0,05 py 0,05
IILI 3,56
) p<0,01
/
2,66 0,72
P ><0,01 p>0,05
v x0,37
p>» 0,05
1,20
v p> 0,05
*2,35
p <0,05

*Valores de T aplicados al nimero medio de larvas muertas para -
aquellos casos en que los porcentajes de reduccidn no resultaron

egtadisticamente significativos.
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EFICACIA DEL TRATAMIENTO
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HISTOGRAMA N° Xl

244

PORCENTAJE
DE REDUCCION
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3

DOSIS: mg / kg MEBENDAZOL

HISTOGRAMA N° XIlII

VIABILIDAD DE LAS LARVAS EN LA DETERMINACION

DE EFICACIA MINIMA

PORCENTAJE
OE REDUCCION
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6.1.- DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS CON OXFENDAZOL

Los ensayos efectuados en el presente trabajo ponen de mani- -
fiesto que el oxfendazol es tambi&n un firmaco eficaz contra Trichine-
lla spiralis, pasando a engrosa; de esta forma el arsenal terap&utico
desarrollado masivamente a lo largo de los veinte {ltimos afios y en el
cual la familia de los benzimidazoles, contretamente, los benzimidazol
carhamatos parecen ser los wds indicados para la terapia de la triqui-
nosis.

Numerosos trabajos proponen al oxfendazol y al mebendazol como
los antihelminticos de eleccidn en la quimioprifilaxis de las nematodo

sis gastrointestinales, si bhien generalmente los test efectuados, no -

incluyen a Triquinella spiralis, debido a la no utilizacidn de sus hos

pedadores adecuados o tambi&n a que, desde el punto de vista profildc-
ticb es dificil captarle entre una infestacidn natural por helmintos -
gastraintestinales.

Nosotros, a la vista de los resultados obtenidos, podemos con-
cluir que el oxfendazol constituye un buen profilidctico en la protec--—
cidn de infestaciones por T.‘séiralis puesto que reiine las condiciones
bdsicas para ello:

1°.— posee unas toxicidades aguda y crdunica muy bajas, asi co-

mo una teratogenidad no confirmada.

2.~ Eficaz a dosis muy bajas frente a fases juveniles, puesto

que basta con 7 mg./kg. de peso viveo, para producir un -
91,80% de eficacia y 15 mg./kg., producen una total erra-
dicacidn de log vermes con lo que se puede anular una in-—

featdcidn descubierta durante los tres primeros dias.
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3°.- Tratindose de un polvo inodoro e insipido de absorcidn --
lenta, resulta f3cil su formulacidn en alimentos de gana-
do, con lo que se podria establecer una administraciém -
prolongada del mismo protectora ante una eventual infesta
cidn.

Todo esto nos lleva a intuir una posible aplicacidn con éxito
de oxfendazol en clfnica humana, similar a la que se esti consiguiendo
con mebenéazol, ya comercializado desde hace algunos aifios.

Las fases adultas intestinales y los estados emigrantes de -
T. spiralis, resultan mis registentes al tratamiento con oxfendazol. -
Asi, contra adultos, Eueron necesarias dosis de 100 y 200 mg./kg. para
lograr reduccidn del 58,97 y 84,50% respectivamente.

Contra larvas emigrantes, la eficacia obtenida fué todavia me-
nor, solamente cuando se administraron dosis de 500 mg./kg. se alcanzd
un 80%Z de reduccidn.

Este mismo comportamiento, bajo pautas terapéuticas similares,
fué ohservado para otroa henzimidszol-carbamatos, tales como el meben-
dazol, R. GAABEIRO y cols. (1978) 3 fenbendazol, SUJATHA, S.E. y DEN--
HAM (1276), R. CAABEIRO y cols. (1978 p), oxibendazol, R. CAABEIRO y -
cols. (1978 ¢).

A pesar de esto pensamos que los tratamientos en estas fases -
del ciclo, son interesantes ya que en alguna medida contribuyen a dis-
minuir el grado de infestacidn muscular subsiguiente. Esta misma opi--
nidn es compartida por PEREVERZEVA, E.V. y cols. (1979), en relacidn a
la terapia con mehendazol.

El tratamiento de las larvas enquistadas de T. spiralis es - -

otro aspecto muy importante a considerar en cuanto a la quimioterapia
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de la triﬁuinosis.

Los resultados que se obtienen con los distintos benzimidazol-
carbamatos son dispares, hay algunos extraordinariamente eficaces, - -
mientras que otros manifiestan efectos considerablemente menores. Esto
lleva a establecer una relacidn estructura-actividad de los mismos, ba
sada fundamentalmente en la naturaleza de los sustituyentes en posi- -
cidn 5 del anillo imidazdlico. SPALDONOVA, R. y CORBA, J. (1979).

En el caso del oxfendazol, esta sustitucidn resulta afortunada
y hace que sea altamente eficaz contra larvas enquistadas en relac¢idn
a los efectos producidos por los otros fdrmacos del grupo que descri--
ben los anteriormente citados. No obstante, fueron necesarios 200 mg./
kg. para producir un 89% de larvas muertas entre las que se obtenian -
por digestidn pépsica, ademis dosis inferiores de 100, 80 y 60 mg./kg.
eran capaces de estimular la reaccidn inflamatoria tipica observada -
después de la administracidn del mebendazol DE NOLLIN y cols. (1974),
R. CAABEIRO y cols. (1978 a).

Por lo tanto, nuestros resultados son mejores que los atribui-
dos por SPALDONOVA,R y CORBA J.(1978)en que afirman que el ogfendazol a
dosis inferiores a 200 mg./kg. no resulta eficaz, mientras que noso- -
tros con G0 mg./kg. obtuvimos todavia un 34,23% de larvas muertas fren
te a un 1,04% ohtenido en los testigos, eficacia reflejada en las prue
bas de viahilidad llevadas a cabo posteriormente en donde todavia uwn -
30% de las larvas tratadas no fué capaz de alcanzar el estado adulto y
é€stas vieron disminuido su bodet de infestacidn muscular en un 15,377%.

Todas las ohservaciones efectuadas por nosotros durante estas-
experiencias (aspecto de los quistes musculares en fresco por compre--—

8idn de diafragma entre placas, cortes histoldgicos obtenidos a partir
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de los maséteros de los animales tratados, presencia de lesiones tipi-
cas en las larvas muertas aisladas por digestidn, asi como un estado -
de "shock' generalizado en los animales de tipo anafilictico, desenca-
denado después de la administracidn de la segunda dosis de oxfendazol)
nos condujeron a pensar que el oxfendazol podria tener un mecanismo de
accidn anilogo al del mebendazol ampliamente estudiado por varios auto
res y en particular por SANMARTIN DURAN en su Tesis Doctoral, alguno -
de cuyos capitulos aéarecen ya publicados (1980 a), (1980 b).

La administracidn conjunta de corticosteroides + benzimidazo--
les durante la terapia de la triquinosis muscular, ha sido un aspecto
ampliamente considerado y discutido; CAMPBEL y CUCKLER (1966), HALL y
MCGABE (1967), KOZIEKA (1971), MARTINEZ FERNANDEZ (1978), SANMARTIN -
DURAN y cols. (1980m).

Si la respuesta originada por el tratamiento con benzimidazol-
carhamatoa, especialmente con mebendazol, es de tipo inmunitario celu-
lar la administracidn de corticosteroides, agentes depresores fundamen
talmente de inmunidad celular a dosis convenientes ejercerd un comn= -
trol del proceso, en el sentido de evitar las reacciones de anafilaxia
por la hrusca liberacidn de los antigenos a circulacidn al romperse 1la
barrera aislante entre pardsito y hospedador a causa del tratamiento -
antihelmintico. Por otra parte, si la dosificacidén no es adecuada o en
individuos de haja capacidad inmundgena, su administracidn resultard -
ohviamente perjudicial. Sin duda debe existir una intima relacién en--
tre la eficacia del tratamiento conjunto conticosteroides + antihelmin
tico y el grado de infestacidn muscular, asi como el estado inmunita--—
rio del hospedador.

De nuestros tratamientos con oxfendazol + prednisona (uno de -~
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los corticosteroides mé; activos), deducimos que la administracidn de
prednisona en ninglin caso anuld la eficacia del tratamiento. Cuando se
administro antes del tratamiento, los efectos manifestados por el ox--
fendazol fueron los mismos que cuando de administrd solo. Cuando se ad
ministrd durante y después del tratamiento, lo {inico que se observd -
fué un notable descenso en la intensidad de la reaccidén inflamatoria -
con presencia irregular de los compounenetes habituales del infiltrado
lo cual se tradujo en un retraso de la aparicidn de los fendmenos de -
fragmentacidn y destruccidn larvarias al dia 12 p.t., cuando en las -
otras experiencias abarecieron en el dia noveno p.t.

La conclusidn a la que llegamos, es la misma que la encontrada
por MARTINEZ FERNANDEZ y cols. (1980), mediante una experiencia simi--
lar llevada a cabo con mehendazol y es que la inmunosupresidn produci-
da por la prednisona no impide la eficacia del tratamiento con oxfenda
zol, solamente retrasa la secuencia evolutiva del mismo y por lo tanto
consideramos que en hospedadores normales desde el punto de vista inmu
noldgico, la administracidn de corticosteroides junto con oxfendazol -
en los tratamientos contra larvas enduistadas de T. spiralis resulta -
heneficiosa.

En resumen, nos encontramos en condiciones de afirmar que el -
comportamiento del oxfendazol frente a la triquinosis experimental en
sus diversos estadios, es muy parecido al del mehendazol, si bien los
rendimientos en todos los casos resultan inferiores, hechos que con- -
vierten al oxfendazol en el segundo firmaco a abordar en el tratamien-
to de la triquinosis exberimental por benzimidazoles.

No obstante, es preciso tener en cuenta que el oxfendazol es -

mucho menos téxico que el mehendazol (Dl50 del oxfendazol = 6.400 mg./
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kg. en ratdn y 1.600 mg./kg. en perro via oral, DL50 del mebendazol =

1.280 mg./kg. en ratdn y 640 mg./kg. en perro), lo cual permite la uti
lizacidn de dosis mayores del primero para igualar los efectos del se-
gundo, sobhre todo a nivel de preadultos y adultos en donde hemos apre-
ciado y valorado una cierta proporcionalidad dosis/efecto. Ademds estu
dios recientes de WEBB y cols. (1979), han descubierto una importante

aplicacién del oxfendazol en los tratamieﬂtos de formas parasitarias -
quen han adquirido resistencia frente a otros benzimidazoles, concreta
mente, en el cagso de ciertas razas de ﬁ;‘contortus resistentes a par--

bendazol y thiahendazol.

6.2.—~ DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS CON TIOXIDAZOL

El dnimo de encontrar nuevas mol&culas activas contra infesta-
ciones gastrointestinales por helmintos, hizo que las modificaciones -
egstructuralea efectuadas sobre las molé&culas primitivas se fuesen com-
plicando. De esta manera sustituyendo el niicleo imidazol por el tiazol
ge origina una estructura que dard lugar, por diversas sustituciones -
en posicidn cinco del nficleo tiazol, a una nueva familia de antihelmin
ticos, los henzotiazolcarbamatos.

Su analogia estructural con los bezimidazolcarbamatos hace pen
sar en una similitud en cuanto a sus mecanismos de accifn que a su vez
se traduciria en eficacias similares o mejores que aquellos. En efec--
to, esta hipdtesis fue prohada por PANITZ, E. y cols. (1978), encon- -
trando que uno de sus representantes, el tioxidazol, era altamente efi

caz contra gusanos redondos gastrointestinales. Asimismo, la escasa bi
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bliografia existente al respecto, dado que se trata de firmacos de re-
ciente sintesis, pone de manifiesto efectos favorables del tioxidazol
sobre infestaciones naturales producidas por diversas especies de nema
tosos. No obstante, es justo destacar que en principio las dosis efica
ces son cousiderablemente superiores a las requeridas para oxfendazol,
mebendazol y otros benzimidazoles y a menudo se requeria la administra
cidn repetida de las mismas.

En nuestro primer ensayo con tioxidazol utilizando dosis dGni--
cas orales comprendidas entre 5 y 50 mg./kg., hemos obtenido una baja
eficacia, ya que ninguna de ellas fué& capaz de proéucir un 50% de re--
duccidn.

Mediante una pequefia modificacidn en la pauta terapéutica que
consistia en administrar dosis de 10,25 y 50 mg./kg., tres veces conse
cutivas cada 12 horas a bartir de las 24 horas p.i., hemos conseguido
una amplia mejora em los resultados y ya a 10 mg./kg., se obtenia una
eficacia de 62,90 Z que ya no fué mejorada sensihlemente por las otras
dos dosisas ensayadas (67,18% para 25 mg./kg. y 65,91 % para 50 mg./kg.)
Estos resultados no concuerdan con los obtenidos por PANITZ y cols. -
(1978) (loc.cit.), que afirma haber obtenido un 99Z de eficacia con -
una sola dosis oral de 75 mg./kg. Aunque en el resumen consultado (co-
municacidn personal, ya que el trabajo Intégro todavia no fue publica-
do), no se especifica el estado sobre el que dicho tratamiento Eué - -
efectuado, suponemos que por el titulo del mismo (Anthelmintic activi-
ty of tioxidazole (Sch—-2148Q0 against gratrointestinal rundworms), se -
trata de estados intestinales de T, égiralis, aunque tampoco coOnocemos
el momento exacto en que se efectud el tratamiento, ya que pudiera ser

posihle que estados muy jovenes fueran sensihles al tioxidazol, mien--
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tras que nosotros empezamos los tratamientos a partir de las 24 horas
p.i. y por ello del IV estado lar;ario.

Los adultos, como es ya habitual en los tratamientos efectua--
dos con esta clase de fdrmacos, resultaron mis resistentes todavia y -
asi se necesitaron dosis de 50 mg./kg. para lograr un 50% de reduccidn
Estos efectos no fueron mejorados cuando se aplicd una terapia sosteni
da a dosis mayores, obteniéndose con 200 mg./kg. solamente un 55,317 =~
de reduccidn. -

Este comportamiento manifestado por el tiexidazol nos conduce
a pensar que la nueva configuracidn estructural no resulta afortunada
en el tratamiento de fases intestinales de T. spiralis. Desconocemos -
por el momento, los motivos de esta baja eficacia puesto que no tene--
mos informacidn acerca de la farmacocin@tica del mismo. Hipoteticamen-
te, podria pensarse en una rdpida absorcéidn del firmaco por lo que su
corta estancia en intestino le impide actuar sobre el pardsito. Esto -~
apoya el hecho de que determinadas pautas terapéuticas establecidas -
con tioxidazol, asi como un andlogo estructural suyo, el Sch-18099 --
(etil-6etoxi~henzotiazol-2-carbamato) contra ciertos nematodos basadas
en la administracidn sostenida del medicamente mediante dosis repeti--

das o inclusidn en el alimento, resulten altamente efectivas cuando do

sis sencillas del mismo no lo fueron PANITZ (1977) y PANITZ (1978). -

Tampoco podemos descartar una inactividad de la mol&cula frente a T. -

spiralis en el intestino.

Tioxidazol resultd pricticamente ineficaz sobre los estados in
vagivos de T. sgiraiis, asl como sobre las larvas enquistadas (200 mg.
{kg. produjo solamente un 15,75% de reduccidn), no observiandose sobre

los quistes ni sobre las larvas aisladas en digestidn, ninguno de los

v
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efectos anteriormente citados para mebendazol y oxfendazol. Sin embar-
go, los estudios de viabilidad efectuados con estas larvas nos mostra-
ron la existencia de una afectacidn de las mismas, por la cual un nime
ro considerable no alcanzaban el estado adulto, que se continuaba por
una dificultad en la capacidad de invasidn muscular, reduci@ndose nota
blemente el grado de infestacidn muscular para todas las dosis emplea-
das.

Con los datos disponibles resulta dificil interpretar estos re
sultados, pues la ausencia en todo momento de la reaccidn inflamatoria
tipica provocada por los benzimidazoles, nos hace pensar que este fiar-
maco actila por un mecanismo distinto del de aquellos, no rompiendo 1la
barrera aislante entre parésité y hospedador. También puede ser posi--—
ble que la accidn del firmaco se centre sobre las larvas en emigracidn
produciendo efectos tales que si bien no son capaces de impedir su - -
asentamiento en misculo, si disminuye su poder de reinfestar, lo cual
desde el punto de vista de control de la parasitosis posee gran inte--
rés.

En este sentido, seria interesante efectuar estudios de viabi-
lidad con las larvas recuperadas después de un tratamiento contra lar-
vas emigrantes.

Este mismo efecto seria el que explica el comportamiento de -
las larvas enquistadas, observado por nosotros en relacidn a la viabi-
lidad adulto-larva de las mismas.

A pesar de nuestro objetivo primario basado en el estudio com-
parativo de este nuevo fidrmaco y los benzimidazolcarbamatos, ha sido -
cumplido, y por este motivo hemos seguido las mismas pautas terapfuti-

cas que las estandarizadas para ellos, pensamos que nuevas experien-— -
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cias junto con el conocimiento de la farmacocinética del tioxidazol ¥y
sus andlogos, resultardn muy interesantes en la explicacidn del compor

tamiento de los mismos en la quimioterapia experimestal de la triquino

sis.

6.3.~ DE LAS EXPERIENCIAS CON MEBENDAZOL

A partir de los resultados obtenidos por R. CAABEIRO, (1978),
‘con mehendazol sobhre T. séifaiis en que obtiene efectos muy satisfacto
rios con 30 mg./kg. sobre larvas enquistadas, hemos tratado de averi--
guar los umbrales de actividad del mebendazol sobre larvas enquistadas
de T. égitalis. Los efectos producidos por las dosis ensayadas (30, -
20, 10, 5 y 3 mg./kg.) fueron ampliamente satisfactorios encontrande -
efectividad incluso a 3 mg./kg., puesto que, a pesar de que las reduc-
ciones obtenidas en las larvas recuéeradas con respecto a los contro--
les no resultaron estadisticamente significativas (t=1,86) 0,05), he-
cho que se traduce en que el 100X de las larvas tratadas fueromn capa--
ces de alcanzar el estado adulto, estos adultos en alguna manera fue--
ron afectados en su capacidad reproductiva, puesto que se observd un -~
14% de falta de larvas musculares con respecto a los controles, hecho
gin duda debhido a que o hi&n dichas larvas no fueron producidas, o &s-
tag eran lo suficientemente débiles como para no afrontar las barreras
inmunitarias existentes en su ruta migratoria hacia los misculos.

Realmente consideramos que los umhrales de eficacia del meben-
dazol contra larvas enquistadas se encuentra alrededor de los 5 mg./ -

kg., o sea, estos niveles son todavia suficientes para estimular el de
A
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sarrollo de todo el proceso inflamatorio ya clidsico inherente a la --
accidén de estos fadrmacos, y los efectos observados en cuanto a la re--
duccidn en nimero de larvas, porcentajes de larvas muertas y pruebas -
de viabilidad resultaron estadisticamente significativas con una proba
bilidad del 997%.

El hecho de que dosis tan bajas del antihelmintico resulten to
davia eficaces, constituye una prueba mds a favor de su utilizacidn en
el tratamiento de'la triquinosis muscular humana. Dosis inferiores a -
estas arrojan resultados sorprendentes y en este sentido, datos reciég
tes, obtenidos por nuestro equipo de investigacidn llevan a counsiderar
que dosis subantihelminticas de mebendazol, resultan inmunosupresoras
o por lo menos no estimulantes, favoreciendo el establecimiento de una
infestacidn intestinal por especies de Trichinella, del mismo modo que
lo favorecen otros agentes inmunosupresores tales como ciclofosfamida
y niridazol.

A partir de una serie de experiencias recogidas en la Tesis -
Doctoral de SANMARTIN DURAN (1979), consistentes en la administracidn
de inmunodepresores selectivos de inmunidad de c@lulas en diversos es-
tadios a lo largo del ciclo bioldgico de T, spiralis, se plantea la hi
pdtesis de que la respuesta desencadenada en los miisculos infestados -
con T. spiralis, despu@s de un tratamiento con mebendazol a dosis anti
helminticas, es de inmunidad celular y concretamente de hipersensibilji
dad tipo retardado, si bien no se ha comprobado la influencia que los
antjcuerpos (c&lulas B), pueden tener en dicho proceso.

Tomando esta hip&tesis como base y con el dnimo de completarla
nos hemos propuesto la realizacidn de experimentos paralelos a aque~ -

llos, pero que en vez de actuar sobre c&lulas T actuaran sobre c&lulas
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B. En otras palabras, si la accidn inmunitaria post tratamiento supre-
sivo con mebendazol era de naturaleza celular, una supresidn mids o me-
nos intensa de los anticuerpos humorales dejaria intacta dicha reac- -
cidn. Si por el coutrario era de caricter humoral o ificluso mixta, re-
sultaria afectada por esta supresidn.

Dicha supresidn se llevd a cabo con la ciclofosfamida, farmaco
considerado por la mayoria de los autores como inmunosupresor si no se
lectivo, si preferente de c&lulas B cuando se administra a dosis altas
Hemos recurrido a esta sustancia borque era la que m3s se aproximaba a
nuestros requéeimientos ante la dificultad de encontrar un medio que -
deplectase selectivamente c&lulas B. l

Por otra parte, la administracidn del farmaco se efectud de =
de tal forma que mantuviera a los animales fuertemente inmunosuprimi--
dos durante toda la infestacidn intestinal, periodo de sensibilizacidn
de los mismos, en el que los anticuerpos juegan un papel importantisi-
mo, ya que actflan directamente sobre el pardsito constituyendo un com-
plejo que estimula el proceso inflamatorio subsiguiente en el que to--—
man parte los mastocitos, citados por autores como MILLER y JARRET - -~
(1971), RELLY y OGILVIE (1972), BRUGE (1980), los eosindfilos y mononu
cleares RULTENBERG y ELGERSMA (1976), RUITENBERG y cols. (1977), KAY -
(1977), PERRUDET y cols. (1978); TRONCHIN y cols. (1979), BUYS y cols.
(1980), KARMANSKA (1980), desembocando en el complej; fendmeno de la -
autocuracidn regulado en definitiva por uma Intima colaboracidn entre
inmunidad celular y humoral.

En nuestro caso la inmunosupresida con ciclofosfamida, refleja
da en un notable descenso de las células del exudado peritoneal que se

recuperd en parte a partir del diall p.i., fendmeno por tanto reversi-
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ble de acuerdo con los hallazgos de KOLB y cols. (1977), produjo un no
table alargamiento de la estancia de los vermes adultos en el intesti-
no con retraso del inicio de la curacidn hasta el dia 19 p.i. detectdn
dose todavia 39,88 adultos en el dia 30 p.i., lo cual se asemeja a los
resultados obtenidos por LANCASTRE y cols. (1971), POIROT y cols. - -~
(1976), PRZYJALKOWSKI y cols. (1979). Sin embargo, AZILADEH y WAKELIN,
en una comunicacidén presentada enm la 5a. Conferencia Internacional de
Triquinellosis (1980), afirman que la ciclofosfamida administrada dos
dias antes de la infestacidn por T. spiralis, no previno la expulsidn
de los vermes adultos, si bien no especifica la dosis utilizada, posi-
blemente la causa de nuestra discrepancia.

Sin emhargo, la administracidn de ciclofosfamida no afectd al
grado de asentamiento de los pardsitos en el intestino en relacidn a -
los controles.

Este hallazgo, que en principio se contrapone a la teoria in--
discutihle de que el grado deasentamiento de T. spiralis en el intesti
no del hospedador dependen en gran medida del estado inmunitario del -
mismo, podria deberse a los efectos antiproliferativos de la ciclofos-
famida s;hre las células de la mucosa intestinal del hospedador, ha- -
ciéndole poco favorable al asentamiento de los pardsitos tres dias mis
tarde.

A consecuencia de la prolongacidon del ciclo intestinal, la in-
festacidn muscular subsiguiente resultd muy intensa duplicando casi a
la ohservada para los controles, hecho que nos demuestra que la segun-
da dosis de ciclofosfamida administrada al sexto dia, no tuvo efectos
emhriotdxicos apreciables.

Los efectos ohservados tras tratamiento supresivo con mebenda-
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zol nos reafirman en la hipdtesis contemplada por SANMARTIN DURAN - -
(loc. cit.), pues no se observaron diferencias apreciables entre los -
grupos inmunosuprimidos con ciclofosfamida y los que actuaban como con
troles, esto tanto en relacidn a la evolucién de las larvas musculares
como a la compoaicifn del infiltrado inflamatorio con excepcidn de las
células plasmiticas ampliamente disminuidas en los animales inmunosu--~
primidios, lo cual éresupone una deficiencia de c&lulas B, pues, a pe-
sar de que la supresidn provocada es un fendmeno reversible, la recupe
racidn de drganos linfoides no es total, hecho también constatado me--
diante el estudio de la evolucidn numérica de las células del exudado
peritoneal en que pudimos apreciar que el niimero total de c&lulas y -
linfocitos en el dia 30 p.i., era muy inferior al encontrado para los
controles ya en el dia 28 p.i. Asimismo, el tamafio del bazo en los ani
males inmunosuprimidos presentd una evolucidn paralela a la de las cé-
lulas, se ohservd una disminucidn progresiva del tamafio del bazo desde
el dia 3 hasta el 11 p.i. con recuperacidn en dias sdcesivos hasta al-
canzar un tamafio miximo en el dia 25 p.i. muy inferfior al de los con--
troles en los que légicamente se obhservaba una clara esplenomegalia. -
Por estos motivoa no consideramos oportuno la administracidn de una -
tercera dosis de ciclofosfamida que podria poner en peligro la vida de
los ratones, asi como afectar a la viabilidad de las larvas en periodo
de emigracidn y enquistamiento. ‘

Por otra parte, los animales inmunosuprimidos presentaban los
mismoa signos de "schock"” que los controles después de la administra--
cidn de la segunda dosis de mehendazel, consecuencia de reacciones con
sideradas como dependientes de c@lulas T y concretamente de los linfo-

é¢itos de hipersensibilidad retardada (LT

DTH)'
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El hecho de que la muerte de la mayoria de las larvas tenga lu
gar en ambos grupos en el dia 40 p.t., es decir, el primer dia p.t., -
en que la reacidn inflamatoria es todavia incipiente y periquistica en
su mayor parte SANMARTIN DURAN (1980b), nos hace pensar en una accidn
directa del fiarmaco sobre las larvas que originaria la muerte de las -
mismas y seguidamente estas serian totalmente destruidas por los compo
nentes del infiltrado inflamatorio ya intraquistico a partir del ter--
cer dia p.t., hecho que concuerda con los hallazgos de SONJA DE NOLLIN
y VAN DEN BOSSCHE (1974), BOCZON (1976), mediante diversos estudios pa
ra poner en evidencia los camhios estructurales y metabdlicos en las -
larvas previamente tratadas y con LACLETTE y cols. (1978), que detecta
camhios estructurales en la cuticula de cisticercos aislados, 20 horas
después del tratamiento con mebendazol.

Por todo ello concluimos una vez mas que los efectos del meben
dazol sohre larvas enquistadas de f.-sgiralis, son debidos a una cola-
boracidn entre el antihelmintico y la respuesta inmunitaria.

Si se transfiere el componente inmunitario del proceso desde -
, .
animales infestados, en su momento miximo de estimulacidn p.t. antihel
mintico, a otros tamhién infestados y sometidos a inmunosupresidn du--
rante todo el ciclo, serd posible abraciar los efectos de este compo-—~
nente inmunitario por comparacidn con otros que habiendo sido también
inmunosuprimidos, no recibieron dicha transferencia. Este supuesto pu-
do confirmarse mediante la realizacidn de la oportuna experiencia en
que hemos transferido c&lulas esplénicas y de eiudado peritoneal desde
donantes estimulados en el sé&ptimo dia p.t. en que se registra la mixi

ma egtimulacidn macrofdgica,segiin resultados obtenidos por SANMARTIN -

DURAN (1979), hasta receptores inmunosuprimidos con niridazol durante
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todo el ciclo. Debido al gran nimero de animales utilizados en esta ex
periencia, no nos fué posible la irradiacidn de los animales, lo que -
nos permitiria obtener resultados mds concluyentes, pues careciamos de
un lugar aséptico bata su mantenimiento posterior. En su lugar, la uti
lizacidn del niridazol nos parecié muy adecuada, ya que trat3ndose de
un agente fundamentalmente supresor de la inmunidad celular, nos permi
tiria ver el efecto deseado habida cuenta de que la respuesta inmundge
na p.t. con mebendazol es considerada como un fendmeno bisicamente ce-
lular y bisicamente de hipersensibilidad retardada, SANMARTIN DURAN -
(loc. cit.).
A

Los resultados obhtenidos dieron la transferencia como positiva
manifestando su efecto sobkre el niimero de larvas viables y muertas re-
cuperadas por digestidn estamdar de los canales procedentes de los di-
versos grupos de animales en los dias 3°, 6° y 9° p.t.

El hecho de que los resultados encontrados para todos los gru-
pos experimentales resultaran diferentes estadiiticamente de los encon
trados para el grubo I, control ahsoluto de la infestacidn, nos indica
la clara eficacia del tratamiento efectuado. Esta eficacia crece a lo
largo de la ohservacidn cuando se comparan los resultados obtenidos --
del grupo II, control de la accidn del mebendazol, con el grupo I, lo
cual nosg indica una clara accidn del medicamento sobre las larvas, si
hien no podemos evaluar hasta que punto la inmunidad residual esti im-
plicada en el proceso y en este sentido se requerird la utilizacidn de
ratones irradiados en posteriores ex?eriencias.

Los efectos del mehendazol sobre animales que no recibieron es
timulacidn alguna, fueron suberados signifiéativamente por los observa

dos en aquellos animales receptores, tanto de c&lulas esplénicas como
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peritoneales por las dos vias utilizadas (peritoneal y venosa), previa
mente al tratamiento con mebendazol, lo cual prueba la eficacia de la
transferencia efectuada.

En cuanto a los dos tipos de transferencia se observa en t&rmi
nos generales que las células del exudado peritoneal resultaron ser -
mis efectivas que las procedentes del bazo en el dia tercero p.t., me-
nos en el dia sexto p.t. y no diferentes estadisticamente en el dia no
veno p.t. Las limitaciones dadas por el tipo de disefio experimental -
planteado, no nos permiten efectuar interpretacidn coherente de estos
resultados obtenidos, no obstante, la mayor y mids temprana eficacia de
las cé&lulas del contenido peritoneal en donde la estimulacidn macrofi-
gica es mayor que en el bazo, sobre animales muy disminuidos en su ca-
pacidad de respuesta celular, nos lleva de nuevo a la hipdtesis en to-
do momento contemplada de que la respuesta inmundgena desecadenada por
el mebendazol sobre larvas enquistadas, es de naturaleza celular. En -
este sentido, nuevas experiencias transfiriendo poblaciones celulares
puras de linfocitos T, linfocitos B y macrdfagos sensibilizados de di-
versos Grganos linfoides sobre animales irradiados o tratados com niri
dazol + ciclofosfamida, nos permitirdn obtener conclusiones definiti--
vas.

No resultd clara la influencia de las vias de administracidn -
sobre la eficacia de la transferencia, de un modo general puede obser-
varse que las c&8lulas del exudado peritoneal resultan mds activas admi
nistradas por la via intraperitoneal, que por la intravenosa a lo lar-
go de los tres dias de observacidn. En cuanto a las c&lulas esplénicas
no se observa ninguna relacidn, ya que, mientras en el dia 3° p.t. re-

sultaba mis eficaz la via intravenosa, en el dia 6° sucedia lo contra-
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rio y en el dia 9° p.t., las diferencias no fueron significativas.

Los resultados del estudio de la evolucidn histopatoldgica de
los quistes musculares después del tratamiento con mebendazol, nos per
miten efectuar algunas observaciounes.

En primer lugar y en cuanto a la intensidad de& la respuesta in
flamatoria no se aprecian diferencias entre aquellos ratones que reci-
bieron solamente mebendazol y los que recibieron la transferencia de -
células esplénicas y'peritoneaies por via intraperitoneal. Ademds esta
infiltracidn permanecid practicamente en situacidn periquistica a lo -
largo de los tres dias de observacién (3°, 6° y 9° p.t.), encontridndo-
se algunas cdlulas intraquiaticas solamente el dia 9° p.t. en los gru-
pos que recibieron las transferencias.

En cuanto a la composicidon de dicho infiltrado, tampoco nos es
posihle establecer diferencias significativas, si cabe, podemos apre--
ciar un discreto predominio de células plasm3ticas y linfocitos en los
grupos estimulados, frente al que solamente recibid mebendazol. Sin em
bargo, se pueden ohservar claras diferencias en cuanto al estado de 1la
matriz quistica, mientras que la degneracidn basdfila y floculosa de--
crece paulatinamente en el grupo tratado con mebendazol solo; desapare
ce totalmente en el dia 6° p.t. en aquellos que previamente recibiéron
lag cé&lulas estimuladas.

Nuegtros resultados en lo que respecta al gruéo tratado con me
hendazol, recuerdan a los ohtenidos bor SANMARTIN DURAN y cols. (1979)
mediante una experiencia similar, no obstante, la intensidad de la res
puesta ha resultado sensiblemente mayor enm su caso, llegando a apre- -
ciarge una discreta infiltracién intraquistica, aqui ausente, posible-

mente dehido a una inmunodepresidn mas fuerte provocada por 1la adminisg
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tracidn continua del niridazol en nuestro caso.

Por otra parte, la evolucidn de las larvas, anteriormente co--
mentada, no parece verse afectada por la dindmica del proceso celular
seguido en el andlisis histopatoldgico, puesto que a pesar de que la -
infiltracidn no llegd a penetrar prdcticamente en el quiste, se obser-
vaban altos porcentajes de larvas muertas ya en el tercer dia de obser
vacidén en los diferentes grupos tratados con afectacidn de su viabili-
dad, frente.a una digéstiGn pépsica estandar, incluso en el grupo II -
que no habia recibido transferencia alguna y que por lo tanto se le su
ponia en condiciones de inmunosupresidn celular.

Esta independéncia apreciada entre el estado inmunolégico del
hospedador (sucedia lo mismo cuando se inmunosuprimié a los ratones -
con ciclofosfamida) y el porvenir de las larvas una vez efectuado el -
tratamiento con mebendazol a dosis antihelminticas, nos hace pensar en
una accidn directa del mehendazol sobre las mismas responsable de la -
muerte de un alto porcentaje ya en el primer dia desbués de ser trata-
das con una dosis eficaz de mebendazol administrado durante tres dias
consecutivos que es seguida de una ridpida desorganizacidn larvaria que
las hace no resistentes a una digestidn pépsica.

No ohstante, esta eficacia es menor que cuando se efectiia el -
tratamiento sohre ratones normales, lo cual puede presuboner un papel
activo de determinados anticuerpos que penetran en el interior del --
quiste, ?recisamente debhido a la alteracidn de la estructura de la cép
sula y colahoran con el antihelmintico en la muerte de las larvas.

El paso siguiente seria la reaccidn inflamatoria de hipersensi
bhilidad inmediata o retardada como resultado de la puesta en contacto

de los metabolitos y fragmentos larvarios con los tejidos del hospeda-
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dor, precisamente a consecuencia de la desorganizacidn capsular y de -~
la matriz quistica ocasionada previamente por el mebendazol. En este -
sentido nuestros resultados est3n de acuerdo una vez mis con la hipdte
sis establecida por DE NOLLIN y cols. va en el afio 1974 en que atribu-
ye al antihelmintico el papel fundamental en la muerte y desorganiza--
cidn de las larvas enquistadas.

Deseamos hacer constar que estos estudios efectuados "in vivo"
poseen una complejidad intrinseca que muchas veces no nos permite for-
mular conclusiones definitivas. Sin embargo, los juzgamos de gran inte
rés, ya que por una parte nos informan sobre la eficacia global de un
determinado fenomé&no egstudiado y por otra nos orientan sobre los cami-
nos a seguir en planteamientos experimentales posteriores "in vitro",
en los que serd posihle controlar las distintas variables que puedan -
afectar a un pardmetro determinado objeto de investigacidn, una vez -~
comprobada su posihle eficacia "in vivo".

De este modo, los resultados obtenidos en el presente trabajo,
en base a los planteamientos efectuados y a los objetivos buscados, -~
nos sugieren la realizacidn inmediata posterior de los siguientes estu

dios:

1.— A fin de esclarecer el curioso fendmeno de la baja efica--
cia de los henzimidazol-carbamatos sobre larvas emigrantes
siendo altamente activos sobre larvas enquistadas, se pon-
drin en marcha experiencias "in vitro" consitentes en el -
estudio de la evolucidn de los embriones obtenidos a par--
tir de hembras grividas en medios adecuados y suplementa--

dos con diversas concentraciones de los fdrmacos seleccio-
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nados.
Paralelamente, se inocularin embriones por via intravenosa
en animales de experimentacidn, los cuales serdn tratados
eon dosis de antihelminticos correlativas a las utilizadas
en la experiencia "in miewe",

Vive
La cuantificacidn de los efectos per se de estos antihel--
minticos sobre larvas enquistadas se llevarid a cabo median

"in vitro" de larvas musculares aisladas -~

te tratamiento
por digestidn pé&psica siguiendo un planteamiento experimen
tal andlogo al que se describe en el apartado 1. Este capi
tulo incluirid el estudio de la viabilidad junto con la eva
luacidn de las modificaciones estructurales y ultraestruc-

turales que el antihelmintico ensayado ocasione sobre las
y

mismas.

La influencia que los anticuerpos humorales puedan tener -
sobre las larvas una vez tratadas con el antihelmintico se
pondrdn en evidencia utilizando como hospedadores animales

timectomizados o tratados con sueros antitimociticos. Da-
do que un resultado negativo no es descartador, se seguiri
el reaultado "in vitro", sometiendo a las larvas a la - -
accidn de sueros inmunes obtenidos a partir de ratones in-

festados.

En cuanto al componente celular, serd necesario concretar

que pohlaciones celulares estian m3s o menos implicadas en
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el proceso resolutivo de 1los quistes musculares, una vez -
que han sido tratados con mebendazol. Para ello utilizando
como receptores animales atimicos e irradiados hasta un uni
vel que permita soportar una pequefia infestacidn por T. ~
spiralis, se les transferirin los siguientes componentes -
celulares procedentes de diversos &drganos linfoides de ani
males hiperestimulados:

. linfocitos totales.

. linfocitos B.

« linfocitos T.

. Subpoblaciones de linfocitos T: T auxiliadores, T -
responsables de 1la hiﬁersensibilidad retardada - -
(TDHI)’ etc.

. Eosindfilas.
. Macrdfagos.

En este gsentido se efectuarin asociaciones entre las dis--
tintas pohlaciones celulares citadas a fin de determinar efectos sinér
gicos o antagonistas.

Paralelamente se seguirdn experiencias "in vitro", en 1las
que larvasg de T.Vséiralis serin sometidas a la accién de dichas cé&lu--
las para valorar su citotoxicidad, asi como el mecanismo intrinseco de

la miama.
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Se ha evaluado el espectro de accidn farmacoldégica de oxfenda-
zol y tioxidazol en los diversos estadios del ciclo bioldgico enddgeno
de T. spiralis desglosado en las cuatro fases convencionales de preadui-
tos, adultos, embriones en emigracidon y larvas' enquistadas.

Oxfendazol resultd ser altamente eficaz contra todos los esta-
dios del ciclo bioldgico de T. spiralis

Contra preadultos se han ensayado dosis sencillas orales com-
prendidas entre 2 y 50 mg/Kg , resultando todas ellas activas con efec-
tos del 100% ys a partir de 15 mg/Kg . Asimismo , pudo observarse una
cierta proporcionalidad dosis/efecto evaluada mediante estudios de corre
lacidn estadistica.

Dosis similares fueron ensayadas contra fases adultas de T.spi-
ralls , resultando de una eficacia sensiblemente menor a 1a obtenida
frente a preadultos. Administrando 100 mg/Kg , se obtuvo solamente un
58,97% de reduccidn,requiriéndose 200 mg/Kg para lograr un 84 ,50% de efi-

acia,
Los estados invasivos de T. spiralis resultaron bastante resis-
entes a3 la terapia de oxfendazol., Dosis de 300, 40O y 500 mg/Kg/dia ,
dministradas oralimente durante tres dias consecutivos produjeron efectos
stadisticamente significativos con reducciones del 45 42 | 69,90 y
0,08 % respectivamente

Los tratamientos efectuados contra larvas enquistadas de T, spi-
alis con oxfendazol a las dosis de 200 , 300 , LOO , 500 y 700 mg/Kg/dia,
‘dministrados oralmente durante tres dfas consecutivos resultaron alta-
‘ente eficaces, pues un 89 % de las larvas recuperadas por digestidn pép-
ica standar § dias después del tratamiento con oxfendazol, estaban ya
uertas. Asimismo, las experiencias de viabilidad efectuadas con las lar-
as vivas recuperadas después de los tratamientos a las diversas dosis
nsayadas pusieron de manifiesto que ninguna de ellas fué capaz de alcan-
bar el estado adulto, careciendo por lo tanto de capacidad infestante |,
echo que confiere a oxfendazol un marcado interés desde el punto de vis-
a profilactico.

Se ha tratado de determinar aquellas dosis minimas de oxfenda-
ol que todavia resultaran activas frente a larvas musculares enquistadas
r T. spiralis , encontridndose que 60 mg/Kg , puede considerarse como la

osis mas pequeiia todavia activa frente a larvas musculares enquistadas |,
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en base a su accidn triquinellicida observada en las larvas recuperadas
a los cinco dias del tratamiento asi como sobre su viabilidad posterior.

Se han efectuado estudios sobre la evolucidn de quistes muscu-
lares después de un tratamiento con oxfendazol a dosis eficaces
( 250 mg/Kg ) . Asimismo, se ha valorado la influencia de los corticoes-
tercides, concretamente de prednisona, sobre la accidn antihelmintica de
oxfendazol a nivel de larvas musculares.

Las observaciones efectuadas en los 18 dias posteriores al tra-
tamiento sobre cortes histoldgicos de maséteros de ratdén, han puesto de
manifiesto que oxfendazol, cuando se aplicd contra larvas enquistadas de
T. spiralis , estimuld una reaccidon inflamatoria de intensidad creciente
hasta el dia 9° p.t., que penetraba en el interior del quiste a partir
del dia 2° p.t. . Su composicién se caracterizaba por un predominio de
leucocitos polinucleares neutréfilos y eosindfilos, que paulatinamente
decrecian en favor de un incremento en la proporcidédn de linfocitos, célu-
las plasmidticas e histiocitos hasta alcanzar un midximo e! dia 9°p.t. para
posteriormente decrecer.

La presencia de células gigantes de cuerpo extrafio se hizo pa-
tente en el sexto dia de observacidn, manteniéndose con ligeros incremen-
tos hasta el final. Los fendmenos de degeneracidn basdéfila e hialina pa-
tentes en la matriz quistica en los primeros dias de observacion, fueron
decreciendo paulatinamente para desaparecer a partir del dia 9° p.t. con
incremento posterior de la degeneracidn y destruccidn larvaria.

La administracidn de prednisona en los dias 38, 36 y 37 p.i.,
es decir, desde tres dias antes del tratamiento, con oxfendazol, no modi-
ficdo notablemente el comportamiento observado en los casos de tratamien-
to con oxfendazol solo.

Cuando se administrd prednisona antes, durante y después del
tratamiento supresivo con oxfendazol, se produjo un notable descenso en
la intensidad de la reaccidn inflamatoria con presencia irregular de los
componentes habituales del infiltrado inflamatorio que se tradujo en un
retraso de la aparicidon de los fendmenos de fragmentacidn y destruccion

larvaria al dia 12 p.t. .
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La prednisona, por 1o tanto, frena el proceso inflamatorio de-
sencadenado por la accidn de oxfendazol. Su aplicacidén puede considerar-
se beneficiosa en la prevencidn de choques anafildcticos producidos du-
rante estos tratamientos.

Tioxidazol, andlogo estructural de benzimidazolcarbamatos, fué

| segundo f3rmaco objeto de *

screening'" con T, spiralis mediante un di-
efio experimentat-andlogo al utilizado para oxfendazol.

Sus efectos frente a las cuatro fases del ciclo bioldgico del
arasito fueron sensiblemente inferiores a los de_oxfendazol.

Contra preadultos, se han empleado dosis sencillas orates com-
rendidas entre 5-50 mg/Kg , no._alcanzindose para ninguna de ellas el
0 % de reduccidn . La administracidon de 10, 25 y 50 mg/Kg , tres veces
onsecutivas con intervalos de 12 horas a partir de las 24 horas p.i.,
rodujo sensible incremento de los efectos, consiguiéndose con 10 mg/Kg
1 62,90 2 de reduccidén si bién los efectos de las restantes dosis ensa-
adas no resultaron estadisticamente diferentes de la mencionada dosis
e 10 mg/Kg

Contra estados adultos intestinales de T. spiralis , se han
tilizado tambien dosis orales sencillas comprendidas entre 5 y 50 mg/Kg.
"a madxima eficacia consequida fud del 56,85 % a la dosis de 40 mg/Kg ,
ue no fué mejorada cuando se utilizaron dosis orales los dias 6 y 7 p.i.

Los efectos de tioxidazol frente a larvas emigrantes de T. spi
alis, fueron considerablemente bajos, pues ninguna de las dosis ensaya-
as de 100, 200 y 300 mg/Kg/dia , durante tres dias por via oral, resul-
5 estadisticamente significativa ni siquiera para una probabilidad del

%

Asimismo, el tratamiento contra larvas musculares enquistadas
on tioxidazol a las dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg/dia , por via oral,
rodujo efectos que tampoco resultaronr estadisticamente significativos

nivel de 99% . Sin embargo, los estudios de viabilidad efectuados con
as larvas recuperadas del tratamienio arrojaron resultados altamente po
itivos . Solamente un 48,37 % de las ltarvas recuperadas del tratamiento
on 50 mg/Kg , fueron capaces de alcanzar el estado adulto, 28,65 % de
as tratadas con 100 mg/Kg y 32,49 % de las tratadas con 200 mg/Kg, re-
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sultados altamente significativos a nivel de 99% . Del mismo modo, la
capacidad de infestacidn muscular de las larvas tratadas se vig afectada
en un 63,29 % para las dosis de 50 mg/kg , 75,59 % para 100 mg/Kg vy
76,94 % para 200 mg/Kg .

Las experienﬁias destinadas a conocer los umbra\es‘de activi-
dad de mebendazol frente a larvas enquistadas de T. spiralis, han pues-
to de manifiesto que dicho antihelmintico es eficaz a dosis muy bajas
ya que 5 mg/Kg producen efectos triquinelicidas considerables, observa-
dos tanto en base a la viabilidad directa como al poder infestante de
las larvas tratadas. Ademds, dicha dosis es capaz de estimular el proce-
so inmunitario inherente a la accién triquinelicida de mebendazol a ni-
vel muscular,

Finalmente se realizaron varias experiencias destinadas a cono
cer el efecto que la administracidon de inmunomodificantes selectivos de
inmunidad celular o humoral, podria tener sobre la accidn antihelmintica
de mebendazol sobre larvas musculares enquistadas.

Cuando se administrd ciclofosfamida a dosis altas, en los dias

-3 y 6 p.i. , se produjo en primer lugar un alargamiento considerable en
el tiempo de permanencia de los vermes adultos en el intestino del hos-
pedador, inicidndose la autocuracidon hacia el dia 19° p.i., fendmeno que
en los controles ocurria ya en el dia 7° p.i. . Paralelamente se observd
una fuerte caida en el nimero de células del exudado peritoneal, concre-
tamente de l!infocitos, que posteriormente se recuperd en parte a partir
del d7a 21 p.i., si bien el estado posterior de los animales fué de fran
ca inmunosupresidn hasta el dia 30 p.i., fecha limite de 1a observacién.
Como consecuencia de estos hechos se alcanzd un elevado grado de: infésta-
cién-mascular ( de! érden de las 80.000 larvas/ratdn ), que practicamen-
te duplicd al que presentaban l1os controles.

Siguiendo la marcha de la experiencia se hizo un estudio de la
evolucidn de larvas y quistes musculares, mediante técnicas de digestidn
pépsica para larvas y de cortes histolégicos para quistes, después de un
tratamiento supresivo con mebendazol.

Los resultados obtenidos nos indican que la inmunosupresidn por

ciclofosfamida no afectd a la secuencia evolutiva de los sucesos acaeci-
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dos tras el tratamiento con mebendazol contra larvas musculares enquis-
tadas, pues’' hos tests estadisticos de comparacidn aplicados a los gru-
pos control y experimental en ningidn caso arrojan diferencias significa-
tivas.

Siendo la ciclofosfamida un agente fundamentalmente depresor
e inmunidad humoral, podemos deducir, a la vista de estos resultados ,
ue los anticuerpos tienen un papel secundario en la accidn resolutiva
e quistes musculares por parte de mebendazol

Las Gltimas experiencias realizadas estaban destinadas a cono-
er la eficacia de la trasferencia de células inmunocompetentes, proce-
ente de ratones infestados y tratados con mebendazol, sobre animales in
festados, inmunodeprimidos con niridazol y tratados después de la trasfe
encia con dosis antihelminticas de mebendazol. Dicha eficacia se evalud
studiando la evolucidn de las larvas y quistes musculares tratados,con
eterminaciones en los dias 3°, 6° y 9° p.t. .

Los resultados obtenidos nos permitieron constatar que la trans
erencia habia sido efectiva. Los tests de significacidn estadistica em-
leados, mostraban diferencias considerables entre aquellos animales in-
unosuprimidos que no recibieron células inmunocompetentes previo trata-
iento antihelmintico y aquellos que previo tratamiento recibieron célu-
as esplénicas y peritoneales desde donantes estimulados .

No obstante, estos resultados, llevan a considerar que la
ccidn principal corresponde a mebendazol, pues los tratamientos efectua
os con dicho farmaco en ratones inmunosuprimidos y sin estimulacidn al-
una posterior producian ya en el tercer dia p.t. reducciones del 60,98%,
on un 67,23 % de larvas muertas entre las recuperadas por digestion, si
ien no se puede descartar la accion de factores inmunitarios residuales
a que no trabajamos con animales totalmente inmunosuprimidos .

En cuanto a los tipos de transferencia efectuadas ( células es-
lénicas y células del! exudado peritoneal ), los datos obtenido, no per-
iten una conclusidn definitiva, pues el dia 3° p.t., resultaban mas ac-
ivas las células peritoneales que las del bazo, menos en el dia 6°p.t.

no diferian significativamente en el dia 9° p.t. . Asimismo, tampoco
esultd clara la influencia de la via de administracidén empleada. De un
odo general puede admitirse que la via intraperitoneal resultd ser mas

decuada para la transmision de células peritoneales, no encontrando nin-
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-

guna relacidn en cuanto a células esplénicas/via de administracidn.

Los resultados del estudio de la evolucidn histopatoldgica de
los quistes musculares ;o '
. . después del tratamiento con mebendazol nos indica que no existie
ron diferencias significativas, tanto a nivel de la evolucidn de los
quistes como de las larvas; entre los grupos tratados con mebendazol sin
estimulacidn inmunoldgica previa y los que previamente recibieron célu-
las inmunocompetentes ( esplénicas y peritoneales ) por via intraperito-
neal, hecho que manifiesta una cierta independencia entre 1la inmunidad
mediada por células y la accidn triquinelicida de mebendazol en un prin-
cipio. Segin esto, parece posible el poder atribuir a mebendazol un pa-
pel primario en la supresidn de una infestacidon muscular por T. spiralis

que es secundado por las defensas inmunitarias del hospedador y econcreta- '

mé"te'por aquellas que se derivan de ta inmunidad medidda por células.



255

VIII.- CONCLUSTIONES

L E L e ]



- 256 -

8.1.~ DE LOS TRATAMIENTOS CON OXFENDAZOL

1.- Los resultados obtenidos a partir de las experiencias efec-

tuadas con oxfendazol sobre Trichinella spiralis en ratén,

nos permite concluir que estamos ante un nuevo antihelmin-
tico de eleccidn en la quimioter3pia de la triquinosis ex-

perimental.

2.- Los midximos efectos de oxfendazol se obtienen en los trata-
mientos contra estados preadultos intestinales de T, spira-
1is puesto que dosis tan bajas como 7 mg/Kg originan ya un
91,80 % de reduccidn en los adultos recuperados al 8° dia
post. infestacidén ( p.i. )}, y 15 mg/Kg son capaces de una
total erradicacidn de los vermes intestinales si se descu-
bre la inféstacién durante Jlos tres primeros dias de su evo-
lucidn. Esta alta eficacia junto con su baja toxicidad con-
cede al oxfendazol un considerable valor quimioter3pico y
quimioprofilactico que le aseguran un buen porvenir como an

tihelmintico de uso veterinario y tal vez humano.

3.- Siquiendo la pauta de los demis carbamatos de benzimidazol,
oxfendazol resulta menos activo en los tratamientos contra
fases adultas intestinales de T. spiralis , siendo necesa-
rias dosis orales simples de 100 y 200 mg/Kg , para lograr

reducciones del 58,97 vy 84,50 % respectivamente.

b, - Cuando se efectuan tratamientos contra estados invasivos de
T. spiralis , en los dias 13, 14 y 15 p.i., los efectos del
oxfendazol decrecen en relacidn a las fases anteriores del
ciclo enddgeno siendo necesarias dosis de 300, 400 y 500
mg/Kg/dia para conseguir reducciones del 54 42 % , 69,90 %
y 80,08 % respectivamente,
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Las Yarvas enquistadas vuelven a3 ser muy sensibles a la
accion del oxfendazol. Asi, de los diversos tratamientos
efectuados puede deducirse que dosis de 200 mg/Kg/dia, ad-
ministradas en los dias 35, 36 y 37 p.i., son capaces de
producir un 89 % de mortalidad en las larvas recuperadas
cinco dias mas tarde. Ademds, dosis inferiores hasta 60
mg/Kg , pueden estimular una reaccidn inflamatoria aniloga

en su composicidén a la provocada por mebendazol.

Las pruebas de viabilidad ( segunda generacion ), larva-
adulto-larva efectuadas con aquellas larvas vivas proceden-
tes de los diversos grupos de animales tratados ponen de
manifiesto que oxfendazol ejerce un efecto directo sobre lar
vas enquistadas que se traduce en una dificultad de madura-
cidén y reproduccidn de las mismas mermando considerablemen-
te su capacidad infestante cuando alcanzan un hospedador
adecuado. Estos hechos conceden al mencionado fdrmaco un

particular interés epidemioldgico.

De los tratamientos efectuados con oxfendazol + prednisona

sobre larvas enquistadas de T. spiralis , podemos concluir

a) La administracidon de prednisona durante los tres
dias inmediatos antériores al inicio de 1a tera-
pia supresiva con oxfendazol, no afectd a la se-
cuencia evolutiva del fendmeno desarrollado cuan-
do se realiza el tratamiento solamente con oxfen-~-

dazol.

b) Cuando se administra prednisona durante y después
de los tratamientos con oxfendazol se produce un

notable descenso en la intensidad de la reaccién
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inflamatoria con presencia irregular de sys compo-
nentes que se traduce en un retraso de la apari-
cidn de los fendmenos de fragmentacidn larvaria
al dia 12 p.t., frenta a su aparicidn del dia 9°

cuando se trata solamente con oxfendazol.

c¢) Es posible admitir que en hospedadores inmunologi-
camente normales la administracidén de corticosteroi
des junto con oxfendazol en los tratamientos con-

tra larvas enquistadas de T.spiralis resulta bene-

ficiosa.
8.2.- DE LOS TRATAMIENTOS CON TIOXIDAZOL
1.- De los resultados obtenidos en las experiencias efectuadas

con tioxidazol podemos concluir en primer lugar que la mo-
dificacidn estructural provocada en la molécula base de

los benzimidazoles consistefite en la sustitucidn del anillo
imidazdlico por un nicleo tiazol, no resulta beneficiosa en

la quimioter3pia de 1a triquinosis experimental.

2.- Contra preadultos de T. spiralis , la administracidn de tio
xidazol en dosis Gnicas orales comprendidas entre 10 y 50
mg/Kg , produce efectos que en ningin caso alcanzan umn 50 %
de reduccidn . Cuando dosis dei1®, 25 y 50 mg/Kg se adminis-
tran tres veces consecutivas con intervalos de 12 horas a
partir de las 24 horas p.i,, los efectos se incrementan en
relacién a la pauta terapéutica anterior consiguiéndose re-
ducciones de 62,90 % , 67,18 %2 y 65,91 % respectivamente,
no resultando por lo tanto significativamente diferentes
desde el punto de vista estadistico ninguna de las tres do-

sis ensayadas.
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Cuando se administra tioxidazol en dosis dUnicas orales com-
prendidas entre 10 y 50 mg/Kg , contra estados adultos in-
testinales de T. spiralis , se obtienen reduciones que os-
ciltan entre un 34 40 % para la dosis de 10 mg/Kg y un 56,85%
para la dosis de 40 mg/Kg . Estos efectos no se ven incre-
mentados cuando se aplica una terapia sostenida a dosis ma-
yores ya que con 200 mg/Kg/dia , en los dias 6° y 7° p.i.

solamente se obtiene un 55,31 se reduccidn .

Tioxidazol administrado a las dosis de 100, 200 y 300 mg/Kg,
en los dias 13, th y 15 p.i., produce respectivamente 1,75%,
3,15 2 v 9,47 % de reduccidn en el nmero de larvas recupe-
radas a los 30 dfas p.i., que al no resultar en ningldn caso
estadisticamente significativas permiten concluir que el
tioxidazol no es eficaz en los tratamientos contra estados

parenterales invasivos de T, spiralis

Contra larvas enquistadas, la administracidn de 50, 100 vy

200 mg/Kg , de tioxidazol en los dias 35, 36 y 37 p.i. pro
duce efectos estadisticamente no significativos a nivel de
0,05 . Sin embatgo, los estudios de viabilidad llevados a

cabo con las larvas recuperadas después de los tratamientos
ponen de manifiesto una cierta accidn del tioxidazol sobre
las mismas que afecta considerablemente a su capacidad in-

festante posterior.
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8.3.- DE LOS TRATAMIENTOS CON MEBENDAZOL

1.-

De las experiencias llevadas a cabo para la determinacidn
de las dosis minimas de mebendazol eficaces contra larvas
enquistadas de T.spiralis , hemos de concluir que los um-
brales de actividad de dicho f3irmaco se encuentran alrede-
dor de los 5 mg/Kg , puesto que estos niveles pueden toda-
via estimular el desarrollo del proceso inflamatorio subsi-
guiente y sus efectos en relacidn al porcentaje de reduc-
cién en el nimero de larvas y viabilidad de las mismas re-
sultan estadisticamente significativas con una probabilidad

del 99 %

La inmunosupresidn provocada por la administracidn de ci-~
clofosfamida en los dfas - 3 y 6° post infestacidn con

T. spiralis enratdén CD-1 , produjo los siguientes efectos;

a) En primer lugar pudo apreciarse un notable altarga-
miento del periodo de permanencia de los vermes
adultos en el intestino, iniciandose la autocura-
cidon en el dfa 19° p.i. mientras que én lop con-
troles la autocuracidn se iniciaba ya en el dia
7° p.i.

b) Como consecuencia de ese notable incremento de la
meseta intestinal, se obtuvo una intensa infesta-

cidn muscular

c) Los efectos derivados del tratamiento con mebenda-
zol los dias 38, 39 y 40 p.i., en relacién a la
viabilidad directa de las larvas asi como a la lo-
calizacidn y composicidén del infiltrado inflamato-
rio subsiguiente en los ratones tratados con ciclo-

fosfamida, no difirieron significativamente de los
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controles, lo cual, si se admite que la ciclofos-
famida a3 dosis altas actua fundamentalmente como
agente depresor de inmunidad humoral, nos sugiere
un papel preponderante de la inmunidad celular en
la respuesta desencadenada tras un tratamiento con

mebendazol contra larvas enquistadas.

d) El hecho de que la muerte de practicamente la tota
lidad de las larvas ocurra en ambos grupos (contrg
les e inmunosuprimidos), hacia el dia 40° p.i., es
decir, en el primer dia p.t. en que la reaccidn in-
flamatoria es todavia periquistica, nos lleva a . -
atribuir al firmaco un papel primario en la muerte

de las larvas.

De las experiencias de transferencia de células esplénicas
y peritoneales desde donantes infestados hasta receptores
también infestados e inmunosuprimidos con niridazol duran-
te todo el ciclo biolégico, concluimos los siguientes pun-

tos

a) Los resultados obtenidos en base al nimero de lar-
vas muertas y viables recuperadas por digestidn
pépsica de las canales procedentes de los diversos
grupos de animales en los dias 3° 6° y 9° p.t.,

permitieron confirmar el éxito de la transferencia.

b) E1 hecho de que tos resultados encontrados para to-
dos los los grupos experimentales resultaran esta-
disticamente diferentes de los encontrados para el
grupo | , control de infestacidn, nos indica la

eficacia del tratamiento antihelmintico efectuado.
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d}

e)

f)
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Cuando se comparan los datos obtenidos del grupo

11 , control de la accidn de mebendazol |, con el
grupo | , se obtienen efectos claramente superio-
res para el primero, lo que indica una accidon del

medicamento antihelmintico sobre larvas de Trichi-
nella, ya sea solo o en colaboracidn con las de-

fensas inmunitarias residuales.

Los efectos de mebendazol sobre animales sin esti-
mulacidn alguna fueron significativamente supera-
dos por los manifestados en aquellos que previa-
mente recibieron células inmunocompetentes, tanto
esplénicas como peritoneales, hecho que nos confiL

ma la eficacia de las transferencias realizadas.

El estudio de 1a evolucidn histopatoldgica de las
fibras musculares infectadas nos revela que no
existen diferencias apreciables ni en la intensi-
dad ni en la naturaleza y composicidn del infil-
trado inflamatorio, entre aquellos ratones inmuno-
suprimidos tratados con mebendazol y ios que pre-
vio tratamiento recibieron células inmunocompeten-
tes. Por otra parte, la evolucién de las larvas
musculares parece no verse afectada por la dinj-
mica del proceso celular seguido en el ex3men his-

topatoldgico .

Este grado de independencia observado entre el es-
tado inmunitario del hospedador y el porvenir de
las larvas durante los primeros dias siguientes a
un tratamiento con mebendazol a dosis antihelmin-

ticas, podria atribuirse a una accidn primaria por
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parte del antihelmintico consistente en muerte de
la larva y desorganizacidn del quiste 1o que esti-
mularia una reaccidon inflamatoria de tipo hiper-
sensibilidad retardada como consecuencia de 13
puesta en contacto entre hospedador y antigenos
larvarios, mecanismos que finalmente determinarian

la resolucidn del quiste muscular.
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Foto n°l.- Larvas de T. spiralis aisladas pcr di
gestidn pépsica a los cinco dias del tratamiento

con 200 mg./kg. de oxfendazol. Exp. 4.1.4.1.

Foto n” 2.- Quiste de T. spiralis en diafragma -

de ratén a los 42 dfas p.i. comn T. spiralis. Tes

tigo de la expariencia 4.1.4.1. 10 x 6.7 x.
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Foto n° 3.- Quistes de T. spiralis en diafragma
de ratdn a los cinco dias p.t. con 200 mg./kg.

de oxfendazol, Exp. 4.1,4.1. 10 x 6,7 x.

o

‘Foto n’ 4.- Quistes de T. spiralis en diafragma

de ratdn a los diez dias p.t. comn 200 mg./kg. -

de oxfendazol. Exp. 4.1.4.1. 10 % 3,3 x.



Foto n® 5.~ Exp. 4.1.7.1. Corte histoldgico de -

masetero de ratdn infestado por T. spiralis y te

fiido por hematoxilina ~ eosina a los 41 dias p.1.

Testigo de la experiencia 250 x.
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Foto n” 6.- Exp. 4.1.7.1. Testigo, a los 42 dias

p.i. Hematoxilina - eosina. 100 x.



Foto n® 7.- Exp. 4.1.7.1, Testigo a los 43 dias
p.i. Hematoxilina - eoxina. 100 x.

Foto n”’ Q}— Exp. 4.1.7.1. Testigo a los 46 dias

p.i. Hematoxilina - eosina. 100 x.



Foto n® 9.- Exp. 4.1.7.1. Testigo a los 49 dfas

p-i. Hematoxilina - eosina. 100 x.

Foto n° 10.- Exp. 4.1.7.1. Testigo a los 52 dfas

p.i. Hematoxilina - eosina. 100 x.



Foto n° 11.~- Exp. 4.1.7.1. Testigo a los 58 dias

p.i. Hematoxilina - eosina. 100 x.

Foto m” 12.- Exp. 4.1.7.4. Corte histolggico de

masetero de ratdn infestade por T. spiralis y tra
tados con oxfendazol a 200 mg./kg. en los dias -
38, 39 y 40 p.i. Dia 1° p.t. Hematoxilina - eosi
na 100 x. a



Foto n® 13.- Exp. 4.1.7.4, Dia 2° p.t. Hematoxi-
lina - eosina. 100 x.

Foto n® 14.- Exp. 4.1.7.4 Dia 6° p.t. Hematoxi-

lina - eosina 100 x.



4.1.7.4. Dia 9° p.t. Hematoxi-

15.- Exp.

Foto n°

eosina 100 x.

lina

Hematoxi-

12 p.ct.

Dia

4.1.7.4.

a
"
wl

n’ 16.-

Foto

eosina. 100 x.

lina



lina - eosina. 400 x.

iy

- e kT
7.4. Dia 18 p:it. Hematoxi

lina-eosina. 250 x.



mesetero
tratados
dias 38,
supresor
p.i. Dia
109

19.- Exp. 4.1.7.2., Corte histoldgico de
de ratdn infestado por T. spiralis y -
con oxfendszol a 200 mg./kg., en los -~
39 y 40 p.i., previe tratamiento irmung
con predn’sona en los dias 35, 36 y 37

1° p.t, Tiacidn por Hematoxilina - eosi

4.1.7.2. pia 2° Hmatoxi-



Foto n® 21.- Exp., ¥.1.7.2. Dia 3° p.t. Hematoxi-—

lira - eosina. 100 x.

Foto n® 22.- Exp. 4.1.7.2. Dia 6° p.t. Hematoxi

lina - eosina. 250 x.



Foto n°® 23.- Exp. 4.1.7.2. Dia 9° p.t. Hematoxi

lina - eosina. 100 x.

Foto n° 24.~ Exp. 4.1.7.2. Dia 12 p.t. Hematoxi

lina - eosina. 100 x.



Foto n° 25.~ Exp. 4.1.7.2.

lina - eosina. 250 x.

Foto n° 26.- Exp. 4.1.7.2. Dia 15 p.t. Hematoxi

iina - eosina. 250 x.



Foto n°® 27.- Exp. 4.1.7.3. Corte histoldgico de

masetero de ratdn infestado por I. spiralis, tra
tado con oxfendazol a 200 mg./kg., en los dias -
38, 39 v 40 p.i. y con prednisona desde el dia -
35 51 38 p.i. DIa 1° p.t. Tincidn por hematoxili
na - eosina. 100 =x,.

Foto n° 28.- Exp. %.1.7.3. pia 3° n.t. Tincidn -

por Van - Ginson. 100 x.



Foto n’ 29.- Exp. 4.1.7.3. Dia 6° p.t. Hematoxi

lina - eosina. 100 x.

Exp. 4.1.7.3. Dia 9° p.t. Hematoxi

lina - eosina 250 x.



Foto n° 31.- Ezp. 4.1.7.3. Dia 12 p.t. Hematoxi

lina - eosina. 250 x.

Foto n°32.~ Exp. 4.1.7.3. Dia 15 p.t. Hematoxi-

lina - eosina. 250 x.



Foto n° 34.- Exp. 4-3-l-l-duiste de T. spiralis

en diafragma de ratdn a los S5 dias p.t. con 10

mg./kg. de mebendazol. 10 x 3,3 x.



Foto n® 35.- Exp. 4.3.1.1.Quiste de T. spiralis
en diafragma de ratdn a los 10 dias p.t. con 10

ng./kg. de mebendazcl. 10 x 3,3 x.
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Foto n° 36.- Exp. 4.4.3.1, Testigo de la inmunosu
presidon por ciclofosfamida. Corte histoldgico ob-
tenido a partir de mosetero de ratdn infestado -
por T. spiralis v tratado con mebendazol en los -

dias 37, 38 y 39 p.i. Dia 42 p.i. (3°p.t.).

13 Tin--
cidn fosfotungstica de Mallory. 2530 x.
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Foto n° 39.- Exp. 4.4.3.1. Dia 9% p.t. Hematoxi

lina - eosina. 250 x.

Foto n® 40.- Exp. 4.4.4.1. Corte de masetero da
ratdon infestado con T. spiralis y tratado con -
mebendazol en los dias 37, 38 y 39 p.i., previa
inmunosupresidn comn ciclefosfamida. Dfa 3° p.¢

s T,

Tincidn de Van Ginscen. 100 x.
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lina - eosina. 250 x.



Foto n° 43.~- Exp. 4.4.4.1. Dia 9° p.t. Hematoxi

lina - eosina. 30C x.

Foto n° 44.—- Exp. %.4.5.1. Testigo de la transfe
Tencia. Corte histoidgico de masetero de ratdm,
infestado con T. spiralis baje inmuncsupresidn
con niridazol durante todo el ciclo. Dia 44 p.i.
Hematoxilina - eosina. 100 x.
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Foto n° 45.~ Exp. 4.4.5.1. Testigo de la accidn
de mebendazol, administrado en los aias 39, 40 ¥
41 a ratones inmunosuprimidos con niridazol du--—
rante todo el cicls. Dia 3° p.t. Hematoxilina -
eosina. 250 x.
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Foto n°® 46.~ Exp. 4.4.5.1. Dia 6° p.t. Hematoxi

lina - eossina. 100 «x.
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Foto n° 48.- Exp. 4.4.5.1. Corte histolégice de
masetero de ratdn infestado por T. spiralis, =l
cual habiendo estado inmunosuprimido por nirida
zol durante todo el ciclo, recibid c2lulasg peri
toneales via intraperitoneal (i.p.) dos dias an
tes del tratamiento con mebendazol. Dia 3°p.ct.
Tincidn por hematoxilina - eosina. 400 x.



peritoneales via i.p. Dia 6° p.t. con mebenda-

zo. Hematoxilina - eosina. 100 x.

.4.5.1. Receptor de células-

paritoneales via i,p. Di2 9° p.t. con mebenda--

zol. Hematoxilina - eosina. 100 x.



Lo D) penit” ~ oauy e LR L
Foto n® 51.- Exp. 4.4.5.1. Receptores de células

esplénicas por via i,p. Dia 6° p.t. con mchbenda-

zol. Hematoxilina - eosina. 100 x.
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