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Resumen

El Albendazol es el antihelmintico de primera elecciéon para
varias parasitosis, entre ellas la Trichinellosis, sin embargo,
el tiempo de tratamiento debe ser por periodos prolongados.
El objetivo del trabajo fue determinar el efecto de este me-
dicamento sobre ratas Long Evans gestantes e infectadas
con T. spiralis. Se sincronizaron las ratas para gestarlas e in-
fectarlas, el tratamiento fue de uno a catorce dias, se utilizé la
técnica de Hematoxilina-Eosina para evaluar el efecto sobre
el higado y el aparato reproductor, se determino el nimero
de crias por tratamiento y las caracteristicas de las crias ob-
tenidas, los resultados indican una degeneracion de los teji-
dos conforme aumenta el tiempo de tratamiento ademas se
observa que el numero de crias es afectado directamente al
aumentar el tiempo de tratamiento.

Albendazol, Tratamiento, Gestacion, T. spiralis.

Abstract

The Albendazol is the antihelmintic of first election for several
parasitism, among them trichinellosis, nevertheless, the time
of treatment must be per prolonged periods. The aim of this
work was to determine the effect of this medicine on Long rats
Evans pregnant and infected with T. spiralis. We synchronize
the rats to develop them and to infect them, the treatment
went of one to fourteen days, used the Hematoxilina-Eosin
technique to verify the effect on the liver and the reproductive
apparatus and verified the number of young for each treat-
ment and if correspondence between the obtained character-
istics of the reproductive apparatus and young existed, the re-
sults indicate a degeneration of weaves as increases the time
of treatment in addition is observed that | number of young is
directly affected when increasing the treatment.

Introduccion

Albendazol es un antihelmintico de amplio espectro de ad-
ministracion oral, el nombre quimico es metil-5-(propiltio)-2-
bencimidazolcarbamato, suférmulamoleculares C,,H,.N,O,S,
su peso molecular es 265.34. Es un polvo blanco a blanqueci-
no, soluble en dimetilsulféxido, acidos fuertes y bases fuertes,
ligeramente soluble en metanol, cloroformo, acetato de etilo y

acetonitrilo, es practicamente insoluble en agua'.

Albendazol ejerce su efecto antihelmintico, inhibiendo la po-
limerizacién de la tubulina y por tanto, disminuye los niveles
energéticos hasta que estos llegan a ser insuficientes para
la sobrevivencia de los parasitos. De este modo, albendazol
inicialmente inmoviliza y después causa la muerte a los hel-
mintos susceptibles’.

Ahora bien el agente causal de la enfermedad parasitaria lla-
mada Trichinellosis es el nematodo Trichinella spiralis, este
parésito afecta a una gran variedad de mamiferos princi-

palmente carnivoros, el ser humano también es susceptible
de contraer la infeccién y la causa principal es el consumo
de carne cruda o cocida de manera deficiente procedente
de animales infectados con el parasito. Esta parasitosis es
considerada zoonosis endémica y de distribucién mundial,
en México la causa principal de infeccién se asocia con el
consumo de carne de cerdo infectada con la Larva Infectarte
(LI) de T. spiralis. Zacatecas es considerado zona endémica
desde 19763

La infeccion tipicamente cursa con dolor abdominal, diarrea,
fiebre, mialgias, artralgias, anorexia y edema periorbital, su
intensidad suele ser leve 0 moderada®. Debido a la aparente
baja prevalencia de esta parasitosis, a la aparente inespeci-
ficidad y escasa importancia clinica de los sintomas y signos
mencionados, en un numero no cuantificado de casos que se
llegan a presentar, el diagndstico erroneamente se orienta a
una fiebre tifoidea o algun otro padecimiento mas comun; o
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bien, el paciente no acude a consulta y por tanto, la infeccion
no es diagnosticada. Prueba de ello podria ser el hecho de
que muchas infecciones causadas por T. spiralis solo han
podido ser detectadas en estudios post mortem. Esto su-
giere que la informacién actual de la Trichinellosis humana
no refleja la situacion epidemioldgica de esta enfermedad
parasitaria en México® De aqui la importancia de seguir es-
tudiando esta parasitosis y en este caso en particular se
analiza el tratamiento con un antihelmintico de uso comudn
como es el Albendazol ha diferentes tiempos de tratamien-
to, hasta el momento considerado uno de los més efectivos
contra la parasitosis, sin embargo con efectos adversos para
la madre y el producto o cria hasta ahora no conocidos en
su totalidad. Consideramos analizar los efectos que el tra-
tamiento pueda causar, debido a los periodos de tiempo de
tratamiento y concentracion del antihelmintico hasta el mo-
mento recomendados pero que a la vez los dafos organicos
que ocurren desconocidos.

Material y métodos

Del modelo experimental utilizado.

90 Ratas de dos meses y medio de edad de la cepa Long
Evans. Los animales se mantuvieron en condiciones cons-
tantes de temperatura y luz, con acceso libre a alimento y
agua dentro del Bioterio de la Unidad Académica de Biologia
Experimental (UABE) de la UAZ, fueron divididas en cuatro
grupos de los cuales tres fueron de diez animales y uno de
50 animales.

Para sincronizar a los animales a gestacion las ratas hem-
bras en etapa de estro o pro-estro fueron cruzadas con un
macho sano. Se realizaron frotis vaginales para la deteccion
del estro y el posible dia de la monta de acuerdo a la meto-
dologia propuesta por Lépez en 2002.

La infeccién (500 LI de T. Spiralis via oral) de los animales
también fue sincronizada con la gestacion y los tratamientos.

Grupo 1 Al termino de la gestacion se evalud el nimero de
crias obtenidas y caracteristicas fisicas, técnicas directas
(toma de muestra de tejido, higado y aparato reproductor) e

- indirectas (estudio inmunolégico)

Grupo 2 Hembras adultas se sacrificaron a las 4 semanas
para evaluacion de carga parasitaria y respuesta inmune,
metodologia igual al grupo uno por medio de las técnicas
directas (CP y DA) e indirectas (MIDD).

Grupo 3 Hembras gestantes e infectadas. Se evalu6 el nume-
ro de crias y sus caracteristicas fisicas asi mismo se aplica-
ron técnicas directas e indirectas, se tomo tejido de higado y
aparato reproductor para realizar estudio histol6gico median-
te la técnica de H-E.

Grupo 4 Hembras gestantes, infectadas y tratadas (TX) con
el medicamento por 1, 3, 5, 7, 10, 14 dias fueron sacrificadas
a los 30 dias después de cada tratamiento se verificaron las
caracteristicas fenotipicas de las crias obtenidas y se realizé

Técnica de micronucleos para verificar si existen alteracio-
nes genotipicas, se realizo la técnica de hematoxilina-eosina
para observar tejido de higado y aparato reproductor en las
ratas adultas. Para verificar la Infeccion y la efectividad del
tratamiento en la madre se aplicaron las técnicas directas de
digestion artificial para evaluar carga parasitaria y observa-
cion directa al microscopio y la técnica indirecta de MIDD.

Técnicas empleadas:
Para reproducir el ciclo biologico de T. spiralis:

La fuente de LI para las diferentes pruebas en el presente
estudio fueron a partir de la cepa que se ha conservando en
diferentes modelos experimentales en el Bioterio de la Uni-
dad Académica de Biologia Experimental, desde el primer
brote de Trichinellosis reportado en el Estado de Zacatecas,
en Laguna del Carretero, en el municipio de Villanueva en
1976". Los animales utilizados tanto para preparar el indculo,
asi como los empleados para experimentacion fueron pro-
porcionados por el Bioterio de la misma institucién, la cual
pertenece a la Universidad Autbnoma de Zacatecas México.

Se obtuvo carne infectada de los musculos de ratas infecta-
das, posteriormente se analiz6 la carga parasitaria mediante
la técnica de compresién en placa, se llevo a cabo el conteo
de larvas para asi obtener el tamafo de muestra (en peso)
con el que se infect6 al modelo de experimentacion.

Para verificar la infeccién (presencia del parasito) se uti-
lizaron las siguientes técnicas:

Se obtuvieron muestras de tejido del modelo experimental y
se aplicaron las siguientes técnicas:

Técnica de compresién en placa (CP).

Al sacrificio del modelo experimental (ratas Long Evans) se
obtuvo la carne de los tejidos, se realiz6 una mezcla homo-
génea de los tejidos de diafragma, macetero, lengua, pierna,
se observo 0.5 g de la muestra, se colocé en una laminilla de
vidrio con otra laminilla se comprimid, se observé al micros-
copio de luz con objetivo 10X8. Verificando asi la presencia o
ausencia de LI en musculo estriado.

Técnica de digestion artificial (DA).

El proceso se lleva a cabo a 37° C por 24 horas segun el
método descrito por Del Rio y colaboradores en 1986 con
algunas modificaciones, donde se colocaron 60 g de tejido
infectado triturado, en un tamiz de tul, en forma de saco;
suspendido en una solucién al 0.03% de pepsina (SIGMA)
(10,000 U) y HCI (ANALYTYKA) al 37% (0.2M) en un litro de
agua destilada en un embudo de separacion; transcurridas
las 24 horas se procede a separar las LI que se depositaron
en el fondo del embudo de separacion®.

Para modelos vivos utilizamos las si-

guientes técnicas:

experimentales

Se obtiene suero de los animales mediante la extraccion de
sangre y posteriormente aplicamos las siguientes técnicas:



Micro Inmuno Difusion Doble (MIDD).

Se elabor6 un gel de bactoagar (DIFCO) al 1% en solu-
cién Buffer de fosfatos (Fosfato de Sodio Mono y Dibasico
ANALYTYKA) (PBS) con 0.01 g de azida de sodio; se coloca
4.5 ml de la solucién liquida (50°C) sobre una laminilla de
vidrio, una vez en forma solida, se procedi6 a formar la rose-
ta, a una distancia de 0.5 cm. entre pozo y pozo, se coloco
el antigeno soluble total en una cantidad de 10 L (9 ug ) en
el centro y en torno a éste los sueros problema, ocupando
siempre un suero control positivo y un negativo, se dejé a
temperatura ambiente en camara humeda de 24 a 48 horas
hasta la presencia de lineas de precipitacion entre el suero
control positivo y el antigeno™.

Obtencion del antigeno soluble total de T. spiralis.

Se inicia su obtencién con la digestion artificial, posterior de
la obtencién de las LI se someten a varios lavados con solu-
cion buffer de fosfatos (PBS), se separa el paquete larvario
se adiciona nitrégeno liquido y se tritura. Una vez rotas las
larvas se centrifuga, el sobrenadante obtenido contiene el
antigeno soluble total (AST) de T. spiralis al cual se le realizé
determinacion de proteinas por el método de Bradford mis-
mo que se usa como antigeno para las diferentes pruebas
inmunologicas en el modelo experimental murino™.

Para determinar el efecto del ABZ en las ratas se utilizd

la siguiente técnica:
Tincidbn Hematoxilina—Eosina.

Se tomaron las muestras de higado y cuernos uterinos de
rata, controles y tratamiento. Se fijaron los tejidos en formol
amortiguado al 10% por 24-48 horas. Posteriormente se pa-
saron a alcohol etilico al 70% para su procesamiento auto-
matico por aproximadamente 12 horas en dos pasos de OH
al 70%, OH al 80%, OH al 96%, OH al 100% y xilol. De éste
ultimo paso se sacaron las muestras y se embebieron en pa-
rafina formando bloques de soporte para la realizacion de
cortes histolégicos de 5-8um de espesor en un microtomo
Leica Modelo 820. Los cortes se colocaron en un bafio de
flotacion a 50°C y se levantaron en un portaobjetos para de-
jarse secar, desparafinarse por una hora en una estufa y pa-
sar al proceso de tincion con la técnica Hematoxilina y Eosina
segun el criterio de Viloria (2000).

Micronutcleos

Se realiz6 la técnicain Vivo, se sacrificé a la rata, se le extrajo
el fémur de ambas extremidades, se limpiaron con solucién
salina, se cortaron ambas extremidades, se extrajo la médula
Osea recolectandola en un tubo cénico con suero fetal bovino
(INVITROGEN) y heparina, se llevd a cabo la resuspension
del contenido, se centrifugd por diez minutos a 1500 rpm, se
decanté el sobrenadante y se procedio a realizar los frotis en
laminillas de vidrio previamente marcadas, se fijaron a tem-
peratura ambiente y se tifleron con el colorante naranja de
acridina. El conteo de células se llevd a cabo con el micros-
copio de fluorescencia con el objetivo a 100X.

Resultados

Grupo 1. Control gestante con el suero obtenido se realiz6
MIDD resultando negativa, de los frotis vaginales se obser-
varon espermatozoides y se dio seguimiento al desarrollo de
la gestacién resultando partos con un promedio de 10 crias
con un promedio en peso de 5.2 gramos y longitud de 6.4
cm. (Figura 1). Al sacrificio se tom6 muestra de higado el
mostro su coloracién marrén caracteristica y conformacion
lisa'y cuernos uterinos y el analisis macroscépico mostré ca-
racteristicas normales de ambos uterinos se encontraron irri-
gados, su consistencia era laxa y a la vez firme, su coloracion
rosada su extension de alrededor de 2.30 cm.

Figura 1

Fig. 1 A) Espermatozoides resultado del frotis vaginal, se observan con microscopio
de luz X100, B) rata control sana gestante con 11 crias.

Grupo 2. Hembras infectadas con T. spiralis, al sacrificarlas
se recuperd musculo y se sometié a las técnicas de compre-
sién en placa y digestion artificial, resultando positivas. Se
aplico MIDD resultando en todos los casos lineas de precipi-
tacion lo que indica interaccion Ag-Ac (Figura 2).

Figura 2

Fig. 2 A) compresion de tejido donde se observan LI de T. spiralis observadas al
microscopio de luz con el objetivo de x100.B) LI obtenidas de digestién artificial. C)
MIDD donde se observa un precipitado caracteristico de la reaccién Ag-Ac.
Grupo 3. Hembras gestantes e infectadas, al detectar pre-
sencia de Espermatozoides se infectaron con T. spiralis se
dio seguimiento al desarrollo de la gestacion resultando un
promedio de 2 crias, con un promedio en peso de 4.5 gr. y
5.2 cm. de longitud. De las caracteristicas de extremidades y
cabeza no se observé ninguna alteracion.

Grupo 4. Hembras gestantes, infectadas y tratadas con Al-
bendazol (ABZ) se procedié de la misma forma que el grupo
cuatro y 24 h después de la infeccién inici6 el tratamiento
con ABZ. Se dio seguimiento al desarrollo de la gestacion.
Resultando:

Grupo 4.1 con 1 dia de Tx. ABZ. Se obtuvieron Partos con
un promedio de 4 Crias con un promedio en peso de 4.8gr. y
5.3cm de longitud.

30 dias posteriores a la infeccion se sacrificaron las madres
se obtuvieron tejidos (lengua, macetero, pierna y diafragma)
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resultado estas con presencia de LI de T. spiralis. Se extra-
jeron cuernos uterinos e higado y se sometieron a examen
macroscoépico resultando con variabilidad de caracteristicas
morfoldgicas como es el caso de protuberancias. (Figura 3).

Figura 3

Fig. 3. A) parte interna de cuerno uterino donde se observan protuberancias que
corresponde a posibles productos no viables. B) LI en musculo de rata con 1dia de
Tx con ABZ observadas al microscopio de luz a x100.

Grupo 4.2 con 3 dias de Tx ABZ. Se obtuvo como resulta-
do de los partos un promedio de 2 crias con un promedio
en peso 6.2 gr. y longitud 6.7cm. al seguimiento de los pro-
ductos se observaron alteraciones fenotipicas de cabeza y
extremidades solo en algunas de las crias que es importante
mencionar que a los primeros dias de desarrollo no se iden-
tificaron (Figura 4). Se sacrificaron las ratas se analizaron
tejidos (lengua, diafragma, masetero y pierna) por técnicas
directas CP y DA resultando ambas negativas a la presencia
de LI de T. spiralis; se extrajeron los cuernos uterinos e higa-
do en los cuales por analisis macroscopico se observaron
anomalias en el tejido de los cuernos uterinos (figura 5).

Figura 4

Fig.4 A) crias del grupo con 3 dias de Tx de ABZ. B) cria del grupo con 3 dias de Tx
de ABZ, donde se observan alteraciones en el tamafio de cabeza y extremidades.

Figura 5

Fig. 5 A) parte interna de un extremo del cuerno uterino con algunos granulos mi-
croscopio estereoscopio. En B) observamos cuernos uterinos con poca irrigacion.

Grupo 4.3 con 5 dias de Tx con ABZ. No se obtuvo ninguna
cria, al término del periodo de gestacion se extrajo aparato
reproductor resultando alteraciones macroscépicas diversas
como lo es tamafo, irrigacion y la consistencia, que era muy
rigida con respecto al control. La digestion artificial y compre-
sién en placa de los tejidos de eleccion de T. spiralis resulta-
ron todos negativos.

Grupo 4.4 con 7dias de Tx con ABZ. Se obtuvieron partos
con un promedio de 1 cria y con un promedio en peso 5.1gr
y 5.2cm de longitud, las ratas donde no se obtuvieron crias

fueron sacrificadas, se recolectaron las distintas muestras de
tejidos para llevar a cabo técnicas directas, resultando nega-
tivas. También se extrajeron los cuernos uterinos observan-
dose varias anomalias morfolégicas en analisis macroscopi-
co (figura 6).

Figura 6

T gl

En el grupo 4.5 de 10 dias de Tx no se obtuvieron crias, sin
embargo en el grupo 4.6 con 14 dias de Tx se obtuvieron
crias pero todas muertas, con distintas alteraciones mor-
folégicas, de igual manera se extrajeron los cuernos uterinos
observandose también con alteraciones (figura 7).

Figura 7

Tincién con Hematoxilina-Eosina

De Higado y aparato reproductor se obtuvieron resultados
en donde observamos la alteraciéon de ambos tejidos con-
forme aumenta el tiempo de tratamiento, con agrandamiento
y espaciado anormal en foliculos ovaricos y degeneracion



completa de los mismos (fig. 8); pérdida de la definicion de
cuernos uterinos (fig. 9); alteracion en forma y tamarno en los
nucleos de las laminas hepaticas (fig. 10); con degeneracion
del higado con modificaciones en el citoplasma y espacio pe-
risinusoidal (fig. 11).

Figura 8

Fig. 8. A) Corte de cuernos uterinos de rata sana tefiida con Hematoxilina—Eosina
donde se observan los foliculos ovaricos bien definidos (flecha) asi como el espacio
entre estos. B). Tejido de cuernos uterinos de una rata con un dia de Tx con ABZ, se
observa el agrandamiento de los foliculos ovaricos se empieza a notar también un
espaciado anormal en el tejido (flechas). C) Tejido con tres dias de tratamiento se
observa la degeneracién de los foliculos ovaricos e inicia la aparicion de fibras de
colagena (azul). D) Tejido ovérico de rata sometida a 5 dias de tratamiento donde se
nota la degeneracion completa de los foliculos ovaricos (Flecha). Todos a x200 en
microscopio 6ptico Leica.

Figura 9

Fig.10 A) Corte de higado de rata sana tefiido con hematoxilina eosina donde se
observan laminas hepaticas de forma definida, los nicleos de tamafio normal (ne-
gro), sinusoides y espacio perisinusoidal bien definido (Azul). B) tejido de higado
de rata sometido a un dia de Tx con ABZ. Se observa el ligero crecimiento de los
sinusoides. C) Tejido de rata sometido a 3 dias de Tx con ABZ las laminas hepaticas
se observan con pérdida de forma, los ndcleos de éstas se observan disminuidos de
tamano (negro) y los espacios perisinusoidales son de mayor tamafo con respecto
al control. (Azul) D) Tejido de higado de rata sometida a 5 dias Tx con ABZ las lami-
nas hepaticas carecen de contorno definido. Todos a x200)

Figura 11
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Tejido de rata sometida a 7 dias de Tx con ABZ. Nétese la modificacién en los nu-
cleos de las laminas hepaticas. C) Tejido de rata sometida a 10 dias de Tx con ABZ
se observa la degeneracion de las laminas hepaticas asi como sus nucleos, los sin-
usoides se notan de tamafo més grande. D) Tejido de rata sometida a 14 dias de Tx
con ABZ las laminas hepaticas ya no estan definidas, los ndcleos estan modificados
asi como el citoplasma y el espacio perisinusoidal muy modificado.

Analisis de Micronucleos

Se llevé a cabo la técnica descrita en la metodologia para la
obtencién de micronucleos (fig. 12) con la siguiente relacion
(tabla 1):

Tabla I. micronucleos en crias de ratas Long Evans por mil

células Polycrométicas

. Micronucleos/1000
it Al eritrocitos polycromaticos
1 control sano 2/1000
2 infectado 3/1000
TX 1 dia 5/1000
TX 3dias 3/1000
TX 7 dias 6/1000
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El resultado preliminar del andlisis muestra de acuerdo a la Veterinaria.org® - Veterinaria Organizacién S.L.® Espafia. Mensual.
proporcién obtenida de micronticleos sobre mil eritrocitos po- Disponible en: http://www.veterinaria.org/revistas/redvet
lycromaticos que el medicamento no tiene efecto mutagénico 9. Rossignol J. F. y Coulaud J. P. 1983. Evaluation de albendazole in Eu-

sobre los animales evaluados. ropa, West the Africa and Asia as a single dose anthielmintic: report
1455 patients, Summary of Clinical Trials Worlwide, p:24- 25

También se obtuvo por esta misma técnica la siguiente pro- ] o ) .
10. Del Rio A., y Herrera D. R. 1986. Triquinosis experimental: Extraccion

porcion de células (Tabla Il): de antigenos y procedimientos para detectar anticuerpos. Archivos
Tabla Il proporcién de eritrocitos normocromético de Investigacion Médica. México.17:359-367.

sobre polycromaticos

Eritrocitos 11. Oucherlony O. Diffusion in gel method. 1958. For immunochemical
Rata/Tratamiento - - analysis in Progress Allergy. ed. Kellos, P. Basel. New York. Vol5.
normocromético/polycromaticos 123
1 control sano 1000/100 ples.
2 infectado 1000/340 12. Mufoz E.JJ., Saldivar E.S., Reveles H.R.G., Mufioz M.Y, Moreno
TX 1 dia 1000/400 G.M.A. 2007. Caracteristicas de la célula nodriza en diferentes mod-
TX 3dias 1000/400 elos experimentales infectados con Trichinella spiralis. RED VET. Vol.
TX 7 dias 1000/700 ViII, No. 1. 1-12.

. 13. Viloria Calvo Mario J. 2000. Manual de Laboratorio de Histologia practi-
Conclusiones ca no. 2 preparacion de tejidos muertos. Técnica histologica pp 11-14.
. . » . . . Ed. MC Graw Hill
El Albendazol es efectivo contra la infeccion a nivel intesti-
nal a partir de los tres dias de tratamiento, la infeccién tiene

efecto directo negativo sobre el niumero de crias al igual que
el tratamiento.

Las caracteristicas fenotipicas en las crias nos indican que el
uso de este medicamento produce alteraciones que no per-
miten la supervivencia de las crias, asi como danos severos
en la madre tanto en el higado como en el aparato reproduc-
tor, por lo que no se recomienda el uso prolongado de este
medicamento.

Para que el estudio de micronucleos sea significativo se deben
utilizar por lo menos cuatro animales de cada grupo experi-
mental por lo que se acepta que éste resultado es preliminar.
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