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ABSTRACT. Effect of anthelmintic therapy supplemented with glucan in experimental toxo-
carosis. The studies demonstrated high larvicidal efficiacy of the combined liposomal anthelmintic
therapy supplemented with liposomal (B-glucan) wchich acted as immunomodulator on the immune
system of the infected animals. Therapeutic effect was very high in the treatment of hepatopneumon-
Ic toxocarosis as well as in cerebromuscular infection, reaching 94.3 and 89.3 % in the liver, 89.8 and
92.4 % 1n the lungs, 88.7 and 91.5 % in the muscles, and 91.5 and 90.5 % in the brain. respectively. It
should be emphasized that although both anthelmintic combinations had high larvicidal efficacy, the
combination I(DEC+FUBZ+L) was more efficacious in the muscles, while I((DEC+ABZ+L) was more
efficient in the brain, independently of whether the treatment was implemented on 7th day after infec-
tion or on 47th infection day. It did not exceed the dose of one of these drugs used in monotherapy,

whose larvicidal efficacy was always 2 or 3 times lower. Animals well tolerated the drug doses
throughout the whole experimental period.
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WSTEP

Ostatnio z dobrym skutkiem (zabijanie larw pasozyta) prébuje sie wspomagac
terapi¢ przeciwrobaczg preparatami immunostymulacyjnymi (Soltys i wsp. 1996;
Velebny 1 wsp. 1997; Dymon i wsp. 1998; DvorazZiidkova i wsp.1999:; Hrékova i Ve-
lebny 2001; Dymon 2002, 2003). Wigkszos¢ lekéw przeciwrobaczych stosunkowo
stabo rozpuszcza si¢ w wodzie, co niekorzystnie wptywa na ich dystrybucje w orga-
nizmie zywiciela a zatem utrudnia ich dostepnos¢ biologiczng do migrujgcych larw
pasozyta. Problem zwigkszenia dostepnosci biologicznej lekow przeciwrobaczych
dla larw migrujgcych moze by¢ w znacznym stopniu rozwiazany przez zastosowa-
nie postaci liposomalnej lekow. Postep badan w tym zakresie pozwala mie¢ nadzie-
J¢ na znacznie efektywniejszg terapi¢ wielu choréb, w tym réwniez INWAazj1 Wywo-
tanych przez pasozyty (Delgado i wsp. 1990, Senior i wsp. 1991, Velebny i WSp.
2000, Banerjee 2001, Ishida i wsp. 2002).

Biorac pod uwage wyniki naszych wezesniejszych doswiadczen (Dymon 2002,
2003) oraz biologiczne zdolnosci larw 7. canis do unikania mechanizméw obron-
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nych zywiciela, postanowilismy sprawdzi¢ efekt kombinowanej terapii czterech le-
kéw przeciwrobaczych w postaci liposomalnej wspomaganych dodatkowo liposo-
malnym B-glukanem.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 60 myszach wsobych szczepu Swiss, 6-tygodnio-
wych samcach o wadze 20-22 g. Zwierzgta zarazano dozotgdkowo zawiesing inwa-
zyjnych larw Toxocara canis, dawkg 1000 jaj/0,1 ml 0,85% NaCl na mysz. Zwie-
rzeta z grupy 1 i II byly leczone dietylokarbamazyng (DEC), albendazolem (ABZ),
lewamizolem (L) i flubendazolem (FUBZ), ktére zamykano w preliposomach (Si1g-
ma, nr kat. L 3906), w kombinacjach: DEC+ABZ+L dla grupy |1
i DEC+FUBZ+L dla grupy I w stosunku w/w 2:2:1 odpowiednio. Leki zamknigte

% redukcyi larw Toxocara canis
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/(DEC+ABZ+L) +/B-G - liposomalina posta¢ kombinowanych antyhelmintykow
DEC - dietylokarbamazyny, ABZ - albendazolu (lub FUBZ - flubendazolu),

L - lewamizolu ¢3-G - liposomaina postac B-glukanu.

Rys. 1 Efekt terapeutyczny liposomalnych postaci kombinowanych lekow przeciwrobaczych wspoma-
ganych immunomodulacyjnym dziataniem liposomalnego -glukanu w leczeniu mysiej toksokarozy
w fazie watrobowo-ptucnej po 23 dniach i migsniowo-mézgowej po 63 dniach po infekeji (p.1.)
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w liposomach podawano podskoérnie (sc) w dawce 25 mg/kg mc w objetosci 50
ul co 12 godzin przez 5 kolejnych dni, rozpoczynajgc od 7 dnia po infekcji (p.i.)
w grupie I 1 0d 47 dnia p.i. w grupie II. Ponadto zwierzeta z grupy I i II otrzymaty
dwukrotnie domigsniowo (i.m.) po 5 mg/kg mc liposomalny B-glukan. Zwierzeta
z grupy I byty leczone kombinacjg preparatéw przeciwrobaczych i immunostymu-
lowane B-glukanem 1(DEC+ABZ+L)+I8-G. W grupie Il zwierzeta leczono kombi-
nacjg I(DEC+FUBZ+L)+IB8-G. Kazda z grup (I i II) miata wtasna kontrole (III-
Ko/LIII Ko/Il ), gdzie podawano dozotgdkowo 0,1 ml 0,85 % NaCl na mysz (pla-
cebo). W 23 1 63 dniu po zakonczeniu doswiadczenia zwierzeta usypiano, pobiera-
no do dalszych badan narzady (watrobe, ptuca, migsnie, mézg). Po mechanicznym
rozdrobnieniu narzagdéw, tkanki poddawano trawieniu w roztworze 0,5% pepsyny
z dodatkiem 0,7% kwasu solnego, przy pH 1,5 i w temp. 37°C. Liczbe wytrawio-
nych larw obliczano w komorze McMastera pod mikroskopem. Miarg efektu tera-
peutycznego (ET) stosowanych lekow byt procent redukcji liczby larw u zwierzat
leczonych w stosunku do liczby larw u zwierzat nieleczonych. Wartosé ET dla po-
szczegOlnych grup doswiadczalnych obliczano postugujac sie wzorem: ET(%) =
[(N-n)/N]x100 (szczeg6towe objasnienie pod Tabela 1).

WYNIKI I DYSKUSJA

Badania wykazaly wysokg skutecznos¢ liposomalnej kombinowanej terapii
przeciwrobaczej wspomagane] liposomalnym B-glukanem, dzialajacym immuno-
modulacyjnie na uktad odpornosciowy zarazonych zwierzat. Efekt terapeutyczny
byt bardzo wysoki zar6wno w leczeniu toksokarozy watrobowo-ptucnej (w watro-
bie 94,3 1 89,3%; w plucach 89,9 i 92,4%), jak rowniez miesSniowo-mbzgowe;
(w migsniach 88,71 91,5%; w mézgu 91,5 1 90,5%). Obie kombinacje lekéw prze-
ciwrobaczych byty wysoce skuteczne, ale kombinacja I(DEC+FUBZ+L) byta efek-
tywniejsza w migsniach, natomiast (DEC+ABZ+L) w mézgu, niezaleznie od tego
czy leczenie rozpoczgto w 7 dniu p.i. czy tez w 47 dniu p.i. Nalezy zaznaczy¢, ze
potgczona dawka DEC+ABZ+L lub DEC+FUBZ+L nie przekraczata dawki jedne-
go z tych lekow jakie stosuje si¢ w terapii jednym lekiem. Efekt terapeutyczny za-
stosowanej kombinowanej terapii, wspomaganej liposomalnym glukanem jest dwu-
lub trzykrotnie wyzszy niz skutecznos¢ terapeutyczna stosowanego w leczeniu po-
jedynczego leku (Rys. 1; Tabele 1,2).

Uzyskane wyniki potwierdzity wczesniejsze spostrzezenia (Dymon 2002, 2003),
ze terapia przeciwrobacza przy réwnoczesnym zastosowaniu dwdch lub trzech le-
kow jest bardziej efektywna od terapii jednym lekiem. Stosowanie kombinowane;
liposomalnej postaci lekéw przeciwrobaczych zwieksza efekt ich dziatania. Efekt
ten jeszcze bardzie) wzmaga si¢ po podaniu zwierzetom liposomalnego immuno-
modulatora -f-glukanu. Wiadomo, ze same liposomy dzialaja jako adjuwanty na
uktad immunologiczny. Ponadto poprawiajg w organizmie dystrybucje leku oraz
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zwiekszaja jego dostepnos¢ biologiczng do larw migrujacych Toxocara. Réwniez
zamkniete w liposomach leki o r6znym punkcie uchwytu do struktur funkcjonal-
nych larwy (receptoréw) umozliwia lekom kompleksowe destrukcyjne dziatanie na
kilku poziomach, co w konsekwencji wyraza si¢ zwigkszong redukcjg larw w na-
rzadach, a zatem lepszym efektem terapeutycznym (ET) kombinowanych lekow
przeciwrobaczych.

Tabela 1. Efekt terapeutyczny liposomalnej postaci kombinowanych lekéw przeciwrobaczych 1 lipo-
somalnego B-glukanu po pieciu dniach leczenia toksokarozy watrobowo-ptucnej rozpoczete; od 7
dnia p.1.

[Lokalizacja Grupa myszy Srednia liczba larw Toxocara canis po leczeniu 1(DEC+ABZ+L)+1B-G
larw 23 dni p.1. 63 dni p.1.
mean +SD %ET +SD mean +SD %ET +SD

Watroba [ (n=10) 1,6 0,5 94,3 1,7 0.9 0,7 83,9 12,8
Ptuca [ (n=10) 0,6 0,6 89.8 10,2 0,7 0,6 86,8 10,6
Miesnie I (n=10) 17,8 Do 88,7 1,9 12,5 3.4 89.6 ¢ M
Mobzg [ (n=10) 4.8 1,4 91,5 2.4 8,7 &) 91,6 2,0
Razem 24.8 1,8 90,0 0,7 22,8 3.4 90,3 | .
Watroba IlIKo/I (n=10) 28,3 Y — - 5.6 P — —
Pluca [IIKo/I (n=10) 5,9 i.2 - - 5.3 1,7 ~ -
Miesnie IIIKo/I (n=10) 1573 7.5 ~ - 120,6 7,9 —~ —
Mobzg [IIKo/I (n=10) 56,6 4,7 — - 103,3 10,3 — —
Razem 2480 7.6 - ~ 2348 16,0 - —

|(DEC+ABZ+L)+1B-G — liposomalna posta¢ kombinowanych lekoéw przeciwrobaczych: DEC — diety-
lokarbamazyna; ABZ — albendazol; L — lewamizol oraz 1B-G — liposomalny [3-glukan; ET(%) — efekt
terapeutyczny = [(N-n)/N]x100, gdzie N -Srednia arytmetyczna z liczby larw odzyskanych w grupie
nieleczonej; n — Srednia arytmetyczna z liczby larw odzyskanych w grupie leczonej; p.i. — po infekcji

W patologicznym mechanizmie inwazji robaczych, w tym takze w toksokarozie,
obserwuje si¢ immunosupresyjne dzialanie pasozyta na zywiciela. Niewyjasniony
pozostaje problem immunodepresyjnego dziatania samych lekéw benzimidazolo-
wych w terapii przeciwrobaczej. Ta ostatnia kwestia nie znajduje poparcia w wyni-
kach naszych badan jak réwniez innych autoréw. Wyniki badan Dvoroznakove)
(1998) zaprzeczaja tej tezie jakoby benzimidazole (albendazol i1 fenbendazol)
oprocz efektu prowadzacego do zabijania robakéw miaty rowniez wzmagac immu-
nosupresyjne dzialanie pasozyta. Autorka wykazata bowiem, ze albendazol 1 fen-
bendazol ujawniaja swoje wlasciwosci immunokompetencyjne (naprawcze) podob-
nie jak lewamizol, co w przypadku inwazji nalezy uznac jako zjawisko pozytywne.

Wyniki naszych badari wydajg si¢ bardzo interesujgce z uwagi na wysoki pro-
cent redukcji larw Toxocara. Fakt ten mozna tlumaczy¢ wprowadzeniem do lecze-
nia zwierzat w prezentowanych badaniach liposomalnej postaci trzech kombinowa-
nych lek6w przeciwrobaczych o réznym punkcie uchwytu.

Podsumowujac wyniki naszych doswiadczen nalezy miec nadziej¢, ze dalsze ba-
dania z zastosowaniem kombinowanej przeciwrobaczej terapii ze stabilizowanymi




TERAPIA PRZECIWROBACZA 469

immunoliposomami mogg doprowadzi¢ do catkowitej redukcji larw Toxocara canis
Z organizmu zywiciela.

labela 2. Efekt terapeutyczny liposomalnej postaci kombinowanych lekéw przeciwrobaczych i lipo-
somalnego B-glukanu po pigciu dniach leczenia toksokarozy migsniowo-mozgowej rozpoczetej od

47 dnia p.1

Lokalizacja Grupa myszy Srednia liczba larw Toxocara canis po leczeniu 1(DEC+ABZ+L)+1B-G
larw 23 dni p.i. 63 dni p.i.

mean +SD 9%ET +SD mean +SD %ET +SD
Watroba [ (n=10) 1,4 0,8 95,03 2,9 0,6 0,5 89,3 8,6
Ptuca I (n=10) 0,7 0,6 88,1 9,5 0.4 0,5 92,4 9,1
Miesnie [ (n=10) 13,6 3.9 91,6 2.2 10,3 Lot 91,5 1.4
Mozg I (n=10) 7,6 1,9 86,5 3,2 11,1 2,6 89,2 2,6
Razem 23,3 4.8 90,6 1,9 22.4 3.8 90,5 1,6
Watroba 1IIKo/II (n=10) 28,3 # -~ — 5,6 1,2 — —
Ptuca [HIKo/II (n=10) 5.9 ¥ - - 5.3 bt — —
Migsnie IIIKo/II (n=10) 157,3 7.5 - — 120.6 1.9 — -
Mozg [IIKo/II (n=10) 56,6 4,7 — — 103,3 10,3 - ~
Razem 2480 7.6 - ~ 2348 16,0 - -

I(DEC+FUBZ+L)+1(-G - liposomalna postaé kombinowanych lekéw przeciwrobaczych: DEC —
dietylokarbamazyna; FUBZ — flubendazol; L — lewamizol: 18-G — liposoma Tabelny B-glukan; pozos-

tale objasnienia jak w Tabeli 1
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