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., RESUMEN

Se evafuaron variaciones en poblaciones leucocitarias, inducidas por la infeccién
con larvas de Toxocara. canis, de sangre, timo y bazo en ratén cepa Balb/C. Se
utilizaron 120 ratones machos de 7 a 9 semanas de edad, los animales se
dividieron en 3 grupos; el grupo 1 (48 ratones) se inoculé con 500 huevos larvados
de T. canis (hiTc). El grupo 2 (48 ratones) se inoculé con 2500 hiTc y el grupo 3
(24 ratones) solo recibié SSF (grupo testigo). Se sacrificaron 6 ratones de cada
grupo experimental y 3 del grupo testigo a diferentes periodos (1, 3, 5, 7, 15, 30,
60 y 100 dias) post-inoculacion (pi). Se obtuvo sangre, timo y bazo, las células se
disgregaron y se tifieron con anticuerpos monoclonales marcados (anti-CD3+,
CD4+, CD8+, CD19 y CD23+), se contaron en un citdmetro de flujo 10,000 células
de cada muestra y se obtuvo el porcentaje de células marcadas por los
anticuerpos en cada érgano muestreado.

La inoculacién de hiITc indujo cambios en la proporcion de leucocitos
sanguineos; se pudo observar una linfocitosis a los dias 5y 7 pi. El dia 5 aumentd
la proporcion de linfocitos T totales y el dia 7 aumentd la proporcién de los
linfocitos B. La proporcion de linfocitos CD4+ aumenté los dias 5y 7 pi. El dia 15
pi bajaron los niveles de CD4+ y aumentaron los niveles de CD8+. El dia 60 pi
bajaron los niveles de CD8+ y aumentaron los niveles de CD4+. El dia 100
aumentaron las proporciones de CD8+ y bajaron las de CD4+. En la fase aguda (5
a 7 dias) aumentaron los CD4+ y los eosinéfilos (CD23).

En bazo, la proporcion de linfocitos CD8+ aumenté el dia 15 pi en los
animales inoculados, y paulatinamente bajo al dia 60 pi. La inoculacién de hiTc
produjo un aumento en el porcentaje de eosindfilos. Se detectd un aumento de los
diferentes tipos de linfocitos en estudio entre los dias 5y 7 pi.

Los linfocitos T en timo disminuyeron los dias 5 y 7, se mostré un aumento
de linfocitos B entre los dias 5 a 7 y dos picos de aumento de eosindfilos los dias 7
y 30' pi. Asi, los resultados del presente estudio demuestran que 7. canis induce
modificaciones de las subpoblaciones leucocitarias.

PALABRAS CLAVE: Toxocara canis, Citometria de Flujo, Inmunidad



ABSTRACT _
Variatiohs in leukocitary populations were evaluated, induced by the infection with

larva of Toxocara.canis, from blood, thymus and spleen in mouse. One hundred
and twenty male mice of about 7 to 9 weeks were used, the mice were divided into
three groups; group-1 (48) was inoculated with 500 larva eggs of T. canis (hITc).
Group 2 (48) were inoculated with 2500 hiTc and group 3 (24) received only SSF
(witness group). Six mice from every experimental group were sacrificed and 3
from the witness group in different periods (1,3,5,7,15,30,60 and 100 days) post-
inoculation (pi). Samples of blood, thymus and bladder were taken, desegregated
cellé were obtained and dyed with monoclonal antibodies marked (anti-CD3+,
CD4+, CD8+, CD19 and CD23+); 10,000 cells from each sample were counted
with a cytometer and the percentage of cells marked by the antibodies was
obtained for each sampled organ.

Inoculation of hITc induced changes in blood leukocyte rate; a
lymphocytosis was observed on days 5 and 7 pi. On the 5t day T lymphocytes rate
increased and so did B lymphocytes on the 7" day. CD4+ lymphocytes rate
increased on days 5 and 7 pi. On the 15" day pi CD4+ levels lowed and CD8+
levels increased. On day 60 pi CD8+ levels lowed and CD4+ levels increased. On
day 100 CD8+ rate increased and CD4+ lowed. In the acute phase (5-7 days)
CD4+ levels increased, and eosinophyle (CD23).

About spleen, CD8+ lymphocyte increased on day 15 pi on inoculated
animals, and gradually lowed on day 60 pi. Inoculation by hiTc produced an
increase in the percentage of eosinophyle. An increase of the different type of
lymphocyte in study was detected between days 5 and 7 pi.

Lymphocyte T in thymus diminished on days 5 and 7, An increase on
Lymphocyte B was shown between days 5 and 7 and two increase picks of
eosinophyle on days 7 and 30 pi.

Thus, the results of this study shaw than T. canis induces modifications on
leukocitary populations.

KEY WORDS: Toxocara canis, Flow citometry, Immunity
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1. INTRODUCCION
1.1 TOXOCARIOSIS

1.1.1 DEFINICION

La toxocariosis es una enfermedad producida por la presencia y accion de
nematodos'del género Toxocara, principalmente Toxocara canis (Alba, 1994;
Beaver, 1986; Blood, 1986, Quiroz, 2000).

1.1.2 ETIOLOGIA.

En perros y gatos se presentan tres especies de nematodos, Toxocara
canis, Toxocara cati y Toxascaris leonina, la mas importante de las tres es T.
canis, no solamente porque los adultos pueden causar infecciones fatales en
cachorros, sino porque sus larvas pueden infectar al hombre. Estas especies de
nematodos se encuentran también en carnivoros salvajes, llegan a ellos por
ingestion de otros animales infectados con larvas presentes en sus tejidos.
Estudios moleculares recientes muestran similitudes filogenéticas entre la
superfamilia Ascaridoidea con la superfamilia Spiruridoidea, a la que pertenecen
las filarias. El tamarfio del genoma de 7. canis no se conoce aln, pero se
presume que es similar al de Ascarns, con el que tiene una relacion taxonémica
muy cercana, este Ultimo tiene un genoma de alrededor de 3 x 10° pares de.
bases (Maizels et al., 2000).

Los gusanos adultos son nematodos de color blanco, los machos miden de
4 a 10 cm de longitud y las hembras hasta 18 cm. En la parte anterior como otros
ascaroideos presenta tres labios bien desarrollados, uno dorsal y dos
subventrales provistos de dos papilas. En la parte externa a la altura del eséfago
presenta dos aletas cervicales que le dan el aspecto de punta de flecha. El
extremo posterior del macho termina curvado hacia fa parte ventral, presenta dos
pequenas espiculas iguales y un estrechamiento terminal en forma de apéndice.

En las hembras la vulva se abre en la regién media del cuerpo. Las hembras son



oviparas y producen una gran cantidad de huevos no embrionados en el

momento de la puesta (Aiba, 2004).

1.1.3 CICLO BIOLOGICO.

La hembra de T. canis produce huevos que son eliminados con las heces
del animal infectado, bajo condiciones adecuadas de temperatura y humedad se
desarrolla dentro del huevo la larva 1, luego muda a larva 2, esta uttima es la fase
infectante para hospederos finales o paraténicos. A temperatura de 12 a 18°C,
los huevos presentan larvas a los 54 dias, pero en un rango de 25 a 30 °C, el
tiempo se acorta hasta los 14 dias. Los huevos infestantes sobreviven bajo
condiciones 6ptimas hasta 1 ano, si estos se mantienen a temperatura ambiente,
la infectividad decrece significativamente a las 10 semanas, por lo que los huevos
embrionados de mas de 3 meses ya no deben ser utilizados para la investigacion.
Un experimento realizado en Taiwan demostré que los huevos embrionados que
se han mantenido a 4°C en solucién de formalina al 2% durante 14 meses son
capaces de causar graves lesiones en diferentes tejidos de ratén (Kwung & Yun-
Ho, 2003).

Para continuar el ciclo, los huevos con larva 2 deben ser ingeridos por
perros o zorros, que son el hospedero definitivo; los huevos ingeridos se abren
por efecto del jugo gastrico y [a larva emerge, pasa al intestino delgado, donde
atraviesa la pared y pasa a los vasos sanguineos del sistema porta. El destino de
las larvas depende de la edad y el sexo del animal infectado. En animales
adultos, la larva tiende a vigjar a través de los tejidos del hospedero por largos
periodos hasta que se enquista en diferentes érganos. Si el huésped es una
hembra gestante, los cambios en el balance hormonal posiblemente disminuyan
la respuesta inmune resultando en la reactivacién de las larvas enquistadas, que
pasan a través de {a placenta y llegan a la circulacion fetal, eventuaimente liegan
a los pulmones del feto, donde completan su ciclo de desarrolio; de esta forma,
los cachorros recién nacidos pueden presentar infeccién por T. canis desde el

nacimiento y eliminar huevos a parlir de la tercera semana de edad. Los



cachorrps también se pueden infectar por la leche a la hora del amamantamiento
(Olsen, 1974; Soulsby, 1982).

En cachorros menores a tres meses de edad, las larvas abandonan fos
capilares pulmonares, penetran en los alvéolos y migran por las vias respiratorias
hasta la faringe (migracion traqueal), en donde son deglutidas. Las larvas viven
en el estémago hasta el décimo dia post-infeccion, posteriormente pasan al
duodeno, donde se convierten en adultos entre los dias 19 y 27 post-infeccién.
- En este tiempo los parasitos son sexualmente maduros, estos se aparean y se
inicia la produccion de huevos feriles entre [as 4 y 5 semanas (Olsen, 1974;
Soulsby, 1982).

CICLO BIOLOGICO

Toxocara canis

e)

o’

HUEVOS INMADUROS
EN HECES

l

A 3

- ADULTO EN
(NTESTINO DELGADO

MIGRACION 2
TRAQUEAL HUEVOS CONTENIENDO Lz
EN EL SUELO O ALIMENTOS
INGESTION | | REAGTIVACION
PORPERRO | | DE LARVAS
\ ‘ ' INGERIDO POR
GESTACION CACHORRO MENOR
DE 2 MESES
';NET"E%ILS(S)LADA - ~ "INGERIDOS POR
PERRO ADULTO
T MIGRACION SOMATICA
HUEVOS INGERIDOS POR

HOSPEDADOR PARATENICO

Figura 1.1.3.1 Ciclo Biolégico de Toxocara canis, modificado de Alba, 1999.



Los cachorros infebtadbs no sélo tienen riesgos de salud causada por la
presencia de los gusanos en el intestino, sino que también son fuente de
contaminacién del medio, y los huevos pasan de las heces del cachorro a la
hembra aduita: cuando esta los fimpia; desde las 3 semanas de edad del
cachorro, iniciando hu_evémente el ciclo. (Quiroz, 2000)

Existe una amplia gama de hospedadores accidentales, no definitivos o
paraténicos que pueden ser infec{ados por larvas de T. canis, algunos de manera
natural y otros de manera experimental, entre ellos se encuentran: ratas, ratones,
gatos, pollos, codornices, gerbos mongolicos, borregos, cerdos y monos. El
humano es considerado un hospedador paraténico en el que se almacenan
larvas de segundo estadio en diferentes tejidos. (Alba, 1999, Ahmed & Aldawek,
2002; Sa-Nunes & Corrado, 2003; Hiratochia et al., 2000).

1.1.4 EPIDEMIOLOGIA

La toxocariosis causada por 7. canis es una de las principales
enfermedades de los perros. Su distribucién geografica es mundial, por su gran
incidencia y patogenicidad al humano es un problema de satud publica (Schantz -
& Glickman, 1978; Soulsby, 1982).

Una causa de la alta incidencia de esta parasitosis es el alto poder bidtico
que presentan estos parasitos, ya que las hembras depositan hasta 200 mil
huevos diarios (Warren & Mahmoud, 1977). Los huevos son altamente
resistentes a las condiciones medio ambientales y son una fuente de infeccion
para perros, humanos y otros hospedadores paraténicos (Soulsby, 1982).

La infeccién por T. canis se presenta en casi todas las crias de perros y
gatos, quienes cuando conviven con el humano, expulsan a diario y durante
muchos meses, cantidades enormes de huevos en las heces, que se acumulan
en el ambiente. Los nifios pequerios son los mas expuestos ya que suelen jugar
en el suelo y con frecuencia se llevan tierra y distintos objetos contaminados a la
boca, puerta de entrada del parasito. En el adulto, la falta de higiene de las

manos permite el ingreso de los huevos de T. canis (Soulsby, 1982).



Sle ha demostrado una alta frecuencia de anticuerpos anti-Toxocara en
personas de muchos lugares del mundo, indicando un alto grado de infeccion por
el parasito, sin embargo, la mayoria no presenta manifestaciones clinicas y solo
aparecen cuando se ingieren grandes cantidades de huevos o las larvas se

localizan en lugares criticos como cerebro y ojos (Alba, 1999).

1.1.5 SEMIOLOGIA

Los signos se presentan principalmente en cachorros y dependen de la
carga parasitaria. Infecciones leves no producen manifestaciones clinicas, pero al
aumentar la carga parasitaria. hay retraso en el crecimiento, abdomen abultado
(principaimente cuando terminan de co'mer), dolor a la palpacién epigéstrica, pelo
hirsuto, piel aspera, vomito (algunas veces con presencia de gusanos adultos) y
diarrea con moco. En algunos casos se pueden presentar signos nerviosos
consistentes en convulsiones de duracidn limitada provocada por la presencia de
larvas en sistema nervioso central (Soulsby, 1982; Payne, 2000).

En pruebas de laboratorio se observa una marcada eosinofilia, aumento de
globulinas, bajos niveles de albumina y aumento de las transaminasas séricas
(Tonimura et af., 1976), se puede presentar anemia en forma transitoria.

En infecciones prenatales ocasionalmente se pueden presentar neumonias
mortales debidas a la migracion de larvas a través de los pulmones en animales
recién nacidos; en cachorros mayores se pueden presentar muertes por
neumonias debidas a la aspiracién de vémito o por obstruccién intestinal aguda
(Soulby, 1982).

1.1.6 IMPORTANCIA MEDICA

En humanos se han reportado dos cuadros clinicos de toxocariosis: el
sindrome de larva migrans visceral y el sindrome de farva migrans ocular. El
primerc es producido cuando las larvas migran a través de los tejidos y el

segundo cuando las larvas quedan enquistadas en los ajos (Alba, 1999).



1.1.7 LARVA MIGRANS VISCERAL (LMV)

L\arva migrans visceral es un sindrome clinico causado por la presencia y
migracion de larvas de diferentes nematodos por los tejidos del humano. Estas
larvas son de especies de parasitos no bien adaptadas al humano y por lo tanto
no alcanzan el desarrollo completo en este hospedero paraténico.

Clinicamente, la gravedad de la enfermedad varia mucho segun el nimero
de huevos larvados ingeridos, la duracion de la infeccion, la presencia de larvas
en lugares criticos y otros factores aun no entendidos (Beaver et al., 1886). La
mavyoria de las infecciones humanas por T. canis cursan asintomaticamente o
con sintomas muy leves (Bass et al., 1987). El signo mas notorio es la eosinofilia
cronica, en algunos ¢asos se han descrito cuentas de leucocitos de 30,000 a
100,000 por mm® y con 80 a 90% de ecsindfilos (Beaver et al., 1952; Huntley et
al., 1965; Limaye ef al., 1990). No obstante, la larva migrans visceral es solo una
de las varias causas conocidas de eosinofilia en los humanos (Chisid et al.,
1975). En los casos mas graves se reportan pica, fiebre, hepatomegalia,
hiperglobulinemia y dolor abdominal. La mayoria de los pacientes se recuperan y
solo algunos ltegan a morir (Dunn, 1983; Beaver et al., 1986).

La infiltracion pulmonar con eosinéfilos se produce por migracion de estas
células dentro def tejido pulmonar y de las vias aereas. Este sindrome puede
presentarse como procesos de traqueocbronquitis, bronquitis, alveolitis o
bronconeumonlias graves (Markell et al, 1986). Los signos clinicos mas
frecuentes son la presencia de tos no productiva, en algunos casos se ha
encontrado que nifos con asma presentan frecuentemente anticuerpos anti-
Toxocara que nifios controles sin manifestaciones clinicas (Munoz, 2002).

La urticaria y el prurigo son trastornos cutaneos ligados intimamente a la
infeccion por T. canis, segun una investigacion reciente realizada por Humbert y
colaboradores, donde se estudid en mas de 650 pacientes que presentaban
diferentes trastormos cutaneos; 134 pacientes con ufticaria y 22 con prurigo
presentaron prueba de ELISA positiva para dicho agente, cifras estadisticamente

significativas en comparacion con el grupo testigo. El riesgo de tener toxocariosis



en los pacientes con urticaria o prurigo fue considerable, hecho que no fue
observado con otros trastornos cutaneos también frecuentes como la dermatitis
atopica, el prurito o el eccema no atépico. Los autores del estudio consideran que
en todo paciente con urticaria recurrente o con prurigo debe considerarse la
realizacidén de pruebas diagnosticas con el objetivo de descartar una infeccion por
T. canis (Humbert; 2000). _

En un estudio realizado para determinar {a frecuencia de lesiones a nivel
abdominal por medio de ultrasonografia en nifios positivos a 7. canis por pruebas
seroldgicas, el 83.3% presentaron granulomas hepaticos, el 77.7% presentaron
aumento de tamano en los linfonodos hepatobiliares, hepatomegalia en el 72.7%
y esplecnomegalia en el 50%, lo cual demuestra la gravedad de la infeccidon por
la larva migrante de T. canis. Debe considerarse esta enfermedad dentro del
diagnostico diferencial en todos los ninos que presenten signologia de problemas
abdominales por ultrasonografia, especiaimente aquellos con diagnéstico de
eosinofilia (Baldisserotto, 1999).

Mucha de la signologia presente en hospederos paraténicos incluyendo al
hombre esta dada por la hiperreactividad del sistema inmune a la presencia del
parasitos en los diferentes tejidos, un estudio realizado en intestino de cuyo
demostrd que este érganc responde de forma histaminica a la infeccion artificial y
se presupone que este tipo de reaccién es el mismo que sucede en los diferentes
organos en los cuales suelen alojarse las larvas migrantes (Sé-Nunes, 2003).

Varios autores han discutido el dafio producido por larvas de T. canis en el
sistema nervioso central de humanos, mientras algunos han reportado diferentes
problemas como: encefalitis, encefalopatias, ataxia y disturbios neuroldgicos (Hill,
1085: Sommer et al., 1994; Lowichik & Ruff, 1995), otros no han encontrado
ningun tipo de relacion entre infeccion y patologia nerviosa (Magnaval et al.,
1997). En un estudio realizado por Huntley et al.,. en 1965, se encontrd que en el
28% de los pacientes con LMV tenian antecedentes de convulsiones. Otros
reportes parecen indicar que fa infeccion por T. canis no se asocia

frecuentemente a epilepsia (Glickman et al., 1979; Woodruff et al, 1966).



Ademas, se ha asociado la seropositividad a 7. canis con bajo desarrollo de la

inteligencia en ninos (Nelson ef al., 1996).

1.1.8 LARVA MIGRANS OCULAR (LMO)

La forma ocular de la infeccidon por T. canis en huéspedes paraténicos
produce granutomas retinales que pueden afectar gran parte del area del fondo
ocular, pero es mas frecuente en el polo posterior ya que en este lugar existe
gran cantidad de vasos sanguineos, el parasito entra al ojo a través de las
arterias ciliares posteriores o por la circulacion retinal. Debido a que el organismo
migra por la coroides vy la retina, se da una respuesta inflamatoria que da origen
al granuloma, causando wvitnitis, iritis, retinocorotiditis y dano retinal fibroso. La
reaccion inflamatoria se incrementa en el momento de la muerte del parasito,
dando lugar a una lesién granuiomatosa de color blanco, con bandas fibrosas que
emanan de la retina hacia el humor vitreo. Cuando esta lesion se localiza en el
polo posterior de nifios pequenos puede confundirse con otras enfermedades que
cursan con leucocoria como son el retinoblastoma. El resultado de este proceso
infeccioso inflamatorio es frecuentemente la reduccidn de la visién y estrabismo
secundario, especialmente cuando el dano se localiza en la regién de la macula o
del nervio éptico (Torbit, 2000).

La presencia de parasitos en el humor vitreo o la retina da lugar
generalmente a una imagen caracteristica. Se forma en el seno de los tejidos
oculares un granuloma parasitario constituido por una necrosis eosinofilica
(absceso eosinofilico) alrededor del parasito. A su vez, este se rodea de una
capa de cétulas inflamatorias entre las que predominan los eosindfiios y las
células plasmaticas. En ocasiones y como consecuencia del pequeno tamarno de
la larva de T. canis (20 x 400 micrémetros), esta no puede ser localizada dentro
de los abscesos eosinofilicos. Tampoco estas son tan abundantes como para
encontrarlos en un corte de rutina de un globo ocular. En muchas ocasiones, la
larva del nematodo migra a traves de [os vasos retinianos dando lugar a una capa

granulomatosa parasitaria en la faz anterior de la retina. Esto da lugar a una



vitreitis esclerosante causante de un desprendirziento en forma de paraguas en la
retina. Este cuadro da lugar a una leucocoria que en algunas ocasiones es
confundido con un retinoblastoma (Baldisserotto, 1999).

También se ha asociado a otras alteraciones como granuloma en la retina
periférica, pars planitis, endoftalmitis y uveitis. Otras menos comunes incluyen

hipopion, absceso vitreo, neuritis Optica y queratitis (Rodriguez, 2002).

1.1.9 LESIONES NEURONALES

No se ha encontrado aun un modelo animal para el estudio de la
fisiopatologia neuronal causada por T. canis, pero se ha observado que los
gerbos (Meriones unguiculatus) desarrollan un dano irreversible luego de una
infeccion crénica por T. canis y T. cati, resultando en ataxia progresiva, por lo que
se proponen ahora como modelos para el estudio de la Toxocariosis neuronal
humana. (Alba, 1999).

A nivel histolégico se localizan cambios degenerativos en el cerebelo de
gerbos infectados de forma artificial. Estos cambios incluyen pérdida de células
de Purkinje, y fibras nerviosas. La necrosis de las células de Purkinje se observa
frecuentemente en algunas areas en pceparaciones histoldégicas de lobulos
cerebelares y en ocasiones se extiende a otras regiones del cerebelo. No se
observa dano o atrofia molecular, pero si una disminucién en el numero de
células granulares a nivel de |a corteza del cerebelo (Akao, 20003).

Al parecer, las manifestaciones clinicas de la presencia de larvas
migrantes en cerebro se deben a los efectos indirectos de la acumulacién de

macréfagos en la zona cerebelar afectada (Akao, 2003).

1.1.10 RESPUESTA INMUNE

La capacidad de estos parasitos para sobrevivir en los tejidos del
hospedero pese a las reacciones generadas por el mismo, es un factor
importante en el proceso de adaptacion de los parasitos. En este sentido, las

farvas son capaces de producir una serie de macromoléculas de naturaleza



glucoproteica que son reconocidas antigénicamente y que son conocidas como
antigenos de secrecion y excrecion {TES), estos antigenos aparentemente varian
de acuerdo a las diversas condiciones fisiologicas del nematodo y forman parte
de la envoltura externa del mismo (Alba, 1999).

La cuticula esta cubierta por un glicocalix rico en carbohidratos gue forma
una envoltura aniénica vellosa de aproximadamente 10 nm de espesor y esta
delimitada a una distancia similar por la epicuticula. La superficie de la cuticula
parece tener un papel importante comoc mecanismo de evasion, ya que se
desprende cuando interactia con granulocitos o anticuerpos. El sitio de
produccion de los TES son las glandulas esofagicas que se abren en la luz del
eséfago y vierten su contenido por la boca, emitiendo ademas ramificaciones
caudales que se abren en el poro excretor y que producen una auténtica barrera
protectora sobre el cuerpo del gusano que los aisla del hospedero. Los TES se
desprenden y recambian, cada larva produce hasta 200 pg de proteina por dia.
(Maizels et al., 1984; Maizels et al., 1987; Munira, 1986, 1987, Gems y Maizels,
1996).

Los TES han sido estudiados bajo varios sistemas para determinar sus
propiedades quimicas y biolégicas, entre ellos esta el analisis bioguimico,
inmunolégico y se ha llegado al genético. Ademas, se ha identificado la
produccion de una gran variedad de substancias las cuales cumplen diversas
funciones en la interaccion parasito-hospedero y quimicamente corresponden a:
mucinas, lectinas, proteasas, inhibidores enzimaticos y otros. {Glickman et al.,
1979: Munira, 1986; Magnaval et al., 1991, Magnaval ef al., 1992; Fenoy ef al.,
1992; Gems y Maizels, 1996; Asao et al,, 1997; Yamasaki et al., 1998; Mayzels,
2000:; Rincén, 2001; Cuéllar et al., 2001, Kramer ef al., 2002).

Los TES fueron aislados primariamente por De Savygni en 1975, quien
desarroll6 el proceso para el aislamiento y cultivo de larvas de T, canis en medio
minimo esencial. Los TES los aislo del sobrenadante y los empled para el
diagndstico inmunolégico. Badley et al., en 1987, detectaron 15 bandas proteicas

en los TES. Graduaimente se han desarrollado y aplicado técnicas cada vez mas



sofisticadas para estudiarlos permitiendo su caracterizacion y secuenciacion: en
la act‘ualidad usando geles bidimensionales se han descrito hasta 50
macromoleculas diferentes en los sobrenadantes de los cultivos. Existen
discrepancias en el ndmero y tipo de moléculas que se encuentran en los TES,
probablemente las moléculas detectadas, estdn mas relacionadas con las
técnicas empledas para su obtencion que por diferencias biologicas (De Savigni,
19785; Glickman, 1978; Maizels ef al., 1984; Medhji y Maizels, 1986; Aguila de la
Puente et al.,1988; Wade y Georgi, 1987; Magnaval ef al., 1991; Bardon e! al.,
1995; Gems y Mayzels, 1996, Yamazaki ef a/.,1998; Epe ef al., 1999).

Se ha determinado que los TES tienen una serie de propiedades
biolbgicas relacionadas con la capacidad de evadir la respuesta inmune del
hospedero hacia las larvas. Lo anterior se desprende de los siguientes hechos:
Los TES depositados temporalmente en la superficie cuticular y que constituyen
la epicuticula del gusano, presentan una unioén con la misma gque es muy facil de
romper, reaccionan con los anticuerpos y granulocitos del hospedero, pero al
ocurrir la interaccién con estos ultimos se desprenden, constituyéndose este
recambio en un excelente mecanismo de evasion de la respuesta inmune del
parasito (Page et al., 1992). También se ha encontrado que estos productos son
capaces de neutralizar algunos de los componentes del complemento y a los
anticuerpos IgG que podrian ser importantes en la destruccion de las larvas (Jane
et al., 1987).

La aparicién de los antigenos ocurre gradualmente en cantidad y en
diversidad, el antigeno mas frecuentemente detectado es de 120 kDa, existiendo
variaciones en cuanto a la capacidad de reconocimiento por la respuesta inmune
en las diferentes especies, por ejemplo los sueros de conejo no reconocen los
mismos antigenos que los sueros de humano (Page ef al., 1992).

Los TES activan inespecificamente a Ios linfocitos B, induciendo
produccion policlonal de IgG e IgE. También inducen la activacidon de macrofagos
para producir interleucina 1 (IL-1) que a su vez estimula a linfocitos B y a los

eosindfilos. Se ha planteado que los TES funcionan como potentes mitdgenos de



los linfocitos B y que esta activacion no especifica produce grandes cantidades
de anti.cuerpos inespecificos y por lo tanto distraen la respuesta inmune (Mehhji y
Maizels, 1986; Parson el al.. 1993. Wang et al.. 1995; Finkelman, 1995).

Se ha encontrado también que los eosinofilos, células que tienen una
potente actividad toxica contra los helmintos en el ratdén, carecen de los
receptores de IgE lo cual los incapacita para matar a los estadios larvarios. a
diferencia de lo que ocurre cen los eosinéfilos de humano y de rata que si los
presentan (Jones ef al.. 1994; Hiratochia ef al., 2000). Los antigenos son capaces
de afectar la adherencia de los eosindfilos a ta superficte del gusano, ya que al
momento de que ocurre fa interaccidn célula-cuticula, ésta Gltimo se desprende
del parasito evitando la union (Badley et al., 1987, Page et al., 1992).

Las bandas de 120 kDa y 400 kDa de los TES tienen la capacidad de
reaccionar de forma diferente con los antigenos A y B de grupos sanguineos en
vitud de que esas porciones presentan los mismos azicares (N-
acetilgatactosamina y galactosa) en las unidades terminales, estos también
presentan un recambio constante y también han sido demostrados en nematodos
como:. Ascaris lumbricoides, Trichinella spiralis, Necafor americanus vy
platelmintos como: Fasciola hepaticay Taenia saginata (Meghji y Maizels, 1986).

Otros helmintos producen antigenos de secrecion y excrecion de la misma
naturaleza y con el potencial de cruzar antigénicamente con los generados por T.
canis particularmente con aquellos de alto peso molecular, entre ellos se puede
citar a: Strongyloides spp., Ascaris suum, Toxascaris leonina, Anisakis simplex,
Capillaria sp. Schistosoma spp., Onchocerca spp., Trichuris muris, Trichinella
spiralis e Hysterothylacium aduncum, entre otros que también pueden causar el
sindrome de larva migrans visceral (Magnaval et al., 1991; Cuellar et al., 1993;
Iglesias et al., 1996; Stevenson y Jacobs, 1977, Nicholas et al., 1984; Fenoy et
al., 1989; Lynch ef al,, 1993, Cuellar et al., 1995).

A nivel celular se ha demostrado que las larvas migrantes desencadenan
una respuesta caracteristica de las células Th2 en un hospedador paraténico

como el ser humano, en un estudio realizado en Japdn se encontré que la



produccion de Interleucinas, principalmente la IL4 y la IL-5 son las citocinas que
median el tipo de respuesta Th2, detectandose principaimente a nivel de pulmon
y bazo (Hiratochia, 2000; Kwung, 2003).

En experimentos realizados en borregos como modeios de migracién
larvaria de 7. canis se han demostrado asociaciones entre las células CD4+ y
CD8+ con la formacidn de granulomas ricos en eosindfilos y la activacion de
macrofagos en el higado. La reaccidn granulomatosa se conoce como T-
dependiente. La respuesta de los anticuerpos anti-Toxocara se considera
tambien como CD4+T-dependiente. Trabajos realizados en 1983 por Sugane y
Oshima sugieren que el tipo esencial de células involucradas en lesiones
hepaticas de ratones, son principalmente CD4+ y no CD8+ (Ahmed, 2002).

La produccién de un factor quimiotactico para linfocitos T CD8+ se ha
encontrado en ratones infectados con larvas de 7. canis, cuando las células del
bazo de estos ratones se cultivan en medio RPMI| libre de suero, la produccion
de este factor quimiotactico se ha detectade, sobre todo al dia 9 pi y luego va
decreciendo. El factor quimiotactico secretado es importante durante {a reaccion
en contra del parasito y ha demostrado que no sélo es importante para atraer a
los linfocitos, sino también colabora en la activacidon de eosinéfilos virgenes
(Owhashi, 1997).

En ratones-infectados con huevos larvados de 7. canis se ha observado
una reduccidon de la respuesta inmune celular principalmente de la actividad
metabdlica de los macréfagos peritoneales. La administracion parenteral de
muramildipéptido en ratones en dos dosis antes y después de la infestacion
reactivé y estimuld de manera significativa {a fagdcitosis, la actividad metabdlica
de los macréfagos, la respuesta proliferativa de los linfocitos T y elevd la
produccion de anticuerpos anti-T. canis circulantes. Se comprobé asi que este
inmunomodulador reduce significativamente el conteo de Iérvas migrantes de T.
canis en el organismo del huésped hasta en un 30.6% y decrece en un 50% el

porcentaje de larvas en el cerebro (Dvoroznakova, 1999).



‘ 1.2 CELULAS INMUNES

Las células que conforman al sistema inmune son de distinta estructura y
funcion, aunque todas ellas procedan de un solo tipo celular llamada célula
madre pluripotencial, quien se encuentra en la médula 6sea, a partir de la cual se

van diferenciando.

LINEA LINFOIDE LINEA MIELOIDE

8 e 0
LINFOCITOS SOA MADRE

PLUIFOTENC AL

TP P e
ANTICUERPDS MORGL T

Figura 1.2.1 Origen de las células leucocitarias. Modificado de Sanchez, 2002.

En primera instancia, la célula madre plunpotencial se multiplica y estas
células hijas toman dos caminos diferentes, uno es para dar ongen a las células
linfoides y otro es el que da origen a las células mieloides (Sanchez, 2002).

De la linea linfoide derivan los linfocitos y es esta misma linea la responsable de
llevar a cabo las principales funciones que caracterizan al sistema inmune y que

le permiten reaccionar frente a moléculas extranas de forma especifica, asi como



de responder a futuras agresiones por estos mismos invasores, es decir, la
denomi.nada memaoria inmunoldégica.

De esta linea derivan:

e Los LINFOCITOS B, producidos en fa médula ésea y responsables de la
produccion de los anticuerpos. Inmunidad humorai.

e LOS distin_tos tipos de LINFOCITOS T, que derivan del timo y son los
responsables de la colaboracion para la produccién de anticuerpos y de
los mecanismos de la respuesta de inmunidad celular.

Sobre la linea Mieloide sabemos que es a partir de la cual derivan las células
denominadas accesorias o presentadoras de antigenos que aunque no
responden por mecanismos de especificidad, forman parte de la inmunidad
natural 0 innata, y juegan un papel esencial para dar respuesta durante la
inmunidad adquirida. Las células accesorias incluso pueden actuar como células
efectoras en algunos mecanismos inmunitarios.

Este grupo de células presentadoras de antigeno -esta formado por:

« MONOCITOS y MACROFAGOS.

¢« GRANULOCITOS:

e EOSINOFILOS. -
o NEUTROFILOS.
+ BASOFILOS.
e CELULAS DENDRITICAS.
Las principales funciones de las células presentadoras de antigenos son las

siguientes:

+ Fagocitosis
o Presentacién de antigenos

e Produccion de linfocinas



1.2.1 LOS LINFOCITOS

Desde un punto de vista morfolégico, por microscopia ordinaria. no se
encuentran diferencias entre los linfocitos T de los B. Ambos linfocitos son células
de entre 7 a 9 micras de tamario, presentan un nucleo voluminoso y escaso
citoplasma. Por métodos de microscopia electronica de barrido, existen algunas
diferencias notables. Asi, los linfocitos T presentan una superficie suave y plana,
mientras que los linfocitos B presentan una superficie con multiples proyecciones,
que corresponden a las inmunoglobulinas de superficie.

A fo largo de las ultimas décadas, se han diseftando diferentes marcadores
de superficie para diferenciar las distintas poblaciones de linfocitos, aunque ha
sido con el desarrollo de los anticuerpos monocionales (AcM), producides en
contra de las diferentes celulas linfocitarias, y que han permitido diferenciar las
poblaciones y agruparlas segun sus antigenos de membrana y su funcion.

Los AcM han permitido también definir a una tercera pabtacion linfocitania,
denominada, hasta hace poco, como células nulas, por no presentar los
marcadores tradicionales de los linfocitos T o B (formaciéon de rosetas con los
eritrocitos de carnero e inmunoglobulinas de superficie, respectivamente). Estas

células nulas, son realmente una subpoblacion de linfocitos T (Sanchez, 2002).

1.2.1.1 LINFOCITOS T

Los linfocitos T en fos mamiferos se producen en el timo y en menor
proporcién en las zonas T dependientes de los 6rganos linfoides secundarios. A
diferencia de los linfocitos B, no presentan inmunaoglobulinas en su superficie. Los
iinfocitos T juegan un papel fundamental en la respuesta inmune, por un lado, en
los mecanismos de presentacion de antigenos a los linfocitos B para la
produccién de anticuerpos y por otra parte, como responsables de la inmunidad
celular (respuesta inmune mediada por células).

Existen dos poblaciones de células cooperadoras, las CD4+CD8- y las
CD4+CD8+. Ambas poblaciones actuan en la cooperacién celular en la respuesta

primaria al mends in vitro, mientras que en la respuesta secundaria paret;en



actuar solamente las CD4+CD8+. Por ofra parte, se sabe que estas poblaciones
celularés doble positivas. ademas de aumentar su numerc con la edad. se
localizan en proporciones importantes en {as tonsilas (50%) y en los linfonodos
(30%) de animales adultos.

En cuanto a los linfocitos citotoxicos, se pueden diferenciar dos
subpoblaciones de CD4-CD8+ en virtud a la expresion det CD6. Asi, los linfocitos
que expresan el antigeno CD6- esta relacionados con la citotoxicidad espontanea
mientras que los CD6+ CMH |, lo estan con la citotoxicidad de células infectadas

por virus.

1.2.1.2 LINFOCITOS B

Los linfoctos B se producen en la médula dsea en una proporcion
aproximada de entre doscientos a cuatrocientos millones diarios, lo cual
demuestra la enome capacidad de respuesta del sistema inmune. Debemos
recordar que un linfocito B produce un anticuerpo especifico (1 célula = 1 tipo de
anticuerpo). En sangre periférica, los linfocitos B suponen entre el 8 al 18% de los
linfocitos totales. La membrana de los linfocitos B esta formada por un gran
niumero de moléculas, de entre ellas, es importante destacar, la conocida como
complejo BCR (B cell Receptor) o receptor de células B.

El B¢cR esta formado por varias cadenas de proteinas, unas forman parte
del BcR, y son invariables, formadas por dos cadenas « y B, Yy que son comunes
a todos los linfocitos B y el otro tipo de cadena son anticuerpos en su superficie,
fundamentalmente del tipo IgM e IgG, lo que les permite reaccionar con el
antigeno en su forma nativa (los linfocitos T no pueden reaccionar con el
antigeno en su forma nativa). La mayoria de los antigenos que reaccionan con
los linfocitos B son de caracter proteico, aunque también pueden reaccionar con
polisacaridos. La iniciacidén de la reacciéon con el antigeno siempre se realiza 2
través de las inmunoglobulinas de membrana (sefial B¢R), pero la produccion de
los anticuerpos necesita de la colaboracion de los linfocitos T CD4+ en la mayoria

de los casos.



Lgn linfocito B estimulado, tanto por antigeno T dependientes como por T
independientes, se transforma en un clon de celulas plasmaticas que produciran
y segregaran anticuerpos en gran cantidad. Estos anticuerpos son especificos
frente al epitope que indujo la respuesta inmune. Esta respuesta inmune,
mediada solo por anticuerpos, se denomina: respuesta humoral. El linfocito B
estimulado o celula plasmatica presenta una morfologia diferente a la originaria
del linfocito B (nucleo grande y pequeno citoplasma) y mas tipica de una‘ "celula -
factoria” con un nucleo pequeno y un gran citoplasma. Estas células se localizan
fundamentalmente en los linfonodos, pulpa roja del bazo, médula dsea y
mucosas intestinales y respiratorias. in vivo su vida media es muy corta de 2 a 3
dias siendo /n vitro aun menor, llegandc a sobrevivir solamente horas (Sanchez,
2002).

En la membrana de los linfocitos B se encuentran inmunoglobulinas de
superficie que pueden ser detectadas con un suero 0 inmunoglobulina anti-
inmunoglobulinas marcados con fluorescencia o mediante un anticuerpo
monoclonal conjugado y dirigido contra cada isotipo de inmunoglobulinas. Por
medio del microscopio de fluorescencia se puede observar que en la membrana

aparece una reaccion positiva.

1.2.2 EOSINOFILOS

Los granulocitos son un conjunto de células que presentan un gran numero
de granulos en su citoplasma, asi como, diferentes formas y comportamientos
con los colorantes histolagicos. Estas células se encuentran en la sangre y pasan
a los tejidos solamente cuando son atraidos por ta activacion de macrofagos o del
complemento y posterior liberacion de agentes quimiotacticos. Este fendmeno, se
conoce como diapedesis.

Los eosindfilos, denominados de esta forma ya que incorporan colorantes
histologicos acidos, como la eosina, nasan de la médula osea (casi inmaduro) af
bazo donde madura, para pasar posteriomente, al torrente circulatorio y a los

tejidos. Su vida media es muy corta, menos de una hora y st misidn fundamental



es también la fagocitica, aunque sus granulos no contienen lisozima, contienen
grandes cantidades de fosfatasa acida y peroxidasa. Intervienen muy

eficazmente en las parasitosis (Sanchez, 2002).

1.3 CITOMETRIA DE FLUJO

1.3.1 HISTORIA

La industria de la citometria de flujo data de 1972, en este afo, el Dr. Len
Herzenberg de la Universidad de Stanford, inventé y patenté un citdometro de
Flujo. La compafia Becton Dickinson compro los derechos a la Universidad e
introdujo de manera comercial el citémetro de flujo llamado FACS-1y en el ario
de 1977, la comparnia Ortho Diagnostics introduce el SYSTEM 50. (4) De alguna
manera, se puede considerar a los citdometros de flujo como un tipo especializado

de microscopio de fluorescencia (Reyes, 1999).

1.3.2 FUNDAMENTO.

La citometria de flujo es una herramienta capaz de examinar las
propiedades fisicas y quimicas de {as células vivas, microorganismos u otras
particulas biologicas, las cuales viajan en suspensién en una solucién salina,
pasan por un tubo capilar que vibra de tal forma que provoca que caigan
pequefas gotas que contienen una sola célula, ésta pasa frente a una fuente
luminosa, un rayo laser que detecta varios parametros como son: Andlisis
fenotipico, clasificacion de esterilidad, analisis de ADN, analisis cromosémico y
clasificacién, estudios funcionales, receptores de superficie, actividad enzimatica,
permeabilidad de la membrana y flujo de calcio.

El rayo de luz que ha pasado a través de las células es captado por una
sere de sistemas dpticos, filtros, transductores electronicos de sefales y un
equipo de computo que colecta a luz emitida a una longitud de onda especifica,
estos sensores se encuentran a diferentes angulos conforme al ofigen de la
fuente de luz (Reyes, 1999).



En el momento en que una célula cae por la vibracién del capilar, y al
pasar ;;or el rayo laser, este le imprime una carga positiva o negativa. luego al
llegar a una serie de placas con cargas positivas o negativas, estas placas atraen
a las células segun su carga y provocan que las celulas caigan en recipientes
diferentes segun el desvio que sufren, las céluias que no reciben ninguna carga
durante su paso por el rayo laser, son colocadas en un freceptaculo para
deshechos.

Los datos del citdmetro de flujo se obtienen usando un amplificador lineal o
amplificacién logaritmica. El uso del ampiificador logaritmico es el indicado para
las cuestiones bioldgicas, donde las distribuciones estan desviadas a la derecha.
En este caso. ¢l efecto de fa amplificacion logaritmica normaliza ia distribucion. El
uso de una amplificacion logaritmica requiere de un amptio rango de
fluorescencia, que puede ser después comprimido, como en muchas otras
distribuciones biolédgicas. La amplificacién lineal se usa cuando no se esta seguro
de la amplitud del rango de los signos, por ejemplo, los analisis de DNA, flujo de

calcio, efc.

1.3.3 SORTING O CLASIFICADOR.

Algunos citdmetros estan equipados con un clasificador que separa y
colecta las células o particulas de interés del resto de la muestra (Reyes, 1999).
La ventaja que representa esta tecnologia es que se pueden medir varios
parametros en una célula viva individuai, pueden identificarse células
extremadamente raras de entre muchas que existan en una muestra, ademas de
que se pueden colectar separadamente para realizar mayores estudios, y todo
ello a una velocidad tal que no compromete |a viabilidad de las células (Reyes,
1999).
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. ESQUEMA DE UN CITOMETRO DE FLUJO
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Figura 1.3.1 Esquema simplificado de un citometro de flujo.
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1

Cuadro 1.3

Lista de los principales fluorocromos utilizados en Citometria de flujo.

Excitacidbn | Emigidn | Tipo de
Fluorocromo Apfticaclones
{nm) {(nm) Laser
Fluoresceina 495 520 Argon Anahsis Fenotipico
Ficoerilrina 495 525 Argon Analisis Fenotipico
Tricolor 488 650 Argon Anilisls Fenotipico
PerCP 488 670 Argon Analiss Fenotipico
[TRITC {(Rhodamina) 488 580 Argon Analisis Fenotipico
iICoumarina 157 460 Argon Andlisis Fenolipico
Helio-
laloficocianina {APC) 830 660 N Analisis Fenolipico
aon
Hello-
IAPC-Cy7 630 760 Analisis Fenotipica
Negon
lazul Cascada 3150 480 Argon Analisis Fenollpico
Roj0 613 480 613 Argon Analisis Fenolipico
Rojo 870 480 670 Argon Analisis Fenollpico
Rojo Quantum 480 670 Argon Anadlisis Fenolipico
Hoechst 33342 350 470 Argon Andligis de DNA / Apoptasis
iHoechst 33258 350 475 Argon | Analisis de DNA / Tincidn de cromosomas
IDAPI 372 456 Argon DNA
ICromomicina A3 457 600 Argon Anslisis de DNA J Vinclon de cromosomas
loduro de Propidio 485 637 Argon Anatisis de DNA
Aromuro de elidio 493 620 Argon Analisis de DNA
Hello- )
TO-PRO-3 642 661 Analisis de DNA
Naeon
INaranja de Acndina 503 530/640 Argon DNA. RNA
ISytox Green 488 530 Argon DNA
Fluoresceina dlacelato 488 530 Argon Oiferenclacién da células vivas y muenas
NARF-1 488 530-8640 Argon Oeterminaciéon de ph
Indo-1 349 425/490 Argon Determinacion de flujc de calcio
Fiuo-3 488 530 Argon Determinacin de flujo de caicio
Rhodamina 123 515 525 Argon Milocondrias
Monochlorobimane 380 4819 Argon Prueba aspacliica para Glulalidn

22




1.3.4 RAYO LASER Y FLUOROCROMOS.

éxisten varios tipos de rayo laser que pueden ser utilizados en los
sistemas de citometria de flujo, pero los tipos mas comunes son los iones de
argon, helio-nedn, kripton y (aser tenido. La seleccion del fluorocromo a utifizar es
en funcion tanto de la aplicacion que se le va a dar como por la longitud de onda
a la que es excitado dicho fluorocromo. |

En el cuadro 1.3 se muestra una lista de los principales fluorocromos, junto
con la longitud de onda a la que son excitados y la longitud de onda de la
fluorescencia que emiten, se menciona también las aplicaciones mas comunes

para los fluorocromos (Reyes, 1999).

1.3.5 ANALISIS MULTICOLOR.

Existen ocasiones donde es importante conocer st mas un antigeno
coexiste en una misma célula, por lo que se ha desarrollado la técnica del analisis
multicolor, la cual nos-puede ayudar a determinar si sucede o no la convivencia
de los antigenos. Combinando la electronica con la éptica, se han creado
variantes de los anilisis de una o dos fluorescencias, donde por una
compensacion que llevan a cabo los elementos del aparato, nos es posible

diferenciar entre varios colores de fluorescencia (Georgi, 1994).

1.3.6 MARCAJE CON FLUOROCROMOS:

Una herramienta muy importante para distinguir las: células que seran
leidas por el citdmetro de flujo son los marcajes con fluorocromos, que nos
ayudan a diferenciar los tipos celulares por el color que reflejan debido al
fluorocromo con el que han sido identificadas.

Para permitir la unién de! fluorocromo a tas células es necesario tener un
conjugado de anticuerpos y colorantes, donde el anticuerpo se dirige a una
molécula especifica que se encuentra en la superficie celular, al unirse la
inmunoglobulina marcada, consecuentemente, la célula queda tefida, y esta

diferencia de color es detectada por el rayo laser del citémetro de flujo.



1.3.7 INTERPRETACION Y ANALISIS DE DATOS.

El uso del citémetro de flujo en muchas rutinas de Labaoratorio clinico ha dado
como resultado la aceptacion del citbmetro en el campo de Ia
inmunofenotipificacion celular. Muchas pruebas de Laboratoric han sido ya
adaptadas para ser leidas por citometria debido a la rapidez y exactitud de la
misma. Uno de los maximos beneficios que ha dado la técnica de citometria de
flujo es que ahora se pueden hacer analisis sobre pequenas poblaciones
celulares que antes eran técnicas muy laboriosas en el microscopio manual
(Reyes, 1999).

1.3.8 APLICACIONES DE LA CITOMETRIA DE FLUJO

Tradicionalmente el citémetro de flujo ha sido una herramienta de gran
importancia en la investigacion biomédica en todo el mundo, sobre todo por que
es posible trabajar con células vivas, por eso es que esta técnica ha sido y
seguira siendo, una herramienta muy valiosa en la investigacion basica vy
apficada, sobre todo en areas como la investigacién de células T y B, células
madres pluripotenciales, células nerviosas, células cancerosas, virus, bacteras,
levaduras, mitocondrias, presentacién de antigenos, expresion de genes y
sefales de trasduccion. Con la citometria de flujo, los cientificos ahora pueden
saber como es el desarrollo celular, como responden las células a diferentes
estimulos ambientales, nos ayuda a entender varios puntos sobre el progreso de
las enfermedades y coémo los organismos logran atacar y eliminar los agentes

patdgenos (Reyes, 1999).



2. HIPOTESIS

LA INFECCION EXPERIMENTAL POR LARVA 2 DE Toxocara canis EN
RATONES CAUSA VARIACIONES EN LINFOCITOS Y EOSINOFILOS DE
SANGRE, TIMO Y BAZO, Y ESTA DIFERENCIA ES DEPENDIENTE DE LA

CANTIDAD DE LARVAS INOCULADAS.
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3. JUSTIFICACION

il

El ser humano actia como hospedero paraténico de larvas de T. canis.
que migran por diferentes érganos y causan lesiones en estos. Se ha observado
gran actividad celular alrededor de las zonas de migracién, por lo que se ha
propuesto que el parasito puede modificar la respuesta inmune de sus huéspedes
(Alba, 1999). Por lo anterior, resulta importante estudiar como evoluciona la
respuesta inmune celular desde que empieza |la migracion del parasito hasta que
se enquista formando granulomas en diferentes tejidos. Debido a la logica
imposibilidad de realizar este tipo de estudios en humanos, se ha propuesto el
uso de modelos experimentales en los que el parasito tenga un comportamiento
similar. Para ello se han utilizado como modelos experimentales varias especies
de animales, entre ellos: ratones, ratas, monos, conejos, pollos, codornices,
hamster, cobayos, borregos, cerdos y gerbos (Alba, 1999; Ahmed, 2003). El
modelo utilizado para este trabajo fue el ratdn, ya que tiene grandes ventajas
como la de contar con cepas singénicas, haber sido ampliamente estudiados y
sobre todo haber sido utilizados para evaluar la migracién del parasito (Alba,
1999).

Se ha estudiado la produccion de anticuerpos anti-Toxocara en suero de
algunos hospederos paraténicos (Havasiova et al, 1993) y los antigenos
especificos que reconocen estos anticuerpos (Magnaval et al., 1991, Alba, 1999;
Rincon, 2003). Sin embargo, los datos de la respuesta inmune celular son
limitados, la mayoria de reportes son observaciones hechas en puntos aislados
de las infecciones y no se conoce como varian en el tiempo las poblaciones de
linfocitos en una infeccion experimental. Por lo anterior, con la ayuda de un
citémetro de flujo que es una de las herramientas mas sensibies y especificas
para medir poblaciones celulares, se realizé un estudio de como varian algunas
poblaciones de linfocitos y eosindfilos en un érgano linfoide primario (timo), un
organo linfoide secundario (bazo) y en la sangre de ratones infectados

experimentalmente con larvas de T. canis.
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OBJETIVO
Evaluar y comparar la cinética celular, a diferentes tiempos, de los linfocitos T,

linfocitos B y eosindfilos en sangre, timo y bazo de ratones de cepa Balb/C

inoculados con dos dosis diferentes de huevos larvados de Toxocara canis.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratones machos de la Cepa Balb/C, de 7 a 9 semanas de
edad. Los animales fueron alimentados con un producto comercial para roedores y
agua purificada ad /ibitum. Se mantuvieron a temperatura ambiente y en ciclos de
luz de 12 x 12.

5.2 OBTENCION Y CULTIVO DE HUEVOS DE T. canis

Los gusanos adultos de Toxocara canis se obtuvieron del intestino delgado
de cachorros de perro (Canis familiaris) de entre 2 a 4 meses de edad. Estos
caninos fueron donados por los Centros Antirrabicos de los Municipios de
Cuautitlan lzcalli, Tecamac y Coacalco. Los animales se sacrificaron por medio de
una inyeccion intraperitoneal ¢ intracardiaca de Pentobarbital sodico (Anestesal,
Pfizer) a dosis - efecto. Se realizé la necropsia y se localizaron e identificaron
gusanos adultos de T. canis en el intestino. Se separaron los gusanos hembras y
se colocaron en cajas Petri con solucion salina fisioldgica (SSF), posteriormente
se hicieron cortes en ambos extremos del gusano, y se extrajo el utero, que a su
vez se macero. El macerado del utero se filtré en un colador fino para separar los
huevos de los restos del parasito. Los huevos se incubaron a 30°C durante 21
dias en cajas Petri con SSF y formol al 1%. Al término del proceso se verifico la
viabilidad de cada uno de los cultivos mediante la observacién al microscopio

compuesto del movimiento larvario (Alba, 1999).

5.3 INFECCION EXPERIMENTAL

Para la inoculacion de los ratones inicialimente se cuantificé el nimero de
huevos larvados viables. El criterio para determinar un huevo viable fue observar
la larva bien formada dentro del hueveo y con movimiento. Para cuantificar el
numero de huevos larvados se empled la técnica descrita por Ohima en 1961 con

algunas modificaciones. Las diferentes cantidades de huevos larvados para las
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inoculaciones se resuspendieron 0.2ml de SSF y se inocularon mediante una
sonda 'géstrica, la cual se introdujo por via oral hasta el estdbmago; para
asegurarnos que la sonda llegé a estbmago y no a pulmon, se detecto la salida de
aire por la sonda, en este caso, la sonda se removid y se repitid el procedimiento;

los ratones del grupo control recibieron 0.2ml de SSF.

5.4 OBTENCION Y TINCION DE CELULAS.

Con el objeto de obtener células para los enséyos de citometria de flujo, los
ratones fueron sacrificados por desnucamiento, inmediatamente se expuso el
corazoén incidiendo en térax para obtener la sangre. Se utilizaron jeringas y agujas
estériles y la muestra se depositd en tubos estériles, los cuales contenian acido
etilen-diamino-tetracético (EDTA) en dilucién al 10% y a dosis de una gota por ml
de sangre. Se obtuvo ademas timo y bazo, los cuales se colocaron en cajas Petri
con SSF. |

Los érganos colectados (timo y bazo) se disgregaron por macerado sobre
una malla metalica fina, presionando con el émbolo de una jeringa, las células
disgregadas se colectaron en una caja Petri que contenia solucion buffer de
fosfatos (PBS). Concluido el macerado, la suspension de células se centrifugé a
1000rpm durante 10 minutos a 4°C, se resuspendieron en 1ml de PBS. Se
contaron las células en una camara de Newbauer y se ajustd la concentraciéon a
107 células/ml. A

Para la tincion de células, se agregaron a los tubos 100ul de sangre o de la
suspensioén celular y 20ul de cada conjugado de anticuerpos, se mezcld e incub6
en obscuridad a temperatura ambiente por 30 minutos. Siempre se utilizé un tubo
sin anticuerpos por cada organo, incluyendo sangre, para el control de la
autofluorescencia. A los tubos que contenian las muestras de sangre se les
agregd 1 ml de solucién de lisis de los eritrocitos (anexo); se incubd durante 5
minutos en las condiciones anteriores. Las muestras se fijaron con la adicion de

formaldehido para alcanzar una concentracion final de 1%.
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?ara cada muestra se utilizaron 3 tubos, al primero se le agregaron 20ul de
antiCD4 con isotiocianato de fluoresceina (FITC) y 20 pl de antiCD3 con
ficoeritrina (PE), al segundo se agregaron 20 ul de antiCD8-FITC y 20 pul de
antiCD19-PE y por ultimo al tercero se le agregaron 20 pl de antiCD23-PE.

5.5 CONJUGADOS PARA TINCION.

Para llevar a cabo la tincion de células disgregadas, se utilizaron los
siguientes anticuerpos anti-raton: AntiCD3 conjugado con FITC, el cual se une al
CD3 presente en la superficie de los linfocitos, antiCD4 conjugado con PE que se
une al CD4 presente en la superficie de linfocitos T cooperadores, antiCD8
conjugado con FITC que se une a la superficie de linfocitos T citotéxic;)s, antiCD19
conjugado con PE que se une a la superficie de los linfocitos B, y antiCD23
conjugado con PE que se une a la superficie de los eosindfilos, todos ellos de la

marca Beckton-Dickinson (BD).

5.6 LECTURA EN EL CITOMETRO DE FLUJO.

Se utilizd un citbmetro FACScalibur de Becton Dickinson, con lectura
simultanea de 4 colores y 15 parametros. Se utilizé el software Cellquest de BD
para el analisis. Se hizo un grafico en dos dimensiones de tamafo contra
granularidad y se selecciond la region de interes, linfocitos y/o granulocitos. Se
obtuvieron graficos de dos dimensiones de CD4 vs CD3, CD8 vs CD19, y un

histograma de frecuencias de CD23.

5.7 DISENO EXPERIMENTAL.

Los 120 ratones utilizados se dividieron en 3 grupos, dos de ellos con 48
animales y uno con 24 animales. Los ratones del grupo 1 (48 ratones) se
inocularon con 500 huevos larvados de T. canis (hiTc). Los del grupo 2 (48
ratones) se inocularon con 2500 hiITc. Los ratones del grupo 3 (24 ratones) solo

recibieron SSF y se utilizaron como grupo testigo.
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S'e sacrificaron por desnucamiento 6 ratones de cada grupo experimental y
3 del grupo control a diferentes periodos (1, 3, 5, 7, 15, 30, 60 100 dias post-
inoculacién). Una vez sacrificados los animales se extrajeron sangre, timo y bazo.
Los 6rganos se procesaron para obtener celulas, las cuales se tifieron con
anticuerpos monoclonales marcados, se contaron en el citémetro 10,000 células y

se obtuvo el porcentaje de células marcadas en cada érgano muestreado.

5.8 ANALISIS ESTADISTICO

Con el objeto de analizar la concentracion de los diferentes tipos celulares
en sangre, se calculd la distribucion normal de una poblacion sana (animales del
grupo testigo) y se calculd el intervalo de confianza (p<0.05). Se calculdé un
intervalo de confianza agregando a la media +/- dos veces la desviacion estandar.
Cualquier punto fuera de esta franja en la grafica, fue considerado diferente
estadisticamente a la media de los normales con una confianza del 95% (Daniel,
1974; Cartas-Chinas, 1987).

Para analizar los resultados de timo y bazo se utilizd una prueba de analisis
de varianza (ANOVA) vy la prueba de Tukey. Las pruebas se realizaron con el
programa estadistico SPSS.

Los datos utilizados de timo y bazo fueron normalizados de la siguiente
manera: Los datos obtenidos de cada grupo experimental se multiplicaron por el
factor proporcional del grupo testigo. El factor proporcional se obtuvo de dividir el

numero del grupo testigo del dia entre la media de todos los animales testigo.
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6. RESULTADOS

6.1 SANGRE.

La cinética del porcentaje de linfocitos T (CD3), linfocitos T cooperadores
(CD4+), linfocitos T citotoxicos (CD8+), linfocitos B (CD19) y eosindfilos (CD23)
presentes en sangre de animales inoculados con diferentes cantidades de huevos
larvados de Toxocara canis (hiTc) se presentan en las figuras 6.1, 6.2, 6.3, 64 y
6.5. Dado que para la determinacion se agrup6 en una sola muestra la sangre de
los animales de cada grupo, no fue posible obtener una desviacion estandar, por
lo que los datos de los animales inocuiados se compararon con los obtenidos de
una poblacién sana (20 animales testigo). Se hizo una banda de 2 veces la
desviacion estandar de los animales sanos y los datos de los animales inoculados
que quedaran fuera de esta banda fueron considerados estadisticamente
diferentes (p<0.05).

El porcentaje de linfocitos T de los animales inoculados con hiTc en general
fue mayor que los animales del grupo testigo, estas diferencias fueron
estadisticamente significativas para el grupo de los ratones inoculados con 2500
hiTc los dias 1 y 5 post-inoculacion (pi) y para el grupo inoculado con 500 hiTe
unicamente el dia 7 (p<0.05) (figura 6.1.1).

Los linfocitos T CD4+ sanguineos para ambos grupos experimentales
presentaron un pico de aumento (p<0.05) en comparacién con los animales del
grupo testigo entre los dias 5y 7 y el grupo inoculado con 2500 hlTc presentd un
segundo pico al dia 60 pt (figura 6.1.2).

El porcentaje de linfocitos T CD8+ sanguineos fue mayor (p<0.05) para el
grupo inocutado con 2500 hiTc en comparacién con el grupo testigo los dias 1y 3
pi y en el grupo inoculado con 500 hiTc fueron mayores (p<0.09) los dias 1, 7, 15y
100 pi (figura 6.1.3).

Los ratones de fos dos grupos experimentales presentaron un mayor
porcentaje (p<0.05) de linfocitos B (CD19) sanguineos en relacion al grupo testigo
los dias 5,7, 15y 100 pi (figura 6.1.4).
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Los eosindfilos sanguineos de los animales inoculados de ambos grupos
presentaron dos picos de aumento (p<0.05), el primero a los dias 1, 3 y 5 pi, el
segundo al dia 15 pi. Los animales def grupo inoculado con 2500 hiTc¢ presentaron
menor (p<0.05) porcentaje de eosindfilos en sangre que el grupo testigo al dia 30
pi y los ratones inocutados con 500 hiTc presentaron menor (p<0.05) porcentaje

de eosinofilos al dia 60 pi (figura 6.1.5).

6.2 TIMO.

E! Timo y el Bazo fueron extraldos y trabajados por separado segun la
metodologla descnta, por lo que se tiene un dato por cada individuo, esto nos
permite tener datos suficientes para poder ser examinados por medios
estadisticos. Los datos se nomalizaron segun la forma descrita en material y
métodos. y con estos datos ya nomalizados. se llevd a cabo la prueba de ANOVA
y Tukey para analizar si existe diferencia estadistica de los grupos experimentales
con respecto al grupo testigo.

El porcentaje de linfocitos T totales (CD3+) presentes en timo se observan
en la figura 6.2.1. Los ratones inoculados con 8500 h[Tc presentaron mayaor
porcentaje de linfocitos que el grupo testigo los dias 1, 3 y 15 pi y un menor
porcentaje al dia 60 pi (p<0.05). El grupo de animales inoculados con 2500 hiTc
presentaron mayor porcentaje de linfocitos totales que el grupo testigo a los dias
1, 3, 15 y 100 pi y un menor porcentaje a los dias 5, 7 y 60 pi (p<0.05). La
comparacidn de los porcentajes de linfocitos T CD3+ en timo de los dos grupos de
animales inoculados mostrd diferencias (p<0.05) los dias 5, 7, 60 y 100 pi.

El porcentaje de linfocitos T CD4+ presentes en timo se observan en la
figura 6.2.2. Los ratones inoculados con 500 hITc presentaron un mayor
porcentaje de células CD4+ los dias 1y 3 pi., por lo contrano, el dfa 60 posterior a
la inoculacion el parcentaje fue menor que el grupo testigo (p<0.05). Los animales
inoculados con 2500 hITc mostraron mayor porcentaje de células CD4+ que el

grupo testigo a los dias 1. 3, 15 y 100 y se observa una menor cantidad a los dias
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5. 7 y 60 (p<0.05). La diferencia entre ambos grupos experimentales se presento
los dias 5. 7 y 60 pi. (<0.05).

El porcentaje de linfocitos T CD8+ presentes en timo se muestran en la
figura 6.2.3. El grupo inoculado con 500 hITc presentd un mayor porcentaje de
células T CD8+ gue el grupo testigo el dia 3 pi y un menor porcentaje Jos dias 30 y
80. El grupo ¢con 2500 hiTc presentd un mayor porcentaje de células T CD8+ el dia
3 pi y un menor porcentaje los dias 7. 30 y 60 .i. {(p<0.05). Existen diferencias
estadisticas entre los grupos experimentales los dias 5, 7 y 30 pi. (p<0.05).

Los linfocitos B (CD19) presentan un porcentaje mayor en el grupo
inoculado con 2500 hiTc los dias 5, 7 y 30, presentando un menor porcentaje en
este mismo grupo los dias 3 y 15, en cambio. en el grupo inoculado con 500 hiTc
se presenté un menor porcentaje con respecto al grupo testigo los dias 3 y 15 pi
(p<0.05). La comparacion estadistica entre los grupos experimentales muestra
diferencias los dias 3, 5, 7, 15 y 30 pi. {p<0.05) se observan en la figura 6.2.4.

El conteo de eosinéfilos (CD23) en timo de los animales inoculados con 500
hITc fue menor los dias 3 y 5 y presentd un mayor porcentaje al dia 60, en
comparacion, el grupo inoculado con 2500 hiTc presenté mayor porcentaje los
dias 7, 30 y 60, y un menor porcentaje solamente el dia 3 pi (p<0.05). La
diferencia entre los grupos experimentales se presentd los dias 5, 7, y 30 pi
(p<0.05) se observan en la figura §.2.5.

6.3 BAZO.

En bazo se encontré que los linfocitos T totales (CD3+_) en el grupo
inoculado con 500 hiTc presenta un mayor porcentaje el dia 7 y menor porcentaje
los dias 5. 15 y 30 (p<0.05). El grupo inoculado con 2500 hITe presenta mayor
porcentaje el dia 7 y menor porcentaje de linfocitos totales los dias 3, 5, 15 y 30 pi
(p<0.05). Hubo diferencia entre los grupos experimentales los dias 7 y 30 pi
(p<0.05) se observan en la figura 6.3.1.

Para los linfocttos T CD4+ del grupo inoculado con 500 huevos larvados

presentd mayor porcentaje el dia 7 y menor porcentaje de células los dias 5y 30
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pi (p<0.05). El grupo de 2500 presenté mayor porcentaje los dias 1y 7 y menor
pomentéje de linfocitos T CD4+ a los dias 3, 5. 30 y 60 pi (p<0.05) se observan en
la figura 6.3.2.

En cuanto a los linfocitos T CD8+ ambos grupos experimentales
presentaron un mayor porcentaje de células con respecto al grupo testigo el dia 7,
pero ta menor cantidad de células en el grupo inoculado con 500 hiTc se presentd
los dias 3, 5 y 15 pi (p<0.05). Para el grupo inoculado con 2500 hiTc el menor
porcentaje se presentd los dias 3, 5, 15, 30 y 100 (p<0.05). La diferencia entre los
grupos experimentales se presentd el dia 30 pi (p<0.05) se observan en la figura
6.3.3.

Los finfocitos B (CD19) en el bazo se presentaron en mayor porcentaje en
el grupo inoculado con 500 huevos larvados los dias 5 y 7, presentando un menor
porcentaje de células el dia 30; comparativamente, el grupo incculado con 2500
huevos presentd mayor cantidad de ceélulas los dias 5, 7 y 60, asi como un menor
porcentaje con respecto al grupo testigo para el dia 30 (p<0.05). En cuanto a la
diferencia entre los grupos, esta se presentd el dia 30 pi (p<0.05) se observan en
la figura 6.3.4.

Finalmente, los eosinéfitos (CD23) en bazo mostraron mayor porcentaje de
cétulas en el grupo inocufado con 500 hiTc unicamente el dia 5 y menor porcentaje
para el dia 7 pi (p<0.05). Para el grupo de 2500, el porcentaje fue mayor los dias
5, 15y 100 y el menor porcentaje se presentd el dia 7 posterior a la inoculacién.

(p<0.05) se observan en la figura 6.3.5.
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Figura 6.1.1. Porcentaje de Linfocitos T CD3+ en sangre de ratones cepa Balb/C a diferenles dias posteriores a la-
inoculacién con huevos larvados de Toxocara canis (500 y 2500). Cada valor representa el resultado de agrupar en una sola
muestra la sangre de 6 ratones. El grupo testigo representa la media +/- dos veces la desviacidén estandar (intervalo de
confianza) de 20 ratones normales, los puntos de los grupos inoculados que marquen fuera de las !ineas del grupo testigo

son estadlisticamente diferentes (p<0.05).
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Figura 6.1.2. Porcentaje de Linfocitos T CD4+ en sangre de ratones cepa Balb/C a diferentes dias posteriores a la-
inoculacion con huevos larvados de Toxocara canis (500 y 2500). Cada valor representa el resultado de agrupar en una
sola muestra ta sangre de 6 ratones. El grupo testigo representa la media +/- dos veces la desviacién estandar (intervalo de
confianza) de 20 ratones normales, los puntos de los grupos inoculados que marquen fuera de las lineas del grupo testigo

son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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Figura 6.1.3. Porcentaje de Linfocitos T CD8+ en sangre de ratones cepa Balb/C a diferentes dias posteriores a la-
inoculacifon con huevos larvados de Toxocara canis (500 y 2500). Cada valor representa el resultado de agrupar en una
sola muestra la sangre de 6 ratones. El grupo testigo representa la media +/- dos veces la desviacidn estandar (intervalo de
confianza) de 20 ratones normales, los puntos de los grupos inoculados que marquen fuera de las lineas del grupo testigo

son estadIsticamente diferentes (p<0.05).
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Figura 8.1.4. Porcentaje de Linfocitos B en sangre de ratones cepa Balb/C a diferentes dlas posteriores a la inoculacién con
huevos larvados de Toxocara canis (500 y 2500). Cada valor representa ei resultado de agrupar en una sola muestra la
sangre de 6 ratones. El grupo testigo representa ta media +/- dos veces la desviacién estandar (intervalo de confianza) de 20
ratones normales, los puntos de Jos grupos inoculados que marquen fuera de las lineas del grupo lesligo son

estad(sticamente diferentes (p<0.05).

39



EOSINOFILOS EN SANGRE

30.0 — R ————y
—— CONTROL
— & — 500 }
25.0 | —ar— 7500

- -8- - RANGO SUPERIOR

-s- - RANGO INFERIOR
20.0 {

158.0

% DE CELULAS

10.0 -

DIAS POST-INOCULACION

Figura 6.1.5. Porcentaje de eosindfilos en sangre de ratones cepa Balb/C a diferentes dias posteriores a la inoculaciéon con

huevos larvados de Toxocara canis (500 y 2500). Cada valor representa el resultado de agrupar en una sola muestra la
sangre de 6 ratones. El grupo testigo representa la media +/- dos veces la desviacién estandar (intervalo de confianza) de 20
ratones normales, los puntos de los grupos inoculados gue marguen fuera de las lineas del grupo testigo son

estadisticamente diferentes (p<0.05).
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CUADRO 6.1.1 PORCENTAJE DE LINFOCITOS T, B'Y EOSINOFILOS EN SANGRE
Cuadro 6.1.1. Se muestran los promedios de los porcentajes de linfocitos T CD3+, CD4+, CD8+, linfocitos B (CD19)

y eosindfilos (CD23) en sangre de ratones inoculados con 500 y 2500 huevos larvados de Toxocara canis a

diferentes tiempos. .

SANGRE
DIAS POST-INOCULACION 1 5 15 30 60 100
cD3
CONTROL 22.8 237 6.6 292 41.3 5.4 5.4 43.0
500 306 18.4 30 9 408 295 8.1 43 38.1
2500 45.3 216 51.9 374 322 5.5 336 240
CD4
CONTROL 15.7 16.0 53 11.0 33.7 22] 22 33.5
500 157 12.5 226 276 13.6 4.7 3.3 16.5
2500 - 19.4 8.6 42.3 27.0 21.7 33 26.1 16 1
cD8
CONTROL 7.1 7.7 13 18.2 | 7.6 3.2 32] 9.5
500 14.9 59 8.3 13.2 15.9 3.4 1.0] 216
2500 25.9 13.0 9.6 10.4 10.5 33 7.5 7.9
CD19 -
CONTROL 34 7.6 3.0 18.8 18.6 4.8 48] 180
500 20.0 8.9 24.5 354 218 48 26 22.0
2500 20.2 13.8 24.0 30.0 23.3 4.9 16.4 25.3
~ cD23
CONTROL 03 07] 21 47 14 0.4 0.4 12
500 0.4 1.0 8.6 2.8 1.2 23 0.4 0.6
2500 02 0.7 10.8 26 20 0.2 14 16
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Figura 6.2.1. Porcentaje a diferentes tiempos, de linfocitos T CD3+ en el timo de ratones cepa Balb/C inoculados con huevos
larvados de Toxocara canis (500 y 2500). Cada valor representa el promedio y la desviacidn estandar de 6 ratones, el grupo

testigo representa a media de 20 ratones normales {p<0.05).
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Figura 6.2.2. Porcentaje a diferentes tiempos, de linfocitos T CD4+ en el timo de ratones cepa Balb/C inoculados con huevos
larvados de Toxocara canis (500 y 2500). Cada valor representa el promedio y la desviacion estandar de 6 ratones, el grupo

testigo representa la media de 20 ratones normales (p<0.05).
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Figura 6.2.3. Porcentaje a diferentes tiempos, de linfocitos T CD8+ en el timo de ratones cepa Balb/C inoculados con huevos

larvados de Toxocara canis (500 y 2500). Cada valor representa el promedio y ja desviacién estandar de 6 ratones, el grupo

testigo representa la media de 20 ratones normales (p<0.05).
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Figura 6.2.4. Porcentaje a diferentes tiempos, de linfocitos B en el timo de ratones cepa Balb/C inoculados con huevos
larvados de Toxocara canis (500 y 2500). Cada valor representa el promedio y la desviacién estandar de 6 ratones, el grupo

testigo representa la media de 20 ratones normales (p<0.05).
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Figura 6.2.5. Porcentaje a diferentes tiempos, de eosindfilos en el timo de ratones cepa Balb/C inoculados con huevos
larvados de Toxocara canis (500 y 2500). Cada valor representa el promedio y la desviacion estandar de 6 ratones, el grupo

testigo representa la media de 20 ratones normales (p<0.05).
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CUADRO 6.2.1 PORCENTAJE DE LINFOCITOS T, B Y EOSINOFILOS EN TIMO
Cuadro 6.2.1. Se muestran los promedios de los porcentajes de linfocitos T CD3+, CD4+, CD8+, linfocitos 8 (CD19)
y eosindfilos (CD23) en sangre de ratones inoculados con 500 y 2500 huevos larvados de Toxocara canis a

diferentes tiempos. -

TIMO
DIAS POST-INOCULACION 1 3 5 7 15 30 60 100

cD3

CONTROL 66.4 50.8 88.3 82.5 86.2 85.5 85.5 75.1

500 75.1 726 89.1 803 887 836 70 4 74.9

2500 74.3 74.8 81.4 60.5 89.5 77.1 76.7 79.8

X I CD4 S e

CONTROL 66.3 50.8 883 816 86.2 85.4 85.4 72.2

500 75.1 714 89.1 79.2 88.2 836| 704 74.0

2500 74.3 74.8 81.4 60.5 89.5 771 76.7 79.8
coB

CONTROL 64.9 422 746 81.2 84.0 79.1 79.1 75.1

500 70.6 65.8 784| 742 81.4 71.1 64.4 74.0

2500 68.8 59.5 70.0 44.7 82.4 36.6 67.4 76.4
cD19

CONTROL 1.1 37| 0.1 0.1 14 1.0/ 10 0.3

500 0.8 1.0 03 08| 1.0 06 4.0 0.8

2500 0.8 24 10| 210 06 11.9 61| 06
__CD23

CONTROL 0.2 2.5 1.2 0.2 06| 07 0.7 02

500 0.2 1.1 0.5 0.3 0.7 12 1.4 0.2

2500 0.2 0.8 1.2 14 0.7 5.9 1.7 02
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Figura 6.3.1. Porcentaje a diferentes tiempos, de linfocitos T CD3+ en el bazo de ratones cepa Balb/C inoculados con
huevos larvados de Toxocara cenis (500 y 2500). Cada valor representa el promedio y la desviacion estandar de 6 ratones,

el grupo testigo representa la media de 20 ratones normales (p<0.05).
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Figura 6.3.2. Porcentaje a diferentes tiempos, de linfocitos T CD4+ en el bazo de ratones cepa B8alb/C inoculados con
huevos larvados de Toxocara canis (500 y 2500). Cada valor representa el promedio y la desviacion estdndar de 6 ratones,

el grupo testigo representa la media de 20 ratones normales (p<0.05).
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Figura 6.3.3. Porcentaje a diferentes tiempos, de linfocitos T CD8+ en el bazo de ratones cepa Balb/C inoculados con
huevos larvados de Toxocara canis (500 y 2500). Cada valor representa el promedio y la desviacion estdndar de 6 ratones,
el grupo testigo representa la media de 20 ratones normales (p<0.05).
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Figura 6.3.4. Porcentaje a diferentes tiempos, de linfocitos B en el bazo de ratones cepa Balb/C inoculados con huevos
larvados de Toxocara canis (500 y 2500). Cada valor representa el promedio y la desviacion estandar de 6 ratones, el grupo

testigo representa la media de 20 ratones normales (p<0.05).
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Figura 6.3.5. Porcentaje a diferentes tiempos, de eosindfilos en el bazo de ratones cepa Balb/C inoculados con huevos
larvados de Toxocara canis (500 y 2500). Cada valor representa el promedio y fa desviacidén estandar de 6 ratones, el grupo

testigo representa la media de 20 ratones normales {(p<0.05)



CUADRO 6.2.1 PORCENTAJE DE LINFOCITOS T, B 'Y EOSINOFILOS EN BAZO
Cuadro 6.2.1. Se muestran los promedios de los porcentajes de linfocitos T CD3+, CD4+, CO8+, linfocitos B (CD19)
y eosindfitos (CD23) en sangre de ratones inoculados con 500 y 2500 huevos larvados de Toxocara canis a

diferentes tiempos. .

BAZO
DIAS POST-INOCULACION 1 3 5 7 15 30 60 100
cos

CONTROL 19.6 37.2 455| 154 294| 280 28.0| 237
500 17.3 32.6 265 322 241|201 26.6| 248
2500 j 21.8 28.5 25.3 25.7 24.4 12.0 23.8] 23.4

cp4 B B

CONTROL 14.0 25.9 31.2 12.4 18.8 20.2 202| 159
500 1.5 23.2 17.7 200 16,8 13.4 17.9] 17.4
2500 15.1 20.4 16.3 16.0 | 17.0] 8.2 16.1] 16.5

Y T — CDa g

CONTROL 5.6 11.3 143 3.0 10.7 7.9 78| 7.9
500 5.7 9.4 87| 122\ 74| 68 87| 74
2500 6.8 8.2 9.0 9.4 7.4 3.8 770 7.0

CcD19 -

CONTROL 51.8 49.5 28.2 14.4] 38.5 44.9 449| 40.9
500 55.1 48.9 364  301] 34.2 28.6 492 39.0
2500 53.6 48.0 35.4 27.3] 37.6 193 539 39.4

cD23

CONTROL 0.5 3.0 2.8 29 16 6.3 63| 1.2
500 0.9 2.0 45 1.7 1.8 4.9 75| 1.6
2500 18 2.7 50 13 24 6.2 61 23
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Figura 6.3.6 Comparacién de los valores en porcentaje obtenidos a diferentes tiempos en las
poblaciones de linfocitos y eosindfilos en sangre de ratones cepa 8alb/C inoculados con 500 y
2500 huevos larvados de Toxocara canis.
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Figura 6.3.7 Comparacién de los valores en porcentaje obtenidos a diferentes tiempos en las
poblaciones de f{infocitos y eosinéfilos en timo de ratones cepa Balb/C inoculados con 500 y 2500
huevos larvados de Toxocara canis.
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Figura 8.3.8 Comparacion de los valores en porcentaje obtenidos a diferentes tiempos en las
poblaciones de linfocitos y eosinofiios en bazo de ratones cepa Balb/C inoculados con 500 y 2500
huevos larvados de Toxocara canis.
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7. DISCUSION

Las larvas de T. canis en hospederos paraténicos producen gran cantidad
de lesiones en diferentes organos (Cypess, 1982; Alba, 1999). En estos érganos
se ha demostrado gran cantidad de infiltrados celulares alrededor de las larvas,
pero también se han encontrado larvas lejos de dichos infiltrados, por lo que se ha
propuesto que el parasito modifica la respuesfa inmune del hospedador. Lo
anterior, podria explicar la observacién hecha en varios paises donde se ha
encontrado que niflos con asma presentan mayor cantidad de anticuerpos anti-
Toxocara que una poblacion de nifios no asmaticos (Cabrera, 1980; Murioz, 2003).

La inoculacion de hITc indujo cambios en la proporcion de leucocitos
sanguineos, se pudo observar una Iinfocitosis_ alos dias 5y 7 pi. El dia 5 aumento
la _proporcién'de Iinfocitbs_T'totalés y el dia 7 aumento la proporcion de los
linfocitos B. Este aumento 'probéblementé se debd a -|“a|‘:"ai._é:t_i‘viaad' mitogénica sobre
linfocitos que se ha observado por parteid‘e~|os'- ahtigenos de secreciones y
excrecidn_es de T. canis (Wang..et al., 1993). 'Ademés,_ se ha demostrado que
durante la inflamacion agudé el teji'doknecrét.ico produce un factor inespecifico que
induce la leucocitosis (Sell, 1996), esto puede ser otra causa de la linfocitosis
observada, puesto que se ha visto que al principio de una infeccién en modelos
experimentales hay grandes zonas de inflamacién y necrosis en diferentes tejidos
(Sugane & Oshima, 1983; Alba, 1999).

La inoculacion de hiTc en los ratones modificé la proporcion de linfocitos
CD4+ y de CD8+ en sangre. La proporcién de linfocitos CD4+ en sangre aumenté
los dias 5y 7 pi. El dia 15 pi bajaron los niveles de CD4+ y aumentaron los niveles
de CD8+. El dia 60 pi bajaron los niveles de CD8+ y aumentaron los niveles de
CD4+. El dia 100 aumentaron las proporciones de CD8+ y bajaron las de CD4+.
Los resultados anteriores demostraron que los tipos celulares, en ambos grupos
experimentales, variaron en el tiempo después de la infeccion, en la fase aguda (5
a 7 dias) aumentaron los CD4+, probablemente del tipo Th2, puesto que

correlaciona con un aumento de eosindfilos, que como han demostrado otros



autores (Limaye et al., 1990), es dependiente de la IL-5 y el patron de interleucinas
tipico c;e una respuesta Th2 incluye IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-12 (Mosnann &
Coffman, 1989).

El marcador CD8+ se encuentra en los linfocitos T citotoxicos (Abbas et al.,
1993). En este trabajo se observoé que la proporcién de Linfocitos T CD8+ en
sangre aumento el dia 15 pi en los animales inoculados, y paulatinamente bajo al
dia 60 pi..Otros autores han demostrado que los linfocitos T citotéxicos (CD8+)
ocasionan la produccion de IFN-y, lo que activa la expansion de una respuesta
Th1y antagoniza el desarrollo de una respuesta Th2 (Mosnann & Coffman, 1989).
Lo anterior concuerda_con'.la baja en la proporcion de eosindfilos observado en
sangre. Las célu.las con' respuesta Th1 reclutan y activan macroéfagos, inducen
produccién de.citocinas fibrogénicas como el TGF-B, inducen la destruccién dél' )
tejido debido a .los productos de los macréfagos, ocasionan la formacion de
granulomas y una proliferacic')n de fibroblastos y depdsitos de colagena. Todos
estos efectos han podido ser detectados a partir del dia 20 pi e“n cor't_es
histologicos de diferentes tejidos por otros autores (Alba, 1999; Buendia, 2004).

El porcentaje de eosindfilos en sangre demostro que en este modelo animal
la inoculacién de hiTc induce un aumento en el porcentaje de eosindfilos
sanguineos. La curva de eosindfilos presentd dos picos uno el dia 5 y otro al dia
15 pi. Resultados equivalentes a los anteriores han sido reportados por otros
autores, con la diferencia de que los picos se presentaron los dias 10 y 28 pi en
ratones Balb/C (Sugane et al., 1982). El origen de esta eosinofilia ha generado
gran interés y controversia, se ha demostrado que la eosinofilia producida en
ratones infectados experimentalmente con otros helmintos como Ascaris suum,
Schistosoma mansoni'y Trichinella spiralis es dependiente de linfocitos T (Nielsen
et al., 1974; Phillips et al., 1977; Ruitenberg et al.,, 1977). Sugane et al. en 1982
encontraron que la eosinofilia periférica en ratones Balb/C nu+(nu/+) infectados
experimentalmente con larvas de 7. canis presenta dos picos en los dias 10 y 20
pi y que se presenta solo el primer pico en ratones atimicos Balb/C nu/nu (nu/nu)

infectados; lo anterior sugiere que la eosinofilia producida por T. canis puede ser T
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dependiente o T independiente. Estudios posteriores, demostraron la importancia
que tie;we la interleucina 5 (IL-5) en la aparicion de eosinofilia en otras infecciones
por helmintos y que la aplicacion de anticuerpos anti-IL5 suprime totalmente esta
eosinofilia (Limaye et al, 1990; Coffman et al., 1989). Parson et al. en 1993
bloquearon totalmente la eosinofilia al tratar con anticuerpos monoclonales anti-IL-
5 ratones C57/BL/6J infectados con larvas de T. canis, esto no aclaro el asunto,
pues la IL-5 es producida por células Th2, que son muy raras en ratones atimicos
(Kennedy et al., 1992). Posteriormente se demostrd que en pulmoén las células T,
CD4 y CD8 negativas (doble negativas) tanto de ratones normales como de
ratones atimicos infectados con larvas de T. canis producian IL-5 y que la
eosinofilia en los dos modelos se puede suprimir con la aplicacion de anticuerpos
monoclonales anti-IL-5 (Kusama et al., 1995; Takamoto and Sugane, 1993;
Takamoto et al., 1995). Ademas, ratones genéticamente deficientes de IL-5 no
desarrollan eosinofilia después de la infeccion experimental con hiTc (Takamoto et
al., 1997).

El papel que juegan los leucocitos y en .especial los eosindfilos en la
defensa de las infecciones por helmintos, ha generado gran controversia, ya que
algunos resultados in vitro indican que estas células pueden tener efecto téxico
sobre algunos parasitos, este mismo efecto no se ha podido observar in vivo
(Abbas et al., 1993; Mahmoud, 1989). En el caso de T. canis se ha reportado que
la incubacion in vitro de larvas con poblaciones celulares enriquecidas de
eosinofilos y suero hiperinmune, provoca la fijacion a la cuticula de la larva y la
degranulacion de los eosindfilos, pero esto no afecta ni la movilidad ni la viabilidad
de las larvas (Fattah ef al., 1986), resulta interesante sefialar que no se ha podido
demostrar que esta degranulacion sea dependiente de IgE (Jones ef al., 1994).
Por otro lado, se ha demostrado in vitro que el mismo efecto se produce cuando
se incuban larvas de T. canis con neutréfilos (Lombardi et al., 1990).

En este estudio se detectd un aumento de los diferentes tipos de linfocitos
(CD3+, CD4+ CD8+ y CD19+) en bazo entre los dias 5 y 7 pi. El bazo es un

érgano de recoleccion de antigenos circulantes, las larvas de T. canis estan
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secretando en forma continua una gran cantidad de antigenos de secreciones vy
excreci‘o.nes, y se ha demostrado que tienen actividad mitogénica sobre linfocitos
(Wang et al., 1995). Si bien aumentan los linfocitos, estos no son necesariamente
protectores puesto que la activacion es policlonal, y por lo tanto distrae la
respuesta inmune especifica contra el parasito. Se ha detectado también que
estos antigenos inducen la produccion de auto-anticuerpos y disminucion de las
células T (Yamashita et al., 1993).

Los linfocitos B en sangre aumentan igual que los linfocitos B en bazo, lo
cual no es de extranar puesto que el bazo es un 6rgano linfoide secundario en
donde los linfocitos B estan en espera de la presentacion del antigeno. Una vez
que entran en contacto con él, se multiplican y facilmente salen al torrente
circulatorio. Lo anterior coincide con los reportes de otros autores en donde se ha
demostrado la presencia de anticuerpos anti-Toxocara en suero a partir del dia 10 )
pi y hasta varios meses después (Havasiova, 1993, Parsons et al., 1986: Alba,
1999).

La proporcion de linfocitos T en timo aumenta en los animales sacrificados
el dia 3 pi pero en los sacrificados en dias posteriores disminuye con respecto a
los animales del grupo testigo. El aumento a los tres dias probablemente se deba
a una respuesta inespecifica del érgano, puesto qué por ser un érgano primario no
reacciona especificamente a los antigenos y a que muchos linfocitos salen del
mismo para llegar al lugar donde se encuentran las larvas.

En este trabajo se identificaron los porcentajes de células que expresaban
cierto marcador, pero no se contd el numero total de células en cada 6rgano, lo
anterior si bien nos da una idea de como se alteran las poblaciones pudiera
enmascarar algunos efectos, puesto que no da. numeros absolutos.

También se obtuvieron datos sobre la presencia de marcadores celulares,
sin embargo no se evalud el tipo de interleucinas que se estaban produciendo, por
lo que su funcion solo se puede presuponer. Por lo anterior, para futuros estudios

se sugiere que se utilicen anticuerpos dirigidos contra interleucinas o interferones
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que puedan diferenciar, en forma mas clara, el tipo de respuesta montada en una

infeccion experimental
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8. CONCLUSIONES
Los animales inoculados con 2500 hITc presentaron entre los dias 1y 5 pi
linfocitosis en sangre y los inoculados con 500 hITc presentaron la
linfocitosis el dia 7 pi.
En general la proporcion de linfocitos CD4+ en sangre aumento los dias 5y
7 pi. El dia 15 pi bajaron los niveles de CD4+ en sangre y aumentaron los
niveles de CD8+. El dia 60 p.i. bajaron los niveles de CD8+ y aumentaron
los niveles de CD4+. El dia 100 aumentaron las proporciones de CD8+ y
bajaron las de CD4+. _ o
Los ratones de los dos grupos experimentales p-resentéron. un mayor
porcentaje (p<0.05) de linfocitos B sangui‘neos en Ar'elé_cié’n'a'l grupo testigo
los dias 5, 7, 15y 100 pi .
Se detectaron dos picos de eosinofilia en sangre en los dos grupos de
animales inoculados (500 y 2500 hiTc) los dias 5y 15 p.i.
Los linfocitos T totales (CD3+) en bazo de los dos grupos experimentales
presenta un mayor porcentaje el dia 7 y menor porcentaje los dias 5, 15y
30 (p<0.05). Patrén similar al -observado para linfocitos CD4+ y CD8+ en
ambos grupos experimentales.
Los linfocitos T en timo aumentaron los primeros 3 dias pi, pero después
descendieron hasta ser estadisticamente menores que los del grupo control
a los dias 5, 7 y 60 pi.
La respuesta inmune celular varia en el tiempo, pues -Ios niveles de
linfocitos T, linfocitos B y eosindfilos variaron en el tiempo con respecto a

los animales testigo.
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ANEXO

FORMULA DE SOLUCIONES:

PBS 10X: 5GE
Eicéo %%grr PBS pH 7.2
Na;HPO.  10.6ar GLUCOSA 20mM
2 4 . 0
KCl 2ar ALBUMINA 0.5%
AGUA 1000ml

Para 300ml! de PGB:;

1X: 100 ml + 900 AGUA, ajustarpH 7.2 a

7 4 Glucosa

300ml PBS + 1.5 gr Albumina + 1.08 gr

~ PF PGN
FORMALDEHIDO 2%

GLUCOSA 20mM L 0.36 gr
PBSpH 7.2 SUERO DE RATON 5% .  5ml
| 100 mI PBS + 2 mil Formol PBS | 100m
BUFFER DE LISIS
Reactivo Concentracion Peso Mol. 05L 1L
NH,CI 154 mM 53.5g 8.29 g 4.145g
Na2 EDTA 100 mM 372.2g 37.20 mg 18.6 mg
KHCO, 10 mM 100.12g 1.00 g 05g

Pesar, agregar agua desionizada, ajustar pH a 7.4 y aforar
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ANOVA:

LMO:
LMV:
LT:
min:
ml:
mm
PBS:
PE:
pi:

Pg
rem
SSF:
TES:

ABREVIATURAS

Analisis de Varianza

Becton-Dickinson

Grados centigrados

Cluster de Diferenciacién

Acido etilen-diamino-tetracético

Isotiocianato de fluoresceina

Colaboradores de un trabajo de Investigacion
Huevos larvados de Toxocara canis

fnmunoglobulina E

Inmunoglobulina G

Interleucina

Kilodaltons

Linfocitos B

Larva migrans ocular
Larva migrans visceral
Linfocitos T

Minutos

Mililitros

Milimetro cubico
Solucion salina de fosfatos
Ficoeritrina

Posterior a la inoculacion
Picogramos
Revoluciones por minuto
Solucidn salina fisiolégica

Antigenos de secrecion y excrecion de Toxocara canis.
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