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Resumen.

En la ciudad de México existen aproximadamente 1,300,000 perros callejeros, de los cuales
el 66% presentan anticuerpos anti Toxocara canis; un perro promedio infectado con Toxocara llega
a eliminar 136 gramos de heces por dia, liberando 10,000 huevos por cada gramo. La
contaminacion por Toxocara encontrada en los parques y calles de la ciudad de México oscila entre
60-67%, teniendo una viabilidad mayor al 80%. Los huevos de este parasito se incorporan a la
tierra, al saturarse con agua, la tierra se convierte en lodo y al secarse, en polvo; el cual puede
suspenderse en el aire con el viento aumentando la posibilidad de diseminacidn en el ambiente. Esto
permite que las personas aspiren el polvo asociado a las corrientes de aire con particulas de polvo
conteniendo los huevos larvados siendo factible su aspiracion por la gente y que se depositen en

tejido pulmonar, causando una forma diferenciada de afectacion.

En este trabajo se describe el dafo provocado por el depdsito de 50 y 100 huevos larvados
de Toxocara canis en las vias respiratorias de ratas evaluando en una cinética de sacrificio a los 3,
10, 30 y 60 dias pi. Empleando la técnica de inmunohistoquimica y las técnicas de tincion
histolégica de Hematoxilina-Eosina, Tricromica de Van Gieson, Naranja de Acridina, Azul de
Toluidina y Cromotropo 2R que permiten la observacion genérica del tejido o detectar diferentes

poblaciones celulares.

La presencia de los huevos larvados en el tejido pulmonar de rata, fue capaz de inducir una
respuesta inflamatoria progresiva en ambos grupos. Hubo un aumento gradual en las alteraciones
observadas en ambos grupos de animales, las lesiones y la intensidad del dafio inducido en el tejido
pulmonar de los animales sacrificados dentro de los 10 dias pi fue moderado, mientras que hubo un
incremento entre los 30 y 60 dias pi, siendo mas marcado al final del estudio especialmente en el
grupo de animales inoculados con 100 huevos. De acuerdo a lo observado, la evolucion de las
lesiones en esta forma de infeccion esta relacionada con la dosis de huevos larvados inoculados y
con el tiempo transcurrido post infeccion. Dentro de los primeros 10 dias se observaron zonas
incipientes de engrosamiento de los septos alveolares, con infiltrados celulares en los que
predominaban neutréfilos, macrofagos y linfocitos que posteriormente en los tejidos de los animales
sacrificados a los 30 y 60 dias pi. presentaron un aumento notorio tanto en la intensidad como en el
nivel de engrosamiento de los septos alveolares, en los que se mantuvo la composicion de los
infiltrados celulares con eosindfilos, macrofagos y linfocitos. Cabe destacar que las zonas de

engrosamiento de septos alveolares mas intenso fueron las situadas en la periferia de los pasajes
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respiratorios tanto en bronquios como bronquiolos, sitios en los que se produjo la interaccién con
los huevos larvados, con patrones semejantes en ambos grupos. Durante el periodo de observacion
los tejidos no presentaron evidencia de que pudiese aparecer un proceso de cicatrizacion o
reparacion de las lesiones al no encontrar un incremento de colageno que indicara un aumento de la
matriz extracelular, descartando de esta manera la formacion de tejido fibroso en los pulmones de
las ratas por lo que se puede considerar que el proceso tendia a volverse cronico. De igual manera
se observo una mayor cantidad de células cebadas en los pulmones de los animales infectados en
comparacion con los tejidos de los testigos, pero estas diferencias fueron irregulares en los
diferentes periodos de sacrificio, lo que probablemente pudo deberse a que muchas de estas células
ya se habian degranulado durante el proceso de la infeccion. En cuanto a los eosinofilos al no haber
una migracion larvaria en el parénquima, comenzaron a incrementarse a partir del dia 5 pi.
manteniéndose en constante incremento durante todo el periodo de observacion, siendo este mayor
en el grupo experimental inoculado con 100 huevos larvados; debido a que al depositarse los
huevos larvados y no encontrar condiciones propicias para la eclosion, el estimulo antigénico-
eosinofilico fue limitado a las zonas de interaccion superficial en los pasajes respiratorios y sus
zonas periféricas con los productos liberados por estos. Esta situacion entonces permitio el

desarrollo de agregados eosinofilicos de gran densidad.

Se evidencio la presencia de antigenos de secrecion y excrecion liberados a través de las
paredes de los huevos que persistieron durante todo el periodo de estudio de los tejidos respiratorios
los cuales causaron un dafio persistente y por otra parte a pesar de la respuesta inflamatoria
evidenciada no tuvo la capacidad para eliminar la infeccion. Por lo anterior se concluye que la
aspiracion de huevos larvados de Toxocara canis se asocia con dafo persistente al tejido pulmonar

del hospedador que puede exacerbar la hiperreactividad de estas vias en personas asmaticas.
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Introduccidn.

En el aire se encuentran suspendidos componentes fisicos, quimicos y bioldgicos que
rodean e influyen en la vida de los seres vivos pudiendo derivar en el desarrollo de alguna
enfermedad en el humano (Abrahams, 2006., Gonzalez, 2009). La contaminacion es la introduccion
o presencia de sustancias, organismos o formas de energia en ambientes o sustratos a los que no
pertenecen o en cantidades superiores a las propias de dichos sustratos, por un tiempo suficiente, y
bajo condiciones tales, que esas sustancias interfieren con la salud y la comodidad de las personas,

dafian los recursos naturales o alteran el equilibrio ecologico de la zona (Gonzalez, 2009).

El viento es el primer mecanismo atmosférico de transporte y que cuando inspiramos llega a
nuestros pulmones alrededor de medio litro de aire que contiene particulas ambientales. Dichas
particulas tienen importantes efectos en la salud, ya sea a través de sus constituyentes principales o
por el hecho de facilitar la administracion de contaminantes y agentes biologicos hacia el interior de
los pulmones, teniendo asi, una asociacion directa entre los niveles elevados de contaminacion del
aire y los efectos adversos a la salud, afectando principalmente a los pulmones y el corazon

(Gonzalez, 2009).

Las helmintiasis son las infecciones causadas por gusanos parasitos, el humano no se
encuentra exento de padecerlas, estas parasitosis pueden adquirirse por la ingestion o inhalacion de
tierra que contenga las fases infectantes de los parasitos produciendo diferentes grados de
afectacion en la fotografia que se muestra a continuacion se muestra un huevo del nematodo
Toxocara canis encontrado en tejido pulmonar de un jerbo, observandose una serie de cambios en
el tejido que lo rodea, el hallazgo de estas alteraciones fue el que dio la pauta para desarrollar este

trabajo. (Figura 1; Abrahams, 2006., Gonzalez, 2009., Pérez y Lopez, 2011).



Figura No. 1. Fotomicrografias de cortes histologicos de un pulmoén de jerbo con infeccion inducida. A) Se
muestra el depdsito de un huevo larvado de Toxocara canis, con una intensa marca en la superficie de la
cubierta asi como la difusion de los antigenos de secrecion-excrecion (TES) en la periferia de este. (IHQ,

x100) B) Amplificacion de la zona anterior (x400) (Modificado de Martinez, 2005).



Toxocara canis.

Toxocara canis es un nematodo de la familia Ascaridae que normalmente parasita el
intestino delgado de los canidos. Los humanos son infectados por la ingestion accidental de huevos
embrionados, consecuentemente alojan larvas de segundo estadio (L2) en sus tejidos,

convirtiéndose en hospedadores paraténicos (Pecinali et al., 2005).

Los gusanos adultos se caracterizan por ser de color blanco lechoso, los machos miden de 4
a 8 cm de largo por 2 a 2.5 cm de diametro y las hembras miden hasta 18 cm de largo por 2.5 cm de
diametro (figura 2). En la parte anterior se observan tres labios bien desarrollados. Las especies del
género Toxocara, presentan cerca de los labios a la altura del es6fago un par de aletas cervicales, lo
que les da la apariencia de punta de flecha. En el extremo posterior el macho termina curvado hacia
su parte ventral, en donde se encuentran dos pequefas espiculas iguales y un estrechamiento
terminal en forma de apéndice, mientras que las hembras terminan en forma recta; su vulva se abre
en la region media del cuerpo; estas son oviparas y producen una gran cantidad de huevos (Buendia,

2004).

Los huevos de Toxocara canis miden aproximadamente 85um, tienen una forma
subglobosa con una envoltura irregular y el protoplasma tiene apariencia granulosa (figura 3).
Poseen cinco capas acomodadas de afuera hacia adentro de la siguiente manera: una membrana
uterina delgada con pequeias protuberancias; una capa vitelina representada por una membrana
delgada que sigue el contorno de las crestas de una capa subyacente; una capa quitinosa gruesa
(6.3um); una capa con un grosor promedio de 0.35um; y una zona laminar formada por la
superposicion de 4 6 5 capas fibrosas con un grosor promedio de 0.6um. Esta conformacion le
confiere al huevo una alta resistencia a condiciones ambientales y quimicas desfavorables (Magafia

etal., 2016).



Figura No. 2. Gusanos adultos de Toxocara canis. A) Se muestra la comparacion entre las dimensiones de los
gusanos adultos de Toxocara canis, la hembra (exterior) es mayor que el macho (interior). B) Hembra de

Toxocara canis de 16 cm de largo. C) Macho de Toxocara canis de 8 cm de largo.

Figura No. 3. Huevo larvado de Toxocara. A) Se muestra el huevo larvado de Toxocara canis. B) Se muestra

la larva de Toxocara canis saliendo del huevo.



Epidemiologia.

Toxocara canis es un agente zoondtico con una amplia distribucion geografica debido a su
caracter cosmopolita, pero que se considera endémica en la mayor parte de los paises de América,
Africa y Asia. La toxocariosis se presenta tanto en paises desarrollados como en aquellos con
deficientes estructuras sociales, culturales y sanitarias; y aunque es una helmintiasis poco
reconocida, debido a su gran incidencia y patogenicidad en el humano es considerado como un

importante problema de salud publica (Alba, 1999; Romero et al., 2014).

La epidemiologia de este parasito abarca factores de riesgo, como lo son la pobreza, la
geofagia, la falta de educacion y de programas para el control de la poblacion o desparasitacion de
los hospedadores definitivos. Dentro de las principales poblaciones que se encuentran en riesgo de
adquirir este parasito estan los nifios, esto debido al contacto directo con la tierra durante el juego,
asi como también las personas que estan en contacto cercano con los perros, ya que pueden
infectarse por la ingestion accidental de huevos embrionados presentes tanto en el suelo, como en el
pelo de los perros. De igual manera se encuentran en riesgo aquellas personas que dentro de sus
habitos alimenticios se encuentra la ingesta de carne o visceras poco cocidas de otros hospedadores

paraténicos que hayan sido infectados (Calum, 2013).

Junto con los factores de riesgo asociados a la toxocariosis también presenta alta
prevalencia con alto poder bidtico de estos parasitos, ya que las hembras depositan hasta 200,000
huevos diarios. Ademas los huevos son altamente resistentes a las condiciones medio ambientales
debido a que presentan una gruesa proteccion que estructuralmente se compone de varias capas
como ya se menciond, por lo que de esta manera son la fuente de infeccion para perros, humanos y

otros hospedadores paraténicos (Alba, 1999; Calum, 2013; Enriquez, 2012; Martinez et al., 1998;)

La epidemiologia de la toxocariosis es compleja, ya que se deben abordar tres puntos asi
como la interconexion que existe entre ellos, siendo estos, la prevalencia y enfermedad en los
canidos, la contaminacion ambiental y la toxocariosis humana. En el cuadro 1 se enlistan estudios
recientes sobre la frecuencia de la toxocariosis en perros a nivel mundial en donde se reportan

valores que van desde 1% hasta el 82% demostrando la alta prevalencia de este parasito en perros.

En el cuadro 2 y 3 se recuperan algunas cifras relativas a la presencia de Toxocara canis en

muestras de parques y de suelos, a nivel internacional y puntualizandolo en el Estado de México



respectivamente, siendo estos resultados de gran interés, ya que la contaminaciéon por la
acumulacion de huevos larvados en los suelos de parques y jardines constituyen uno de los factores
epidemiologicos mas importantes para la trasmision de este parasito debido a que el suelo de las
zonas en las que defecan los perros con toxocariosis se considera una fuente de infeccion constante;
que junto a la accion de las lluvias, movimiento vehicular y por el desplazamiento de los humanos,
es posible que los huevos se transporten a lugares distantes y alcancen grandes concentraciones en
algunos sitios. Debe considerarse entonces que Toxocara canis es uno de los principales parasitos
presentes en suelos de todo el mundo (Alba, 1999; Romero et al., 2014).

La informacion sobre la incidencia de humanos con anticuerpos anti Toxocara en diferentes
lugares del mundo se presenta en el cuadro 4. En este se concentra informacion que indica el alto
grado de infestacion por este parasito, sin embargo, la mayoria no presenta manifestaciones clinicas
y estos solo aparecen cuando se ingieren grandes cantidades de huevos o las larvas se localizan en

lugares criticos como cerebro u ojos (Alba, 1999).

Cuadro No. 1. Frecuencia de Toxocara canis en perros de diferentes lugares del mundo.

- NO. DEPERROS
LUGAR ANO EXAMINADOS TIPO DE EXAMEN FRECUENCIA REFERENCIA
Espafa 1992 81 CPS (CN) 3.70% Causap, 1996
México 1996 710 CPS (FL) 18.50% Martinez, 1998
Italia 2002 295 CPS (FL) 33.60% Habluetzel, 2003
Brasil 2002 271 CPS (FL) 5.50% Oliveira, 2002
Australia 2005 1,400 CPS (CN) 1.20% Carlysle, 2008
Irlanda 2005 100 Pelo 6.70% Gillian, 2008
Irlanda 2005 100 N 39% Gillian, 2008
México 2005 141 THA 66.70% Martinez, 2008
USA 2006 6,555 CPS (CN) 2% Maureen, 2009
Egipto 2010 120 Pelo 19% Wael, 2011
Egipto 2010 120 CPS (FL) 29% Wael, 2011
Brasil 2011 301 ELISA 82.70% Sabynne, 2011
México 2012 199 CPS (FL) 32.45% Romero, 2013

N= Necropsia, CPS= Coproparasitoscopico CN= Concentracion FL= Flotacion IHA= Hemoaglutinacion
indirecta ELISA= Ensayo por Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas. Elaboracion propia.



Cuadro No. 2. Frecuencia de Toxocara canis en parques y suelo de diferentes lugares del mundo.

- NO. DEMUESTRAS
LUGAR ANO EXAMINADAS FRECUENCIA| REFERENCIA
México 1996 935 14.60% Martinez, 1998
Chile 2000 288 13.50% Castillo, 2000
Italia 2002 60 52.70% Habluetzel, 2003
Republica Checa | 2003 119 19.30% Dubna, 2007
Costa Rica 2007 69 7% Durand, 2007
Iran 2010 180 5.80% Saraei, 2012
Brazil 2011 159 29.50% Manini, 2012
México 2012 2,374 24.70% Romero, 2013

Elaboracién propia.

Cuadro No. 3. Nivel de contaminacion por huevos de Toxocara spp. en el suelo de los parques y calles en
tres municipios del Estado de México.

UBICACION DEL PARQUE SUELO DE PARQUES CALLES
POSITIVO (%) VIABLE (%) POSITIVO (%) VIABLE (%)
Nezahualcéyotl 30.31 72.64 28.17 80
Tejupilco 25.25 58.23 20.48 64.23
Toluca 25.07 72.18 33.54 84.25

(Tomado de Romero 2014).

Cuadro No. 4. Frecuencia de anticuerpos anti-Toxocara de humanos en diferentes lugares del mundo.

- NO. DEMUESTRAS
LUGAR | ANO EXAMINADAS TIPO DEEXAMEN | FRECUENCIA | REFERENCIA
Italia 2002 428 ELISA 1.60% Habluetzel, 2003
Turquia 2006 124 ELISA* 9.70% Semra, 2007
Canada | 2007 251 ELISA* 5% Campagna, 2011
Brasil 2011 90 ELISA* 17.80% Manini, 2012
Brasil 2010 253 ELISA* 8.70% Negri, 2013
México 2010 108 ELISA* 22.22% Romero, 2013
Argentina [ 2013 60 WB 45% Archelli, 2014
Nigeria 2014 366 WB* 86.10% Gyang, 2015

WB= Western Blot. ELISA= Ensayo por Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas.
*Deteccion de Ab IgG
Elaboracion propia.



Ciclo biologico.

Toxocara canis tiene un ciclo de vida muy complejo. Este varia de acuerdo con la edad a la
que el perro adquiere la infeccion y a las formas en que el parasito llega al mismo. Las vias de
infeccion pueden ser: trasplacentaria, calostral, ingesta directa de huevos larvados o ingestion de un
hospedador paraténico con larvas enquistadas. La infeccion también puede ser adquirida por un
hospedador paraténico a través de la ingesta de huevos con la larva de segundo estadio (L2)

(Gonzalez, 2009).

La hembra de Toxocara 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 ultima es la fase infectante para hospedadores finales o
paraténicos. A temperatura de 12 a 18 °C, los huevos presentan larvas a los 54 dias, pero en un
intervalo de 25 a 30 °C, el tiempo se acorta hasta los 14 dias. Los huevos infestantes sobreviven
bajo condiciones Optimas hasta un aflo, si estos se mantienen a temperatura ambiente, la

infectividad decrece significativamente a las diez semanas (Alatorre et al., 2005).

El desarrollo de las fases adultas de Toxocara canis comienza cuando son ingeridos los
huevos larvados (L2) por perros. Cuando estos llegan al intestino delgado, eclosionan y las L2
atraviesan la pared intestinal, penetran a vasos linfaticos o sanguineos y migran a diferentes
organos, principalmente higado, musculo, pulmones, ojo y cerebro. Si se trata de perros adultos

permanecen como L2 encapsuladas sin alcanzar el estado adulto (Gonzélez, 2009).

En cachorros, una vez que las larvas migraron a los pulmones a través de los bronquios
llegan a la faringe y son deglutidas; llegan a intestino delgado, maduran a las formas adultas y

comienzan la reproduccion sexual, produciendo una gran cantidad de huevos por dia.

En perras gestantes las larvas pueden seguir su desarrollo, ya que estas son reactivadas por
mecanismos hormonales dados por la prolactina, cortisona y la oxitocina. Algunas larvas llegan al
utero entre el dia 40 y 42 de la gestacion infectando a los cachorros antes del nacimiento; otras
larvas se reactivan y migran a la glandula mamaria y son eliminadas a través del calostro y la leche.
Debido a esto los cachorros pueden nacer parasitados o adquirir la infeccion durante la lactancia, y

asi los cachorros pueden eliminar huevos a partir de los 20 dias de nacidos. Algunas larvas en las



perras gestantes pueden migrar a intestino y alcanzar su estadio adulto; sin embargo, estos gusanos

son eliminados de manera espontanea antes de 60 dias (Gonzalez, 2009).

Los huevos larvados son ingeridos por hospedadores paraténicos, en los cuales no hay
desarrollo de las fases adultas del parasito. Cuando las larvas atraviesan la pared intestinal y llegan
al higado, pulmones y el corazon, entran en la circulacion y se distribuyen a otros 6rganos tales
como rifién, ojo, tejido muscular y sistema nervioso central. En estos tejidos la L2 se encapsula y

puede permanecer viable largos periodos (Gonzalez, 2009).

Cuando un perro adulto consume un hospedador paraténico la L2 reactiva su desarrollo en
¢l y se convierte en adulto directamente en intestino sin necesidad de migrar. Eventualmente estos
perros pueden eliminar huevos de Toxocara canis en un corto periodo ya que los gusanos seran

eliminados de manera espontanea (Gonzalez, 2009).

Figura No. 4. Ciclo bioldgico de Toxocara canis. (Modificado de McCarthy et al., 2011).



Toxocariosis.

Toxocariosis es el termino clinico usado para describir la infeccion en humanos ocasionada
por Toxocara canis o Toxocara cati. Del mismo modo que con casi todas las otras zoonosis
helminticas, las larvas infectivas de Toxocara no pueden madurar a su etapa adulta en el hospedador
humano. En cambio, las larvas migran a través de los tejidos buscando las condiciones necesarias
para poder madurar a su fase adulta. La migracion de las larvas inmaduras a través de los tejidos
desencadena una respuesta inflamatoria local y sistémica, dando como resultado los sindromes de

larva migrans (McCarthy et al., 2011).

El panorama clinico de la toxocariosis en humanos ha sido clasificado en tres grupos:
sindrome de larva migrans visceral (LMV), sindrome de larva migrans ocular (LMO) y la
toxocariosis encubierta. El amplio espectro de consecuencias clinicas y patologicas de la
toxocariosis asi como la frecuencia de infecciones inaparentes pueden causar algunas dificultades al
momento de identificar y clasificar los casos clinicos. La severidad y el rango de sintomas dependen
del tejido invadido, el niimero de larvas migrando y la edad del hospedador. Se cree que la
respuesta de hipersensibilidad inmediata a la muerte de la larva es la principal causa de los sintomas
de la LMV. Los nifios menores a 5 afios son generalmente los mas afectados y usualmente
presentan fiebre, dolor abdominal, probablemente debido a la hepatoesplenomegalia, asi como
sintomas respiratorios como tos, broncoespasmos y asma causados por neumonia y bronquitis

parasitica (Strube et al., 2013).

Larva migrans visceral.

El sindrome de larva migrans visceral tipicamente se caracteriza por eosinofilia, fiebre y
hepatomegalia. Es mas comin en infantes con historia de “pica” y asociado a cachorros. Sin
embargo, el espectro del sindrome de LMV puede incluir también tos, sibilancias, bronconeumonia
y anemia. Aunque cualquier 6rgano puede resultar afectado, el higado suele verse afectado con
mayor frecuencia y en algunas ocasiones las lesiones se confunden con neoplasias metastasicas.
Una minoria de pacientes puede llegar a desarrollar esplenomegalia o incluso presentar

linfadenopatia (McCarthy et al., 2011).

Entre las manifestaciones cutaneas del sindrome de LMYV se encuentran la urticaria, prurito

cronico y eczema, que al no ser exclusivas de la toxocariosis pueden ser asociadas a otro agente
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causal. Las sibilancias son comunes y en infecciones intensas pueden presentarse casos de asma
severa ¢ hipereosinofilia. Mediante radiografias se pueden observan infiltrados pulmonares. La
toxocariosis puede producir neumonia eosinofilica aguda o crénica que puede evolucionar hasta
provocar una falla respiratoria. Pueden presentarse algunos problemas en articulaciones tales como

monoartritis y paniculitis entre otras (McCarthy et al., 2011).

Aunque es poco comun, se han reportado casos de invasion directa al sistema nervioso
central, teniendo como posibles manifestaciones la meningitis eosinofilica, meningoencefalitis,
convulsiones, encefalopatia, aracnoiditis, lesiones cerebrales aisladas y mielitis. El corazén rara vez
se ve afectado en infecciones con Toxocara canis, sin embargo, puede ser una complicacion severa

(McCarthy et al., 2011).

Larva migrans ocular.

Los pacientes con LMO tienden a ser nifios mayores sin evidencia de lesiones en otros
organos, lo cual sugiere un mecanismo patogénico alternativo. Las larvas de Toxocara canis que
migran a la érbita ocular quedan atrapadas y se desencadena una respuesta inflamatoria eosinofilica.
El sindrome requiere de varias semanas para ser clinicamente aparente, siendo las manifestaciones
clinicas tipicas déficit visual unilateral, dolor ocular, leucocoria o estrabismo. La lesion retinal mas
comun tiene las caracteristicas de un tumor cercano a la macula. En las etapas iniciales se encuentra
por encima del nivel de la retina y tiene una gran semejanza a un retinoblastoma. Una vez que la
fase aguda ha disminuido, la lesion permanece como una zona bien definida de degeneracion retinal
y es generalmente el estrabismo debido a dafio macular el sintoma de presentacion. En algunos
casos pueden desarrollarse iridociclitis de bajo grado con sinequia subsecuente y evolucionar a
endolftalmitis y finalmente provocar desprendimiento de retina. Ha habido reportes de
retinocoroiditis posterior y periférica y papilitis Optica. Debido a la respuesta inflamatoria puede
formarse una membrana epiretinal y haber desprendimiento de retina. En contraste con el sindrome
de LMV, la hipereosinofilia, hepatomegalia y los sintomas pulmonares se encuentran ausentes

(McCarthy et al., 2011).

Toxocariosis encubierta.

Entran en esta clasificacion aquellos pacientes que poseen evidencia serologica y que

presentan sintomas ligeros o no lo presentan. El desarrollo de pruebas serologicas comerciales ha
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facilitado la deteccidn de estos individuos. Esta categoria se implementd para describir a pacientes
con manifestaciones clinicas inespecificas incluyendo tos, desérdenes del suefio, dolor abdominal,
cefalea y desordenes del comportamiento asociados a titulos elevados de anticuerpos anti Toxocara.

Pueden presentar eosinofilia pero en este caso es menor a la presente en el sindrome de
LMV. La prevalencia de seropositividad a Toxocara sugiere que la mayoria de la infecciones en

humanos son asintomaticas (McCarthy et al., 2011).

Figura No. 5. Signos y sintomas de las diferentes manifestaciones clinicas de la toxocariosis. (Modificado de

Smith et al., 2009).
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Mecanismos patogénicos.

El dafio que se presenta en el hospedador durante la infeccion dependera de la fase
evolutiva en la que se encuentre el parasito, siendo este principalmente causado por la migracion en
los diversos oOrganos durante la fase larvaria tanto en hospedadores paraténicos como en el
definitivo (Enriquez, 2012; Pérez, 2008). La migracion inicia a través de la pared intestinal, en la
cual la L2 eclosiona mediante la ayuda de las proteinasas que contiene en el fluido perivitelino del
huevo y de esta manera poder destruir y digerir las diversas capas de este 6rgano causando asi
lesiones traumadticas que dan lugar a focos hemorragicos, originando una respuesta inflamatoria que
puede ocasionar una atrofia en las vellosidades, hiperplasia de las criptas y desde luego dafio en el
epitelio mucosal (Enriquez, 2012; Gonzélez et al., 2007; Martinez, 2005; Meeusen, 1999). Ya
asentadas en el higado y mediante su desplazamiento siguen presentandose zonas hemorragicas
debido a la digestion del tejido parenquimatoso o capsular alterando las funciones metabdlicas
propias del higado que puede conllevar a la formacion de una fibrosis hepatica. Ademas de causar
una elevacion de las enzimas glutamato deshidrogenasa y alanina aminotransferasa (Martinez,
2005; Meeusen, 1999; Rodriguez et al., 2014). Una vez que llegan al pulmoén el dafio se presenta
por la destruccion del tejido provocado por la ruptura de capilares y de alveolos originandose una
vez mas la presencia de severas hemorragias, lo que llega a afectar la capacidad respiratoria, por
esta razon se ha relacionado que en personas asmaticas puede haber exacerbacion de la patologia
pulmonar conjuntandolo con la alergia preexistente, dejando como secuela material cicatrizal

asociado a la reparacion del 6rgano (Maizels, 2013; Martinez, 2005).

Estudios histopatologicos en cerebro de raton han demostrado que la presencia y deposito
de las larvas en el cerebro conllevan a la desmielinizacion y degeneracion de las fibras nerviosas,
asi como se han registrado cambios conductuales en estos y el desarrollo de sintomas nerviosos.
Mientras que estudios en el humano han demostrado que la presencia de las larvas en el tejido
nervioso esta asociada al bajo desarrollo y déficit cognitivo en nifios (Alba, 1999; Akao et al., 2003;
Strube et al., 2013;). Adicionalmente otros o6rganos pueden verse infectados por la migracion
larvaria como lo son: musculo cardiaco y esquelético que con la respuesta inmune ocasionan en
estos una miocarditis y una polimiositis; de igual manera son capaces de infectar el rifion causando
una glomerulonefritis y al ojo, donde se puede llegar al desprendimiento de la retina (Meeusen,

1999; Pérez, 2008).
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La infeccion producida por los estadios larvarios sigue un comportamiento dependiente de
la cantidad de huevos conteniendo L2 que son ingeridos por parte del hospedador (Martinez, 2005).
En el hospedador definitivo al encontrarse también la fase adulta del parasito, este puede interferir

con el paso de los alimentos, alterando el proceso de digestion y absorcion (Pérez, 2008).

Respuesta inmunoldgica.

La reaccion inmunoldgica ocasionada por Toxocara canis es muy similar a la que se
presenta ante otros parasitos de esta indole, provocando una respuesta de tipo Thl y Th2 pero con
predominancia de esta ultima. Esta respuesta del hospedador estara determinada por la naturaleza de
los antigenos, la cantidad de huevos larvados ingeridos y la frecuencia con la que ocurre la
ingestion, el tejido en el que ocurre el depodsito larvario, asi como la genética y el nivel de
maduracion del sistema inmunolédgico (Kwung et al., 2013; Martinez, 2005; Nussenblatt et al.,
2010).

Dicha respuesta Th2 regula la liberacion de las citocinas 1L-4, -5, -10, -13, con la finalidad
de que las células inmunes implicadas, trabajen de manera orquestada para ejercer una respuesta
inflamatoria. La IL-4 actia como agente mitogénico y ayuda a promover la diferenciacion de los
linfocitos B, ademas de montar una respuesta policlonal por IgE e IgG, y es de esta manera que
contribuye a la estimulacion de la mastocitosis originando una respuesta inflamatoria al llevarse a
cabo la degranulacion de estas células. Mientras que la IL-5 es un factor quimiotactico para
eosinofilos cuya funcion aparte de inducir una eosinofilia tanto a nivel local como a nivel
sanguineo, es capaz de promover la diferenciacion y funcion de estos mismos (Kwung et al., 2013;
Maizels, 2013; Martinez, 2005). Por lo que durante la infeccion con Toxocara canis dos principales
caracteristicas en la respuesta del hospedador son, la marcada eosinofilia asi como una

hipergammaglobulinemia (Kwung et al., 2013).

Actualmente se sabe que durante una infeccion ocasionada por helmintos, no sélo se
presenta el dafio ocasionado por la patogenicidad per se del parasito, sino que al interactuar con el
sistema inmune del hospedador, éstos son capaces de modularlo para que se vea alterada la
respuesta ante otros patégenos o que la misma respuesta inflamatoria ocasione mayor dafio que el
parasito (Mulcahy et al., 2004; Nussenblatt et al., 2010). En este caso, la constante liberacion de los
antigenos de secrecion y excrecion de Toxocara canis es un estimulo que conlleva a la prevalencia
de la eosinofilia, asi como a la produccion de anticuerpos del isotipo IgE, dando como resultado que

aparezcan complicaciones sistémicas (Kwung et al., 2013).
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El papel de los eosindfilos esta enfocado a la eliminacion del parasito por medio de su
unién a los complejos antigeno-anticuerpo para que asi tengan la capacidad de activarse y poder
liberar sus granulos citotdxicos, dentro de los cuales se secretan distintas proteinas catidnicas como
la neurotoxina derivada del eosinofilo, la proteina cationica eosinofilica, la peroxidasa eosinofilica y
la proteina basica mayor, junto con otros radicales libres. No obstante esta respuesta no es eficaz
debido a que los estadios larvarios tienen la capacidad de resistir este ataque ya que pueden

desprenderse de su envoltura sin que estos se vean comprometidos (Maizels, 2013; Martinez, 2005).

La respuesta inflamatoria también comprende la participacion de neutréfilos y macrofagos,
que junto con los eosinofilos forman agregados celulares que se encuentran rodeados de una capa
de fibrocitos, colageno y células epiteliales. Donde se llega a contener dentro de estos granulomas a
las larvas, pero que finalmente logran liberarse de estos y continian con su migracion, dejando por
un lado dentro de los granulomas un contenido antigénico derivado de los antigenos secretores-
excretores (TES). Estos antigenos al encontrarse presentes siguen siendo un estimulo que genera la
permanencia de las células inflamatorias conllevando asi a la patologia asociada a esta respuesta

(Alba, 1999; Kwung et al., 2013; Martinez, 2005).

El higado y los pulmones son dos de los principales organos afectados en muchas
helmintiasis debido a que son parte de la ruta de la migracion del parésito y que al actuar como
filtros de estos, se ven afectados a consecuencia de la inmunopatologia. Siendo que los mecanismos
patogénicos son similares en estos organos, los sintomas clinicos varian dependiendo de su
condicion fisiologica, del grado de compromiso en que se encuentren y, en funcién de que tan
violenta sea la respuesta inflamatoria, asi como del nimero de parasitos presentes (Meeusen, 1999).
La presencia de las larvas en el pulmon, es de especial interés ya que inducen hiperreactividad en
las vias respiratorias mediada principalmente por los productos eosinofilicos dafiando el epitelio
respiratorio que de esta producen necrosis del mismo generando un aumento de la respuesta
inflamatoria, que a su vez lleva la consiguiente liberacion de quimiocinas que incrementan el
infiltrado celular. De igual manera es necesario mencionar a la poblacion celular de linfocitos doble
negativos (CD4™ CDS"), que se encuentran distribuidos en el pulmoén, y que favorecen ain mas el
estimulo eosinopoyético ocasionado por la liberacion de la IL-5, por lo que influyen de gran manera
en la patogenia pulmonar, encontrada principalmente durante la primera fase migratoria de

Toxocara canis (Foster et al., 2002; Maizels, 2013).
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Estudios actuales han descrito la participacion de linfocitos T reguladores durante la
infeccion de Toxocara canis; esta poblacion se encarga principalmente de mantener una
homeostasis en el sistema inmunologico mediante la supresion de la expresion de ciertas citocinas
inhibiendo asi la proliferacion de linfocitos CD4" y CDS8", generando un balance entre las
respuestas Thl y Th2. Durante ciertas infecciones parasitarias se ha visto que contribuyen a
mantener una regulacion de la inmunopatologia provocada por estas, pero a su vez esta regulacion
permite la supervivencia de los patogenos, por lo que este mismo perfil puede ser regulado a
conveniencia del parasito para generar condiciones favorables que le permitan su persistencia en el
hospedador (Kwung et al., 2013). En el caso de Toxocara canis atn no se ha descrito la importancia
de estas células, pero se ha reportado su presencia de manera indirecta en los granulomas que se
encuentran presentes en el higado por medio de la elevada expresion del factor de crecimiento
tumoral beta, (TGF-f) ya que esta citocina ademas de promover la produccion de coldgeno y del
desarrollo de la fibrosis, es también necesaria en la supervivencia y funcion de los linfocitos T
reguladores (Kwung et al., 2013; Martinez, 2005;). Junto con esta poblacion se ha descrito la
actividad de los macrdfagos alternativamente activados (AAM) en el tejido pulmonar y se propone
que su actividad esta relacionada con la reparacion y proteccion de la inmunopatologia causada por
Toxocara durante y después de la interaccion del estadio larvario en su migracion (Lopez et al.,

2013).

Es ampliamente aceptado que la respuesta de tipo Th2 no es siempre efectiva para combatir
a las fases extraintestinales de algunos helmintos, siendo que la respuesta humoral en los
hospedadores paraténicos contra la larva 2 de Toxocara canis no ejerce una efectiva funcion
protectora (Lopez et al., 2013). Esto se debe a que se ha comprobado en varios modelos
experimentales que la produccion de anticuerpos no reduce la cantidad de larvas durante la
infeccion. Los mecanismos involucrados en esta falta de proteccion son varios, el primero de ellos
se relaciona con que la respuesta de anticuerpos que se monta principalmente contra los TES, los
cuales son excretados hacia al exterior del parasito ejerciendo efectos quimiotacticos sobre
neutrofilos y eosinodfilos, ademas de que el parasito tiene la facilidad de desprenderse de su cubierta,
quedando de esta manera protegida contra el reconocimiento de los anticuerpos y la subsecuente
fijacion del complemento o de las células efectoras. Otro mecanismo propuesto es el efecto
mitogénico de los antigenos de Toxocara sobre los linfocitos B teniendo como resultado la
produccion de una gran cantidad de anticuerpos no especificos asi como de autoanticuerpos (Alba,
1999; Martinez, 2005). Este incremento policlonal inespecifico de IgE genera el bloqueo de los

receptores de membrana de las células eosinofilicas impidiendo asi su unién con las larvas, de
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manera que son incapaces de llevar a cabo de manera efectiva su funcion protectora. Todo este
mecanismo representa un gran desgaste para el hospedador, que resulta inservible puesto que el
parasito tiene la habilidad de seguir renovando de manera permanente los TES amplificando el

detrimento de los tejidos del hospedador por la respuesta inmunologica (Martinez, 2005).

Antigenos de secrecion y excrecion.

Son productos antigénicos que se originan en la glandula esofagica, secretados por medio
de la cavidad oral o liberados a través de las ramificaciones caudales que se encuentran en esta
glandula y que desembocan por el poro excretor de la larva. De esta manera se integran a la cuticula
para asi ir formando la epicuticula mostrada en la figura 6 que tiene aproximadamente 10-20 nm de
espesor y cuya funcion se asemeja a la de una barrera, ya que se encarga de aislar y cubrir al

parasito (Pérez, 2008).

T, nl e

Figura No. 6. Cuticula de la fase larvaria de Toxocara canis. Se muestra el recubrimiento de la superficie.
(Tomada de Maizels y Page, 1990).

Por medio de la aplicacion de metodologias y técnicas cada vez mas sofisticadas se ha
permitido la identificacion de al menos 50 distintas moléculas en los sobrenadantes de los cultivos
larvarios y que se han caracterizado como mucinas, lectinas de tipo C y como proteinas de union a
la fosfatidiletanolamina (Maizels y Page, 1990; Martinez, 2005). Dentro de la composicion de estas
glicoproteinas se presentan principalmente dos azicares importantes la N-acetilgalactosamina y la
galactosa, como se muestra en el cuadro 5 (Alba, 1999). Se ha comprobado que estos
glicoconjugados, son de suma importancia en la relacion hospedador-parasito, ya que tienen la
capacidad de modular la respuesta inmunolédgica del hospedador (Grieve, 1990), esto debido a que

una de las funciones que tienen estos antigenos es permitir la sobrevivencia y adaptacion del
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parasito en los tejidos del hospedador, siendo esto un factor importante en el parasitismo (Martinez,

2005).

Cuadro No. 5. Composicion de los Carbohidratos presentes en los TES

AZUCAR ug/mg PROTEINA
N-Acetilgalactosamina 401.4
Galactosa 168.2
Manosa 43.7
N-Acetilglucosamina 32.9
Glucosa 23
Fucosa 16.2
Xilosa 1.5

(Tomado de Meghji y Maizels, 1986).

Dentro de la actividad bioldgica los TES se han relacionado con la exacerbacion de las
respuestas alérgicas, activacion del complemento y estimulacion eosinofilica (Meghji y Maizels,
1986). Ademas de ejercer distintos mecanismos de inmunoevasion que favorecen la actividad
parasitaria. Entre ellos se encuentra la capacidad que tienen de desprenderse de la superficie de la
cuticula o epicuticula, al llevarse a cabo la interaccion con los anticuerpos, proteinas del
complemento, asi como por los receptores de las células eosinofilicas, que por medio citocinas y
quimiocinas fueron atraidas al lugar donde se monta la respuesta. Estas células junto con
macrofagos, linfocitos, fibroblastos, etc, inducen a la formacion de granulomas, donde se lleva a
cabo la liberacion de productos toxicos como resultado del intento de eliminar al cuerpo extrafio,
pero que gracias a la capacidad que tiene de desprenderse de la epicuticula el parasito puede
liberarse del interior del granuloma y posteriormente renovar esta superficie, esto sin que se vea
afectada la viabilidad de las larvas. Otro efecto que tienen estos antigenos es la patologia asociada a
la respuesta inmunolodgica, que por medio de sus distintos mecanismos efectores, promueve la

pérdida de la funcion y destruccion de los tejidos del hospedador (Callister et al., 2008).

El TES 26 es una antigeno que se ha caracterizado como una proteina de unién a la
fosfatidiletanoldiamina y que al encontrarse en la cuticula del estadio larvario (L2) le permite la
union a la membrana citoplasmatica del hospedador (Pérez, 2008). El TES 32 muestra una gran
similitud con las lectinas de tipo C, las cuales se encuentran relacionadas con el sistema inmune, ya
que estas glicoproteinas forman parte de los receptores de las células de este sistema, como lo son la
selectina, el receptor de baja afinidad para IgE, asi como otros receptores que se encuentran en las

c€lulas dendriticas o células asesinas (NK; por sus siglas en inglés); Esta proteina forma parte de la
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capacidad inmunoevasora que tiene el parasito para contrarrestar dicho sistema, mediante el
mimetismo molecular que tiene con estos receptores o a través de la competicion por los ligandos
de las selectinas que se encuentran en la superficie de las células del hospedador. Bloqueando de
esta manera la adhesion de las células leucocitarias al endotelio vascular y evitando que se lleve a
lleve a cabo o se retrase el proceso de infiltracion celular hacia al tejido, en respuesta al proceso
inflamatorio, como se muestra en la figura 7 (Maizels y Page, 1990; Martinez, 2005). De igual
manera los TES 45, 55 y 70 tienen propiedades de lectina, perteneciendo asi a la misma familia que

el TES 32, ademas de que este ultimo tiene la capacidad de precipitar a los anticuerpos.

Figura No. 7. Mecanismos Inmunoevasores. El TES-32 interfiriendo con los pasos de la respuesta inmune
como lo es la extravasacion mediada por el reconocimiento de las selectinas en las células endoteliales por los
leucocitos. Asi como la inhibicion de los especies reactivas de nitrogeno y oxigeno por medio de enzimas

antioxidantes presentes en los TES (Modificado de Maizels y Yazdanbakhsh, 2003).

El TES 120 es una mucina que se encuentra altamente glicosilada y que es de suma
importancia para el parasito ya que es el componente mas abundante en la cubierta de las fases
larvarias de Toxocara canis, formando una lamina que recubre a la cuticula de este nematodo y que
se encuentra en constante renovacion tal y como se muestra en la figura 8. Este producto antigénico
estd compuesto por 3 componentes que se pueden distinguir en las bandas formadas cuyo
corrimiento electroforético consiste en una movilidad en los 120 kDa. Dentro de las caracteristicas
que hacen de gran importancia a este componente se encuentra su resistencia a la tripsina,

quimiotripsina y pepsina ya que no son capaces de poder degradar esta cubierta permitiendo que la
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larva pueda sobrevivir en el tracto gastrointestinal (Meghji y Maizels, 1986), ademas de ser la
principal proteina responsable del desprendimiento de la superficie larvaria ante la interaccion con
los componentes del sistema inmunologico del hospedador, protegiendo y asegurando Ia

supervivencia de la larva.

Superficie TES

posd | +— 400 kDa

120 kDa —— | (|| D] «—— 120x0a

70kDa — 4 [ | pl 4—— 70 kDa,
55 kDa —— | '**

2 08— (DO «— 200
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Figura No. 8. Corrimiento electroforético de las glicoproteinas de la superficie larvaria y de los antigenos de
secrecion excrecion de Toxocara canis. Se muestra la similitud antigénica que presentan los TES con la

superficie de la cuticula larvaria. (Tomada de Maizels y Page, 1990).

Otro antigeno secretado por Toxocara canis es el TES 400 que ha sido caracterizado como
un proteoglicano que al igual que los TES 32, 45, 55 y 70; el TES 400 posee dominios de lectina.
Estos antigenos de excrecion y secrecion también se ven involucrados en los procesos de nutricion
y en la penetracion hacia los tejidos (Fakhar et al., 1987), mediante enzimas proteoliticas que
pertenecen a la familia de las cistein proteasas, como lo son las catepsinas y la asparginil
endopeptidasa (Maizels, 1990). De igual manera se ha reconocido la presencia de la super 6xido
dismutasa, que al ser una enzima de caracter antioxidativo desempefa su funcion eliminando los
radicales libres provenientes del estallido respiratorio, siendo asi otra manera de contrarrestar la
respuesta inmunoldgica (Maizels et al., 2000). Finalmente se han detectado proteinas que son
homologas a los alérgenos de veneno, asi como también a la aquaporina y a la prohibitina, la
primera de estas se encuentra relacionada con la elevada presion hidrostatica que presentan los

cuerpos de los nematodos y que permiten la locomocion de estos. Mientras que la Gltima de ellas es
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un inhibidor del ciclo celular relacionada con el proceso de arresto larvario (Martinez, 2005;
Schabussova et al., 2007).

Debido a la actividad biolégica de estos antigenos, se ha propuesto que son un factor
importante en los mecanismos de inmunoevasion del parasito, puesto que son las proteinas contra
las que se monta principalmente la respuesta inmune pero que al ser secretadas al exterior del
helminto, la respuesta inmune no es capaz de cumplir con su funcién protectora. Por lo que los TES
sirven como distractor del sistema inmunologico significando asi un desgaste para el hospedador
ademas de que se asocia la patologia y perdida de la funcion de los tejidos por la presencia del

proceso inflamatorio (Alba, 1999; Pérez, 2008).

Diagnostico.

La toxocariosis es una zoonosis presente en muchos paises independientemente de su
condicién econdmica. Sin embargo, el numero de casos reales de toxocariosis se encuentra
subestimado debido a la falta de programas de vigilancia adecuados. Aunque existen algunas
pruebas diagnosticas, es necesario mejorar su sensibilidad y su especificidad. La toxocariosis es
catalogada como una de las cinco enfermedades mas importantes que se encuentran descuidadas de

acuerdo al CDC (Garcia et al., 2014).

Las técnicas coproparasitoscopicas son las preferidas para la deteccion de nematodos
gastrointestinales debido a que son sencillas y accesibles para la mayoria de los centros médicos, sin
embargo, el desarrollo de fases adultas capaces de ovopositar en el intestino no se lleva a cabo en

humanos, haciendo que estas técnicas pierdan su utilidad.

La diversidad de condiciones clinicas asociadas a los diferentes 6rganos donde las larvas de
Toxocara pueden presentarse hace dificil el diagnostico de la toxocariosis. Es por ello que el
diagnostico definitivo se realiza por medio de biopsias y la deteccion visual del parasito. Debido a
que es un procedimiento extremadamente invasivo y depende de la carga larvaria y el estadio de la
infeccion, no suele recomendarse y es por eso que se han desarrollado nuevos métodos

inmunologicos de diagndstico (Garcia et al., 2014).

21



Pruebas no especificas.
e Conteo sanguineo.

En el sindrome LMV, los conteos sanguineos siempre mostraban la
presencia de eosinofilia sanguinea, la cual se encontraba muy marcada y en
ocasiones era masiva, aproximadamente 10,000 células/mm®. En la toxocariasis
encubierta los valores de la eosinofilia sanguinea en promedio son menores,
aproximadamente 1500 células/mm’. En la toxocariosis ocular, los niveles de
eosinofilia sanguinea por lo general se encuentran dentro del intervalo normal
debido a que la infeccion es causada unicamente por una larva. Sin embargo,
cuando el ojo se ve afectado debido a la migracion de la larvas durante una
infeccion generalizada la eosinofilia sanguinea se manifiesta (Fillaux y Magnaval,
2013).

e Examen citologico de otros fluidos.

La presencia de larvas de Toxocara canis en el SNC generalmente se
encuentra acompafiado de eosinofilia y pleocitosis en el liquido cerebro espinal
(CSF). La presencia de eosinodfilos también se reportd en el humor vitreo en la
toxocariasis ocular, sin embargo, el poco volumen de este tipo de muestra hace esta
técnica poco util en la practica (Fillaux y Magnaval, 2013).

e Niveles totales de IgE sérica.
En la infeccion tipica por Toxocara canis el 79% de los pacientes presentan

un incremento en el nivel total de IgE sérica (Fillaux y Magnaval, 2013).

Inmunodiagnéstico.

La prueba de ELISA para detectar IgG anti Ag TES (IgG TES-ELISA) se ha
convertido en la prueba de referencia para el inmunodiagndstico de la toxocariasis (Fillaux
y Magnaval, 2013). Debido a que los TES son altamente inmunogénicos durante la
infeccion, han sido el blanco de los estudios para la realizacion de nuevos métodos de
diagnodstico (Garcia et al., 2014). Jaquier et al. reportaron la ocurrencia de reacciones
cruzadas cuando se analizaban sueros de pacientes con estrongiloidiasis o triquinelosis.
Esto correlacionaba con lo reportado por Lynch et al. que demostraron que los sueros de
pacientes con ascariasis inducian resultados elevadamente positivos. El indisputable
problema de especificidad que presentaba la prueba de TES-ELISA al ser empleada en
sueros de pacientes con la sospecha de multiples parasitosis incit6 el desarrollo de un

método mas especifico sin una pérdida significativa de sensibilidad. En la estela de la
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mejora del inmunodiagnoéstico del HIV, un método de diagnostico empleando la técnica de
Western Blot (WB) para detectar IgG especificas anti Ag TES fue establecido a finales de
los afios 80’s por Magnaval et al. (Fillaux y Magnaval, 2013). Estadisticamente, el ensayo
de WB se correlaciona bien con TES-ELISA, pero el primero resulta mas especifico para
patrones de bandas correspondientes a fracciones de bajo peso molecular, evitando asi
problemas de reactividad cruzada con sueros infectados con otras enfermedades helminticas

(Magnaval et al., 1991).

Tratamiento.

La decision de tratar la toxocariasis puede resultar dificil, algunos autores se cuestionan la
necesidad de tratarla debido a su naturaleza subclinica, por otro lado algunos se preocupan por las
posibles respuestas alérgicas que se desencadenan a raiz del tratamiento con antihelminticos ya que
en algunos casos, como en la LMO, dichas respuestas pueden ser peores que la misma infeccion.
Sin embargo, la toxocariasis humana es de caracter cronico lo cual puede resultar en una
reactivacion en la migracion de las larvas y estas pueden llegar al cerebro y al ojo. Es por lo anterior
que se requiere un tratamiento especifico para el sindrome de LMV y algunos casos de toxocariasis
encubierta. En el caso de LMO y de la neurotoxocariasis dependera de lo observado en el aspecto
clinico y pruebas de laboratorio, sin embargo, debido a las reacciones alérgicas el tratamiento

antihelmintico debe ir siempre acompanado de un tratamiento para prevenir reacciones alérgicas.

Entre los farmacos disponibles para el tratamiento de la toxocariasis se encuentran los
derivados bencimidazolicos, la dietilcarbamacina o las lactonas macrociclicas como la ivermectina
y se han desarrollado pruebas en animales para evaluar la eficacia del levamisol y la nitazoxanida.

(Ahmad, 2012).

En el caso de los derivados bencimidazolicos se han hecho pruebas en animales para
comparar la eficacia relativa de cada una. Diversos estudios han encontrado que el tiabendazol
produce una marcada disminucion en la migracion larvaria aunque su efecto larvicida es muy pobre.
El mebendazol resultd efectivo en la reduccion en el numero total de larvas. En el caso de los
humanos el panorama es menos claro debido a las pruebas clinicas. Se realizé una prueba para
comparar la efectividad del tiabendazol contra el albendazol siendo este ultimo mas efectivo. El
estudio recomendaba el uso del albendazol para el tratamiento del sindrome de LMV y LMO como

una dosis minima de 10 mg/Kg diario durante 5 dias. Se han realizado pruebas para el mebendazol
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concluyendo que este posee una eficacia moderada para el tratamiento de la toxocariasis. (Ahmad,

2012).

Hoy en dia el albendazol se ha convertido en un farmaco comun en el tratamiento de la
toxocariasis, posiblemente debido a la ausencia de reacciones adversas en la mayoria de los paises.
Por otro lado el tiabendazol ha resultado moderadamente efectivo, pero debido al alto indice de
efectos secundarios no deseados rara vez recomendado y en algunos paises ha sido retirado del

mercado. (Ahmad, 2012).

En el caso de la ivermectina los médicos se ven tentados a usarla debido a que puede
administrarse en una sola dosis de 12 mg y posee pocos efectos secundarios. Sin embargo, no se
han realizado estudios controlados para verificar su efectividad. Cuando ha sido probado en casos
de toxocariasis encubierta ha demostrado tener solo un 40% de efectividad en la reduccion de las
manifestaciones clinicas y no hubo disminucién en el conteo sanguineo de eosindfilos. Por lo tanto
son necesarios mds estudios para evaluar el uso de la ivermectina como tratamiento de la

toxocariasis. (Ahmad, 2012).
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Justificacion.

Toxocara canis es un nematodo que parasita a los canidos, de gran potencial zoondtico
siendo capaz de parasitar al humano en el cual puede inducir tres tipos de sindromes, el de larva
migrans visceral, larva migrans ocular y toxocariosis encubierta. La evolucion de las entidades
clinicas, durante la infeccion se ven relacionadas con la interaccion fisica del parasito con el
hospedador durante la migracion o deposito larvario asi como por la liberacion de los antigenos de
secrecion y excrecion, que llevan a la aparicion de hemorragias ocasionadas por la destruccion de
los tejidos, ademas del dafio que se encuentra asociado al proceso inflamatorio que conlleva a la
formacion de granulomas que se encargan de encapsular a la larva, la cual llega a tener la capacidad
de permanecer viable por un periodo prolongado asi como también puede escapar de la respuesta

del sistema inmunolégico.

Ademas de la capacidad que tiene para infectar a otros hospedadores mas alla del definitivo,
existe un alto riesgo de infeccion humana ya que tan solo en la ciudad de México existen
aproximadamente 1,300,000 perros callejeros, en los cuales se han llegado a reportar una
seroprevalencia de anticuerpos anti T.canis del 66%, indicando asi que han estado en contacto con
el parasito (Martinez et al., 2008). Un perro promedio llega a eliminar 136g de heces por dia y que
con una infeccion ligera de T. canis resulta en la liberacion de 10,000 huevos por cada gramo de
heces, que estos al ser eliminados en la calle algunos encontraran las condiciones apropiadas para
sobrevivir en el suelo permaneciendo viables por afios (Ahmad et al., 2011). Siendo que la
contaminacion por Toxocara spp. encontrada en los parques de la ciudad de México es de 60-67%,
mientras que en el Estado de México oscila entre 25-30% llegandose a reportar de 3-6 huevos por

gramo de suelo, con una viabilidad mayor al 80% (Romero et al., 2013; 2014).

La falta de atencion respecto a medidas sanitarias por propietarios de perros o por
autoridades, tales como la limpieza periddica de los parques removiendo las heces, asi como el
control integral de los parasitos en canidos y mantenimiento de las vialidades incrementa el riesgo
de infeccion debido a la facilidad con la que los huevos son integrados en la tierra, ademas la lluvia
convierte en lodo la tierra que es transportada por vehiculos y los propios pies; que al secarse se
convierte en polvo que contamina superficies. Este material tiene un elevado potencial para
suspenderse en aire con el viento generado por los cambios de temperatura o el movimiento
vehicular aumentando su diseminacion en el ambiente. Esto causa que humanos o animales respiren

el polvo que contiene los huevos larvados provocando su depdsito en el tejido pulmonar causando
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una forma diferenciada de afectacidn, situacién que no ha sido estudiada ya sea en el caso de este
nematodo como el de otros geohelmintos, lo que nos llevo a la realizacion de este trabajo con la
finalidad de estudiar este tipo de interaccion. En este caso las estructuras se impactan en el tejido
pulmonar y se mantienen pasivas, actiian como cuerpo extrafios que adicionalmente liberan, a través
de sus cubiertas sus productos de secrecion y excrecion que son responsables de generar una

violenta respuesta inflamatoria.
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Hipotesis.

La aspiracion de huevos larvados de Toxocara canis ocasionara el desarrollo de una
respuesta inflamatoria en el tejido pulmonar de ratas Wistar, originada por su presencia y debido
tanto a los antigenos de la cubierta del huevo como a la liberacion de los antigenos de secrecion y
excrecion, provocando el colapso del tejido pulmonar y generando cambios tisulares. De esta
manera se simula la posible afeccion que se desarrollara en el humano en caso de inhalacion de

particulas de polvo contaminadas con huevos larvados de Toxocara canis.
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Objetivos.

Objetivo general:

Estudiar los efectos de la presencia de huevos larvados de Toxocara canis en el tejido
pulmonar de ratas Wistar por la inoculacion de dichos huevos, que en la naturaleza pueden ser
encontrados como contaminantes suspendidos en el aire, y caracterizar asi las alteraciones
microscopicas que se encuentren en esta forma diferenciada de infeccion, en comparacion a las

presentadas por los otros sindromes generados por este nematodo.

Objetivos particulares:

I.  Contribuir al estudio de las lesiones pulmonares asociadas a las fases infectantes de
Toxocara canis utilizando ratas Wistar como modelo bioldgico.

II.  Estudiar la evolucién de las lesiones mediante diversas técnicas histopatologicas y la
técnica de Inmunohistoquimica, para evidenciar el papel de los antigenos de excrecion
secrecion y de los antigenos somaticos larvarios de Toxocara.

III.  Estudiar la evolucion en la composicion de los infiltrados celulares presentes en el tejido
pulmonar de los animales infectados, por medio de distintas tinciones histologicas
evidenciando asi las células inflamatorias presentes ocasionadas por la presencia de los

huevos larvados.
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Diagrama de flujo.
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Material y métodos.

Material biolédgico.

Cadaveres de cachorros menores de 6 meses de edad capturados por el personal del Centro
de Control Canino del Municipio de Cuautitlan Izcalli, Estado de México de sexo indistinto y 43
ratas Wistar, que fueron alojadas en cajas de policarbonato destinadas a su mantenimiento,
suministrandoseles agua y alimento para roedores ad libitum. Para la obtencién de un suero
policlonal con anticuerpos de isotipo IgG anti Toxocara canis se inocularon cinco conejos machos
de raza Nueva Zelanda, estos anticuerpos se utilizaron para el marcaje de los antigenos durante el
proceso inmunohistoquimico. Estos se alimentaron con un producto comercial y agua ad libitum,
albergandolos en jaulas con mantenimiento de limpieza diariamente. En el manejo de animales se
cumplieron con las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio como lo son: la movilizacion, técnicas experimentales, eutanasia y medidas de

bioseguridad que se encuentran contempladas en la NOM-062-Z0O0O-1999.

Protocolo experimental.

Obtencion de parasitos adultos y cultivo de huevos de Toxocara canis.

Se colectaron parasitos adultos de T. canis a partir del intestino delgado de los perros
capturados por el Centro de Control Canino con infeccion natural, después de obtenidos se
depositaron en agua, enjuagandolos y posteriormente se separaron las hembras. Las hembras de T.
canis fueron depositadas en cajas Petri con solucion salina fisiologica (SSF) formolada al 2% y se
disectaron para extraer el itero por una incision en la parte media del cuerpo, posteriormente el
utero fue seccionado para extraer los huevos. Los huevos se sometieron a centrifugacion a una
velocidad de 600g por 5 minutos para eliminar el exceso de contaminantes. El boton de huevos
sedimentados fueron colocados en cajas Petri con SSF formolada al 2% y se incubaron en una
estufa bacterioldgica a una temperatura entre 20 y 22 °C durante 28 dias para lograr el desarrollo de
la larva 2 pasiva infectante. Al término del proceso se verifico la viabilidad de los cultivos mediante
la observacion al microscopio del movimiento larvario dentro de los huevos. La estimacion de

huevos en el indculo se realizd contando al microscopio 10 veces el total de huevos larvados
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presentes en 50 ul. de cada cultivo, depositados en un portaobjetos, se sacod el promedio y se

multiplico por 20, el resultado fue el nimero de huevos larvados por mL de medio.

Infeccion experimental.

Se utilizaron 43 ratas que fueron divididas en dos grupos experimentales, cada uno con 20
ratas y uno con control y testigo de 3 animales. Los grupos se inocularon directamente por la
traquea, de modo que fueron sedados por medio de xilazina haciendo una incision en la piel a la
altura de la traquea de aproximadamente 2 cm, por la que se deposito el volumen de suspension con
50 y 100 huevos larvados de Toxocara canis respectivamente. Los animales se mantuvieron en
observacion durante los primeros dias junto con la aplicacion de timerosal como lavado antiséptico.
Posteriormente se sacrificaron 5 animales de cada grupo a los dias 5, 10, 30, 60, obteniéndose por

diseccioén los pulmones y que fueron fijados con formol para su procesamiento histopatologico.

Procesamiento histopatologico.

Se realizaron cortes transversales a la altura de los bronquios primarios de los pulmones de
cada rata para su posterior tincion con hematoxilina y eosina, tricromica de Van Gieson, naranja de
acridina, azul de toluidina y cromotropo 2R para evaluar las alteraciones inducidas, ademas de
varios cortes blanco para su uso en inmunohistoquimica mediante el método ABC (Avidin-Biotin
Complex) para demostrar la presencia de los TES. Llevando a cabo el procedimiento que se
describe a continuacion:

1. Fijacion: Las muestras se fijaron utilizando formol al 10%

2. Deshidratacion: Las muestras se deshidrataron utilizando alcoholes de menor a mayor
concentracion (70, 80, 96, y 100%) con su posterior aclaramiento mediante el uso de xilol

3. Infiltracion e inclusion en parafina: Se llevo a cabo el proceso para la formacion de bloques
para posteriormente llevar a cabo los cortes histologicos, con un espesor de 5 pum.

4. Desparafinado: Las muestras se incubaron durante 30 minutos en estufa bacteriologica a 60°C
para fundir la parafina; posteriormente se sometieron a 3 bafios de xilol de 15, 10 y 5 minutos
cada uno, en vasos coplin.

5. Hidratacion: Después del desparafinado se hidrataron las muestras utilizando alcoholes de
mayor a menor concentracion (100, 96, 80 y 70%) de 5 minutos cada uno y llevandolos hasta

PBS durante 15 minutos.
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10.
11.

Tinciéon de muestras con hematoxilina y eosina, mostrando el dafio provocado y la composicion
celular de los infiltrados.
Tincion de muestras con la técnica Tricromica de Van Gieson, evidenciando la formacion de
colageno debido al proceso fibrotico.
Tincion de muestras con naranja de acridina, para asi evidenciar las células que se encuentren
en apoptosis.
Tincion azul de toluidina, mostrando la presencia de los mastocitos en los infiltrados celulares.
Tincion con cromotropo 2R, evidenciando los infiltrados de células eosinofilicos.
Proceso Inmunohistoquimico: Todos los pasos de este proceso se desarrollaron en camaras
htimedas, utilizando el kit inmunohistoquimico Immunoperoxidase Secondary Detection
System. Merck Millipore IHC Select, tal como se describe en el siguiente listado:
a) Recuperamiento antigénico con tripsina al 0.01% durante 15 minutos
b) Tres lavados con PBS-T por 5 minutos cada uno en agitacion constante.
c) Bloqueo de la actividad de la peroxidasa enddgena con H,O, al 3% por 20 minutos.
d) Tres lavados con PBS-T por 5 minutos cada uno en agitacion constante.
e) Bloqueo de la actividad de la biotina enddgena, utilizando ovoalbiimina en una solucién
PBS-T por 30 minutos.
f) Tres lavados con PBS-T por 5 minutos cada uno en agitacion constante.
g) Saturacion de la avidina con biotina utilizando leche comercial al 5% enriquecida con
biotina por 30 minutos.
h) Tres lavados con PBS-T por 5 minutos cada uno en agitacioén constante.
i) Bloqueo de la unién inespecifica del anticuerpo secundario, con suero normal de cabra
por 30 minutos.
j)  Tres lavados con PBS-T por 5 minutos cada uno en agitacion constante.
k) Incubacion del anticuerpo primario (Suero policlonal anti-T.canis) overnight a 4°C
1) Tres lavados con PBS-T por 5 minutos cada uno en agitacion constante.
m) Incubacion del anticuerpo secundario de cabra anti conejo marcado con biotina por 10
minutos.
n) Tres lavados con PBS-T por 5 minutos cada uno en agitacion constante.
0) Incubacion con el complejo enzimatico estreptoavidina-peroxidasa, por 10 minutos.
p) Un solo lavado con TBS-T por 5 minutos en agitacion constante.
q) Revelado de las muestras empleando el cromoégeno DAB (3,3” diaminobenzidina), por
30 segundos.

r) Un solo lavado con TBS-T por 5 minutos en agitacion constante.
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s) Contraste mediante el uso de hematoxilina de Harris por 2 minutos.

12. Deshidratacion: Después de terminar la tincion con hematoxilina y el proceso
inmunohistoquimico, se deshidrataron las muestras utilizando alcoholes de menor a mayor
concentracion (70, 80, 96 y 100%) de 5 minutos cada uno y posteriormente se aclararon con dos
bafios de xilol de 5 minutos cada uno.

13. Montaje: Para la conservacion de las muestras se montaron con el uso del polimero Entelan y

cubreobjetos.

Interpretacion de los resultados obtenidos.

Las preparaciones obtenidas fueron analizadas para obtener imagenes fotograficas que
mostrardn evidencias de la presencia de los antigenos de secrecion-excrecion en el material
procesado para inmunohistoquimica o alteraciones tisulares en los tejidos pulmonares de cada grupo
experimental para hacer una descripcion detallada de las alteraciones y determinar en base al grado
de deterioro la correlacion con la cantidad de huevos inoculados. Ademas se realizaron cuadros
descriptivos de las lesiones en los individuos del mismo grupo a las distintas fechas de sacrificio
para evaluar la evolucion de las lesiones, asi como cuadros contrastando la severidad de las lesiones

en base al inoculo administrado a los diferentes grupos en las diferentes fechas de sacrificio.
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Resultados.

Tejidos de los Grupos Control y Testigo con las distintas Técnicas Histologicas.

La estructura de los tejidos procesados en el grupo control no inoculado y en el testigo
inoculado con agua inyectable, presento caracteristicas normales por lo que se confirma la ausencia
de efectos asociados a factores externos que afecten los resultados. (Figura 10, 11 y 12.) Se
inocularon animales con huevos larvados por via oral mostrando la migracién normal de larvas por
los pulmones y en estos tejidos se demostro la presencia de los organismos y reacciones positivas en
inmunohistoquimica a su presencia, lo cual muestra la capacidad del procedimiento para detectar

los antigenos somaticos asi como los de excrecion y secrecion de la larva. (Figura 9)

Inmunohistoquimica.

Figura No. 9. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmoén de rata. A) Rata testigo inoculada con agua
inyectable, observandose la ausencia de marcaje contra los antigenos de secrecion excrecion, ademas de que
se observa el tejido sin dafio tanto en el bronquiolo como en los alveolos que lo circundan (x40). B)
Amplificacion de la zona anterior (x100). C) Rata control negativo de ensayo inoculada con Toxocara canis
donde se muestra la ausencia de marcaje debido a que no se utilizoé el Ab primario y descartando reacciones
inespecificas (x100). D) Rata control positivo del ensayo inoculada con Toxocara canis donde se muestra la

presencia de una larva marcada al igual que los antigenos alrededor de esta (x400).
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Tejidos tenidos con Hematoxilina-Eosina.

Figura No. 10. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmén de rata. A) Rata control sin inocular donde
se muestra la ausencia de dafio al tejido pulmonar debido a que no se llevd a cabo ningin proceso de
infeccion (x40). B) Rata testigo inoculada con agua inyectable, donde se muestra la ausencia de dafio al tejido
pulmonar debido a que no se llevd a cabo ningun proceso de infeccion (x40). C) Amplificacion de la
fotografia mostrada en el inciso A, observandose mas a detalle el tejido pulmonar, sin infiltrado celular o
engrosamiento alveolar (x100). D) Amplificacion de la fotografia mostrada en el inciso B, observandose mas
a detalle el tejido pulmonar, sin infiltrado celular o engrosamiento alveolar (x100). E) Amplificacion de la
fotografia mostrada en el inciso C, observandose mas a detalle los alveolos en una condicion normal (x400).
F) Amplificacioén de la fotografia mostrada en el inciso E, observandose mas a detalle los alveolos en una

condicién normal (x400).
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Tejidos tenidos con la tincidon Tricromica de Van Gieson.

Figura No. 11. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmoén de rata. A) Rata control sin inocular,
donde se muestra el parénquima pulmonar tefiido de color amarillo debido a que no hay sintesis de colageno
que muestre un proceso de reparacion del tejido. Solo se observa las zonas perivasculares de coloracion roja
debido a que la membrana basal que lo compone contiene fibras de colageno (x40). B) Rata control sin
inocular, donde se muestran los alveolos sin engrosamiento e infiltrado y con coloraciéon amarillenta (x100).

C) Amplificacion de la fotografia mostrada en el inciso A, observandose mas a detalle el tejido pulmonar, y la

coloracion que posee (x400).
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Tejido tefiiddo con Naranja de Acridina.

Figura No. 12. Fotomicrografia de corte histologico de pulmén de rata. A) Rata control sin inocular, donde se
muestra solamente una célula en proceso apoptotico en el lado derecho superior de la imagen, esto debido a

que de igual manera es un proceso fisioldgico (x400).
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Descripcion de las lesiones microscopicas mediante las tinciones histologicas.
Dia 5 postinoculacion.

Animales inoculados con 50 huevos.

Se observaron areas de inflamacion incipiente con engrosamiento alveolar y perivascular
principalmente a nivel peribronquial probablemente ligadas a la difusion de los antigenos desde las
vias aéreas al parénquima, el componente celular observado incluyo a los neutréfilos y macréfagos
(Figura 14: A, Cy E). La presencia de eosindfilos en esta etapa fue escasa, (Figura 18: A) mientras
que en el tejido conjuntivo adyacente a los bronquios hubo un incremento en los mastocitos con
respecto al grupos control y testigo (Figura 19: A). Se detecto la presencia de TES concentrados en
una zona no tan amplia del parénquima cercano a dos bronquiolos siendo uno de estos terminal

(Figura 13: A, By C).
Animales inoculados con 100 huevos.

Se observaron zonas incipientes de engrosamiento alveolar principalmente a nivel
peribronquial debido a la difusion de los antigenos desde las vias aéreas al parénquima, al igual que
a nivel perivascular por la extravasacion de las células de la primera linea de defensa, como lo son
los neutrofilos y macréfagos, también se encontraron macroéfagos espumosos debida a la alta
fagocitosis de productos antigénicos (Figura 14: B, D y F). La presencia de los eosin6filos en esta
fecha de sacrificio fue escasa, (Figura 18: B) mientras que en el tejido conjuntivo adyacente a los
bronquios hubo un incremento notorio en los mastocitos respecto al grupo control y testigo (Figura
19: B). En este grupo y fecha no se detectd la presencia de TES en las porciones de tejidos

estudiados.
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Inmunohistoquimica.

Figura No. 13. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmoén de rata. A) Rata inoculada con 50 huevos y
sacrificada al dia 5 pi. Se observa la presencia de marcaje de los antigenos que difundieron a través de los
bronquios u bronquiolos. No hay presencia de dafio o de infiltrado celular alrededor de la marca (x40). B)
Amplificacion de la zona anterior (x100). C) Amplificacion de la zona anterior. Observandose mas a detalle el
marcado antigénico (x400). D) Rata inoculada con 50 huevos y sacrificada al dia 60 pi. Se observa la
presencia de marcaje de los antigenos que difundieron a través de los bronquios u bronquiolos. No hay

presencia de dafio o de infiltrado celular alrededor de la marca (x400).
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Tejidos tenidos con Hematoxilina-Eosina.

Figura No. 14. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmon de rata. A) Rata inoculada con 50 huevos y
sacrificada al dia 5 pi. Se observa de manera incipiente el engrosamiento alveolar (x40). B) Rata inoculada
con 100 huevos y sacrificada al dia 5 pi. Se observa alrededor del bronquio zonas incipientes de
engrosamiento alveolar (x40). C) Rata inoculada con 50 huevos y sacrificada al dia 5 pi. Se observa de
manera mas detallada el engrosamiento alveolar cerca de un bronquiolo (x100). D) Rata inoculada con 100
huevos y sacrificada al dia 5 pi. Se observa de manera mas detallada el engrosamiento alveolar, donde ademas
se observa vasos sanguineos con infiltrado celular, ocasionado por la llegada de células inflamatorias a la
zona de dafio (x100). E) Amplificacion de la fotografia mostrada en el inciso C, observandose mas a detalle el
engrosamiento alveolar asi como células mononucleares y polimorfonucleares (x400). F) Rata inoculada con
100 huevos y sacrificada al dia 5 pi. Se observa de manera mas detallada el infiltrado en los alveolos,

predominantemente por macr6fagos espumosos (x400).
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Tejidos tenidos con la tincidon Tricromica de Van Gieson.

Figura No. 15. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmon de rata. A) Rata inoculada con 50 huevos y
sacrificada al dia 5 pi. Se muestra el parénquima pulmonar tefiido de color amarillo debido a que no hay
sintesis de colageno que muestre un proceso de reparacion del tejido (x40). B) Rata inoculada con 100 huevos
y sacrificada al dia 5 pi. Se muestra el parénquima pulmonar tefiido de color amarillo debido a que no hay
sintesis de colageno que muestre un proceso de reparacion del tejido. Solo se observa el cartilago del
bronquio de coloracion roja debido a que en parte de su composicion contiene fibras de colageno (x40). C)
Amplificacion de la fotografia mostrada en el inciso A, observandose mas a detalle el tejido pulmonar, y la
coloracion que posee (x100). D) Amplificacion de la fotografia mostrada en el inciso B, observandose mas a
detalle el tejido pulmonar, y la coloracidén que posee, de igual manera solo se observa la coloracion roja en la
zona del bronquio (x100). E) Amplificaciéon de la fotografia mostrada en el inciso C, observandose mas a
detalle el tejido pulmonar, y la coloracion que posee (x400). F) Amplificacion de la fotografia mostrada en el
inciso D, observandose mas a detalle el tejido pulmonar, y la coloracion que posee, siendo esta tenue de color

rosado (x400).
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Dia 10 postinoculacion.

Animales inoculados con 50 huevos.

Se detectan en los tejidos de estos animales zonas mas extensas con engrosamiento alveolar
peribronquial al igual que perivascular, con presencia en estos espacios de neutrofilos pero con
predominancia de macrofagos (Figura 17: A, C y E). Se increment6 la presencia de eosinofilos
respecto a los animales del grupo sacrificado el dia 5 pero comparado con los hallazgos de dias
posteriores se considera ain como de una baja concentracion de células, (Figura 18: C) en tanto la
concentracion de mastocitos localizados en el tejido conjuntivo adyacente a los bronquios se
mantuvo estable (Figura 19: C). En estos tejidos se detectd una ligera presencia de depositos de
colageno de forma incipiente (Figura 20: A, C y E). En estas muestras no se detectd la presencia de

TES en el ensayo de inmunohistoquimica.
Animales inoculados con 100 huevos larvados.

Se observaron mayores zonas inflamatorias a nivel peribronquial y perivascular con
engrosamiento alveolar, en una mayor proporcion que los tejidos de los animales de la fecha previa
de sacrificio, en estas zonas se observd un predominio de células mononucleadas y
polimorfonucleares como neutréfilos y macrofagos (Figura 17: B, D y F). La concentracion de
eosinoéfilos en esta fecha de sacrificio aument6 en comparacion a la anterior pero de una forma muy
ligera, (Figura 18: D) en tanto la concentracion de mastocitos presentd una notable disminucion en
este grupo de animales (Figura 19: D). La presencia de coldgeno en el tejido tuvo su pico maximo
en esta dosis utilizada, pero de manera general durante todo el periodo experimental nunca se
sobrepaso el indice de 1 en nuestro score propuesto, por lo que descartamos la presencia de un
proceso de reparacion. (Figura 20: B, D y F) Se detect6 la presencia de TES concentrados en una

pequefia area del BALT situada de manera colindante con el epitelio del bronquio (Figura 16).

42



Inmunohistoquimica.

Figura No. 16. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmon de rata. A) Rata inoculada con 100 huevos
y sacrificada al dia 10 pi. Se observa la presencia de marcaje de los antigenos que difundieron a través del
bronquio, y que se encuentra en la zona del BALT (x40). B) Amplificacion de la zona anterior del extremo
superior izquierdo, donde se observa el corte transversal de una larva marcada (x400). C) Amplificacion de la
fotografia mostrada en el inciso A, observandose mas a detalle el marcado antigénico, al igual que las células

linfoides que se encuentran en el BALT (x400).
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Tejidos tenidos con Hematoxilina-Eosina.

Figura No. 17. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmoén de rata. A) Rata inoculada con 50 huevos y
sacrificada al dia 10 pi. Se observa la pérdida total de los alveolos, y un gran infiltrado celular cerca de los
bronquiolos (x40). B) Rata inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 10 pi. Se observa alrededor de los
bronquiolos zonas con engrosamiento alveolar (x40). C) Amplificacion de la fotografia mostrada en el inciso
A, observandose mas a detalle el engrosamiento alveolar asi como la infiltracién celular (x100). D) Rata
inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 10 pi. Se observa de manera mas detallada el engrosamiento
alveolar, ademas de observar un vaso sanguineo con infiltrado celular, ocasionado por la llegada de células
inflamatorias a la zona de dafno (x100). E) Rata inoculada con 50 huevos y sacrificada al dia 10 pi.
Observando macrofagos y polimorfonucleares en el infiltrado celular (x400). F) Rata inoculada con 100
huevos y sacrificada al dia 10 pi. Se observa de manera mas detallada adyacente a un bronquiolo las células

linfoides pertenecientes al BALT (x400).
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Eosinofilos.

Figura No. 18. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmon de rata. A) Rata inoculada con 50 huevos y
sacrificada al dia 5 pi. Se observan algunos eosinofilos en la zona de tejido conectivo adyacente a los
bronquios (HE, x400). B) Rata inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 5 pi. Se observa un eosinéfilo en
la zona del parénquima pulmonar (HE, x400). C) Rata inoculada con 50 huevos y sacrificada al dia 10 pi. Se
observan algunos eosindfilos en la zona de tejido adyacente a un bronquio (HE, x400). D) Rata inoculada con
100 huevos y sacrificada al dia 10 pi. Se observa un eosinéfilo en la zona del parénquima pulmonar (HE,
x400). E) Rata control sin inocular donde se muestra la ausencia de eosindfilos en la zona de tejido conectivo

adyacente a los bronquios, debido a que no se llevd a cabo ningin proceso de infeccion (HE, x100).
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Mastocitos.

Figura No. 19. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmoén de rata. A) Rata inoculada con 50 huevos y
sacrificada al dia 5 pi. Se observan varios mastocitos en la zona de tejido conectivo adyacente a los bronquios
(HE, x400). B) Rata inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 5 pi. Se observan varios mastocitos y vasos
sanguineos en la zona de tejido conectivo adyacente a los bronquios (HE, x400). C) Rata inoculada con 50
huevos y sacrificada al dia 10 pi. Se observan varios mastocitos en la zona de tejido conectivo adyacente a los
bronquios (HE, x400). D) Rata inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 10 pi. Se observan varios
mastocitos en la zona de tejido conectivo adyacente a los bronquios (HE, x400). E) Rata control sin inocular
donde se muestra la ausencia de mastocitos en la zona de tejido conectivo adyacente a los bronquios, debido a

que no se llevd a cabo ninglin proceso de infeccion (HE, x100).
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Tejidos tenidos con la tincidon Tricromica de Van Gieson.

Figura No. 20. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmoén de rata. A) Rata inoculada con 50 huevos y
sacrificada al dia 10 pi. Se muestra el parénquima pulmonar tefiido de color amarillo, solamente se observa de
coloracion roja las aéreas perivasculares y bronquiolares (x40). B) Rata inoculada con 100 huevos y
sacrificada al dia 10 pi. Se muestra el parénquima pulmonar tefiido de color amarillo, s6lo se observa la zona
perivascular de color rojo (x40). C) Amplificacion de la fotografia mostrada en el inciso A, observandose mas
a detalle el tejido pulmonar, y la coloracién que posee (x100). D) Amplificacion de la fotografia mostrada en
el inciso B, observandose mas a detalle el tejido pulmonar, y la coloracion que posee (x100). E)
Amplificacion de la fotografia mostrada en el inciso C, observandose mas a detalle el tejido pulmonar, y la
coloracion que posee, siendo esta ligeramente tenue de color rosado (x400). F) Amplificacion de la fotografia
mostrada en el inciso D, observandose mas a detalle el tejido pulmonar, y la coloracion que posee, siendo esta

tenue de color rosado (x400).
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Tejidos tenidos con Naranja de Acridina.

Figura No. 21. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmoén de rata. A) Rata inoculada con 50 huevos y
sacrificada al dia 5 pi. Se observan los alveolos sin dafio y no se encuentran células en estado apoptotico
(x400). B) Rata inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 5 pi. No se encuentran células en estado
apoptotico, solamente se muestra la presencia de dos mastocitos en la parte media del lado derecho de la
imagen (x400). C) Rata inoculada con 50 huevos y sacrificada al dia 10 pi. No se encuentran células en estado
apoptotico, solamente se muestra la presencia de varios mastocitos en coloracion anaranjada (x400). D) Rata
inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 10 pi. Se muestran células polimorfonucleares, asi como células
que se encuentran en proceso de autolisis en la parte inferior derecha de la imagen, ya que muestran el nucleo
fragmentado y su citoplasma no se encuentra acinturado, esto debido al proceso necrético. No se encuentran

células en estado apoptotico (x400).
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Dia 30 postinoculacion.

Animales inoculados con 50 huevos.

Se observo un gran aumento en la aparicion de zonas con engrosamiento y con una
aumentada intensidad alveolar igualmente en los niveles peribronquial y perivascular, conteniendo
en estos infiltrados celulares linfocitos, macrofagos (Figura 22: A, C y E) al igual que eosinofilos
con un aumento subito de esta estirpe celular tanto en el parénquima pulmonar como en el tejido
conectivo adyacente a bronquios (Figura 27: A). Hubo un ligero incremento de la presencia de
mastocitos en tejido conjuntivo adyacente a los bronquios en comparacion con los animales de la
fecha previa de sacrificio (Figura 28: A). No se detectdo la presencia de TES en los tejidos

estudiados.
Animales inoculados con 100 huevos.

Se observo un gran aumento en la aparicion de zonas con engrosamiento y con una
aumentada intensidad alveolar tanto a nivel peribronquial como a nivel perivascular, conteniendo en
estos infiltrados linfocitos, macréfagos, muchos de estos ultimos de tipo espumoso asi como una
abundancia de macréfagos espumosos por la alta ingestion de productos antigénicos, (Figura 22: B,
D y F) al igual que eosinoéfilos presentando un subito incremento tanto en el parénquima pulmonar
como en el tejido conectivo adyacente a bronquios (Figura 27: B). La presencia de los mastocitos
localizados en tejido conjuntivo adyacente a los bronquios aumentd de forma importante en este
grupo experimental fue donde mas se observo su presencia (Figura 28: B). La concentracion de
colageno se mantuvo constante respecto a los tejidos del grupo sacrificado en la fecha previa

(Figura 23: B, D y F). No se detect6 en estos tejidos estudiados la presencia de TES.
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Tejidos tenidos con Hematoxilina-Eosina.

Figura No. 22. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmon de rata. A) Rata inoculada con 50 huevos y
sacrificada al dia 30 pi. Se observa un gran engrosamiento de los septos alveolares que circundan al
bronquiolo (x40). B) Rata inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 30 pi. Se observa alrededor del
bronquiolo pérdida total de los alveolos (x40). C) Amplificacion de la fotografia mostrada en el inciso A,
observandose mas a detalle el engrosamiento alveolar (x100). D) Amplificacion de la fotografia mostrada en
el inciso B, se observa de manera mas detallada la totalidad del engrosamiento alveolar, ademas de varios
vasos sanguineos por los cuales se dio paso a la extravasacion celular (x100). E) Rata inoculada con 50
huevos y sacrificada al dia 30 pi. Observando en la periferia del vaso sanguineo infiltrado mononuclear, al
igual eosinoéfilos caracteristicos de la infeccion (x400). F) Rata inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia
30 pi. Se observa de manera mas detallada el infiltrado celular compuesto por macréfagos, monocitos y

algunos eosinofilos (x400).
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Tejidos tenidos con la tincidon Tricromica de Van Gieson.

Figura No. 23. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmoén de rata. A) Rata inoculada con 50 huevos y
sacrificada al dia 30 pi. Se muestra el parénquima pulmonar tefiido de color amarillo, solamente se observa de
coloracion roja las aéreas perivasculares y bronquiolares (x40). B) Rata inoculada con 100 huevos y
sacrificada al dia 30 pi. Se muestra el parénquima pulmonar tefiido con una coloracion ligeramente rosa (x40).
C) Amplificacion de la fotografia mostrada en el inciso A, observandose mas a detalle el tejido pulmonar, y la
coloracion que posee (x100). D) Amplificacion de la fotografia mostrada en el inciso B, observandose mas a
detalle el tejido pulmonar, y la coloracion que posee (x100). E) Amplificacion de la fotografia mostrada en el
inciso C, observandose mas a detalle el tejido pulmonar, y la coloracién que posee, siendo esta totalmente de
color amarillo (x400). F) Amplificacion de la fotografia mostrada en el inciso D, observandose mas a detalle

el tejido pulmonar, y la coloracion que posee, siendo esta ligeramente de color rosado (x400).
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Dia 60 postinoculacion.

Animales Inoculados con 50 huevos.

Las lesiones observadas presentaron una ligera disminucion en su magnitud, pero aun asi se
observaron zonas de engrosamiento con una aumentada intensidad alveolar ya no solamente
peribronquiales ni perivasculares, por lo que proponemos que este efecto puede deberse a que se
alcanzo una meseta la concentracion de los productos liberados por las larvas, sin embargo, esto
solo podria comprobarse ampliando el tiempo de infeccion para determinar si realmente se alcanzo
una meseta o si se trata del inicio de la disminucion del dafio. Dentro de estos infiltrados celulares
predominaron linfocitos, macréfagos (Figura 26: A, C y E) al igual que eosinofilos en menor
proporcion, pero que siguen siendo abundantes (Figura 27: C). La presencia de los mastocitos
localizados en tejido conjuntivo adyacente a los bronquios disminuyd en comparacion con el valor
registrado del grupo sacrificado a los 30 dias, pero de manera general podemos ver que durante todo
el periodo experimental el intervalo de variacion fue muy estrecho, por lo que su presencia se
mantuvo constante durante el proceso infectivo (Figura 28: C). La presencia de coldgeno se vio
aumentada en esta fecha de sacrificio la cual se evidencio por el aumento de la coloracion rosada en
el parénquima pulmonar, pero observando el comportamiento de la aparicién de colageno durante
todo el proceso experimental vemos que no supera el indice de 1 del score propuesto por lo que
descartamos la presencia de un proceso de reparacion (Figura 29: A, Cy E). Se encontraron algunas
células en estado apoptdtico en una zona con un ligero engrosamiento alveolar (Figura 30: C). Se
detecto una ligera presencia de TES concentrados en una zona reducida en el parénquima pulmonar

(Figura 13: D).
Animales inoculados con 100 huevos.

Se observd un gran aumento en el dafio, ya que en la gran mayoria del tejido estudiado se
encontraba en su totalidad con engrosamiento alveolar abarcando tanto zonas peribronquiales y
perivasculares como del parénquima pulmonar, conteniendo en estos infiltrados linfocitos,
macrofagos (Figura 26: B, D y F) al igual que eosinofilos cuya cantidad se vio disminuida, aunque
sigue siendo notoria su presencia tanto en el parénquima pulmonar como en la zona de tejido
conectivo adyacente a los bronquios (Figura 27: D). La presencia de mastocitos tuvo una
considerable disminucion en los tejidos de los animales de esta fecha de sacrificio (Figura 28: D).
Se encontraron algunas células en estado apoptotico pertenecientes al parénquima pulmonar (Figura
30: D). Se detecté la presencia de TES distribuidos de manera adyacente a las vias aéreas (Figuras

24y 25).
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Inmunohistoquimica.

Figura No. 24. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmén de rata. A) Rata inoculada con 100 huevos
y sacrificada al dia 60 pi. Se observa la presencia de marcaje de los antigenos que difundieron a través del
bronquiolo adyacente, ademas de la perdida de los alveolos (x100). B) Amplificacion de la zona anterior,
observandose mas a detalle el marcado antigénico (x400). C) Rata inoculada con 100 huevos y sacrificada al
dia 60 pi. Se observa la presencia de marcaje de los antigenos que difundieron a través del bronquiolo, con un
ligero infiltrado celular cerca del marcaje (x100). D) Amplificacion de la zona anterior, observandose mas a

detalle el marcado antigénico (x400).

53



Figura No. 25. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmén de rata. A) Rata inoculada con 100 huevos
y sacrificada al dia 60 pi. Se observa la presencia de marcaje de los antigenos que difundieron a través del
bronquiolo adyacente, ademas de la pérdida de los alveolos (x100). B) Amplificacion de la zona anterior,
observandose mas a detalle el marcado antigénico (x400). C) Rata inoculada con 100 huevos y sacrificada al
dia 60 pi. Se observa la presencia de marcaje de los antigenos que difundieron, no hay presencia de dafio o de
infiltrado celular alrededor de la marca (x100). D) Amplificacion de la zona anterior, observandose mas a

detalle el marcaje antigénico (x400).
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Tejidos tenidos con Hematoxilina-Eosina.

Figura No. 26. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmoén de rata. A) Rata inoculada con 50 huevos y
sacrificada al dia 60 pi. Se observa una pérdida total de los alveolos, ademas de varios vasos sanguineos y
bronquiolos (x40). B) Rata inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 60 pi. Se observa una pérdida total
de los alveolos, ademds de varios vasos sanguineos y bronquiolos (x40). C) Amplificacion de la fotografia
mostrada en el inciso A, observandose mas a detalle el engrosamiento alveolar (x100). D) Amplificacion de la
fotografia mostrada en el inciso B, se observa de manera mas detallada la totalidad del engrosamiento
alveolar, ademas de varios vasos sanguineos por los cuales se dio paso a la extravasacion celular (x100). E)
Rata inoculada con 50 huevos y sacrificada al dia 60 pi. Observando el infiltrado celular que se encuentra
adyacente al bronquiolo asi como en la luz de este. Se muestran células mononucleares asi como eosinofilos
(x400). F) Rata inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 60 pi. Se observa de manera mas detallada el

infiltrado celular adyacente al bronquiolo con predominancia de eosinéfilos (x400).
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Eosinofilos.

Figura No. 27. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmoén de rata. A) Rata inoculada con 50 huevos y
sacrificada al dia 30 pi. Se observa un infiltrado eosinofilico en la zona del parénquima pulmonar (HE, x400).
B) Rata inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 30 pi. Se observa un infiltrado eosinofilico en la zona
del parénquima pulmonar adyacente a un vaso sanguineo por donde se dio la extravasacion de estos (HE,
x400). C) Rata inoculada con 50 huevos y sacrificada al dia 60 pi. Se observa un infiltrado eosinofilico en la
zona adyacente a un bronquio (HE, x400). D) Rata inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 60 pi. Se

observa un intenso infiltrado eosinofilico en la zona adyacente a un bronquio (HE, x400).
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Mastocitos.

Figura No. 28. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmoén de rata. A) Rata inoculada con 50 huevos y
sacrificada al dia 30 pi. Se observan varios mastocitos en la zona de tejido conectivo adyacente a los
bronquios (HE, x400). B) Rata inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 30 pi. Se observa un mastocito
en la zona de tejido conectivo adyacente a los bronquios (HE, x400). C) Rata inoculada con 50 huevos y
sacrificada al dia 60 pi. Se observan varios mastocitos algunos de ellos degranulados, en la zona de tejido
conectivo adyacente a los bronquios (HE, x400). D) Rata inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 60 pi.
Se observan varios mastocitos algunos de ellos ya degranulados, en la zona de tejido conectivo adyacente a

los bronquios (HE, x400).
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Tejidos tenidos con la tincidon Tricromica de Van Gieson.

Figura No. 29. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmon de rata. A) Rata inoculada con 50 huevos y
sacrificada al dia 60 pi. Se muestra el parénquima pulmonar tefiido de color rosa, siendo més ligero en la zona
central del 16bulo pulmonar. Se observa de coloracion roja las aéreas y bronquiolares (x40). B) Rata inoculada
con 100 huevos y sacrificada al dia 60 pi. Se muestra el parénquima pulmonar tefiido de color rosa, siendo
mas ligero en la zona central del 16bulo pulmonar. Se observa de coloracion roja las aéreas y bronquiolares
(x40). C) Amplificacion de la fotografia mostrada en el inciso A, observandose mas a detalle el tejido
pulmonar, y la coloracién que posee (x100). D) Amplificacion de la fotografia mostrada en el inciso B,
observandose mds a detalle el tejido pulmonar, y la coloracion que posee (x100). E) Amplificacion de la
fotografia mostrada en el inciso C, observandose mas a detalle el tejido pulmonar, y la coloracion que posee,
siendo esta totalmente de color ligeramente rosa (x400). F) Amplificacion de la fotografia mostrada en el
inciso D, observandose mas a detalle el tejido pulmonar, y la coloracion que posee, siendo esta ligeramente de
color rosado, se puede comprar la intensidad del color con la zona perivascular que se encuentra en el mismo

campo (x400).
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Tejidos tenidos con Naranja de Acridina.

Figura No. 30. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmon de rata. A) Rata inoculada con 50 huevos y
sacrificada al dia 30 pi. Se observan mastocitos en el parénquima pulmonar, no se encuentran células en
estado apoptotico (x400). B) Rata inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 30 pi. Se observan mastocitos
en el parénquima pulmonar, no se encuentran células en estado apoptotico (x400). C) Rata inoculada con 50
huevos y sacrificada al dia 60 pi Se muestran algunas células en estado apoptético en la parte media de la
imagen, ya que muestran el nicleo fragmentado y su citoplasma se encuentra acinturado (x400). D) Rata
inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 60 pi. Se muestran algunas células en estado apoptotico en la
parte media de la imagen, ya que muestran el nucleo fragmentado y su citoplasma se encuentra acinturado

(x400).

La tinciéon naranja de acridina se usa un fluorocromo que actua como agente intercalante,
interaccionando tanto con DNA como RNA. Su absorcion de luz es maxima a 500 nm y emite una
fluorescencia de color verde a 520 nm. En este caso se describen las células en estado apoptotico por la
morfologia celular, en lugar de la longitud de onda que emitan. Se presentan fotomicrografias en color rojo

debido al filtro utilizado en el microscopio de fluorescencia.
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Tejidos tenidos con Azul de Toluidina y Cromotropo 2R.

Figura No. 31. Fotomicrografias de cortes histologicos de pulmén de rata. A) Se observa la presencia de
mastocitos en el tejido conectivo adyacente a los bronquios (AT, x40). B) Se observa la presencia de
mastocitos, algunos degranulados en el tejido conectivo adyacente a los bronquios (AT, x400). C y D) Rata
inoculada con 50 huevos y sacrificada al dia 30 pi. Se observa un intenso infiltrado eosinofilico en el tejido
conectivo adyacente a un bronquio (C2R, x400). E) Rata inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 60 pi.
Se observa un intenso infiltrado eosinofilico en la zona del parénquima pulmonar (C2R, x400). F) Rata
inoculada con 100 huevos y sacrificada al dia 60 pi. Se observa un intenso infiltrado eosinofilico en la zona
del parénquima pulmonar adyacente a un bronquiolo (C2R, x400). Los incisos A y B, tefiidos con azul de
toluidina solamente son intencionados con la finalidad de comprobar que sean mastocitos, ya que sus granulos

reaccionan con este colorante.
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Graficos de los parametros evaluados cualitativamente.

Intensidad del Dano.

Figura No. 32. Grafica comparativa de la evolucion de la intensidad de las lesiones en dos grupos
experimentales inoculados con diferentes dosis de huevos. (Los datos obtenidos se expresan mediante el
siguiente score: 0 = Ausente, 1 = Leve, 2 = Moderado, 3 = Severo.)

A los 5 y 10 dias post-inoculacion no se observa mucha diferencia entre ambos grupos
experimentales, sin embargo, a partir de los 30 dias post-inoculacion se observa claramente que el grupo
experimental inoculado con 50 huevos alcanza el mayor grado de dafio de acuerdo al score empleado y a los
60 dias post-inoculacion se observa un declive en la intensidad del dafio que puede asociarse al inicio de una
etapa de reparacion. En el grupo experimental inoculado con 100 huevos se observa un aumento progresivo
en el dafio desde el inicio, dados los tiempos experimentales establecidos no se observa un punto en el que la
intensidad del dafio comience a disminuir para dar paso a una etapa de reparacion.
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Mastocitos.

Figura No. 33. Grafico comparativo de la presencia de mastocitos en dos grupos experimentales inoculados
con distintas cantidades de huevos. (Los datos obtenidos se expresan mediante el siguiente score: 0 =
Ausente, 1 = Leve, 2 = Moderado, 3 = Severo.)

En el grafico se puede observar que, en el grupo inoculado con 50 huevos, a lo largo del periodo
experimental no hubo variaciones muy marcadas en la presencia de dicha poblacion celular. En cambio, en el
grupo experimental inoculado con 100 huevos se observan variaciones que pueden deberse a la degranulacion
de dichas células. No hay una tendencia definida en el comportamiento de esta poblacion celular.
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Eosinofilos.

Figura No. 34. Densidad de eosinofilos presentes en el tejido pulmonar. (Los datos obtenidos se expresan
mediante el siguiente score: 0 = Ausente, 1 = Leve, 2 = Moderado, 3 = Severo.)

En este grafico se observa claramente la tendencia en ambos grupos al aumento de la poblacion de
eosinoéfilos. Esto se debe a que esta poblacion celular en particular se encuentra asociada a las infecciones
parasitarias. Se alcanza un pico maximo a los 30 dias post-inoculaciéon y posteriormente hay un descenso de
dicha poblacion celular pero debido al tiempo de duracion del experimento no podemos determinar si en
algun punto regresan a los valores iniciales una vez que el sistema inmune ha logrado eliminar los antigenos.
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Presencia de Colageno.

Figura No. 35. Grafico comparativo de la variacion del colageno presente en el tejido pulmonar en dos
grupos experimentales inoculados con distintas dosis de huevos. (Los datos obtenidos se expresan mediante el
siguiente score: 0 = Ausente, 1 = Leve, 2 = Moderado, 3 = Severo.)

Inicialmente en ambos grupos presentan una proporcion de colageno similar. A los 10 dias el grupo
experimental inoculado con 50 huevos presenta un pico mayor indicando que hay mayor presencia de
colageno posiblemente asociada a un mayor indice de reparacion a comparacion del grupo inoculado con 100
huevos. Al dia 30 se observa la mayor diferencia entre ambos grupos experimentales, co-relacionando esto
con lo observado con la técnica de HE podemos suponer que el descenso de coldgeno en el grupo
experimental inoculado con 50 huevos se debe a que en esta etapa del proceso es el pico maximo de dafio y
los intentos del tejido por repararse no son suficientes para alcanzar un equilibrio y se ve superado por la
destruccion del mismo ocasionada por la respuesta inmune, en cambio a los 60 dias post-inoculacion se
observa un incremento en la presencia de colageno lo cual puede significar que al empezar a disminuir la
intensidad de la respuesta inmune la reparacion del tejido va incrementando. En cuanto al grupo experimental
inoculado con 100 huevos se observa claramente un decremento en la presencia de colageno, si relacionamos
esto con lo observado en la tincion con HE, en cuyo caso no se observa el pico maximo, el colageno ira
disminuyendo de manera gradual hasta que la respuesta inmune disminuya y de paso a un proceso de
reparacion. Debido al tiempo de experimentacion no se puede observar este momento en particular pero la
tendencia del grafico indica un comportamiento de ese tipo.
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Discusion.

Toxocara canis es un parasito que se presenta con mucha frecuencia en los canidos y que
por su alta capacidad zoondtica representa un riesgo para la salud humana, causando diversas
alteraciones asociadas al sindrome de larva migrans visceral u ocular y la toxocariosis oculta en las
que son ostensibles lesiones viscerales y musculares derivadas de la migracion y asentamiento final
de los estadios larvarios en tejidos como el muscular esquelético y cerebral, la infeccion representa
un riesgo constante ocasionando lesiones asociadas a la destruccion de los tejidos, la produccion de
hemorragias y la presentacion de procesos inflamatorios que se hacen cronicos debido a la
liberacion de los antigenos secretores-excretores producidos de forma continua y abundante por las
larvas que dejan secuelas en el funcionamiento de los tejidos. Una faceta no estudiada de la
toxocariosis es la relacionada con el depdsito de los huevos larvados del nematodo en los pasajes
respiratorios, la cual se ve facilitada por la contaminaciéon ambiental con materia fecal de animales
portadores de los gusanos adultos, los cudles, liberan con las heces gran cantidad de huevos, y ya
en el ambiente desarrollan las fases infectantes que se mantienen viables por periodos prolongados
en suelos htimedos o francamente lodosos en los que se integran las heces diluidas y al secarse esta
mezcla debido a fuerzas mecanicas esta mezcla es suspendida en el aire facilitando la posibilidad
de que los solidos sean aspirados por animales o humanos, surgiendo el potencial para provocar
alteraciones de naturaleza variable que dependeran de la cantidad de estructuras parasitarias
aspiradas debido a su elevado potencial antigénico para el hospedador, por lo que este aspecto fue
el objeto de estudio para desarrollar este trabajo (Martinez, 2005; Ramirez, 2014; Romero et al.,

2014).

La presencia de los huevos larvados en el tejido pulmonar de las ratas con exposicion
inducida, fue capaz de inducir una serie de cambios tisulares asociados primariamente a una
respuesta inflamatoria (como parte de una respuesta inmune), para delimitar la zona expuesta al
agente o sus productos. Al comparar las lesiones y la intensidad del dafio en el tejido pulmonar,
estas resultaron mas importantes al final del estudio en el grupo de animales inoculados con 100
huevos larvados, encontrando los efectos mas importantes en los grupos de animales sacrificados a
los 30 y 60 dias pi. ya que practicamente se duplicod la intensidad y extension de la inflamacion
respecto a los animales sacrificados dentro de los primeros 10 dias después de haberse depositado
las estructuras parasitarias. Se puede considerar que el efecto fue dependiente de la cantidad de
huevos larvados que se inocularon; incluso a pesar de no haberlos encontrado en los cortes

estudiados se pudo observar toda una serie de alteraciones como fue el engrosamiento de los septos
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alveolares y la persistente eosinofilia por citar algunas de unas de estas alteraciones tisulares, que
deberan asociarse a la liberacion de productos de secrecion excrecion a través de las diferentes
capas que envuelven a las fases infectantes, las cuales aunque podrian eliminarse mediante
mecanismos fisicos por los pulmones, fueron capaces de difundir los antigenos que indujeron una
respuesta que persistio a lo largo de todo el estudio y que ha sido demostrada en diversos trabajos
(Alba, 1999; Buendia, 2004; Martinez, 2005) al quedar depositos de los TES en los tejidos y
mantener un estimulo inductor de inflamacion en el sitio del evento (Ahmad et al., 2013). Este
estimulo inductor de los TES, junto al hecho de haberse inoculado huevos larvados, que al no haber
encontrado las condiciones favorables para eclosionar no eclosionaron ni migraron, pero su
presencia provocd la presentacion de un estimulo antigénico-eosinofilico constante. Esto ocasiono
que en nuestros resultados, la eosinofilia comenzara a aumentar a partir del dia 5 pi. manteniéndose
en constante incremento durante todo el periodo de infeccion, exceptuando en la ultima fecha de
sacrificio, ya que hubo una ligera disminucion la cual podria deberse realmente por la aparicion de
una meseta que mantenga constantes los niveles de eosindfilos en lugar de una verdadera
disminucion. Este comportamiento coincide con otros estudios (Pencinali et al., 2005) en los que se
muestra que en modelos donde si hay una migraciéon larvaria, los niveles del Regulador de la
activacion de linfocitos T expresados y secretados (RANTES), la eotaxina, y la cantidad de
eosinofilos en el lavado broncoalveolar (BAL) empiezan a incrementar a los 4 dias pi. teniendo un
pico maximo en el dia 11, y que después del dia 15 estos valores comienzan a disminuir, esto
debido a que la migracion larvaria se lleva a cabo en dos fases, siendo que para después del dia 14-
15 pi. las larvas comienzan a acumularse tanto en el tejido cerebral como en el musculo esquelético,

por lo que se elimina el estimulo en el tejido pulmonar (Pencinali et al., 2005).

En esta helmintiasis como en muchas otras, el componente celular de la respuesta esta
ligado a un perfil inmunolégico de tipo Th2. Esta respuesta ocurre en dos etapas; la primera de ellas
ocurre de manera rapida y es iniciada por células cebadas, estas liberan mediadores preformados
que son almacenados en los granulos citoplasmaticos, dentro de los que incluyen histamina,
heparina, proteasas y factores quimiotacticos para neutrofilos y eosinéfilos. Posteriormente hay una
sintesis de novo y secrecion de mediadores secundarios como el factor activador de plaquetas,
prostaglandinas y leucotrienos, los cuales también juegan un papel importante en el reclutamiento y
concentracion local de eosinodfilos; ademas algunos de sus efectos bioldgicos son inducir la
contraccion del musculo liso de los bronquios, incrementar la permeabilidad vascular y secrecion
de moco que se asocia a los trastornos observados en la periferia de los pasajes respiratorios de los

animales expuestos. La segunda fase se caracteriza por el reclutamiento de eosinofilos, macrofagos
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y linfocitos (Buendia, 2004). Estos linfocitos corresponden al tipo CD4" y se caracterizan por
producir un panel de citocinas que incluyen la IL-4, -5, -6, -10 y -12 que asociadas a la aparicion del
tejido necrotico son capaces de inducir ain mas la proliferacion celular leucocitaria (Alba, 1999). El
papel de la IL-5 es de gran importancia ya que es el mayor regulador de la eosinofilia, mediando su
proliferacion, comportamiento y maduracion, las cuales tienen como principal papel la uniéon con
los antigenos y de esta manera liberar sus granulos citotoxicos (Alba, 1999., Kwung et al., 2003;
Takamoto et al., 1997). Otros eventos asociados a este proceso incluyen la secrecion de grandes
cantidades de IgE e IgG, que aun cuando se producen en grandes cantidades carecen de efectos para
eliminar al parasito puesto que hay estudios que han demostrado que no hay correlacion entre el
nivel de IgG; con la disminucion de las larvas recuperadas debido al desprendimiento de los TES
que forman la epicuticula, y por el contrario se ha demostrado que cuando estos productos quedan
depositados en los tejidos su presencia se asocia al desarrollo exacerbado de la respuesta

inflamatoria. (Kwung et al., 2003; 2013).

En los tejidos de los animales usados en este estudio se observaron cambios que son
compatibles a la presencia de los huevos larvados del parasito en los pasajes respiratorios y
comparables a los observados en el parénquima pulmonar cuando ocurre el desplazamiento
migratorio normal en los hospedadores paraténicos que ha sido descrito en la literatura (Buendia,
2004; Lopez et al., 2013; Martinez, 2005) y que se atribuye particularmente al depdsito y difusion
de los TES que son liberados continuamente por los estadios larvarios. Al inicio de las
observaciones en los tejidos de los animales empleados en este estudio se observd un gran
predominio de mastocitos, neutréfilos y macréfagos y conforme avanzo el tiempo se incrementaron
las concentraciones de eosindfilos, lo que nos muestra de manera indirecta que hay una mayor
produccion de IL-5, siendo esto congruente con las dos fases que se describen en la literatura

(Buendia, 2004).

Los cambios observados en el tejido pulmonar son producidos particularmente por los TES
que se difunden a través de las envolturas y tienen la capacidad de inducir un efecto mitogénico
sobre los linfocitos que en funcion a las citocinas liberadas por estas células durante la interaccion,
ocasionan un incremento importante en la presencia de células inmunoldgicas, debido a su
reclutamiento y estimulando su permanencia a nivel local, lo cual se asocia al desarrollo de una
inflamacioén sostenida (Alba, 1999). Esto explica también porque aun cuando no se detectd
fisicamente ningtin huevo larvado en los tejidos que se estudiaron se observo la evolucion de una

respuesta inflamatoria que gradualmente se fue incrementando y pudo evidenciarse con la
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inmunohistoquimica al principio y al final del estudio con la presencia de TES que difundieron en el
tejido pulmonar para provocarla, lo cual confirma que desde este punto es factible inducir una
respuesta inmune contra el parasito; la llegada y deposito de los huevos larvados de este parasito a
los pasajes respiratorios, y a pesar de que no se presente la eclosion de las larvas contenidas en estos
debido a que no se encuentran las condiciones propicias del ambiente son capaces de liberar
antigenos, y que aunque mediante el moco y la expectoracion estas estructuras podrian llegar a ser
expulsadas de forma rapida, el tiempo de permanencia aun siendo breve permite la estimulacion
suficiente para desencadenar la serie de cambios observados (figuras no. 14-17; Ahmad et al., 2011;
Alba, 1999; Kwung et al., 2003). Los TES son importantes productos metabolicos de los
nematodos, ya que de ellos depende su capacidad inmunoevasora y la posibilidad de sobrevivir en
el cuerpo de los hospedadores. En el caso de Toxocara canis existen varios grupos de estos
antigenos con propiedades enzimaticas, mimetizantes y de adherencia que le brindan al nematodo
una elevada eficiencia en este sentido y que definitivamente estan asociados al desarrollo de
importantes alteraciones tisulares (Martinez, 2014). Como ya se menciono, la eosinofilia es una
caracteristica importante en la evolucion de las infecciones producidas por las larvas de T. canis al
igual que en otras helmintiasis, pero que en el caso de las larvas de T. canis este tiene la capacidad
de resistir al ataque que es orquestado por los eosinodfilos desprendiendo su epicuticula
continuamente para dejar una estela de células inflamatorias a su paso cuando se trata de tejidos de
transito y la superposicion de grandes concentraciones de estos componentes cuando las larvas se
estacionan desencadenando la formacion de estructuras granulomatosas que llegan incluso a la
calcificacion. Este mecanismo de supervivencia dependiente de los TES es de suma importancia ya
que se han reportado estudios (Maizels, 2013) en ratones transgénicos que sobreexpresan IL-5,
conduciendo de esta manera a una elevada eosinofilia, y que infectados con T. canis, las larvas no
se ven comprometidas; mientras que en la infeccion con el nematodo Nipostrongylus brasiliensis,
en el mismo modelo bioldgico, este resulta eliminado; pero que en el caso de una coinfeccion con
N. brasiliensis junto con los antigenos de secrecion y excrecion purificados de T. canis, la
supervivencia de Nipostrongylus se ve aumentada, resaltando asi la actividad inmunoevasora de los
TES. No obstante al ser estos una mezcla compleja de diversos componentes moleculares, se
necesita realizar nuevos estudios que permitan elucidar mas en el conocimiento y caracterizacion de
los efectos inmunomoduladores que poseen (Maizels, 2013). De igual manera es importante
reconocer que T. canis estd adaptado hacia su hospedador definitivo antes que a un hospedador
intermediario o accidental y que estd "mala adaptacion" hacia al hospedador puede hacer que
reaccione de una manera mas violenta generando una mayor patologia (Maizels, 2013). Mientras

que en los perros se da un comportamiento dual, siendo un hospedador definitivo como
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intermediario dependiendo de la edad que tengan estos, y que en el caso de las perras gestantes las
larvas son reactivadas por mecanismos hormonales, desarrollandose los mismos efectos patogénicos
que son capaces de llegarse a manifestar durante periodos muy prolongados, ademas de que se

pueden ir liberando de manera gradual a la descendencia (Gonzalez, 2009).

Como podemos ver, dentro de los primeros 10 dias se observaron zonas incipientes con
engrosamiento de los septos alveolares que en cuyos infiltrados celulares predominaron los
neutro6filos, macrofagos y linfocitos. Posteriormente en las lesiones a partir de los dias 30 y 60 pi, se
observé un aumento notorio tanto en la intensidad como en la aparicion de zonas con
engrosamiento de los septos alveolares, destacando en la composicion de los infiltrados eosinofilos,
macrofagos y linfocitos mientras que en los septos alveolares las zonas de engrosamiento mayor, se
encontraban en la periferia de las vias aéreas tanto en bronquios como bronquiolos, gracias a que
los huevos larvados se depositaron en la luz de estos (figuras 9, 19-22; Alba, 1999). Durante el
periodo de infeccion no se observod un proceso de cicatrizacion o reparacion de las lesiones (esto
significa que el proceso iba a continuar), al no encontrar un incremento de colageno que
incrementara la matriz extracelular, descartando de esta manera la formacion de tejido fibroso en
los pulmones de las ratas; por lo que el periodo que de observacion definido previamente no fue el
suficiente para que se llevara a cabo este proceso (figuras 10, 28-31; Ming et al., 2008). De igual
manera se observd una mayor cantidad de células cebadas en los pulmones de los animales
infectados en comparacion con los testigos, pero estas diferencias fueron irregulares en los
diferentes periodos de sacrificio, lo que probablemente puede deberse a que muchas de estas células
se estaban degranulando durante el proceso de la infeccion (figuras 11, 23 y 24; Buendia, 2004). Se
ha visto que en la infecciones por patdogenos hay un aumento en el proceso de apoptosis, este
proceso apoptotico se ha estudiado en infecciones parasitarias donde las larvas se encuentran de
forma libre a nivel tisular y llevando a cabo una interaccion de manera directa con los mismos,
reportandose que este evento juega un papel especial durante estas infecciones debido a que algunos
de estos lo utilizan como una estrategia de supervivencia generando un ambiente
inmunoprivilegiado por la estimulacion de este proceso en los linfocitos (Duarte et al., 2009; Yan et
al., 2014). En este caso donde no existe una interaccion directa larva-hospedador, sino que es a
través de una cubierta, obtuvimos que este proceso se comenzoé a llevar hasta los 60 dias pi, lo que
nos lleva a plantear que posiblemente esto pueda ser debido a que en este periodo el dafio de las
lesiones fue el mayor registrado, ademas de que las dosis utilizadas no fueron muy elevadas, como
se ha realizado en otros estudios (Alba, 1999; Buendia, 2004; Martinez, 2005) con una interaccion

directa entre larva-hospedador y que se ha visto que en el caso de Toxocara, es un proceso
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dependiente de la concentracion larvaria y del tiempo de infeccion. En este punto es importante
recalcar el tipo de interaccion que se da en nuestro estudio ya que independientemente de las dosis y
tiempo de infeccion, el resultado obtenido es el reflejo de este tipo de interaccion que no ha sido
estudiada previamente, lo que nos conlleva a generar una comparacion entre los dos distintos
fenémenos y que nos permite generar asi el planteamiento anterior. Sin embargo si hay estudios en
otros nematodos que dependiendo de la fase del ciclo biologico en que se encuentren puede cambiar
la respuesta, ejemplo de ello es el caso de Brugia malayi donde, dependiendo del estadio en el que
se encuentren el ciclo biologico secretan distintos antigenos que son capaces de inducir e inhibir
diferentes tipos de células inmunoldgicas; dandonos una base de que los comportamientos son
exclusivos a las fases evolutivas y la interaccion dependiente de esta. Ademas existe la variable de
que el sitio de interaccion inicial con el parésito no es fisicamente dentro del parénquima de un
organo, si no sobre los pasajes respiratorios, y que en nuestros resultados no se puede diferenciar el
tipo celular que llevo a cabo este proceso si es que pertenece a una célula del parénquima pulmonar
o es del sistema inmune. No obstante aiin es muy poca la informacidon que se conoce sobre la

relacion entre este proceso y la infeccion en general por Toxocara.

Los resultados del trabajo sugieren que la respuesta inmune que se monta en los pulmones
de rata en contra de los huevos larvados de T. canis no es de naturaleza protectora. Debido a que no
se encuentran indicios de que los huevos larvados fueron eliminados por esta, ya que el dafio fue
progresivo y al final del estudio no se observéd una tendencia a la disminucioén del proceso. Esto
muestra entonces que esta forma de respuesta mas que proteger, favorece el desarrollo de dafio, ya
que la presencia de los infiltrados eosinofilicos en lugar de proteger al hospedador y eliminar al
parésito y gracias a los mediadores que secreta, aumenta a la hiperreactividad en las vias
respiratorias ocasionando problemas respiratorios y exacerbando el dafio que se presenta en alergias

asi como en el asma (Buendia, 2004).

Debe considerarse que en el caso de los humanos, la exposicion ocurre de forma azarosa
pudiendo ser una condicion continua y la cantidad de huevos inhalados puede variar, pero esta sera
una condicion constante, de manera que los huevos podran sobrepasar las barreras de defensa de las
vias respiratorias altas y contando con muy efectivos sistemas de inmunoevasion se depositaran en
los bronquios y bronquiolos, permaneciendo durante un periodo prolongado pudiendo superar las
dosis infectivas utilizadas en este estudio. Esto recalca la importancia que tiene esta enfermedad y
esta forma diferenciada de afeccion que se ve reflejada en la repercusion hacia la salud humana, ya

que las personas ciclicamente se pueden exponer al contacto con las particulas de polvo
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transportando los huevos, que puede ser especialmente importante cuando las personas tienen una
intensa exposicion en ambientes externos como aquellos que se desempefian en servicios de

limpieza o de la construccion.
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Conclusiones y Perspectivas.

IL.

III.

Iv.

La posible inhalacion de huevos larvados de Toxocara canis y una continua exposicion,
genera un dafio persistente en el tejido pulmonar del hospedador tanto a nivel de los pasajes
respiratorios como en las areas periféricas a estos.

La aspiracion de bajas dosis de huevos larvados ocasiona el desarrollo de una forma
diferenciada de afectacion por la parasitosis ligada al desarrollo de una respuesta inmune de
naturaleza no protectora la cual s6lo resulta en una serie de alteraciones aun sin una
asociacion directa con el parasito.

Las lesiones observadas en los animales inoculados con huevos larvados de Toxocara canis
incluyeron concentraciones crecientes de células cebadas, eosindfilos y linfocitos que se
observaron asociados a engrosamiento de los septos alveolares. El incremento gradual se
observo a lo largo de los 60 dias que durd el estudio y la forma de evolucion sugiere que
este proceso sigue evolucionando.

Se demostré mediante la técnica de inmunohistoquimica la presencia de los TES durante
todo el periodo de observacion tanto dentro de las zonas que desarrollaron las lesiones
cerca de los pasajes respiratorios.

Se caracterizo el comportamiento eosinofilico durante esta forma diferenciada de afectacion
a nivel de los pasajes respiratorios y sus tejidos periféricos, correlacionando con el
comportamiento observado en las infecciones de tipo sistémico inducidas en los diferentes
modelos animales considerando que estas células son un indicador de la respuesta

inflamatoria e inmune que ocurre contra este organismo en su estado larvario.

Dentro de las perspectivas a este trabajo, se considera que los siguientes puntos serian de gran

aporte al estudio de este tipo de afeccion.

II.

Evidenciar en el tejido pulmonar asi como en el lavado broncoalveolar las citocinas que
ejercen un efecto quimiotactico sobre los eosinofilos como lo son la IL-5, RANTES y la
eotaxina.

Profundizar en el estudio del rol inmunoldgico que tienen los TES, detectando poblaciones
de linfocitos T reguladores asi como el panel de citocinas secretadas por estos, para que de
esta manera se puedan proponer nuevos mecanismos por los cuales lleven a cabo su efecto

inmunoregulador.
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II1.

Iv.

Profundizar mediante técnicas como la tincion de TUNEL, en la importancia que tiene el
proceso de apoptosis y su relacion a la infeccion por Toxocara canis, elucidando atin mas el
efecto biologico de los TES.

Realizar la inoculacion de huevos larvados en el tejido pulmonar, utilizando modelos
bioldgicos que permitan el estudio de las alergias, obteniendo una mayor informacién sobre
el papel que juega el parésito en el dafio asociado a bronquios.

Se deben crear e implementar nuevos proyectos del sector salud que impacte en la sociedad
enfocados a fortalecer los programas y medidas de control sanitario incluyendo la
recoleccion permanente de las heces caninas, que se encuentran tanto en parques como en
vias publicas evitando asi el desarrollo de focos infecciosos, previniendo el desarrollo de

este padecimiento que al tener capacidad zoonotica puede vulnerar la salud humana.
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Apéndice.

Reactivos para Inmunohistoquimica.

1. Kit utilizado para el desarrollo de la reaccion de inmunohistoquimica.

Cddigo DABI150-150Slide Kit Immunoperoxidase Secondary Detection System.

Merck Millipore IHC Select para marcar anticuerpos de conejo o raton.

Es un anticuerpo biotinilado para su unién con estreptavidina, para la demostracion

cualitativa de antigenos en tejidos incluidos en parafina.

Los reactivos incluidos en este kit son:

Reactivo de Bloqueo: Suero normal de cabra en PBS conteniendo una
proteina transportadora.

Anticuerpo Secundario: IgG de cabra anti conejo biotinilado en PBS
conteniendo una proteina transportadora.

Estreptavidina HRP: Diluida en TBS.

DAB Cromoégeno A: 3,3 Diaminobencidina diluida en TBS.

DAB Cromégeno B: Perdxido de Hidrogeno diluida en TBS, con Tween™.
Hematoxilina: Hematoxilina de Mayer como colorante de contraste.

20X Buffer de Lavado: TBS.

2. Fijador Formol.

Preparacion:
e Formalina (10mL)
e Agua destilada (90mL)

3. PBS-T.

e PBS concentrado (5mL)
e Tween™ (2mL)

e Agua destilada (c.b.p 1000mL)

4. Solucién de Ovoalbumina.

e 100mL de PBS-T agregarle la clara de un huevo y homogenizar para integrarla.
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5. Solucion de Leche al 5%.
Preparacion
e Leche en polvo adicionada con biotina de nombre comercial Lactum marca
Mead Johnson Nutrition (2.5g)
e Agua destilada (c.b.p 50mL).
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