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RUTA DE MIGRACION DE LA METACERCARIA DE Paragonimus

mexicanus MIYAZAKI E ISHII 1968 EN Rattus norvegicus

INTRODUCCTION.

ANTECEDENTES GENERALES DE LA PARAGONIMIASIS EN MEXICO.

En México se habld por primera vez de la Paragonimiasis en el afio de
1895, cuando el Dr. Toussaint comunicd en una sesién de la Academia
de Medicina, un caso de parasitismo en pulmn, encaontrando
accidentalmente en el cadéver de un paciente; no fué sino hasta 1913
cuando se habld nuevamente de la Pzragonimizsis con dog casos gue
presentd el Dr. Lara de Yucatdn ante la Sociedad Médica de Yucatén vy
a pesar de la declaracion posterior de Sandground (1933), que
considerd erronea la identificacifn de éstos casos autdctonos de
Yucatén; éstos fueron los dnicos datos registrados hasta 1961,
cuanda los Dres. Martinez Biez y Jiménez Galédn encontraron huewvos de

una especie de Paragonimus en el pulmdm de un paciente procederite de

Terstan, Miﬁhoandr. En 1965 Mazzoti y Miyazaki encontraron adultos

de Paragonimus en Tlacuaches Didelphis margupialis capturados &n

0

&n un principio ee considerarcn como B. kellicoti y

limz, y sungu
P. rudis an 1968 Miyazaki e Ishii ios gescribiercn coma Paraggnimus
mexicanus.

DISTRIBUCION DEL GENERO PARAGONIMUS

1.21 En Américar

Brenes (1980) merciona la existencia de siete especies de
Paragonimug en el Continente Americano: P. rudis Diesing 1850,
localizada en el Brasil; P. kellicoti Ward 1908, en Canadd y Estados

Unidos de Norte América; P. celiensis Little 1968, en Colombia,

aungue se conocen reglistros de éstm especie en Panamd, Cpsta Rica y

Perfi; P. mexicanus Miyazaki e Ishii 1968, en Colombia y México; P.




. ‘peruvisnus Miyazaki} Ibéflez y Miranda 1369. en Cajamarca, Perd; P.
amezoricus Miyazeki, Grados y Uyema 1973, en Perd; v P. inca
Mivazeki, Grados y Uyema 1975, también en Perl, asi comg P.
ecuadoriensis Voelker y Arzube 187S.

Lus otraos casos fegistrados corresponden 8 Paragonimiasis fumana
autdctonas en América y son los siguientes: En México por Martinez
BAez y Jiménez Galdn en 1961; en Honduras por Larch 1966; en el
Saivadur por F. Platers (com. pers. a Brenag); en Costa Rica per
Morena 1968 y Er;nes et al., 1976; en Ecuador por Montalbén 1968;
en Per(} por Miranda et al., 1967, Miyazaki et al., 1972 a Ihéﬁez
et al., 1974. De &stas especies gque se han mencionado
enteriormente, P. rudis es considerade una especie inguirenda (de
acuerdo a los QEtus gue se mencioman en el estudio de 8renes
198?), por otra parte se ha propuesto que P. peruvianus v B.

scumdoriensis son singnimos de P. mexicenus, segdn cita Miyazaki

et.. 81., en 1985 propone la necesided de mas estudios para aclarar
la posicidn taxonGmica de P. peruvianus, P. caliensis y P.
ecuadoriensis ye que no existen trabajos sobre ls marfologia de la
cercaria en cade uno de ellos, pera pader ser comparados con los

' patudios realizados par é1 (1985) sobre la morfologia de la

cercariae de P. mexigcanus, la cual podria servir de base para una

comparaciin entre éstas especies a nivel de cercaria y dejar mejor
aclarada la posicifn taxondmica de cada una de las especies antes
mencionadas..

1.22 Distribucién de P. mgxicanug en Méxicao:

Los datos mas recientes gue se conocen sobre Paraganimiasis en



México, muestram una distribucifn geogréfica de P. mexicanug méas
marcada en la vertiente del Pécif‘icu, debido a la zona endémica que
se locsliza en Colima (Lamothe 1977 y 1982) y contlnuando hacia
Michoacan (Agua Blanca, Caracha y Taretan; Lamathe 1982); por un
dato m&s reciente se sabe que por la misma vertiente se extiende

al norte por Mayarit (Mecatan, com. pers. de R. Lamothe). Un poco
mas retirado de la zonm endémica, hacia el sur se localiza también
en la regifn de Chiapas (Finca Brasil y Puente Escocia, com. pers.
del mismo autor.); por la vertiente del Golfo, aungue menos marcada,
loealizamas ésta especie desde Tabasco (Oxalotldn, com. pers. de
Lamothe) hasta Veracruz (en la regifn de los Tuxtlas, Lamothe 1982).
Un dato mas aislado, lo encontramos al norte de lz Replblice, en
San Luis Potosi (Macias 1963); Mapa #1.

1.23 Distribucién de Peragonimissis humana en México:

El primer E£siada donde se localiz® Paraganimiasis humara Fué
Yucatén, aﬁnque como ya se dijo Sandground lo considerd error de
identificacidn; posteriormente, se localizaron datgs en Michoacan, en
el poblsda d= Taretan, pero los casos mas recientes son los de San
Luis Potosi, y aungue no se han encontrado fases larvarias en sus
caorrespondientes .hnspederné intermediarios, algunos pacientes =ran
autoctonos del lupar (Velles y Rio Verde, Mapa # 1). Macias (15969)
sugiere la posibilided de gue haya otros casos més, na des:uﬁiartns
hasta ahora.

Dentro del génerc Parsggnimus  existen especies que son consideradas
come problema de salud pdblica en Asia y Africa principalmente,sin

embargo P. mexicanus que parasita al hombre sn Latino América, no es



MAPA # £

A--Mecatan-Naysrit
B-Rlo Verde-Sn, Luis P,
C-Cludad Valles-Sn, Luis P,
D-~Tecoman- Colima
E-Coquimatlan-Colima
F-Comala-Colima
G-Caracha-Mlichoacan
H—Tarctan-Michoacan

%

I1--Agzgus Blanca-Michoacan
J "Sn. Andrées Tuxtlia-Veracrus
K —Oxulotlan-Tabasco

L - Puente Escncia-Chiapas

M- Filnce Brasil-Chlupas




1.3

considerads un problema de éste tipo hasta ahora en México, debido
a la falta de registros suficientes para considerarls asi. Pero no

puede descartarse la posibilidad de que existan m2s casos de

Paragonimizssis humsna ain desconocidos por falts de estudios, los

cuales no se han realizado en éste pais porque el hospedero
intermediaric que infecta a los mamiferos, no forma parte de los
hébitos alimenticios comunes de la poblaci@n, como sucede en el caso
devAFrica y Asia; sin embargo si se llegaron a profundizar los
estudios sobre ésta parasitosis, existe ls posibilidad de encontrar
unt mayor ndmero de casos de Paragonimiasis, gque debido a la
sintomatolougla gque presenta &sta enfermedad, puede ser confundida
con Tuberculosis pulmonar a la que es muy perecida, y la falta de
conocimiento por parte de los M&dicos Generales ante la existencia
de ésta parasitusis puede ocasionar la confusidn, colocando posibles
casaos de Paragonimiasis, dentro de cuadrgs clinicos como
Tuberculosis pulmonar sin respuesta a trataniento Antifimica.

CICLO DE VIDA DE P. mexicanus.

P. mexicanus, es un tremdtodo paradsito de pulmones en algunas

mamiferos incluyendn al hombre, pertensce a ls familiz Paragonimidae.
Este pardsito presenta un ciclo de vida complejo come =1 de la
mayoria de los organismos del grupo el que pertenece; en estado
adulto, P. mexicanus, se localiza en los pulmones de mamiferos,
enéapsuladu en szudoguistes y generalmente en cada uno de éstos se
presentan dos sdulios cuya forma es alargada, fusifaorme, con el
extrems anterior ligz=ramente mis angosto que el pasterior, éste

pardsiin pusde expulsar los buevos ya emprionados y éstos quedan en



L.t

bronquios o brongulolos, de tal manera gue pueden ser expectoredos o
bien, son,deglutidos vy apareceTr en las heces; si éstas céen al agﬁa,
de cada huevo nace un miracidio, el cual es ciliado y nada
libremente en busca del primer hospedero intermediario, gue en éste
caso se trata de un caracol, Aroepyrgus alleej (Morrison 1946) en
tnlima, dentro de éste primer hospedern intermediario, se forma-el
esporosisto, dentro del cual 2 su vez se forma la primera generacidn
de redias, gue se desarrollan en redias hijas y éstas en cercarias
del tipo microcercocercarias, éstas, salen del caracol y penetran en
el segundo hospedera intermediaric el cual es un cangreja,

Pseudothelphusa (P) dilatata (Rathbun) en el caso de Colima México,

donde se transformen en metacercarias, las cuales carecen de
cubierta guistica, éstas se localizan en los diverticulos de la
gléndula digestive y misculps de las quelas del cangrejo: cusndo®
éste crustéceo es comido por un mamifera, la metacercaria llegs al
aparaio digestivo del hospedero definitivo y tendrd gque pasar al
aparato respiratorio del mismo siguiendo una traysctoria que se
supone hasta ahors, gue es atravesando por la parte inferior del
estimago o principios del intestino, hacie cavided abdominal,
pasandn por higade v dirigiéndose a cavidad pleural para 1o cual
tendrd que atravesar diafragma y esi llegar a los pulmones dénde se
establece, hasta alcanzar su estado adulto y reinieciar el ciclo
(Tantalean 1974 y Lamothe 1983).

DESCRIPCION DE LA METACERCARIA DE P. mexicanus.

En 1979, Lemothe describid la metacercaria de ésta especie (Fig.

"an), ohservando que en vivo presenta una gran actividad, que carece
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Fig."s" Esquems d¢ Iz metazercaria de P._mexicoengs
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. de cuﬁlerta quisti:é, y gue se desplaza por contracciones del cuerpo
.y con la ayuda de sus ventosas; en su morfologia externa se.puede
observar que su cuerpg es oval y aplanado dorsaventralmente,presents
una cutficula gruesa espingea v las espinas cuticulares con muy
numerasas; la ventosa orel es subterminal y més peguefa que el
scetébula, en metacercariass pequefias se puede llegar a observar el
estilete que es de forma alsrgada terminendo en punta fina y se
encuentra en el borde dorsal de la ventosa aral; el acetfbulo se
encuentra en posicidn ecuatorisl, es casi circulsr y se observa a
simple vista.

En cuanta a su morfologia interna, éste autor describid el aparata
digestivo representado primeramente por una boca que se abre en el
centro de la ventosa aral y 8 la que le sigue una faringe musculosa,
ésta se continla por un eséfago pequefin; la bifurcecidn cecal tiene
lugar a una distancis del extremo anterior del cuerpe que varia de
0,146 a 0.206 mm.; los tcieqgos son sinuosos y muy delgados, en la
regidn preascetsbular, pero se ensanchan en la porcidn postacetabular
y terminan muy cerca del extremo posterior del cuerpo; la vesicula
excietura, es tubular, no ramificada y ocupa gran parte del espacic
intercecal, desde la bifurcacién cecal, hasta_el extrema posterior
del cuerhu, dénde termina el poro excretor, el cusl estd situado
sobre 1a linea medie del cuerpo, subterminalmente en el lado dorszl,
la vesicula excretora en vivo cambia conatantemente de forma debhido
.@ los movimientos de la metacerFaria.

En éste nivel de desarrollo, no se nbséruan en la larva ;os Grganos

‘ reproductores.



1.5 ANTECEDENTES DE LA RUTA DE MIGRAGION EN ALGUNAS ESPECIES DE
PARAGONIMUS .

ta ruta gue sigue la metacercaria dentro del hospeders definitivo se

ha estudiade en varias especies de Paragonimus, como peor ejemplo P.

ohirai y P. miyazakii por Hashiguchi 1972 y P. kellicotii por Hoover
1978. .
Pugde generalizarse gue la lerva entra al hospedero definitivo por
via digestiva, y gue Fimalmentz se establece en los pulmones, de tal
maners que 21 pasa hacia éstos es atravesando los tejidos
(larva-migrans). E1 tiempo que tarda en llegar a los pulmones y el
gitio de penetracidn a través del aparato digestivo es diferente en
cada una de las especies. £En los experimentos realizados por
Hashiguchi 1972 con metacercarias de P. miyezakii vy P. ghirai
administradas a ratas blancas de lsboratorio, se pudo observar a la
larva en la cavidau pleural, higado y cavidad abdominal, en el
pulmén se encontraron tanto larvas como adultos. Cabe mencionar
que en &ste experimento las metacercarias Tueron introducidas
directamente a la cavidad pleural. En el caso de P. kellicotti

los estudios de Hoover 1978 se concretaron a los dafios causados por
la larva y el adulto en la cavidad pleural y lgs pulmones, de gatos
que fueron infectados con metacercarias de ésta especie.

Otra de las especies még estudiadas con respecto a la ruta de
migracién de la metacercaria, ha sido P. westermani, se sabe que la
metacercaria se desenguists en 1la parte superior o media del
intzating delgedo, penetrs s pared intestinal a éste nivel, pasa a

cavidad abdominzl, emigra hacia el diafragma, o atraviesa y pasa a



.la cavidad pleural, y finalmente llega a los pulmones (Yokogawa 1962);
un dato importante de éste experimento: a los 30 min. se encuentra
la larva en la cavidad abdominal vy a la hora en la pared del sbddémen
penetrande a ésta cavidad por la parte superior del intestino.

En algunos de los experimentos antes mencionados, se ha podido
detectar el sitio por dénde atraviesa la larva, en otros solo se
sugiere dependiendo de los sitios donde se encontrd durante las
disecciones. En general existe cierta similitud en las rutas gue

siguen las larvas de las diferentes especies de Parzoonimus, aungue

con sus peguefias diferencias.

1.6 ANTECEDENTES DE LA RUTA DE MIGRACION EN P. mexicanus.

Con respecto a P. mexicanus los trabajos realizados se reducen a uno.
Sola Tantalean en 1974, trabajé con P. peruvianus (considerando por
ahore la sinuniﬁis de P. peruvianus con P. mexicanue.), administrd
metacercarias por via oral, en cuatro ratas y tres gatos; los
‘resultados cque obtuuvo en las ratas, demostraron que éstas
me2tacercarias penetran en el tejido del hospedero a nivel del
estémago y de shi pasan & la cavidad shdominal para segulr su
trayectoria hacia los pulmones, de tal manera gque &stos datos le
hicleron suponer que P. peruvianus penetra a los tejidos en una
regifin anterior, o sea un poco mas arribm a la que se localiza en la
ﬁenetraciﬁn de P. westermani, probablemente, debido a la carencia de
la cubierta quistica en P. peruvi=znus; ademés se ha observada gque la
metacercaria .de ésts especie, gresenta un alto grado de infectividad
vy que es altazmente resistente, adn sin cubierta guistica.

Para poder realizar estudios epidemiolégicos en Mé&xico gue pudieran



disipar 1ls duda que existe sgbre la intensidad de &sta parasitosis en
nuestro pais, es necesaric conocer el ciclo de vida de P. mexicanus
con todo deta;le vy con especial interés, el compartamiento del
parasito dentro del hospedero final, ya que podria ser detectado en
¢l caso de que el hospedero final fuera el hombre. Es por éste
motive que el objetivo principal de ésta tesis, consiste en lacalizar
los sitios por dénde penetra y mueve la metacercaria dentro del

haspedero Final, asi como el tiempo aproximado en el que los realiza.




TT.-MATERIALES ¥ METODOS .

2.1 TRABAJD DE CAMPO.

2.11

2.12

Ohtencidén de metacercarias:

Las metacercariaz utilizadas para las inoculaciones, fueran

obtenidas de cangrejos Pseudotelghusa (P.) dilatata (Rathbun)

que se erncuentra en riachuelas y manantiales del estado de
Culiﬁa, lugar del gue ya se tenian referencias como zona
endémica de paragonimiasis en tlacuaches de la misma
lpcalidad (Mazzotti y Miyazaki, 1965; més recientemente
Lemothe 1878, Miyezakl et él., 1980 y Lamothe et al., 1883).
Les zonas de colecta en el estado de Colima fueran: Djo de
Agua de Madrid, Ojo de Agua de la Esperanza y Arroyo de la
Barragana, en los municipios de Tecomén, Coquimatléan y Comala
respectivaments2 (Mapa #2).

£l ndmero de cangrejos recolectado Fué variaﬁle, dependiendo
de la zona y época en las fue se realizaron las salidas do
campo. Laos cangrejos fuercon colectados a mano encontréndolas
en lugares sombreados generalmente, baja rocas o bien en
pequefios pozos de agua dinde la corriente es mas lenta.

Las cangrejos énléctadua-se depositan en cubestes con esponjias
tidmedas, con el fin de conservarlos frescos vy vivos hasta el
noments de su diseccifn.

Extraccidn o les metscercarias vivas:

En todas las coisctas se encontraron cangrejos tento bermbras

comg rachos =0 nimeyo varistle, por lo gque una vez gue eran

medidns v sexados se nrocedia a sacrificarlos separando el



MAPA 3 2

1,7 Ojo de Agua de Mudrid
3- Ojo de Agua de la Heperanza

3, Arroyo de Ila Barragana ) it




2.13

caparazdn del abdémen, con la ayuda de unas pinzas y una aguja
de diseccifn, de ésta manera se extrajo la gléndula digestiva y
misculec de las quelas, los cuales se colocaron entre dos placas
de vidrio de 12 por 8 cm., se presiconaron levemente y de éste
modo se examinaron al microscopio de diseccidn a través del
cual se cbservaron (gracias a la gran movilidad que presentan y
en algunos casos a la presencia de pequefias grenulaciones rojo-
anaranjado que se observan en el interior de la metacercaria);
pero sin el movimiento hubiese sida més dificil localizar las
metacercarias entre la masa glandular o de los misculos.
Conservacitn de las metacercarias:
£n los casos en los gue se encontraron metacercarias, se
separaban las placas y se agregaba solucidn Ringer para
extraer las larvas con la ayuda de una pipeta Pagteur. Todas
las metacercacias recolectadas eran puestas en cajas de Petri
com solucidn Rinmger, para posteriormente ser lavadas y
colocadas en frascos etiguetados gque contenian solucidn.
Ringer glucusada, éstos fueron colocados dentro de un termo
que contenia hielo, para poder congervar una temperatura de
4°c aproximadamente (a la cual las metacercarias se mantienen
vivas aunque inactivas), en éstas condicicnes eran
transportadas al laboratoric. Al poner las metacercarias a la
temperature ambiente nuevamente, pasan de su estado de latencia,

B
a un estsdo activo normal, en el cual pueden ser utilizadas
para las infecciones; mientras llegaba el tiempo de hacerlss,

'

las metacercerias debian ser cambiadas diariemente de Ringer,




de preferencia glucosado, ya gque se ha observado que de no
llevarse a cabo éste prucedimientu las metacercarias mueren més
répido de lo esperado, mientras que cambiando la solucidn
Ringer vy manteniéndola siempre a b°c, duran hasta veintiun dies
viQaa y recuperan facilmente su actividad para ser utilizades
en las infecciocnes de los hospederos experimentales.

La formula del Ringer glucosado gue =e utilizé fué la siguiente:

Cloruro de s0di0.ecciccccceccecctacncans 8.00 gm.
Bicarbonato de sodigeeccceccconsteccecneas 0.02 gm.
Cloruro de [u] =) 1= A= [ 0.02 gm.
Cloruro de calcio (anbidrico)..cecceeses 0.02 gm.
| DEXETOSH e eeeertneaceracnoncccacasacssnnn 1.00 gm.

Agua destilad@.ceccecacccencccarenaasase. 1000.00 ml.

2.2 TRABAJD DE LABORATORIO.

2.21 Obtencifn y mantenimiento de hospederos experimentales:

a) Los animélas que se utilizaron como haospederos definitivos
fueron en un primer intento del experimento, “Hamsters
Golden" Mesocricetus asuratus de 200 a 300 gr. de peso
aproximadamente, fueron obtenidos de un bioterio y se
mantuvieraon en otro durénte el lapsa de infe:ciﬁn, en
condiciones estériles, y con poco alimento, se Encunt;aban
marcados en 1s orejas para su identificacidn y se cnlp:arun
Juntos en la misma jaula; la falta de jaulas y mejor
conocimiento sobre la manipulacidn de éstus.roeaores para
manténerlus en el laboratorio, fud la causa que mativd el

cambio de hospederp definitivo para éste experimenta.



b) Los animales gque se utilizaron como hospederos definitivos
para obtener los resultados de éste segundo intento de
experimento fueron ratas blancas cepa "“uWistar” (Rattus
norvenicus), de 100 a 150 grs. de pesoc aproximadamente, la
mayoria de las ratas fueron hembras y se procurd usarlas de
la misma camada o camadas similares en peso y edad, no -
menores de 2 meses por 1o general. Las ratas se encontraban
2n un bintarin en caondiciones estériles, lugar dénde
permanecieron durante el tiempo gue durdé la infeccién, baje
la vigilancia de un veterinario y con una dieta de agua y
alimento concentrado tipo purina, que se encontraba
esterilizada para evitar cualquier otra parasitosis gque
pudiera interferir en los resultados; ademds se les proporciond
températu"a adecuada y constante (25"~ 27°0).

Durante las inoculaciones las ratas fueron separadas er lotes -
59 no m3= de seis individuos por jeula, y en los casos en gue
se tratd de algin macho, se mantuvo separado de las hembras
para evitar cruzas.
2.22 Infeccifn de hospedercs experimentales:
Las ratas fuercn infectadas de dos formas diferentes, una de
elias fué usando una sonda de Calvin, en éstos casos, la rata
era semianestesiada con éter, para poder introducirle 21 tubo
a través de la boca, ésto debia hacerse con el maximo de
cuidado posible, ya gue si el tubo de pléstico se atoraba o se
forzeba para introducirlo, 1ls rafa podia ser dafiada y

posteriormente pocia incluso morir debido a lesianes hechas



durante la intraduccidn del artefacto, o bien podia aparecer
algune hemorragis interna. Las metacercarias se conservaron

en el Ringer glucosado y posteriormente recuperaron su vitalidad
fueron introducidas en la sonda por medio de una pipeta Pasteur
en ung de los extremos de la misma, cuando el otro gxtremo se
encontraba ya en el interior del tracto digestivo de‘la rata; se
agregaba un poca mas de Ringer para dejar correr las
metacercarias a través del tubo y posteriormente era extraida la
sonda de la rata, permitiendo que &sta recohrara por si misma el
conocimiento.

L3 otra forma de infectar a los hospederos experimentales, fué
usando (Gnicamente la pipeta Pasteur, llevands con ésta las
metacercarias en fiinger glucosado a la cavidad bucal de la rata
directamente, &éste métado se llegd a utilizar sin anestesiar a
la rata, pero para mayor seguridad, la rata era semiadormecida
con éter en la mayoria de los casos, dejendo caer lentamantz y
gota a gota la solucifn Ringer gue contenia las metacercarias,
sobre la cavidad bucal de 1la misma, esperando que la rata fuera
deglutiendo la solucién. Por otra parte se observd gque si se
dejaba varias horas a la rata sin beber agua, en el momento de
la infececién, a pesar de estar semiadormecida, bebia con
facilidad la solucidn Ringer con las metacercarias. Por éste
dltimg método se infectarcon los lotes de ratas de la. segunda,
tercera y. cusrta etapa del experimento, asungue el retiro de

agua y alimento total de los hospedercs solo se lleuﬁ a' cabo en

parte de la tercera etapa y en toda la cuarta etapa.



2.23

El primer método de infeccifn explicado antericrmeﬁ&e (1a sonda),
sdlo se utilizd en el lote de ratas de la primera etapa de éste
experimento.

Técnica de tincién prenecropsia:

Una vez pasado el periodo de infeccidn correspondiente para
cada una de las ratas, se practicaba la necropsia con el fin de
localizar las metacercarias.

Fara facilitar la bdsaqueda, se empled la técnica de Azul de
Evans, la cual fué disefiada por Lewert y col. (1954), vy
consiste en inyectar de 10 a 15 ml. de Azul de Evans al 3% por
cada kilogramo de peso del hospederc por via intravenosa 15 min.
antes de sacrificarla; ésta técnica ayuda a detectar puntos
hemorrégicos del tubo digestivo u otros Grganos, que pueden
servir de guia en la bldsqueda de las metacercarias y ayudarnos
a localizar .a ruta de migracidn.

£1 Azul de Evans se inyectd por la yugular o la sarta abdominal
(figs. "b" y "c") con aguja hipodérmica para insulina; fué
necesario hacer una abertura a nivel de cualquiera de los dos
conductos sanguineos pars localizarles libremente, liﬁpiandn

&umplatamente el conducto del tejido gue lo rodea se introducia
la aguja hipodérmica, dejando entrar lentamente el colorante
hasta la (ltima gota y se mantenia sin sacarla del conducto
sanguinea, ya gue de lo contrario sz podia producir una
hemorragia, gue le causariz ls muerte a la rata, evitando asi
que transcurrieran los 1S5 min. necesarios para gue el colorante

corriera a través de todo el apareto circulatoric de la rata.
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2.24L

Para realizar ésts técnica era necesario anestesiar al hospedero
para lo que se utilizaba éter en forma més comin o en su defecto
Arestesal, yz gue ademds de tener que hacer una incisidn pare
locglizar cualguiera de los conductes sangineos, tamhién fué
necesariao en el casec de la aorta abdominal extraer las visceras
del abddmen y mantenerlas En.snlucién Ringer tibia durante los
15 min. que dura la técnica, regéndolas en la misma solucidn
canstantementea.

Necrcpsiaf

En el cezsa de las ratas, una vez que transcurrian lgs 15 min.

de la técnica de Azul de Evans y la rata se chservaba azulosa,
se procedia al sacrificioc por medic de una sobredosis de &ter.
Durante la necropsia se2 gxtrajeron todos los Grganaes,separando
cada una de =1los en cajas de Petri con sclucidn Ringer; se
revisaraon al microscopio estersoscdpicao, esdfago y traoee-
entre dos placas de cristal de 12 x 8 cms. tanto por =1 lado
exierno comg internc de cada uno de los OGrganos, de la misma
manera se procedid con el estdmago y los intestings, sdlo gue
adem&s, en éstos se hace un lavado para revisar el caontenido
por medic de téchicas de sedimentacifén. Los aulmones y ell resto
de las visceras se revisaron en su parte externa y
postariormente se desgarraron, tratando de no destruir algin
parésito en el caso de gue se encontrarz, ya desgarrados

también se revisgron entre dos placas de vidrio y al resto de la
cavidad del cueroo se 12 hizo un lavado con solucidn Rirger, el

cual sz obssrvd minucissamente al microscopin, asi como la



solucién RingEr‘de cada una de lss cajas dinde ss depositaron

los diferentes drganos durante la necropsia.

2.3 DISENO 'DE CADA UNA DE LAS ETAPAS DE INOCULACION EN EL EXPERIMENTO.

2.31 Primera Etapa:

2.32

El disefic experimental, gue corresponde a ésta primera etapa,
contiene catorce tiempos diferentes de sacrificio (tabla #1),
que fué hecha con base a los resultados cbhitenidos por zlguncs
investigadores como Yokogawa (1962) y Tantalean (1974), en
investigeciones sobre la ruta de migracifn de la metacercaris
de P, westermani y P. mexicanug respectivemente, los tiempos de
sacrificio ven desde 1.30 hrs. post-infeccidn, hasta 143 dias,
2l nimero de metacercarias infectadas a cada rata fué varizble
(rango de 6 - 20), ésto dependia del nimero de metacercarias
con las éue se cantaba en total al principiar las infecciones
de éste primer lote de hospederos experimentales (para completar
cade unu de las stopas o2 reouerian méds de una salida de campo).
En el caso de que los resultados abtenidos en ésta y en cada una
de las etepas siguientes fueran de respuesta negativa (cero
metacercariess y cern adultos recuperados) se recurrid a infectar
un sequndo hospederc exparimentel en condiciones idénticas al
primero, anctando en las tsblas como resultadoc final =1 obtenido

en el segundo intento, aungue correspondiera nuevamente a un

resultado negativo.
Segunda Etapa:
Para cubrir aigunus tiempos y repetir otros con respecto a la

grimers etapa, s2 infzctd un segundo lote de ratas (tabla #2),



en gl que se establecieron diecinueve tiempos de sacrificio y el
nﬁﬁern de metacercarias utilizadas en cada caso fué variable
(rango de’'9 - 27), por las mismas condiciones antes mencionadas

‘en la primera etapa.

2.33 Tercera Etazpa:
Con base en los resultados obtenidos en las dos primeras etapas,
se inicid uma tercers (tabla #3), en 1la gque se redujo el nﬁmarﬁ
de tiempos de sacrificio a seis dnicamente, espaciando més los
tiempaos de las dos primeras etapas, definiéndose los siguientes
tiempos: 1 hr. 12 hrs., 24 hrs., 12 diass, 48 dias, 60 dias; (un
error en tiempo de sacrificio cambid el tiempo original de 12
hrs..a 14 hrs.) quedando finalmente como tiempo base para la
elaboracidén de la cuarta etapa el de l4 hrs., ademds en ésta
tercera etapa se unificd el pardmetro de metacercarias
infectadas a cada hospeders, dando 20 matacgrcarias por
hospedero.
2.34 Cuasrta Etapa;

Al llegar a la cuarta etapa se puede ohservar que el nimers de
tiempos para sacrificic se ha reducido, ya que los resultados
de las treslﬁrimeras etapas nos han guiado a un rango de tiempo
en el gque se suglere que la metacercaria puede penetrar a tejido
asi mismo al ser mencr el ndmero de hospederos a infectar, el
nimero de metacercarias utilizadas puede ser estable y un poco
mayor gue er las etapas anteriores. FAsi pues en la cuarta
.etepa partis de los resultados obtenidos en la etapa enterior,

especificarente en el tiempo de l4 hrs. cubriendo tiempos



cercenas a ésto antes y después, y con base en las ih brs., se
estéhlecierun 4 tiempos més con 14 hrs. de diferencia entre
ellos hasta cubrir 63 hrs. pos-infeccidn (aproximadamente dos
dias y medio), utilizando tambidn una infeccidn uniforme pero
mayor gue la anterior, es decir de 25 metacercarias par
hospedero (tabla #4).
2.4 CONSERVACION Y PROCESO DEL MATERIAL RECUPERADO.

tos seudoguistes con adultos recuperados durante las necropsias,
fueron fijados en liguidos de Bouin; un adulte recuperade de uno
de los pseudogquistes, fuéd aplanado entre dos placas de cristal
de &4 x 6 cms. en 21 momento de ser fijados con el Bouin, por 24
thrs. vy posteriormente fué lavado ccn alcohol 70% en varios
cambios hasta que el organismo dejd de desprender el liguido
amarillento del fijador, de la misma manera se lavaron el resto
de los pseudoquistes que contenian los adultos y agquellos otras
adultos que se desprendieron.de su pseudoquiste. Todos ellos
fueron conservados en frascos etigquetados con alcohol al 70%,
excepto el que fué aplanado, y que se colored con la técnica de
mezcla Tricrimica de Gomori; de acuerdo al siguiente
procedimiento.

l.- Se lavd en alcohol 70% durante 10 min.

2.~ Se lavd en alcohol 96% durante 10 min.

3.~ Se tifié en Tricrdmica de Gomori (3/4 partes de alcohol

96% en una caja Petri chica con 12 o 13 gotas de
Tricréomica de Gomori) por 10 a 20 mins.

4.- Se lavd en alcohol 96%



5.- Se diferencid en alcohol 96% acidulado al 2% can HEL
6.~ Se lavd en alcohol 96% durante S min.
7.~ Se deshidratd en alcohol 96% durante 10 min.

B.- Se deshidraif en aleohol absoluta por 20 min.

9.- Se aclard en salicilatoc de metilo (un primer cambio con

el 50% de salicilato de metilo y el 50% de alcohol

absoluto, y un segundo cambio de salicilato de metilo

puro).

10.- Se mantd en Balsamo de Canada.
Uno de los pseudoguistes preservados en alcohol 70% fué procesado
para cortes histolfgicos, 1los cuales fueron teﬁidus, ung con PAS
y atro con H-E, en el Centro Médico para el ODesarrollo Integral
de la Familia (DIF), lugar dinde practicaron la técnica adecuada
de inclusidn en parafina para un pssudoquiste en pulmdn.
Las metacercarias recuperadas libremente en cavidades y AGrgancs
del hospedera, Fueron también Fijades en el liguido de Bouin,
lavaedas en la wmisma Forma gue se explicd anteriormente con los
adultos, en alcohol 70%, y conservéndolas en éste mismo.
Las metacercariss encontradas en tejido esofégico y pulmén se
fijaron también en el liquido de Bouiln junto con el trozo de
tejido en el gque se encontraban, una de &sas metacercarias
encontradas en tejido escfagico se fij6 con Ei misma f1ijador
perg sglenandola entre dos portacbjetos, y daspuéa.de lavarla
"con aleshol 70%, se tifid en Hematoxilina-fosina, técnica que se

describhe mis adelante.

El resto de las metacercarias encontradas en tejido después de



lavarlas con alcohol 70% se sometieron al sigulente tretamientc
para lma técnica de inclusidn em parafina:
I.- Fueran cambiadas a alcohol 80% durante el dia.
2.- Se pasaron a8 alcohol 96% en dos cambios, unc por dia.
3.- Se pasaron a alcohol absoluto, en dos cambins, uno par
dia.
4,- Se pagaron a8 Toluol al 50% con alcohol absoluto, en
dos cambios, uno por dia.
5.- Se pasaron a2 Toluol puro, en dos cambios, uno por dia.
6.~ Se realizaron tres cambios en parafina, uno por dia,
manteniendo la estufa de 57 a 60°C durante una hora
minimo por dia, con la parafina en estado liguido.
Una vez ootenids el blogue final de parafina (un blogue por
cada troze de tejido con una metacercaria), se realizaron
cortes histoldgicos con el microtomo de rotacifn a 6.5 micra
unos y otros a 10 micra de grosor, colocAndolos en serie as
ocho cortes por laminilla, usando la técnica de alblmina y bafio
maria para adherirlos a la laminilla, y finalmente para que
quedaran bien extendidos sobre la laminilla se agregaron unas
gotas de agua formolada al 1%, y se dejérun secar en la estufa;
finalmente ‘se tifieron con la técnica de Hematoxilina-Easina
como sigue:
1.-'Se hidrataron en alcoholes graéuales (70-25%) hasta
agua en un tiempo de 3 2 10 mim. cada uné.
2.- Se colocaron en Hemataxilina de belafield durante 20

min.



3.- Se lavaron con agua destilada.

4.~ Se vird con agua de la llave.

5.~ Se lavaran con agua destilada.

'6.— Se colocaron en Eoszina scuosa al 1% por 2-3 min.
7.~ Se lavaron en ague destilada.

8.~ Se diferenciaron en alcohol 38% acidulado.

9.~ Se deshidrataron en alcohol absoluto duranta 20 min.
10.- Se aclararon an Xilol.

11.- Se montaron en BSlsamo de Canadé.

be las series de cortes obtenldos, se tomaron microfotografias y

se elaboraron dibujos en cémara clara de algunas laminillas;
dénde el corte y la imégen tenian mAs claridad.

tas laminillas gue contienan los cortes histoldgicos se

encuentran en la coleccifin del leboratoric de Helmintologia del
Instituto de 8lologf{a de la Universidad Nacionsl Autonoma de

México con les aiguientes claves: 237-25, 238-1, 238-2 y 238-3.
MI.-RESULTIAZDS

%] =

3.1 TIEMROS VY LOQCALIZACION DE PARASITOS RECUPERADOS.
Los resultedos obtenjdos en cuatro lotes de ratas infectadas con
metacercariss de P. mexicanus, correspanden a cada una de las
CuRtro etapas due g2 llevaron & cabo en &éste experimento, y los
podampg observar en las cusdros de resultados (tablas #1 & la W),
dénde estar regilstrados el nimero de maﬁacercarias y adultos
recuperadas, asi como su sitio de localizacifin durante el !

sacrificio en drden cronolfgice progresivo; las figuras “dY a la

"g", nos muestran los puntos donde las metacercarias pudieron
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3.3

penetrar o se ermcontraron pengtrando um tejido, ssi como la
localizacidn de los adultos encontrados.

La figurs "d" corresponde a los datos obtenidos en el primer -
lote de ratas infectadas (tabla #1), la figura "e", al segundo
lote (tabla #2), la figura "f" al tercer lote (tabls #3), y la
igura "g" &l cuarto v &ltimo lote (tabla #40. Finalmente la
integracidn de todos los resultados obtenidos en los cuatro
laotes de ratas se puede observar en la figura "h".
CONFRONTACION DE RESULTADOS.

Con la finalidad de observar similitudes y diferencias, se
muestra la figura "i'" que corresponde a las datos encontrados
por Tantalean en 1974 con metscercarias de P. mexicanus en
ratas, déndonos una idea de la rutz que entonces se proponia
para ééte peragsito demtro del hospedera final; vy que se puede
comparar con la posible ruta gue indican los resultados
ootsnidos en éste experimento (Figura "hv).

RESULTADOS HISTOLOGICOS.

Los resultados de los cortes histolégicos los podemos observar
en las laminas de la I 2 1a ITI, dinde se musstran
microfotografias de diferentes metacercarias encontradas en
tejido esof@gico y cortes de un guiste encontrado en el pulmdn

de una rata y que contenia dos pardsitos adultos de P.

mexicanus, todos ellos tefildos con Hematoxilina-Eosing.

En la lémina #I se observan cuatroc cortes longitudinales a
diferentes niveles de una misma metacercaria en esAfago, v

aparentemente situada en la submucosa y la capa muscular de
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éste drgano; en las microfotografias 1 y 2 de ésta ladmina se
observa m&s marcada la eosinofilia perifocal que en las
microfotografias 3 y 4, aunque el dafio mecénico por el pasoc de
la metacercaria en el tejido del haospederoc no es muy
apreciable.

€n 1a microfotografia 1, se pueden gbservar claramente los
paguetes musculares del tejido esofégicc, sunque en éstos
cortes existe un rompimiento del tejido desplazado hacia la
derecha; la metacercaria no es claramente visible a éste nivel
pero se puede abservar una peguefia parte de la epidermis de la
misma al centro del corte apréximadamente.

La figura "i", es un esquema de la microfotografia 2 de ésta
1lamina, en ella se puede observar uno de los ciegos de la
metacercaria casi completo en forma longitudinal (C) y parie de
la vesicula excretora (VE); al rededor de la metacercaria, se
observa la cuticula espinasa (Cu).

La figures "k" es wn esguema de la microfotografia 3, en la que
podemos observar parte de uno de las ciegas (C), vesicula
excretora (VE) y se observa la ventosa (V), aungue no muy bien
definida, en éste corte el tejido esofégico se encuentra muy
encimado v por 1o mismo poco definides cada una de las capas de
tejido del mismg.

En la microfotografia 4 de ésta primera lamina, el tipo de
iluminacibn no permite ver claramente laos tejidos del hospedero,
pero en cambic se puede aobservar muy claramente la metacercaria,

casi por completa, con la ventosa pefectamente definida al centcoo
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de la misma.

Lta tamina #II presenta en las microfotografias S y 6 cortes
transversales de una metacercaria de tejido escfégico a
diferentes niveles del mismo corie; la microfotografia 5 no
muestra aim ningin organelo de la metacercaria, Unicamente el
parénguima de ésta y parte de la cuticula, peroc se puede -
apreciar en s2lla la eosinogfilie alrededor del pardsito, aungue
éste se encuentre bastante apartada del tejido del hospedero;
1a microfotografias €, es cdnde se apreciz la metacercaria con
slgunas de sus estructuras internas, éste corte se encuentra
roto y doblado, casi toda 13 serie de 2sta metacercaria se
observa con éste defecto, oor lo cual se elabord un esquema
(figura "1"), dande se spreciz la mismz metacercaria en corte
transvérsal pero reconstruida como suponemos podria observarse
realmente en la microfotografiz 6, si ésta no se hublera dafiado
tanto al ser cortada por el micraotomc, en éste escuema se puede
localizar la ventosa (V), la vesicula excretora (VE), los
ciegos intestinales (C), 8 cuticula espinosa que rodea la
metacercaria (Cu) y las fibras musculares del tejido del
hospedero (FM) por lo que se deduce que la metacercaria se
encontraba préxuma a la capa mue:ulér del esdfago.

Las microfotografias 7 y 8 de ésta segunda lamina corresponden
a otra metacercaria de otro hospedero diferente al de las
microfotografias 5 y 6, y ésta fué cortsda longitudinalmente,
en ambas se aprecia la eosinofilia perifocal mds marcada que en

cortes anteriores, motivo por el cual se ilustra; la figura
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"m", es un esquema de la microfotegrafia 8, em el que se observa
parte de los ciegos (C), de la vesicula excretora (VE), la
ventosa que se ve de frente y bastante clara (V) y la cuticula
espinasa (Cu).

En la lamina FIII se encuentran microfotoorafias de cortes
histolégicas transversales de un pseudoguiste en pulmdn de rata
gue conteniz dos adulios de P. mexicanus, mostréndonos en la
microfotografia 9 uno de los adultos y en la 10 el otro, en
ambos se puede observar husvas alrededor del pardsito junto con
los eosindfilos en gran parte del tejido que los rodea. De las
estructuras del parasitoc a éste nivel se observan dnicamente
loe ciegos y la vesicule exeretora. La microfotografia 11 es un
corte de uno de los adultos de éste gquiste perc a nivel de la
ventosa, la cual se chserva claramente, al igual gue se puede
observar can mis claridad las esosindfiles, y la cuticula
egpinosa del parésito.
En la microfotografia 12 en corte transversal, parte de ls
ventosa y toda la extensidn de la vesicula excretora a lg ancho
del parésito, v @ los lados de ésta los ciegos intestinales
bien definidos.

3.4 LOCALIZACION DE LAS METACERCARIAS EN EL ESOFAGO.
El eséfugo de la rata en general se encuentra formado por cuatro
capas {(figura "n"), la cerasa o adventicia que es la capa mas
externa del esdfago; la musculsris exterpa o -tinica muscular
(figura "o", gue se caracteriza por una capa interna de fibras

musculares lisas orientada &n forma circuldr y una capa externa
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externa d= las mismas fibras perc orientada en sentido
longitudinzl, dispuestas en forma de una hélice y su espesor
varia con la regién del tubo; hacia ia luz del esdfago continda
ia submucosa (figura “p"), formada por tejideo conectivo areolar
grueso con algunas fibras elédsticas; y finalmentz la membrana
muCcosa que 2s 1a membranz de spitelio superficial que humedece
y lubrica por moco al eséfago, esté apoyaca en la lémina basal
y 2n muchas regiones presenta una capa delgada externa de

musculatura, liamada muscularis mMUCOS3E.

Las metacercarias encontradas sn el es@fago, ocupzoan la
mayoria de ellas una posicidn entre la submucosa y la muscularis
externa.

En las microfotografias 1 y 2 de la lamina FI, podemos observar
el tejido =n el gue se encuentra la metacercaria fotografiada a
éste nivel; -, si comparsmos ese tejido con el gue se pressnta

2n las figuras "o" y "p", podengs observar gue la

capa supmucosa
y la muscular externa, se encusntran rodeandg 3 1a metacercar:a.
£n éste nivel es posible observar éste detalle, peroc na en todos
los cortes ni en todos los niveles es muy claro, S desconoce la
altura del esGfago a la cual se sncontraban 1as metacercarias en
todos los cortes, dato gue seria de mucha utilidad para uhbicar
mejor los cortes histpldgicos, pero gue desafortunadamente no se
tomd en cuenta a la hora de hacer las necrdpsias, la

importancia radica en que el eséfaga en la mayoria de los
mamiferos tiende = cembiar el tipo de tejido en el esdfago en la

parte proxims al estdémago, forméndose la capa muscularis mucosae
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WW.-D 1S CUSION GENERRAL.

4.1 RATAS BLANCAS COMO HOSPEDERDS DEFINITIVOS.
La idea de utilizar roedores comg hospederc definitivo en éste
experimento, partié de la facilidad gue existe para mantener y
manipular a éstas; el gato suele ser hosgedera usado muy
comunmente en infecciognes con Paragonimus e incluso varios afos
atrés se pensd gque 2l gato era un mejor hospederoc experimental
en féste tipo de infeccianes, gue las ratas blancas usadas
también en éstos experimentos (Fan 1963); sin embargo la idea de
utilizar un hospederc nueveo, con facllidad para mantener en el
laboratorio y diferente a las ratas blancas usadas actualmente
para éste tipa de experimentos, fué la causa de llesvar a cabo
1a infeccidn primeramente en Hamsters, que comg se menciond en
21 métado, no pudo ser decida a la falta de Jaulas (espacio en
general) dinde mantenerlos y el hecho de gque la manipulacidn de
éstos raedares na =5 tan facil como se pensd en un princicio.
Finalmenta se infectaron ratas blancas Kattus narvegicus) gue
permitian los objetivos antes mencionados y ademds por =l gran
ndmero de trebajos realizados con éste hospedera se cuenta con
una buena base bibliografica como son los trabajos de Yokagawa
en 1962, Hashiguchi 1972, Tantalean 1974, entre otros muchos y
aungue en é=te trabajo es quible observar una baja intensidad
de infeccidn paositiva (tablas #1 a la 4) comparada con la que
se puede pbsecvar en los trabajos mencionados anteriormente, se

considerd gueé &sto estaba relacionado con el método de



infeceidn v no con el tipo de hospedero, y como el objetivo de
éste trabajo nmo era obtener un alto grado de intensidad de
infeccidén, sino tratar de reproducir en forma experimental lo
mas semejante posible la ruta de la metacercaria dentro del
hospedero definitive en condiciones naturales, la baja
intensidad de infeccidn resultd como consecuencia de la forma
de infectar a los hospederos, ya Gue en vex Ce asegurar una
mayor intensidad de infeccifn, se permitié que las
metacercarias se desplazaran por si solas desde la cavidad
bucal, que es su punto de partida em condiciones naturales,
hasta los pulmones, gus es el punto dbnde se establece
deFinitivamenﬁe y alcanza su estado adulto.
4.2 EL METODO MAS ADECUADO DE INFECTAR A LAS RATAS CON METACERCARIAS
DE PARAGONIMUS.

Para lograr el ohjetivo de éste trabajo fud necesario én—ﬂyar
praviamonic g1 método para infectar a los hospederos y reducir
al maximo posible la falsa infeccidn.

Una de las faormas que se usa mds comunmente para infectar
metacercarias en ratas, es por medio de una sonda bucofaringea
(Hashiguchi 1969) por ejemplo, &ste método abtiens me jor
resultado en cuanto a seguridad de que el hospedero experimental
guede parasitado, pero en éste caso la saonda llega directamente
basta es6fago y accidentalmente puede llegar hasta estdmaga y
por 1o tanto las metacercarias podiazn no pasar por todo el
eséfagu, o bien llegar directamente y tomar como punto de

partida al estdmago, con lo que se veria modificada en tiempo y



desplazamiento la ru.ta da las metacercarias dentro del
thospedero. Despu@s de experimentar algunes Formas de inoculacidn
se considerd como une mejor apcidn el uso dz la pipeta Pasteur
coma en el caso de Tantalean 1974, solo que ademds dz ella se
afiadid el uso de un poco de éter para adoermecer ligeramente s la
rata, sin gue con ella perdieras el sentioo, ya que se ohservd
que en sus cinco sentidos la rata arroja fuera de la cavidad
Bucal, la mayor parte de la solucidn gue contiene las
metacercarias, mientras gque se pudo observar gque dejando la raﬁa
sin beber agua por varias horas, semianesteciada por una pequefia
dosis de éter, deglutid mas facilmente la solucidn Ringer que
contenia las metacercarias, la cu=l se le depositd lenta vy
directsmente en la cavidad bucal can la pipeta Pasteur, pero
desde luego es imposible descartar ls posibilidad de que en
algin o algunos hospederos, uma vez que recohrarcn el
conocimienta completamente, pasado el efecto del éter y saciada
su sed, pudiesen haber llegado a reguroitar las metacercariag, o
arrojar fuera de su cavidad bucal las que hubissen guedado
rezagadas-entre la lengua, dientes y molares, 1o cual podria
haber sido la causa de la baja intensidad de infeccién por una
parte, perp por otra, ésta eg la forma por la cual hemas
encontrado gque la metacercaria comience su ruta a partir de la
cavidad bucal y no por el esﬁFago o estdmago, camo seria en =l
caso de usar la sonda, de tal manera gue bien es cierto, que
nuestra posibilidad de falsa infeccifn aumenta (y con ella la

intengsidad de infeccifn positiva disminuye), pero también es
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cierto gue aumenta la semejanza con la ruta que se realiza en
condiciones naturales (y con ello también aumenta la pesibilidad
de localizar los puntos de penetracifn y tiempos dentro del
fhospedera definitivo, por los cuales suponemos dehen pasar las
metacercarias dentro del hospedero en condiciones naturales).
CONSECUENCIAS OFEL USO PE LA SOMECA.
Observamos por ejemplo que en los primergs resuliados obtanidos
(tabla #1) no es posible definir uma ruta, ni siguiers sugerlrla,
va que la recup=racidn de las metacercarias se llsvd a cabo en
puntos sin secuencia de lugar o tiempo, y ademds no se encantrd
rastro alguno por medio de la técnica de Azul de Evans, en éste
caso la infeccidn se llevd & cabo por medie de la sonda y en
consecuencia, podemos gbservar que en estfago gque es el prim;r
rganao del zpcorato digestiveo por el cual debe pasear la
metacercaria, una de las ratas infectadas con 10 metacercarias
corservd por 8 dias tres de éstos parasitos juveniles en éste
argano, mientras que en el estémago que se encuentra més lejano
por ser =1 segundo Argano del aparato digestivo por el cual debe
pasar el parésito atra de las retas infectadas con 15
metacercarias mostrd en la necropsia tres metacercarias a los 6
dias postinfeccidn, yv lo gue s md3s confuso, otrs rata infectada
con 20 metacercarias mostrdé una de ellas en éste mismo Grgana a
la 1.30 horas postinfeccidn; todo ésto pudo ser un error caussdo
por la sonda, ya que esa metacercaria gque aparecid en estdmago
en tan poco tiempo, 1.30 horas, pudo haber sido depositada ahi

desde un principio por la sonda, mientras que las otras tres a



los & dfas, tal vez tuvieron gque atravesar total o parcialmente
el largo del =sdfago para llegar al estdmago vy ademis astravesar
gl contenido estomacal para llegar hasta las paredes del &rgano
donde se localizdé libre de ﬁejiua, clara gue se puede chssrvar
gue ésta primera etapa Fud més elevads que las posterisres en
cuanto al nomerc de larvas y adultos recuperados, y= que se
considera gue la sonda da mayor éaguridad de infeccidn, y es
pasible gbservar sobre tode més alto ndmero de adultos
recuperados. E0 &sta primera etapa tambien es posibls cbservar
una metacercaria en el misculo del cuellao, un dato gue bien
podria significar un pardsito errante hablando de Paragonimus,

y gue ademds no se repite en ninguna de las etapas posteriores
ni aparece registrado en bibliograf{a; como consecuencia de

los dataos obtenidos se considerd unicamente la posibilidad de
gue un punto de penetracidn de ls metscercaria podria ser =
traves del esdfago, dado gl tiempo que permanecieron esas 3
metacercarias en dicho Srgeno vy se descartd la posibilidad por
estdmano, que como ya se dijo anteriormente podria ser un

error de la sonda; en conclusién, la primera etapa .s6lo propone
la suﬁuaicién de un punto de penetracidn.

LA TECNICA DEL AZUL DBE EVAMNS ¥ EL US0 DE LA PIFETA..

Sin poder seguir una ruta se elabordé una segunda etapa de
infecciones (tabla #2), en la gque se hizo més minuciosamente la
técnica de Azul de Evana, la cual tuva que Ser ensayada
previamente para disipar ciertas dificultades que se presentaban

en su aplicacidn como era el conducto sanguineo por el cual



debia introducirse el colorante; de varios ensayos se dedujo que
ni las grejas, ni la cola, ni las patas presentan vias ssnguineas
con un calibre lo suficientemente gruesao para resistir la
inyeccién de colorante, de tal manera que se utilizd la yugular
y la asorta abdominal, dando mejorss resultados en ésta dltima,
a(in cuando en ambas se corre el riesgo de gue oor una mala
insercién de la aguja, ocurra una hemorragia capaz de matar al
hospedero y por tal motivo no se concluya la tincidn con el Azul
de Evans. Esta técnica bien dominada dif buenos resultados
durante las disecciones, localizando asi con mayor fFacilidad las
metacercarias y algunos puntos hemarrfgicos en los tejidos, que
gracias a la técrnica se distinguen de color azul y sugieren
posibles lugares de paso de las metacercarias a traves de los
drganos que las presentan. Esta técnica fué utilizada unicamente
en las disecciones hechas entre una hora y 72 horas
postinoculacidén, ya gque el punto de pemetracidn del. gparato
digestivo al respiratoric, detisz aparecer dentrc de éste lapso
de tiempo, segin sugerian los datos obienidos por Tantalean en
1974. : .
En ésta segunda etapa el ndmero de larvas y adultos recuperados
fué notublemente bajo con respecto a los resultados obtenidos
anteriormente, a pesar de que el ndmera de metacercarias
infectsdas por hospedero en éste caso fué mayor, sin embargo

los puntos hemorragicos localizados en el intestino, nos
permiten hacer la suposicidn de que las metacercarias pueden

atravesar por éste Organo en un lapso aproximado de 24 hrs,



postinoculacion. Este dato afiadido a la posibilidad de que las
metacercarias atraviesan por eséfago (segin datos abtenidos
antericrmente y, segin lo indica el hecha de ancontrar en ésta
segunde etapa el mayor ndmeroc de metacercarias recuperadas en
la luz del esdfago), no permitieron ver claramente una ruta
que siga la metacercaria dentrao del hospedero definitiva, ya
que todas las metacercarias se encontraban libres del tejido
del hospedero, y ningunz cerca de las pulmones dque son el

punto final de dicha ruta.

DOS SUCESOS INESPERADOS PERMITIERON ENCONTRAR METABEREAﬁlﬂs EN

TEJIOO.

Se infectd un tercer grupo de ratas (tabla #3), en las mismas
condiciones anteriores, excepto por un descuido en la
alimentacién de las ratas a las gue siempre se les dejaba el
alimento a su alcance todo el tiempo, pero en éste caso, parte
del lote de ratas se quedaron sin probar aliﬁantu ni mgua en
el transcurso del experimento y sumado a‘%ste descuido, una
variacidn en los tiempos de sacrificioc gue fué de 2 horas
aproximadamente, nos permitid observar las primeras
metacefcarias entre el teijido de uno de lns_&rganus del
twospedero, a las 14 horas, 2 metacercarias se esncontraban
atravesando el tejido del eséfago, segdn se pudo observar,
apenas estaban en las primeras capas del 6rganﬁ, pers en .su
parte externa, y en un estado muy activo, no se puede descartar
1ld posibilidad ge gque anteriormente como es en el caso de la

metacercaria en esdfago después de ocho dias en la primera



etapa, las metscercarias podian haberse encontrado ya en tejico,
gero que a la gﬁra”de 1la disécéién, éstus se hubieran salido
gel téjiﬁq, dejéndulas‘accidentalmente sghre 1a luz del érgano,
pérn £stos son los primeros datos veridicos gue sa tuvisron de

matacercarias penstrando = tejido. Con éstos detos se sstablexsid

4n ruevo grupo de rangos para sscrificio de hossedaros zntre 2
horas y B3 horas (tapls #4), lansc en el cual se susone gus las
metacercarias debian atraveser el esifego, o tal vez, sSe supuso

gue podrian permanecer verios dizs en &ste 4 sus

capas musculares, o bien en caso de no atravesar por esdfsgo,

dentro de éste lapso también se podria aoservar su llegade a

intestino vy su penetracidn por shi; ya gue hasta antes de

‘realizar la cuarta etapa los resultzdos sugerizn stas dos

posicilidades de penetracifin deferentes, estfzgo o intestino,
sara llegar & su destino Tinzl; los pulmones.

EL PRIMER PUNTO DE PENETRACION DETERMINA |.A RUTA QUE HA DE
SEQUIR EL PARASITO.

El primer punto de penetracidn de ia metacercaria determina por
si mismo lz ruta que ha de seguir pera llegar z los pulmones;
se han analizado los resultados obtenidos por algunos
investigadores (tabla #5), con respecto a la ruta de migracifn
gue la metacercaria sigue en diferentes especies de Paragonimus
dentro del hospedero defiﬁitivc, y se puede observar gue todas
&stas especies convergen finalmente en llegar a los pulmones,
ésto puede suponerse se debe a la fisiologfia propia del gérero

y sus requerimientos, pero el camino gue sigue para legrar su
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“aobjetivo presenta variantes entre.una especié y otra, de .tal

maners que ne s puede establecer una rute_ definida para- todo
el género, y P. mexicanus podriz tener una-ruta.con puntos

varishles de penestracidn, en ocasiones por esGfz=go v Bn otras

por intastingc.

tas principales variantes ques s= pgresentan en ganeral anire una

eanecig vy

tarda en hacer su primerz penetracidn, tiempo

llegar a los pulmones, tiempo total gue terda

aral hasta la obtencidn de parédsitos maduros. O bien el droganc

-en el gque realiza la penetracidn hucia lz cavidad torécica, los

Grganos por los gue debe pasar para lograr su compleio dasarrollao
0 las Brganos en los gque se llepa a establecer lapsaos opcilonales
pero no necesarios.

Una de las causas en cuanto a la var;acién de tiempos, puede
estar relacionads seqin Fan (19563) con la edad del hospedero y
tipo dzl mismo, tomando en consideracidn gue cads haospedsro,
presenta un grosor.de tejidos diferentes, lo gque determina =1
tiempo gue ha de llevarse la larva en atravesarlo y adn en un
mismo tipo de hospederc mientras més joven es, mis delogados son
los tejidos de sus &rganos, Hashiguchi (1972) infiere que la
migracifn y desarrollo de Paragonimus en el hospeders final
varia de acuerdo @ la especie y tipo de hospedero definitivu,

y ésto purde ohservearse mis claramente. en la tabla #7.

.La ruta varia seglin el punto de penetracifn, gue va

principalments de intestino o estomagn & cavided abdominal



L.7

segln la especie do Paragonimus, pudiendo ser el estémano en 21
caso de F. mexicanus, segln Tznualean 1976, poro nuesiros
resultados muestran gue ademids podrisz ser esifago o intesting
también. Tamtalean (1974) menciona que la c3usa de que la

mesacercaria de P. mexicanus penetre & nivel de astémage

(seglin oztos gel mismg sutsr) y nNo 3 nivel de intestino coOmo

sefiala Yokogawa 1962 en el casu de 2.

a@studiadz en cuantg

w

SuU ruTta de migracién ysnLre del hospeders
definitivo v gue se comparz muy frecusntemente con £. mexicanus,

puede deberse = gus lz metacercaria de 2. mexicanus carece de

cubierta quistice, Qque si Se presenta en lz metzcercaria de B.
westermani, teniendc asi mayor faciliusd oe permetra en wn lugar
més enterior.

HUTA LUE HIPOTETICAMENTE SUGIEREN LOS RESULTADOS DE ESTE

SXPERIMENTO.

2n psdfuoo (tablas #3 y #4), nos

matzoercaria (B. mexicanus) puede

“penstrar en un lugar més anterior que P. westermani a lo largo
del tubo digestivo, como se menciona anteriormente, sin embzrgo
en contraposicidn, l1os puritos hemorrégicos encontrados en
intestino (tabla #2), sugieren una penetracidn mas posterior al
estémago; 1o gue en conjunto sugiers la posibilidac de gque la
metacercaria de F. mexicanus tiene tres puntas de penetracion
posibles: el esdfapo, el estdmego y el intestino (Figura "h"),
perg la ruta hipotética gue se sugiere en cada uno de éstos

casos es diferente, rmo solo en tiempo, sino también en la



trayectoria gue ha dé seguir en cada caso, ye Gue 1a migracidn
a través de estdmaga o intestino implica ques la larvs gpenstre
en primer lugar a':avidad abdaminal, teniencgo asi imx opcidn de
liegar a higadso y parteriormente migrar & iz cavidad ioracica
a través del diafragma (Tantalean 197.), perc si la migracidn
se lleva a cabo por el es@fago, le metacercaria llega
directamente a ;a cavidad torécica, gliminando por @ste camino

puntos de genetracidm, as! come drganos v

er

e jidos gus pudieran
ser afectados por la larva v por supuesta su llegads a l;
cavidad torécica en un tiempo mucho més corto; 2sta Tuta BS
en si la gue sugieren los datos obtenidos en la Gltima etape
de inoculaciones (tabla #4), en la gque al establecerse nuevos
tiempos para las disecciones partierdo de las 12 horas,
obtuvimos metacercarias atravesando por esdfazgo, de las lb a
las 49 haras, asi como su llegada a pulmdn z partir de lus 49
foras, y aungue a las 65 naras unicamente la podemos encontrad
en cavidad toracica, se sage gue a éste punto puede lleoar
desde las 16 horas, lapso a partir del cual tiene la posibilidad
de peretrar a oulmdn, como sugedid a las 49 horas.

4.8 P. mexicanus TIENE LA POSIBILIDAD DE PENETRAR A TEJIDO DESDE
ESOFAGOD.

Pocos son lus autores que han sugerido la posibilidad de gque la
metacercaria del género FParagonimus en general penetre por
esdfago, sisndo éste un ceming mas corte vy rapido pare su
objetivo, inclusa Yokogewa S. (citada‘pur Fan en 1963) menciond

estar en desacuerda con la hipdtesis de Lass (citado por S.



Yokogawa 1965) en la gque proponiz que la metacercsria de P.
westermani era capaz de atravesar a nivel de estdmago o ds
estfago, sin més argumentos due los resultados uﬁteniaus nasta
8Se momento en Sus experimentos con P. westermani, sin embargo
en ese entonces se desconocia la existencia de P. mexicanus -
con la caractaristica antes mencionada de la carencia de -
cubierta guistica, lo gue hace més factlble ia hipdtesis de
Loss, o al menos en ésta especie; ademds el mismo Tantalean
que propone 21 esstdmaga como puntio de penetracidn para B.
mexicanug en 1974, supone gue ésta especie tiene incluso la
posibilidad de penetrar a nivel de eséfago, ya que aungue en
Sus experimentos no considerd &ste Adrgano en sus revisiones,
menciona haber encontrado metacercarias en el esdfago ge un
nato ude se encontraba parasitade naturalmente, con lo que
supiere que es la probable penetracidn en condiciones
Maturales.

PARAMETROS USADDS EN EL EXPERIMENTDO v SUS CONSECUENCIAS.

Los resultados més elevados en cuanto a la recuperacién ﬁe
pardsitos pertenece al lote de retas infectads en la primera
etapa, aunque el pror:dio de metacercarias utillzadas oor
hospedero fué el més bmjo en &ste caso, todo ésto corrobara
lo antes dicho sobre el uso de 1m somda y la pipeta (en éste
Casc se uso sondad.

A través del experimento se puede observar que conforme
avanzd se fueron logrando mejores resultados para el ohjetivo

del misma, ya gque el porcentaje de recuperacidin que a partir



V.-LCONECLUETONRES

del uso de la pipeta en lz segunda ctepa disminuyd notublemente,

fué aumentazndo en las posteriores stapas, a gesar de No usar la

R c AN Q

sonda y 9in necesidad de utilizar demaslados hosgederos ni gran
cantidad de metacercaeias para infectar a cada uno de ellos.

La recuperacidn dc metscercarias en tejido fué aumentando

confarme se fufron perfeccionando las técnicas de infeccidn,

diseccidn y loczlizacifin, pera no zsi la recuperacidn de adultos

que fué disminuyendo, debido a1l método usado para la infeccidn

) .
de los hogpedercs, y los tiempas de sacrificio dque s fuéron

reduciendo cde mado que no se diera tiempo a la posibilidad de

que la larva maduréra y se estableciera en los pulmones, pero

dado gue el interés de éste experimento radicd en localizar los

puntos de penetracidn de 1z larvs del aparsto digestive (medio
de introduccidn) al aparato respiratoric (lugar de Tesidencia
‘del parésito finaslmente), carecia de imporiancia esperar el

tismno comgleto de desarrollo del pardsito de larva 2 adulta, ya

gue en tal caso debia haberse esperads un minima de 36 dize nue

fué el tiempo menor en el que se localizd um aculto (tabla #1),
¢-eso usando la sonda, en el caso en el gue se usf la pipeta, el

adultﬁ recuperado en el tiempo gue tarda una larva en llegar a
su estado adulto, independientemente del ceamino que siga para
llegar @ los pulmones, ya que se desconocen las motivos por los
cuzles ura larva llega mas répido que otra, o porque algunas
permonecen =n Arganas y cavidades por tiempos Variahleé, adn

dentro de un mismo hospedera.

<




5.1 8E PUEDE PROPONER LO SIGUIEMNTE.
En primer lugar gue la ruta que sigue la metacercaria de P.
mexicanus dentro del hospederoc definitivo puede tener 3
puntos de penetracifn diferentes, considersnoo los resultados

obtenidos par Tantalesan en 1574 y los del presente trabajo, o

|03

ez: por esdfsqo, por estdmago o por el intestino. En segundo
lugar, cue lz posible camuses gue determine el punto por el

cual la metacercaris ssraviesa ya sea un drgenc u otro, puede
depender de la alimentacidén cue tengz =1 hospedero, alrededor
del tiempo en el gue se llave 3 cabo la infeccidn, ya que la
ratea en la Que se encontreron metzcercarias en Eséfagu Qurante
la tercers etzos d=l axoerimento permanacif sin alimento zries
y después ce ls infeccilm ge las metacercarias (por error de
manihula:ién de nhospedercs), dato gue se tomd en cuenta para
la cuarta etspaz, teniendo asi coma base principal no =’ imentar
a.las ralas duranite el experimento, coopservando Tinglmente
buenos resultados; mientras que las ratas en las gue el
alimento y agua permanecid a su alcance las 24 horas diarias,
se encontraron metacercarias en estdmago vy contenido estomacal
(a la 1.30 horas vy & los & dias) como se puede observar en la
tabls #1, asi como en la tapla #2 ( a las 2 horas), y aungue
camo se menciond anteriormente en el caso de la primera etapa
pudo deberse.al uso de la sonda gue las hayea depositado
directamente en éste drgano, =n la segunda etapa y resultados
obtenidos posteriormente similares a éste, asi como los

resultados de Tantalean (1974), el motivo pudo ser el arrastro



de las metacercarias al estdmago por el bolo alimenticio; sin

la existencia de Adste pueds permanecer por algdn tiempo mayor

en el esdfago y pemetrar a &1 tomindase su tiempa, sin earrer

gl riesgo de ser arrastrada al estdmago por el Aolo alimenticio,
donde @ pesar de su actividad le costaria més trabajo llegar
hasta la pared estomacal, debido a la zccidn de los &dcidos
estamacales gue ahi se encuentran al contenido del estdmago.

2l cual en un momento dsdo la pusde arrastrar hacia el intestinao,
lugar donde tiens su dltims opertunidad para penetrar a tejido,
aunque en éste Argano le seria més fécil que en el estdmago dado
que la luz del tubo digestivo a é&ste nivel es més pecushs en

didmetroc que 2n el estémzgo y por lo tanto menos dificil llegar
hasts la pared (pared intestinal); todo ésto puede ser =1

motivo de que la mayoria de las metacercarias del género
Paragnnimus se encuentren casli siempre atravesando por intestino.
ER torcer lugsr, podenas suponer gue la via de migracion

cambiaré en F. mexicanus ae acuerdo al punto de penetracidn sin

afectar su objetivo final, gue 25 =l de 1legér a los pulmones;

va gque en -P. mexicanug no regquiere forzosamente de una éstancia

en higado o algin otro drgano como sucede en el ceso de P.

kellicaotti (citado por Chemg 1973), gue a menudo pasa por

higadn 2 o 3 semanas, o hien en el casg de P. miyazaki (Hashiguchi

1972) de guien se sabe siempre pasa por higado o pared ahdominal
“un tiempo para completar su desarrollo, en cambio segdn nuestros

Tesultados pcdemos observar que la larva de P. mexicanus, cuenta

con la fFacilidag de penetrar directamente a los pulmones



atravesando por es6fago, ya gue como se puede observar en la
cuarta etaﬁa del experimento, lz metacercaria se puede encontrar
3 las 49 hogras en el pulmin, aungue dificilmente podria
enguistarse inredgisztemontsz y te=l vez por esa se encuentre solo
en cevidad tordcica a les 53 horaes (tabla #4), pero se sahe por
gjemplio oue P. onirgi pasa hasta 20 diys en la cavidad nleural
(Hashiguchi 1969), de tal manera que B. mexicanus podria hacer
1o mismo hasta llegar el tiempo Sptima para que se enguiste en
los pulmones, asborrands ssi puntos de peretracidn y tiempo,

ysegurando mas facilmente su llegada a pulmdn y tal vez hasta

podris existir un zzeleramiento en su desarrollo ya gue es

posihle que se encuentre en cavidad torécica desve las 16

toras (tabla #4).
DESDE EL PLNTO DE VISTA BIOLOGICO.
I_os resultadgos obtenidos en éste trabajo, nos permiten conocer

lgs guntos de peretracidn por los cuales la metacercaria de P.

mexicanyuys pasa del aparato digestivo al respiratorio,

corroborando lo propuesto por Tantalean (1974) de que la

matacercaria de P. mexicanus es capaz de penefiar a tejido del

huspedero definitivo, antes gue la metagcercaria de P.

westermani: ademés se pudo observar gue dependiendo del punto

de penetracidn, la metacercuria puede seguir distintas rutas

dentro del hospedero; pero gque finalmente su objetivo siempre
son los pulmones, y ademés el propdsito de conocer un poco mas
se encuentra satisfecho con

gcerca del cicleo de B. mexicanus

las resultados obtenidos.



'5.3 DESDE EL PUNTU DE VISTA MEDICO.

Los resultados pueden ser tomados en cuenta pars el diagnistico
de la Paragonimiasis humana, enfermedad gus presenta una
gintomatologia muy similar a lz de la Tuberculpsis Pulmonar; ya
que conociendo las posibles rutas de éste parésito dentro del
cuerpa humano es posible distinguir el cuadro clinico entre una
enfermedad v otra. Paor oirs parie se sabe gue toda parasito gue
atraviesa tejido de hospedero, establece una reBcién antigeng-
anticuerpo, misma gue depende de los puntos de contacto entre

parésito y hospedero, si consideramos los puntos de contacio y

el tlemﬁc que tarda en llegar a pulman la matacercaria en el

casa de atreveszr por estdnugo o intestino vy los comparamos con
los puntos de contacto y el tiempo gue tarda en llegar por Este
camino @ pulmdn stravesando por esdfago, veremos que es pasible
gue le respuests inmunoldégica en el primer caso se pueda llegar’
a obtener antes de que el pardsito estd en pulmén, y asi actusr
medicamente antes de gue &ste dafie los pulmones, mientras que.
en el éegundu caso la deteccidn inmunoldgica tendria que
llevarse @ cabo antes de 49 hrs. @ partir del momento de
inFecéiﬁn la cual resulta muy diffcil de lograrse, pero se
puede tomar en cuenta para estudios epidemiolégicos y
congiderar el dato para aguellos resultados negativos al
antigeno de P. mexicanus.

Paor otra parte si observamos los cortes hiétulﬁgicus ohtenidos,

veremos que se muestra una essinofiliaz (no muy marcada) a nivel

de esbfaga, Hoover en 1978, realizd trabajos con P. kellicotti



y observd una marcada eosinofilia en algunos de los puntos por
dénde penetrdé la metucercaria para llegar a la cavidad pleural,
pero hay que considerar que de acuerdo a la ruta gque siguid B.
kellicatti en el hospedero, los puntos de caontacto fueran
varios, miemtras gue en el caso de P. mexicanus, los puntos de
contacto se reducen al menos en éste trabajo, unicumente al
esdfago (léminas I, I1 y I1I) y es probable gue eso sea la

causa de la baja eosingfilia.
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