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RESUMEN

La toxocariasis es una enfermedad causada por el nematodo Toxocara canis. Este,
se localiza en su estado adulto en el intestino de perros, sus larvas pueden afectar a muchos
animales que actian como hospederos paraténicos, enire ellos los humanos. En éstos
altimos resulta de especial importancia conocer la migracion de larvas, la evolucion de
lesiones histopatoldgicas y la respuesta inmune desarrollada. Debido a la imposibilidad de
realizar estos estudios en humanos, se ha propuesto el empleo de modelos experimentales
en las que el parasito tenga un comportamiento similar. Para ello se han utilizado como
modelos experimentales varias especies de animales, en donde la toxocariasis sistémica s
puede inducir, sin embargo, en cllos la toxocariasis ocular es muy rara. Nuestro grupo, ha
informado sobre infecciones experimentales en jerbos, en los cuales se presenta la
toxocariasis ocular. Estos datos, aunque preliminares nos hicieron pensar que los jerbos
podrian ser un modelo posible de toxocariasis ocular.

Considerando lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue determinar el
potencial del jerbo (Meriones unguiculatus) como un modelo experimental para ¢l estudio
de la toxocariasis, principalmente la ocular.

Se determind comportamiento migratorio y la distribucién somatica de larvas de T.
canis en jerbos (Meriones unguiculatus). Se inocularon intragastricamente con huevos
larvados de T. canis (h1Tc) 3 grupos de 45 jerbos cada uno con tres dosis de (200, 1000 y
5000). Los animales se sacrificaron a distintos tiempos y se realizaron digestiones
artificiales para cuantificar larvas en los distintos 6rganos. En los jerbos inoculados con
1000 y 5000 hiTc se detectaron en forma constante pequefias cantidades de larvas en ojos
entre los dias 5 y 60 p.i.. En el grupo inoculado con 200 hiTc sélo se detectaron algunas
larvas en ojos los dias 30 y 60 p.i..

En los tres grupos la mayor concentracion de larvas a las doce horas se presenté en
intestino y desapareci6 a los 5 dias. En pulmones se presentd la mayor concentracion de
larvas a los tres dias pd. y disminuyoé en dias posteriores. En el higado la mayor
concentracién de larvas se presentd en los dias 3 y 5, diminuyé la concentracién en dias

posteriores. En el cerebro la concentracién de larvas es mayor entre los dias 30 y 60 p.i..
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En los tres grupos a diferentes periodos se detectd leucocitosis, linfocitosis,
eosinofilia, neutrofilia y monocitosis. No se presentaron diferencias significativa (p<0.05)
en la cantidad de hemoglobina o en el nimero de plaquetas.

Para analizar la evolucién de las lesiones producidas por larvas de T. canis en
jerbos, se inoculados 45 jerbos con 1000 hlTec. Se sacrificaron 5 animales del grupo
inoculado a diferentes periodos p.i. En estos dias se extrajeron por separado diferentes
6rganos (higado, pulmones, rifiones, bazo, esofago, estdmago, intestino, tejido muscular,
testiculos, cerebro y 0jos) y se describieron las lesiones macroscépicas en cada uno de ellos.
Posteriormente todos los 6rganos se procesaron para cortes histologicos y se tifieron por la
técnica hematoxilina-Eosina.

El dia 1 y 3 p.i. se observaron en serosa de intestino abundantes focos de
inflamacion aguda con infiltrado de neutréfilos y eosinofilos alrededor de larvas intactas.

En higado, pulmones y rifiones en los 1, 3 y 5 dias p.i. fueron observadas lesiones de
tipo agudo con larvas e infiltrado de neutréfilos y eosinofilos. Del dia 10 al 60 p.i. las
lesiones tienden a la cronicidad con infiltrado de linfocitos, macrofagos y presencia de
fibrocitos y colagena. En rifién se detectaron glomerulitis y engrosamiento generalizado de
las membranas basales lo que sugiere procesos de hipersensibilidad  por complejos
inmunes.

Los dias 10 y 20 P.I se detectaron en cerebro larvas sin respuesta inflamatoria
aparente. El dia 60 p.i. se observaron larvas en zonas de degeneracién y algunos con
depositos de calcio. La aparicion de zonas de degeneracion en cerebro a partir del dia 40 se
correlaciond con la aparicién de manifestaciones nerviosas en los jerbos.

Los dias 10 y 20 p.i. se detectaron larvas en coroides reaccion inflamatoria y
hemorragias en procesos ciliares. El dia 30 p.i. se presentaron larvas e infiltrado de
neutréfilos en procesos ciliares, larvas con hemorragia y edema en la retina. El dia 40 p.i. se
observaron larvas destruidas en zonas de retina y ligero infiltrado de neutréfilos y
linfocitos. El dia 60 p.i. se presentaron lesiones granulomatosas en retina y en procesos
ciliares.

Para estudiar la respuesta inmune humoral y ocular, particularmente hacia antigenos

de secrecion y excrecion (Ag-SET) se inocularon 335 jerbos con 1000 hiTc y 5 animales
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control sélo recibieron SSF. Posteriormente se sacrificaron 5 animales a los dias 5, 10, 20,
30, 40, 60 y 130 p.i. y se obtuvo suero y liquido intraocular de cada uno y se analizaron por
ELISA empleando Ag-SET. En suero los de anticuerpos empiezan a aumentar partir del dia
10 p.i. , entre los dias 20 ¥y 130 p.i. se presentaron diferencias (p<0.05) con el grupo
control. Los titulos de anticuerpos oculares contra Ag-SET empiezan a aumentar partir del
dia 30 p.i. , entre los dias 40 y 130 p.i. se presentaron diferencias (p<0.05) con grupo de
jerbos control. Mediante la técnica de Western blot se determiné que los sueros
reconocieron hasta 8 bandas de Ag-SET. El analisis del reconocimiento antigénico mostré
una reactividad gradual hacia estos antigenos, el dia 20 p.i. reconocieron en forma leve una
banda de 32 kDa, el dia 30 reconocieron bandas de 120, 32,29 24 kDa, el dia 40 y dia 60
reconocieron bandas de 120, 70, 66, 55, 32, 29 y 24 kDa y los sueros del dia 130 p.i.
reconocieron bandas de 200, 120, 70, 66, 55, 32,29 y 24 kDa.

Los datos generados en este trabajo permitieron determinar que los jerbos son un
buen modelo experimental de toxocariasis ocular y sistémica. En el futuro, este modelo
experimental de toxocariasis permitira realizar estudios profundos de evaluacion de nuevos
farmacos o de nuevas técnicas de diagnéstico a nivel ocular y generar estudios
comparativos entre este modelo experimental y humanos con sindrome de larva migrans

visceral ylo larva migrans ocular.
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INTRODUCCION

La toxocariasis es una enfermedad causada por la presencia y accién del nematodo
parasito Toxocara canis. Este, se localiza en su estado adulto en el intestino delgado del
perro y sus larvas pueden afectar a muchos animales que actian como hospederos
paraténicos, entre ellos los humanos (Soulsby, 1982; Quiroz, 1984). Otros hospederos del
parasito adulto son zorras (4lopex logopus y Vulpes vulpes), coyotes (Canis latrans) y lobos

(Canis lupus) ( Dubey, 1982; Guberti ef al., 1993; Skirnisson ef ai., 1993; Richards et al.,
1995)

CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino: Animalia

Phylum: Nemathelminta
Clase: Nematoda

Orden: Ascarcidea
Superfamilia: Ascaridoidea
Familia: Ascaridae

Genéro: Toxocara

Especie: canis

MORFOLOGIA
El parasito 7. canis es un nematodo de color blanco, los machos midende 4al10cm
de longitud y las hembras hasta 18 cm. En la parte anterior presenta tres labios bien

desarrollados, uno dorsal y dos subventrales provistos de dos papilas. La superficic interna



de cada labio puede llevar un borde dentigero o pequefios dientes. Posee alas cervicales que
les dan aspecto de punta de flecha. El extremo posterior del macho termina curvado hacia
su parte ventral, presenta dos pequefias espiculas iguales de 0.75 a 0.95 mm y un
estrechamiento terminal en forma de apéndice. En las hembras la vulva se abre en la region
media del cuerpo; éstas son oviparas y producen una gran cantidad de huevos, no
embrionados en el momento de la puesta (Soulsby, 1982; Dunn, 1983; Quiroz, 1984; Alba,
1994). Los huevos son subesféricos de 90 por 75 micrometros y de color café, presentan
tres capas de las cuales la mas externa es muy fina y presenta hendiduras parecidas a

perforaciones a las que se denomina fosetas (Alba, 1994).

CICLO BIOLOGICO

Aunque el ciclo biolégico de T. canis es directo, son extremadamente complejas las
relaciones entre este parasito y sus hospedadores. Esto tltimo tiene que ser considerado ya
que ¢l pleno conocimiento del ciclo vital y la biologia del un parésito son muy importantes
para determinar su epidemiologia y comprender los aspectos clinicos de la enfermedad
(Alba, 1991).

E! ciclo se inicia con la eliminacién de huevos de T. canis en el excremento de los
perros parasitados (principalmente cachorros), estos huevos son resistentes y duraderos en
el ambiente. Sin embargo, la exposicién a la luz solar y a una temperatura de 55.5 °C por
una hora los mata. El desarrollo de la larva infectante requiere de 9 a 11 dias 224 °C y de 3
a 5 dias a 30 °C, en presencia de oxigeno atmosférico y una humedad relativa del 75%
(Olsen, 1974; Olsen, 1979; Beaver y col., 1981).

La infestacion ocurre cuando los perros, humanos u otros hospedadores susceptibles
ingieren huevos larvados, la eclosion ocurre en el duodeno y el segundo estadio larvario
atraviesa la pared intestinal; las larvas pasan al flujo linfitico o a capilares sanguineos y por
la vena porta llegan al higado dos dias después. Al cuarto dia liegan al pulmén viajando por
la vena cava, corazon derecho y arteria pulmonar. A partir de este punto, la ruta de
migracion y desarrollo de las larvas varia dependiendo de que el perro sea joven o aduito,

hembra gestante, humano u otra especie animal (Olsen, 1974).



En perros aduitos, las larvas de segundo estadio que llegan al pulmon regresan al
corazén y se distribuyen por todo el cuerpo, llegando principalmente al musculo estriado,
higado, pulmones y rifiones, donde permanecen ¢n estado de latencia (Sprent, 1958; Beaver
y col., 1981; Soulsby, 1982).

En cachorros, las larvas abandonan los capilares pulmonares, penetran en los
alvéolos y migran por las vias respiratorias hasta la faringe (migracion traqueal), en donde
son deglutidas. Las larvas viven en el estomago hasta el décimo dia post-infestacion,
posteriormente pasan al duodeno, donde se convierten en adultos entre los dias 19 y 27
post-infestacion. En este tiempo los parasitos son sexualmente maduros, se aparean y s
inicia la produccion de huevos fértiles entre las 4 y las 5 semanas post-infestacion (Olsen,
1974; Soulsby, 1982).

Ademas de la infestacién post-natal por la ingestion de huevos embrionados, los
cachorros casi siempre se infectan prenatalmente en condiciones naturales. Esto tltimo
quiza bajo la influencia de las hormonas de las hembras en gestacion, las larvas somaticas
son reactivadas y penetran a los fetos entre los dias 42 a 43 de la gestacién (Douglas y
Beker, 1959; Olsen, 1974). Esta Gltima condicion se ha podido reproducir
experimentalmente al aplicar prolactina, hidrocortisona y oxitocina. Cuando las larvas
alcanzan el higado del feto tiene lugar una muda, transformandose en larvas de tercer
estado, las cuales, al nacer los cachorros, aparecen en los pulmones y asi permanecen
durante la primera semana de vida. La muda al cuarto estadio se produce durante la primera
semana, cuando las larvas estdn en pulmones o posteriormente en estémago. Hacia el fin de
la segunda semana, las larvas mudan al quinto estadio. Posteriormente, experimentan un
rapido crecimiento y las formas adultas pueden encontrarse al final de la tercera semana. El
periodo de patencia de las infecciones prenatales varia entre los 23 y los 40 dias después del
nacimiento (Soulsby, 1982; Kirk, 1984; Merck, 1988).

Hasta ahora sélo se han mencionado las larvas de segundo estadio somatico en
perros adultos (adquiridas por la ingestion de huevos larvados). Estos perros raramente
tienen parésitos adultos en el intestino. Sin embargo, después del parto, las larvas somaticas
reactivadas pueden llegar al intestino de perras exentas de parésitos adultos. Estos parésitos

maduran a los 25 6 26 dias dias post-parto y persisten un promedio de 60 dias antes de ser



expulsados espontaneamente (Shrand, 1964; Olsen, 1974; Angus, 1983). No todas las
larvas sométicas abandonan los tejidos durante una primera gestacion, pues las
subsecuentes camadas pueden nacer infestadas, incluso en perras protegidas contra
reinfestaciones por ingestion de huevos.

La reactivacion de las larvas sométicas contintia en la perra lactante y las larvas
ganan acceso a la glandula mamaria, siendo expulsadas en la leche e infestando a la
camada. La infestacién posnatal de cachorros durante la lactancia es cuantitativamente tanto
o mas importante que la infestacion prenatal in utero (Angus, 1983; Martinez, 1989).

El humano se puede infestar por la ingestién de huevos larvados de T. canis, las
larvas evaden los alvéolos del pulmén y migran a diversos organos como higado, otras

partes del pulmon, cerebro y ojo (Olsen, 1974; Cypes, 1982; Soulsby 1982).

EPIDEMIOLOGIA

La toxocariasis causada por 7. canis es una de las principales enfermedades
parasitarias de los perros. Su distribucion geografica es mundial, por su gran incidencia y
patogenicidad al humano es un importante problema de salud puablica (Schantz and
Glickman, 1978; Soulsby, 1982).

Estudios realizados en México y en otros lugares del mundo demuestran la alta
incidencia de esta parasitosis en perros ( Cuadros 1y 2 ). Aunque estos se realizaron de
manera aislada y presentaron diferencias en cuanto a la manera en la que se {levaron a cabo,
dejan claro que son mucho mas afectados por gusanos adultos los cachorros menores de
seis meses que los perros adultos.

Una causa de la alta incidencia de esta parasitosis es el alto poder bidtico que
presentan estos pardsitos, ya que las hembras depositan hasta 200 000 huevos diarios
(Shrand, 1964; Warren and Mahmoud, 1977). Los huevos son altamente resistentes a las
condiciones medio ambientales y son la fuente de infestacion para perros, humanos y otros
hospederos paraténicos (Soulsby, 1982).

La infestacién por Toxocara se presenta en casi todas las crias de perros y gatos.
Estos animales, que a menudo viven en los hogares en los que hay nifios, expulsan a diario

y durante muchos meses cantidades enormes de huevos en las heces, aunque estas heces se



eliminan en un lapso corto, los huevos que contienen se acumulan en el entorno. Cuando
estin protegidos de la luz solar directa y la desecacion, los huevos se desarrollan hasta
alcanzar la fase infectante en unas tres semanas y persisten viables en el suelo muchos
meses. De este modo el suelo de las zonas en las que defecan los perros y gatos con
toxocariasis se se considera una fuente de infeccion constante. Ademds, debido a la accidn
de las lluvias, es posible que los huevos se transporten a lugares distantes y alcancen
grandes concentraciones en algunos puntos. Unos miligramos de tierra recogida de la
superficie de estos sitios pueden contener centenares de huevos infestantes, lo que hace
posible que un nifio que se lleve tierra a la boca ingiera miles de estos huevos y que nifios
mayores o adultos adquieran infestaciones ligeras, al ingerir cantidades imperceptibles de
material altamente contaminado. El examen del suelo de parques y campos de juego de
distintas ciudades de Chile, Gran Bretafia, Estados Unidos, Japén, Iraq, Espafia, Irlanda,
Brazil, Argentina, Irlanda, Alemania, Jordania, Holanda, Francia, Singapur, India, Nigeria,
y México ha demostrado la presencia de huevos infestivos de Toxocara canis, que
constituyen una fuente de infestacion a nifios y contribuyen a los elevados indices de
parasitosis en perros y gatos, asi como de otros hospedadores (Borg and Woodruff, 1973;
Dada and Lindquist , 1979; Dunsmore et al., 1984; Duwel, 1984; Emehelu and Fakae,
1986; Salinas et al., 1987; Umeche, 1989; Horn et al., 1990; Choo, 1990; Abo.Shehada and
Ziyadeh, 1991; Holland et al, 1991; Bryden, A.S., 1992; Igarashi and Yatomi, 1992,
Gunaseelan, L. et al., 1992; Sommerfelt et al., 1992; Uga and Kataoka, 1993; Beugnet and
Gadat, 1993; Minvielle et al., Shimizu, 1993; Jansen, et al, 1993; Mahdi and Ali, 1993;
O’Lorcain, 1994a; Patifio y Cruz, 1992; Toledo y col., 1994; Costa et al. 1994; Martinez-
Barbosa y col, 1996; Fernandez-Presas y col., 1996; Uga et al., 1996).

La alta incidencia de personas con anticuerpos anti-toxocara en diferentes lugares
del mundo se presentan en la cuadro 3. En esta se concentra informacién que indica el alto
grado de infestacion por esta parasitosis, sin embargo, la mayorfa 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.



CUADRO 1

LUGAR ANO

No. DE PERROS TIPO DE FRECUENCIA REFERENCIA
EXAMINADOS EXAMEN (%)

Canada 1975 239 CPS 43.5 Seah et al., 1975
Accra, Ghana 1975 100 N 40.0 Anteson & Corkish, 1975
Londres, Inglaterra 1977 1000 CPS 7.2 Turner & Pegg, 1977
Indiana, EUA 1978 108 N 18.3 Kazacos, 1978
Halifax, Nueva Escosia 1978 474 CPS 26.6 Malloy and Embil, 1978
Iowa st, EUA 1978 33594 CPS 3.0 Lightner L., 1978
Zaria, Nigeria 1979 180 CPS 41.1 Dadaetal., 1979
Pretoria, Sudafrica 1979 253 N 32.0 Verster, 1979
Bangkok, Tailandia 1980 107 CPS 6.5 Hinz, 1980
Praga, Checoslovaquia 1982 500 CPS 4.2 Valkounova, 1982
Chicago, EUA 1982 846 CPS 4.3 Jaskoski B.J. et al., 1982
Sabah, Malasia 1984 175 CPS 81.0 MacAdam et al. 1984
Freetown, Sierra Leona 1984 2938 CPS 9.0 Hassan, 1984
Hessian Neckar Valley,

Alemania. 1985 155 CPS 5.8 Hinz & Blatz, 1985
Calabar, Nigeria 1985 254 CPS 26.7 Ugochukwu & Ejimadu, 1985
Tenerife, Espaia 1985 463 CPS 16.2 Valladares et al. 1985
Baghdad, Irak 1986 20 N 40.0 Tarish et al., 1986
Atlanta, EUA 1987 143 CPS 12.0 Stehr-Green et al., 1987
La Plata, Argentina 1988 2895 CPS 14.2 Venturini & Radman, 19388



Continuacién

Curasao

Grecia

Asturias. Espafia
Kingston, Jamaica
Belgica
Chinamora,Zinbabwe
Ankara, Turquia
Ankara, Turquia

Montenegro, Yug.
Nairobi, Kenia
Oklahoma st.,USA
Dakar, Senegal
Ibaraki, Japon
Hannover, Alemania
Melbourne, Australia
Dublin, Irlanda
Kansas, EUA
Lugano, Suiza.

Sao Paulo, Brazil
Ibaraki, Japon
Amsterdam,Holanda
Taimeti, Tatwan.

1988
1988
1589
1989
1991
1991
1992
1992

1992
1993
1993
1993
1993
1993
1993
1994
1994
1995
1995
1997
1997
1997

——— —————

133
232
354
14}
2324
42
121
269
33
15
156
21583
72
153
3329
493
350
218
217
314
916
272
96

7.5
224
1.1
8.0
17.4
9.0
13.2
26.0
9.0
30.0
3.0
4.0
8.7
9.4
6.9
17.4
82.6
4.0
17.0
16.6
79.9
29
27.0

Saleh et.al., 1988
Haralabidis et al., 1988
Vazquez-Valdez, 1989
Robinson et al., 1989
Vanparijs et al., 1991
Owolo et al., 1991
Cerci, 1992

Zeybek et al., 1992
Zeybek et al., 1992
Katic & Popovic, 1992
Wachira et al., 1993
Jordan, et.al., 1993
Pangui & Kaboret, 1993
Nakauchi et al., 1993
Epe et al,, 1993
Johnston & Gasser, 1993
O’Lorcain P., 1994b
Ridley et al., 1994
Dadaet al., 1979
Farias et al., 1995
Saeki et al., 1997
Overgaauv, 1997

Fei-Chang & Mo-Kang, 1997

Frecuencia de Toxocara canis en perros de diferentes lugares del mundo. N=necropsia, CPS=coproparasitoscopico



CUADRO 2

LUGAR ANO No. DE PERROS TIPO DE FRECUENCIA REFERENCIA
EXAMINADOS EXAMEN (%)

México D.F. 1955 100 N 30.0 Flores, 1955
México D.F. 1967 120 CPS 93.0 Quiroz, 1982
México D.F. 1969 50 CPS 20.0 Escalante, 1969
Veracruz, Ver. 1970 300 CPS 9.6 Franyutti, 1970
Monterrey, N.L. 1972 100 N 5.0 Garza, 1972
Guadalajara, Jal. 1973 450 CPS 16.2 Mora de la, 1973
Cuernavaca,Mor. 1974 719 CPS 15.0 Quiroz, 1982
Aguascalientes, Ags. 1983 294 CPS 47.6 Valdivia et al., 1983
Mexico D.F. 1986 200 CPS 21.0 Cruz y col., 1986
Meéxico D.F. 1987 176 N 58.5 Cruz y col, 1987
Pungarabato y

Cutzamala, Gro. 1989 106 CPS 37.7 Barrera & Fragoso, 1989
Veracruz, Ver. 1989 447 CPS 74.0 Zermeifio y col, 1989
México, D.F. 1950 463 CPS 49 Cruz vy col, 1990
México, D.F. 1992 240 CPS 3.6 Penagos y col. 1992
Culiacan, Sin, 1996 100 CPS 7.0 Gaxiolay col, 1996
México, D.F. 1996 47 CPS 100.0 Vega & Rivera, 1996
Meéxico, D.F. 1998 100 N 15.0 Martinez y col, 1998
México, D.F. 1698 470 CPS 19.8 Eguia-Aguilar, 1998

Frecuencia de Toxocara canis en diferentes lugares de la reptiblica mexicana. N= necropsia, CPS=coproparasitoscopicos



CUADRO3

LUGAR ANO NO.DE TIPO DE FRECUENCIA REFERENCIA
MUESTRAS EXAMEN (%)

Alemania Occidental 1977 2864 MP 8.6 Preisshofen & Lamina, 1977
Inglaterra 1979 922 ELISA 2.6 De-Savigni, 1979
Pennsylvania., EUA 1980 47 ELISA 54.0 Jones et.al, 1980
Alemania occidental 1980 4656 O 151 Lamina, 1980
Estados Unidos 1984 333 ELISA 21.1 Worley et al., 1984
Estados Unidos 1985 1409 ELISA 7.0 Herrmann et al., 1985
Zurich, Suiza 1986 665 ELISA 5.1 Sturchler et al., 1986
EUA 1986 333 ELISA 23.1 Ellis et al., 1986
Canberra, Australia 1986 660 ELISA 7.0 Nicholas et al., 1986
Suecia 1989 323 ELISA 7.0 Ljungstrom & Van-Knapen, 1989
Barcelona, Espafia 1989 1018 ELISA 3.6 Portus et al., 1989
Bogota, Colombia 1990 207 ELISA 43.6 Agudelo et al., 1990
Italia 1990 2583 ELISA 3.9 Genchi et. al, 1990
Sao Paulo, Brazil 1990 2025 ELISA 3.6 Chieffi et al., 1990
Baku, Rusia 1990 4765 HAI 12.5 Chobanov et.al., 1990
Dublin, Irlanda 1991 140 ELISA 52.1 Holland et al., 1991



Continuacién

Brazil

Jordania

Kuala Lumpur, Malasia
Rep. Eslovaka

Bali, Indonesia
Loire-Alantique, Francia
Dublin, Irlanda
Kathmandu Valley, Nepal
Pais Basco, Espafia

Islas Canarias, Espafia

1991
1992
1993
1993
1993
1994
1995
1996
1996
1997

54
699
331
908

190
1836
2129

200
455
14074

ELISA
ELISA
ELISA
ELISA
ELISA
ELISA
ELISA
ELISA
ELISA
ELISA

40.0
10.9
19.6
13.6
63.2
22.0
3.1
81.5
3.1
3.4

Virginia et al., 1991
Abo-Shehada et al., 1992
Hakim et al., 1993
Havasiova et.al., 1993
Chomel et.al., 1993
Gueglio et al., 1994
Holland et al., 1995

Rai et al., 1996

Ciliaet al., 1996
Jimenez et al., 1997

Frecuencia de anticuerpos anti-Toxocara de humanos en diferentes lugares del mundo

Ellis et al., 1986;

ELISA = Inmunoensayo enzimatico.

HAI = Hemoaglutinacion indirecta.

O = Quchterlony.

MP = Micropresipitacion
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Larva migrans visceral

Larva migrans visceral (LMV) es un sindrome clinico causado por la presencia y
migracién de larvas de diferentes nemétodos por los tejidos del humano. Estas larvas son de
especies de parasitos no bien adaptadas al humano y por lo tanto no alcanzan el desarrollo
completo en este hospedero accidental.

Fulleborn, en 1921, fue el primero en sugerir que larvas de nematodos que afectan
naturalmente a los animales podrian infectar a los humanos y causar enfermedad (citado por
Glickman & Shofer, 1987). No fue sino hasta casi 30 afios después cuando Mercer et al. en
1950 identificaron larvas de nematodos ascaroideos en biopsias hepaticas de nifios con un
sindrome caracterizado por eosinofilia, hepatomegalia, infiltracion pulmonar y silvidos
(citado por Glickman & Shofer, 1987). En 1952, Beaver et al. identificaron que la causa de
esta enfermedad eran larvas de T, canis y propusieron el termino de larva migrans
visceral. Desde entonces, y aunque se han identificado otras larvas de nematodos como
Toxocara cati, Capillaria hepatica, Gnatostoma sp., Ascaris suum 'y Ascaris lumbricoides,
que pueden dar signos parecidos en humanos, la mayoria de los autores consideran que T
canis es el nematodo mis frecuentemente involucrado en estos cuadros (Glickman &
Schantz, 1979; Quiroz, 1988; Knapen et al., 1992).

En México el primer caso comprobado de Toxocariasis humana (LMV) fue
informado en 1960 por Baez y Alemén, mediante examen histopatologico de una muestra
de tejido hepatico de una paciente de 7 afios de edad.

Clinicamente, la gravedad de la enfermedad varia mucho segin el ndmero de huevos
larvados ingeridos, la duracién de la infestacion, la presencia de larvas en lugares criticos y
otros factores aun no entendidos (Beaver, et al,, 1986). La mayoria de las infecciones
humanas por T. canis cursan asintométicamente o con sintomas muy leves (Bass et al.,
1987). El signo més notorio es la eosinofilia crénica. En algunos casos se han descrito
cuentas de leucocitos de 30 000 a 100 000 por mm’ y con 50 a 90% de eosinéfilos ( Beaver
y col., 1952; Huntley y et al., 1965; Limaye y et al., 1990). Algunos estudios demuestran
que las secreciones y excreciones de las larvas del pardsito estimulan la produccion de
interleucina 5 que es la responsable de la eosinofilia (Coffman et al., 1989; Kusama et al.,’

1995; Sugane and Ohima, 1984; Yamaguchi et al., 1990). No obstante, la larva migrans
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visceral es s6lo una de las varias causas conocidas de eosinofilia en los humanos (Chisid y
et al., 1975). En casos mdas graves se reportan historias de pica, fiebre, hepatomegalia,
hiperglobulinemia y dolor abdominal. La mayorfa de los pacientes se recuperan y solo
algunos llegan a morir (Dunn, 1983; Beaver et al., 1986).

En el higado, la invasion larvaria causa una reaccion del huésped con la formacion
de granulomas, la hepatomegalia parece ser una condicién caracteristica del padecimiento.
Muchos pacientes registrados se han descubierto en biopsias indicadas por algin otro
padecimiento (Dunn, 1983; Vortel et al., 1983; Beaver et al., 1986).

Clinicamente algunos pacientes presentan manifestaciones de inflamacion pulmonar
y tos (Markell et al., 1986), otros cursan sin manifestaciones pulmonares (Bever et al..,
1986). Se ha encontrado que pacientes con asma tienen mas frecuentemente anticuerpos de
la clase IgE que controles sin manifestaciones asmaticas (Dosowitz, 1981; Buijs et al,
1994; Lokman-Hakim et al., 1997). Algunos pacientes pueden presentar edema en nédulos
linfoides sin otras manifestaciones (Amir et al., 1995).

Cuando las larvas alcanzan la circulacion general pueden dirigirse a los rifiones, en
donde hasta ahora no se han detectado en la persona viva y solo hay reportes de autopsia en
personas que murieron por otras causas (Dunn, 1983). Se ha discutido por varios autores el
dafio producido por larvas de 7. canis en el Sistema Nervioso Central de humanos, mientras
algunos han reportado diferentes problemas como: encefalitis, encefalopatias, ataxia y
disturbios neurolégicos (Moore, 1962; Schochet, 1967; Hill, 1985; Sommer et al,, 1994;
Lowichik & Ruff, 1995) otros no han encontrado ningtn tipo de relacion entre infeccién y
patologia nerviosa (Magnaval et al., 1997). En un estudio realizado por Huntley et al. en
1965, se encontré que en el 28% de los pacientes con LMV tenian antecedentes de
convulsiones. Otros reportes parecen indicar que la infeccién por 7. canis no se asocia
frecuentemente a epilepsia ( Glickman & Cypess, 1979; Woodruff et al., 1966). Ademas,
se ha asociado la seropositividad a T. canis con bajo desarrollo de la inteligencia en nifios

(Nelson et al., 1996).
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Larva migrans ocular

La presencia y el dafio producido p'or larvas de 7. canis en el ojo determina una
enfermedad conocida como larva migrans ocular (LMO). Este sindrome ocular fue descrito
por primera vez por Wilder en 1950, quien encontré larvas de T. canis en 24 de 46
seudogliomas en ojos enucleados por endoftalmitis con aparente retinoblastoma.
Posteriormente se han reportado muchos casos similares (Wilder, H.C., 1950; Glickman et
al., 1979; Glickman and Shofer, 1987, Small, et al., 1989; Liolet et al., 1992).

En 1966, fue informado por DeBuen y col. el primer caso de toxocariasis ocular en
México, y se describié como una endoftalmitis por nematodos. Se tratd de una nifia de 5
afios de edad, a la cual se le regisird por falta de agudeza visual y desviacién del ojo
izquierdo hacia afuera. Este caso tuvo gran importancia, ya que puso en evidencia la
presencia del padecimiento en México. Més tarde en 1982, Equihua Herndndez publicéd un
caso de toxocariasis en una nifia de 9 afios, a la cual se le diagnosticod atrofia dptica
bilateral, como secuela de toxocariasis en el sistema nervioso.

La toxocariasis ocular se observa generalmente en ausencia de otros signos y
sintomas de LMV, por lo que se considera que sucede en personas inicialmente expuestas a
un pequefio niimero de larvas, por lo que no montan una respuesta inmune importante y las
larvas pueden migrar libremente por varios 6rganos y accidentalmente llegar al ojo (Schantz
et al., 1979; Glickiman, 1987).

La toxocariasis ocular puede tener varlos cuadros clinicos, ninguno de ellos
patognomonicos. Las manifestaciones incluyen falta de agudeza visual, estrabismo,
leucorea, irritacion ocular y endofialmitis (Shields, 1984).

Las lesiones detectadas en ojos han sido granulomas ubicados cerca del disco 6ptico
o intrarretinales, retinocoroiditis posterior y periférica, panuveitis, papilitis optica, uveitis,
deformacién o desprendimiento de retina, membranas idiopaticas epiretinales, infiltracion
de células inflamatorias en humor vitreo, lesiones hemorragicas y neurorretinitis como
secuela de migracién de larvas en retina (Smith & Greer, 1971; Schantz et al., 1979; Gass &
Braunstein, 1983; Sorr, 1984; Margo et al., 1986; Glickman, 1987; Glickman and shofter,
1987: Mihara et al., 1993; Zygulska et al., 1993; Desai et al., 1996;). En la mayoria de los



casos las alteraciones solo ocurren en un ojo, aunque existen reportes de lesiones bilaterales

(Matri-¢el et al., 1990; Benitez-del-Castillo et al., 1995).

ANTIGENOS DE EXCRECION SECRECION (Ag-SET)

En 1975, De Savigny desarrollé un método que con algunas modificaciones se sigue
usando en la actualidad para la obtencion de los antigenos de secrecion excrecion de las
larvas de 7. canis (Ag-SET). Para ello incub6 larvas 2 de T. canis en medio minimo
esencial de Eagle con 1% de glucosa, de los sobrenadantes recolectd proteinas que fueron
reconocidas antigénicamente por los hospederos. Diferentes autores han descrito
modificaciones de estos medios de cuitivo y han descrito diferentes antigenos de estos
sobrenadantes.

El analisis de los Ag-SET en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y por Western
Blot ha demostrado que estos antigenos son una mezcla compleja de glicoproteinas. Existen
Ag-SET que han sido caracterizados por la mayoria de autores, sin embargo existen otros,
que solo han sido detectados por algunos autores. Lo anterior podria deberse a los diferentes
medios en los que se cultivaron las larvas y a las técnicas que se utilizaron para la deteccion
de los antigenos. Badley et al. en 1987 detectaron 15 bandas proteicas en geles de
poliacrilamida teflidos con nitrato de plata. Las bandas fueron numeradas en orden
decreciente de acuerdo al peso molecular (PM} y determinaron que las mas abundantes son
las bandas 10, 11 y 14 (76, 78 y 88 kDa respectivamente) seguidas por las bandas 1y 3 (29
y 34 kDa). Pese a lo anterior, la mayoria de los autores estan de acuerdo en que los Ag-SET
mas abundantes en lo sobrenadantes de los cultivos larvarios son de 32. 55, 70, 120 y 400
kDa de peso molecular (Maizels et al., 1984; Meghji & Maizels, 1986; Badley et al., 1987).

Los Ag-SET son glicoproteinas que presentan principalmente dos azicares
importantes la N-acetilgalactosamina y la galactosa, en menor abundancia otios como
arabinol, manosa, N-acetilglucosamida, glucosa, fucosa y xilosa (Meghji & Maizels, 1986).
Estos carbohidratos estdn presentes en diferentes proporciones en algunos o todos los
Ag-SET formando epitopos que se encuentran ligados al complejo proteico del antigeno de
manera fuerte o débil. Se han determinado ocho epitopos diferentes por medio de

anticuerpos monoclonales, indicando que la respuesta inmunolégica esta principaimente
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dirigida hacia los complejos glicosilados de la molécula (Maizels et al., 1987). Entre las
secreciones de las larvas en cultivo se han detectado ademds de glicoproteinas, algunos
lipidos, pero contra estos no se monta una respuesta inmunolégica y no se ha determinado
cual es su papel biolégico (Niedfeld et al., 1993).

Por Western blot se han determinado dos patrones de Ag-SET que son reconocidos
por sueros humanos a los que se les llamé LMW (Low Molecular Weigth) y HMW (Higth
Molecular Weigth). El patron de HMW esta formado por bandas de 200, 147 y 132 kDay
el patron LMW esta formado por bandas de 24, 28, 30 y 35 kDa (Magnaval et al,, 1991). En
varios estudios se ha demostrado que los antigenos de alto peso molecular pueden cruzar
antigénicamente con antigenos de otros helmintos como: Strongyloides sp., Fasciola
hepatica, Ascaris suum, quiste hidatidico, Toxascaris leonina, Ascaris suum, Schistosoma
sp. y Oncocerca sp.. (Stevenson & Jacobs, 1977; Nicholas et al., 1984; Magnaval et al.,
1991; Cuéllar et al., 1995). La fraccién de bajo peso molecular presenta mayor
especificidad hacia Toxocara canis que la fraccion de alto peso (Magnaval et al., 1991).

En estudios utilizando anticuerpos monoclonales, se ha determinado que los dos
sitios principales donde se encuentran los Ag-SET en las larvas, son las glandulas
esofégicas y una larga rama de células columnares secretoras que desembocan a un poro
excretor en el exterior de la larva, por la naturaleza de estos organos dentro de la larva, se
ha propuesto que en estos lugares se producen estos Ag-SET (Page et al., 1992b). Ademds,
se ha encontrado que los antigenos de 32, 70 y 120 kDa estan unidos a la cuticula de las
larvas de T, canis (Page et al., 1992a). Por lo anterior, se ha propuesto que los Ag-SET son
un importante mecanismo de inmunoevasion del parasito, puesto que son las proteinas
contra las que se monta principalmente la respuesta inmune y después estas se secretan al

exterior del parasito (Maizels et al., 1984).

MODELOS EXPERIMENTALES

Para el estudio de esta enfermedad se han utilizado como modelos experimentales
varias especies de animales, entre ellas: ratones (Abo-Shelada & Herbert, 1984; Dunsmore

et al.,, 1983; Ohima, 1961), ratas (Olson & Rose, 1966), monos (Tonimura et al., 1976),
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conejos (Glickman & Shofer, 1987), pollos (Gavin, 1964; Agnihotri et. al, 1987, Maruyama
et.al., 1994b), codornices (Nakamura et al., 1991; Maruyama et al, 1994a), hamster
(Agnihotri et. al, 1987), cobayos (Buijs et al., 1995), cerdos (Stevenson & Jacobs, 1977) y
jerbos (Flores-Alatorre, 1993). El modelo mas utilizado es el ratén, ya que tiene grandes
ventajas, como la de contar con cepas singénicas, haber sido ampliamente estudiados, su
bajo costo, faciles de mantener y reproducir. La toxocariasis tisular es facil de inducir en los
ratones, se han realizado estudios de distribucién somatica, inmunolégicos y de patogenia
(Lee et al., 1977, Holt et al., 1981; Dunsmore et al., 1983; Sugane & Oshima, 1983;
Barriga & Myser, 1987; Parsons & Grieve, 1990; Havasiova-Reiterova et. al, 1995; Soltys
et al., 1996). Sin embargo en los ratones la toxocariasis ocular no ocutre frecuentemente.
Asi mismo se han realizado estudios empleando los otros modelos experimentales con
larvas migrantes en los tejidos, donde se han evaluado algunos aspectos de la patologia o la
respuesta inmune (Church et al., 1975; Stevenson & Jacobs, 1977; Glickman & Summers,
1983; Smith et. el., 1983).

En lo que se refiere a la relacion huésped parasito a nivel ocular existe poca
informacion, el reporte més relevante de esta relacién fué hecho por Watzke y cols. en
1984, quienes inocularon directamente larvas de 7. canis en humor vitreo, humor acuoso y
coroides de macacos. La inoculacién de las larvas produjo hemorragias retinales,
perivasculitis, nodulos retinales, en algunos casos se observo una reacciéon inflamatoria
producida por las larvas mientras que otros no indujeron tal efecto. La inoculacién de medio
de cultivo que contenia las proteinas de secrecion excrecion de larvas del parésito produjo
vasculitis. Por ELISA se detectaron anticuerpos especificos contra 7. canis en humor
acuoso y humor vitreo. Por requerir cirugias especializadas y por el alto costo de los
animales, este modelo no se ha usado para evajuar la patologia o el tratamiento de la
toxocariasis ocular. Por otro lado Alba vy cols, 1984; Flores-Alatorre, 1993 reportaron la
infeccién experimental en jerbos, en los cuales se presenta la toxocariasis ocular. Sin
embargo no se realizaron en los jerbos estudios longitudinales de lesiones o estudios

inmunologicos sistémicos u oculares.

16



JUSTIFICACION

Toxocara canis es uno de los nematodos que se ha encontrado parasitando con
mayor frecuencia a los perros de México y de muchas otras partes del mundo, afecta
principalmente a cachorros y ocasionalmente a adultos (Cuadro 1 y Cuadro 2). La
transmision entre los perros es por la ingestion de huevos larvados o por la transmision
transplacentaria de perras a sus crias (Douglas y Beker, 1959; Olsen, 1974; Soulsby, 1982,
Merck, 1988; Kirk, 1984 ).

Este parasito se transmite al hombre por la ingestion de huevos larvados de 7. canis
provenientes de la materia fecal de perros. Debido ala estrecha convivencia que existe entre
el hombre y sus mascotas, existe una alta probabilidad de infeccién por lo que se ha
considerado un problema de salud publica en muchos paises del mundo.

En humanos se han reportado dos cuadros clinicos de toxocariasis: el sindrome de
larva migrans visceral (LMV) y el sindrome de larva migrans ocular. El primero es
producido cuando las larvas migran a traves de los tejidos y el segundo cuando las larvas
quedan enquistadas en los ojos.

El humano de hecho actiia como un hospedero paraténico de T. canmis. En este,
resulta de especial importancia conocer la migracion de larvas, la evolucion de lesiones
histopatologicas y la respuesta inmune montada por los hospederos. Debido a la
imposibilidad de realizar estos estudios en humanos, se ha propuesto ¢l empleo de modelos
experimentales en las que el pardsito tenga un comportamiento similar. Para ello se han
utilizado como modelos experimentales varias especies de animales, entre ellos: ratones
(Abo-Shelada & Herbert, 1984; Dunsmore et al., 1983; Ohima, 1961), ratas (Olson & Rose,
1966), monos (Tonimura et al., 1976), conejos (Glickman & Shofer, 1987), pollos (Gavin,
1964; Agnihotri et al, 1987, Maruyama et al., 1994b), codornices (Nakamura et al., 1991;
Maruyama et al., 1994a), hamster (Agnihotri et al, 1987), cobayos (Buijs et al,, 1995),
cerdos (Stevenson & Jacobs, 1977) y jerbos (Flores-Alatorre, 1993). E! modelo mas
utilizado es el ratén en donde la toxocariasis sistémica es facil de inducir, sin embargo, en
ellos la toxocariasis ocular €s muy rara.

Nuestro grupo, ha reportado infecciones experimentales en jerbos, en los cuales se
presenta la toxocariasis ocular (Alba y col., 1994; Flores-Alatorre, 1993). Estos datos,
aunque preliminares nos hicieron pensar que los jetbos podrian ser un modelo posible de
toxocariasis ocular. Sin embargo, no existen estudios profundos de toxocariasis en estos
animales. Por lo anterior, resulta importante realizar estudios longitudinales para observar
la evolucién de las lesiones en diferentes érganos y especialmente en los ojos. Estos datos,
podrian compararse con los obtenidos de estudios en ojos humanos y se podrian relacionar
las lesiones con la presencia de anticuerpos sistémicos y oculares. Ademis, el desarrollo de
un modelo de toxocariasis ocular podria ser muy til para el desarrollo y evaluacion de
nuevas formas de diagnéstico y de modelos farmacoldgicos, asi como de la evolucion de las
lesiones sistémicas y oculares después de que se ha aplicado el tratamiento. Por lo anterior,
en el presente trabajo se realizo un estudio integral de la toxocariasis en jerbos (Meriones
unguiculatus), tanto ocular como sistémica.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

a) Determinar el potencial del jerbo (Meriones unguiculatus) como un modelo

experimental para el estudio de la toxocariasis

OBJETIVOS PARTICULARES

a) Estudiar el efecto de la inoculacién de diferentes dosis de huevos larvados de Toxocara
canis sobre la migracion del parasito en érganos de jerbos a diferentes periodos.

b) Encontrar una dosis que permita desarrollar el cuadro de larva migrans visceral y larva
migrans ocular en los jerbos.

c) Observar la evolucién de las lesiones producidas por larvas de Toxocara canis en
diferentes érganos de jerbos inoculados experimentalmente con el parasito.

d) Evaluar los cambios hematologicos producidos en una inoculacién experimental con
Toxocara canis.

e) Obtener y purificar antigenos de secreciones y excreciones de larvas de Toxocara canis.

f) Evaluar la cinética de produccion de anticuerpos séricos y oculares producidos contra
antigenos de secreciones y excreciones de larvas de Toxocara canis en jerbos
inoculados experimentalmente.

g) Identificar los antigenos de secreciones y excreciones de larvas de Toxocara canis mas

frecuentemente reconocidos por jerbos inoculados experimentalmente con el parasito.



MATERIAL Y METODOS

Animales

En este estudio se utilizaron jerbos (Meriones unguiculatus) machos de 80 a 90 dias
de edad, de una linea singénica obtenida y mantenida en el bioterio del Centro de
Investigacién y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional. Los animales fueron

alimentados con alimento comercial para roedores y agua purificada ad libitum.

Obtencién y cultivo de huevos de T. canis.

La obtencidn y cultivo de los huevos de T. canis s¢ realizé modificando el método
descrito por Ohima en 1961 y De Savigny en 1975. Se colectaron ejemplares adultos de
T canis a partir de necropsias realizadas a cachorros de entre uno y tres meses de edad,
provenientes del Centro Antirrdbico de Cuautitlan, Edo. de México. Las hembras se
separaron y se extrajo el utero por una incisién en la parte media del cuerpo. Los uteros
obtenidos de esta manera se colocaron en una caja de Petri y se extrajeron los huevos gue se
colocaron en una solucién salina fisiologica, después con un colador fino se eliminaron
restos y membranas del parasito. Los huevos se separaron por centrifugacion (500 gs por 5
minutos a temperatura ambiente) desechando el sobrenadante por decantacion, la masa de
huevos sedimentados se re suspendi6 en una solucién de formol al 2% (vol/vol) en agua y
se incubaron en cajas de Petri estériles en una estufa bacteriologica a 25 °C, por 20 a 30 dias
para lograr el desarrollo de la larva 2 pasiva infectante. Al término del proceso se verifico la
viabilidad de cada uno de los cultivos mediante Ia observacién al microscopio compuesto

de] movimiento larvario.

Obtencion y cultivo de larvas
La obtencién de larvas se realizé siguiendo el método desarrollado por DeSavigni en
1975 y modificado por Bowman y col. en 1987. Una vez cultivados los huevos y verificada

su viabilidad por observacién empleando microscopio optico, se procedio a lavarlos tres



veces por centrifugacion y resuspension, finalmente se resuspendieron en solucién salina
fisiologica 0.15% p/vol (SSF) esterilizada en autoclave. Posteriormente, en condiciones de
esterilidad en campana de flujo laminar, se colocaron en una solucién de hipoclorito de
sodio al 1% por 10 minutos, se lavaron 5 veces con RPMI 1640 al que se ha agregado
HEPES para obtener un pH de 7.2 y se le afiadio 100 ug/m! de gentamicina y 1% de glucosa
p/vol . Los huevos larvados se sometieron a agitacién en un agitador magnético por 25
minutos para producir la eclosién de los huevos. De la suspension resultante se separaron
las larvas viables por el método de migracion larvaria de Baermann. Para ello se utilizaron
microaparatos de Baermann estériles elaborados con pipetas Pasterur, a las cuales se les
introdujo un algodoén y fueron colocadas dentro de tubos de ensaye de 30 ml con tapa
metalica sin sello hermético. La suspension se coloco en la parte superior del algodén por
dentro de la pipeta Pasteur y dentro del tubo se agregd medio de cultivo estéri hasta tocar el
algodén por la parte inferior. Después de 24 horas de incubacién a 37 °C en una estufa de
CO, se colectaron del fondo del tubo de ensaye las larvas viables y se realizé una segunda
colecta a las 48 horas. Las larvas recolectadas y resuspendidas en medio de cultivo RPMI-
1640 fueron puestas en cajas de cultivo de 15 mi empleando una concentracion de 1000
larvas/ml y se incubaron a 37 °C con 5 % de CO, y 95% de humedad. Las larvas cultivadas

se utilizaron para la produccion de Ag-SET.

Produccién de Ag-SET

El sobrenadante de las cajas de cultivo se colecté por aspiracién en condiciones
estériles dentro de la campana de flujo laminar, sedimentando primero a las larvas en un
extremo de la caja por gravedad. Posteriormente se restituyd medio fresco a las cajas. El
medio se reemplazé semanalmente (Maizels et al, 1984; Badley et al, 1987) y el
sobrenadante se concentré 100 veces por ultrafiltracién con un equipo Amicon y
membranas de 10 000 D. La concentracion final de proteinas fue determinada por una
técnica de Lowry modificada por Dulley & Grieve (1975). Asi mismo, se determind la
pureza y la integridad de los Ag-SET en geles de poliacrilamida tefiidos con nitrato de plata

(Merril et al., 1984).
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Electroforesis de proteinas (SDS.PAGE)

Para la caracterizacién del perfil de proteinas de los Ag-SET se utilizaron geles de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS). La separacion de los
componentes proteicos se llevé a cabo con algunas modificaciones por el método descrito
por Laemli en 1970. El equipo utilizado fue una camara de electroforesis Mini-PROTEAN
I electrophoresis cell (Bio-Rad Labs.)

Los Ag-SET fueron separados en geles de poliacrilamida de acuerdo al siguiente
protocolo: El gel separador de aproximadamente 50 mm de largo fue preparado a2 una
concentracién de acrilamida del 12% en Trizma 0.375 M y pH de 8.8 . Se utilizé como gel
concentrador un gel de aproximadamente 10 mm de largo, preparado con 4% de acrilamida
en trizma 0.125 My 6.8 de pH. Los geles se prepararon en placas de vidrio con separadores
de | mm de grosor. La solucién amortiguadora de corrimiento utilizada consistid de una
solucién de Trizma base 25 mM, glicina 192 mM y SDS al 0.1% (p/vol),aunpH de 8.3 .

Las muestras se diluyeron 1:1 un una solucién amortiguador de muestra a pH de 6.8
(Trizma base 62.5 mM, SDS 2%, glicerol 10%, Azul de bromofenol 0.002% y 2-
mercaptoetanol 5%). Las muestras se calentaron en bafio Maria en ebullicién durante 5
minutos. En cada corrimiento se incluyeron marcadores de peso molecular (MPM)
pretefiidos (Bio-Rad) y una vez que transcurri6 este tiempo las muestras se colocaron en ¢}
gel y se corrrieron a 150 V con 120 mA para el gel concentrador por 10 min. y a 70 mA
para el gel separador hasta que el frente del colorante migré al borde inferior del gel
(Hames & Rickwood, 1981). Una vez terminado el corrimiento, las proteinas separadas en
los geles se transfirieron a papel de nitrocelulosa o fueron tefiidos con nitrato de plata
(Merril et al., 1984). El PM de los Ag-SET obtenidos fueron determinados por medio de
una curva patron, realizada graficando el logaritmo del PM de los marcadores pretefiidos,
contra su migracién a través del gel expresada en centimetros (Bjerrum, 1988). Los MPM
fueron: miosina 203 kDa; beta-galactosidasa 118 kDa; albimina sérica bovina 86 kDa,
ovoalbiimina 51 kDa; anhidrasa carbonica 34 kDa; inhibidor de la tripsina 29 kDa; lisozima

19 kDa y aprotinina 7.5 kDa.
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Transferencia de Ag-SET a papel de nitrocelulosa

Para llevar a cabo la transferencia de proteinas se utilizé un equipo Trans-Blot
Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell para electrotransferencia semiseca que consta de
dos platos electrodos de carbon. Para ello se cortaron piezas de papel de nitrocelulosa al
tamafio de los geles de poliacrilamida y ambos se colocaron entre capas de papel filtro
Watman 0.2 pm remojados en un buffer especial de transferencia (25mM Tris, 192 mM
glicina, 0.05% SDS p/vol, 20% metanos vol/vol) y cortados al mismo tamafio del gel. Los
antigenos separados por electroforesis se transfirieron a [2 V con una corriente de 0.8
mA/cm? por un tiempo de 35 minutos (Bio-Rad manual, 1996).

La transferencia de los Ag-SET fue verificada por la presencia en el papel de los
marcadores de peso molecular pretefiidos y con una tincion reversible de rojo de Ponceau,
sumergiendo el papel en el colorante por 5 minutos, una vez que aparecieron las bandas
més prominentes se lavaron los papales con agua destilada. El resto de la membrana fue
bloqueado con Tris-Buffer Salino (HC1 0.15 M, Tris-HCI 20 mM, pH 7.5) con 5% de leche

descremada en polvo a 4 °C por toda Ia noche (Bjerrum, 1988; Salinas, 1995).

Western-blot

Una vez obtenidos los Ag-SET en el papel de nitrocelulosa, este se corté en tiras
de 5 mm de ancho y se lavaron tres veces en Tris-Buffer Salino (TBS). Las membranas
lavadas se incubaron en agitacién constante, por 2 horas a temperatura ambiente con los
sueros de los jerbos diluidos 1:1000 en TBS + 0.02% de Tween 20 vol/vol + 5% de leche
descremada p/vol. Posteriormente, las membranas se lavaron 5 veces por 5 min. con TBS +
0.02% de Tween 20. Las membranas lavadas se incubaron en agitacién constante, por 2
horas a temperatura ambiente con los sueros de conejos anti-jerbos diluidos 1:500 en TBS +
0.02% de Tween 20 + 5% de leche descremada. A continuacion, se lavaron nuevamente las
membranas 5 veces por 5 min. con TBS-Tween. La tercera incubacién de las membranas se
realizé en agitacidn constante, por una hora a temperatura ambiente con un conjugado anti-
conejo marcado con fosfatasa alcalina y preparado en borrego (marca serotec) diluido

1:2000 en TBS-Tween + 5% leche descremada. Posteriormente, las membranas se lavaron
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5 veces por 5 min. con TBS + 0.02% de Tween 20 y una vez mas con TBS sin Tween. La
fltima incubacidn se realizé con los substratos NBT (Nitroblue tetrazolium) y BCIP (5-
Bromo-4-Cloro-3-indolil fosfato), diluidos en una solucién amortiguadora de fosfatasa
alcalina (Tris-HCI 100 mM, NaCl 100mM, MgCL, 5mM). Cuando se hizo evidente la
reacci6n por la aparicion de bandas de color café se lavaron las membranas con agua

destilada y se secaron sobre un papel filtro (Bjerrum, 1988).

Purificacion de gammaglobulinas de jerbos

La purificacion de gammaglobulinas de jerbo (GGJ) se realizd con algunas
modificaciones deacuerdo al método descrito por Garvey y col. en 1977 y Nowotny en
1979.

Para ello a 200 ml de suero de jerbos aparentemente normales se les adicionaron
lentamente y en agitacién constante 100 ml de una solucién suifato de amonio saturada y se
ajust6 el pH a 7.8 con una solucién de NaOH 2N. La agitacion se continué por 3 horas y la
solucién se centrifugé a 4 °C por 30 minutos a 1400 X gs, se eliminé el sobrenadante y se
resuspendi6 el sedimento en solucién salina a pH 7.8 hasta alcanzar el volumen inicial del
suero (200 ml) y en seguida se adicionaron lentamente 100 ml de la solucion de (NH4)2S04
saturada, la centrifugacion y resuspension se repitié 4 veces. El sedimento de la dltima
centrifugacion se disolvio en una solucién amortiguadora de boratos hasta alcanzar 100 ml,
se dializé (membrana de 100 kDa esta solucion contra una solucién salina amortiguadora de
boratos a 4 °C por 5 dias. Después de completar la diélisis se saco la muestra se centrifugd
por 30 minutos a 1400 X g., al sedimento se le determino la cantidad de proteina por la
técnica de Lowry modificada por Dulley & Grieve (1975) y la pureza de las

inmunoglobulinas se comprobé por electroforesis en geles de poliacrilamida.

Produccién de suero de conejo antigamma globulinas de jerbo
Para la obtencion de suero de conejo antigamma globulinas se empled la técnica

descrita por Morilla y Bautista en 1986 con algunas modificaciones. En esta se utilizaron 2
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conejos machos de un afio de edad, el dia 0 se les inoculd subcutdneamente 5 mg de GGJ
disueltas en 1 ml de solucién salina estéril, emulsificada con 1 ml de adyuvante completo
de Freund. El dia 15 se repiti6 la inoculacién empleando adyuvante incompleto de Freund.
El dia 30 se aplicé intramuscularmente 1 mg de GGJ en solucion salina. Los animales se
sangraron por puncién cardiaca una semana despucs de la ultima inmunizacién y se

titularon los sueros obtenidos por una técnica de ELISA.

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para suero de conejo

antigammaglobulinas de jerbo

El ELISA se realizé con el objeto de titular dos sueros de conejo antigamma de
jerbo y Ag-SET para ser utilizado posteriormente en otros inmunoensayos. Las pruebas se
realizaron de acuerdo la técnica descrita por Coligan et al. en 1994 con algunas
modificaciones.

Las pruebas se realizaron por triplicado y se repitid dos veces el ensayo. En estos
Ag-SET se acoplé a placas de fondo plano de poliestireno (Nunc) con 50 pl de 3 diferentes
diluciones del antigeno (5, 10 y 20 pg/ml) en una solucion amortiguadora de fosfatos con
azida de sodio con pH de 7.6 € incubando a 4 °C por toda la noche. Posteriormente se
lavaron los posos tres veces con agua bidestilada y los sitios libres fueron saturados al llenar
los pozos con solucién de blogueo (Na2B4Hz2 0.77 M, NaCl .012 M, Tween 20 0.05%
vol/vol, EDTA 1 mM, albtimina sérica bovina 0.25% p/vol, NaN3 0.05% p/volapH 8.5) e
incubandose 30 minutos a temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas tres veces con
agua bidestilada. A continuacién se agregaron 50 pl. de 4 diferentes diluciones de los
sueros de conejo antigammaglobulina de jerbo (1:500, 1:100, 1:50 y 1:20) en solucion de
bloqueo y las placas se incubaron por dos horas. Nuevamente las placas se lavaron tres
veces con agua bidestilada y se incubaron por 2 horas con 50 pl. de una dilucion de 1:2000
de conjugado de IgGs de borrego anti-IgGs de conejo marcado con fosfatasa alcalina y
preparado (marca Serotec). Después de lavar tres veces con agua bidestilada se agregaron

75 pl. de sustrato pnitrofenilfosfato 3 mM,NaCOs 0.05 M, MgCl2 0.5 mM (NPP), y se
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incubaron por una hora a temperatura ambiente, la reaccion se par6 con 25 ! de NaOH 0.5

N. Los pozos fueron leidos en un lector de ELISA (Bio-Rad) a 405 nm.

ELISA para evaluar los titulos de anticuerpos anti-Ag-SET en suero de

jerbos experimentalmente infectados

Con el objetivo de evaluar los titulos de anticuerpos anti-Ag-SET en suero y liquido
intraocular de jerbos inoculados experimentalmente con larvas de T. canis. Se realizo el
ELISA de acuerdo con el método descrito por Coligan et al. en 1994 con algunas
modificaciones.

Las pruebas se hicieron por triplicado y se repitié dos veces el ensayo. Se
sencibilizaron las placas de fondo plano de poliestireno (Nunc) con 50 pl. de una dilucidon
10 ug/ml del Ag-SET en una solucion buffer de fosfatos con azida de sodio conpH de 7.6 ¢
incubando a 4 °C por toda la noche. Posteriormente se lavaron los pozos tres veces con agua
bidestilada y los sitios libres fueron saturados al llenar los posos con solucion de bloqueo
(Na2BaH2 0.77 M, NaCl .012 M, Tween 20 0.05%, EDTA 1 mM, albumina sérica bovina
0.25%, NaN3 0.05% a pH 8.5) y se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente. Las
placas se lavaron tres veces con agua bidestilada. A continuacion se agregaron 50 ul. de 3
diferentes diluciones (1:500, 1:1000 y 1:2000) de los sueros de jerbos inoculados con 1000
huevos larvados de T canis en solucién de bloqueo y se incubaron por dos horas.
Nuevamente se lavaron tres veces con agua bidestilada. Posteriormente se agregaron 50 pl.
de una dilucién 1:500 de un suero de conejo anti-gammaglobulinas de jerbo en solucion de
bloqueo y se incubaron las placas por dos horas. Nuevamente s¢ lavaron ¢stas tres veces
con agua bidestilada y se incubaron por 2 horas con 50 pl. de una dilucion de 1:2000 de
conjugado de IgGs de borrego anti-IgGs de conejo marcado con fosfatasa alcalina y
preparado en borrego (Serotec). Después de lavar tres veces con agua bidestilada se
agregaron 75 ul. de substrato NPP y se incubaron por una hora a temperatura ambiente, la
reaccion se paré con 25 pl de NaOH 0.5 N. Los pozos se leyeron en un lector de ELISA a
405 nm.
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Para la evaluacion de los titulos de anticuerpos anti-Ag-SET en liquido intraocular
se siguio el mismo procedimiento anterior, pero las diluciones del liquido intraocular fueron

1:20 y 1:50 para los jerbos inoculados y 1:20 para los jerbos control.

Biometria hematica

Con el objetivo de llevar a cabo los ensayos de biometria hematica se punciono el
corazén en el momento del sacrificio de los jerbos. Se utilizaron jeringas y agujas estériles y
la muestra se deposité en tubos Epeendorf estériles, los cuales contenian acido etilen-
diamino-tetracético (EDTA) en dilucion al 10% y a dosis de 1 gota por ml de sangre.

Se obtuvieron aproximadamente 2 ml de sangre de cada animal, cantidad suficiente
para realizar la biometria hematica. Una vez obtenida la muestra se hizo la identificacion y
se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C.

El frotis sanguineo se realizé inmediatamente al llegar al laboratorio. Se coloco una
gota de sangre en un portacbjetos y con otro portaobjetos colocado en un angulo de 30° se
corri6 por capilaridad la sangre hacia un extremo. Una vez hecha la pelicula para el frotis se
fij6 con metanol durante tres minutos, para posteriormente tefiirla con colorante de Wright
(Medway, 1969).

El conteo diferencial de células se Hevé a cabo observando el frotis con un
microscopio dptico y el objetivo de inmercién (100x), identificandose las células blancas
hasta contar un total de 100, Las células que se identificaron fueron polimorfo nucleares
(neutrofilos, cosindfilos y basofilos) y células mononucleares. Ef resultado final se obtuvo
en porciento, mientras que los valores absolutos se obtuvieron de multiplicar el porcentaje
por el numero total de leucocitos en cada animal. Para la identificacion de las células se
utilizaron descripciones clasicas de la literatura (Schalm, 1975; Iovine y Selva, 1979;
Woodliff y Herrmann, 1981).

Para evaluar namero total de feucocitos se diluyé la sangre 1:20 en liquido de Turk
(Soluci6n de 4cido acético al 2% y una pequefia cantidad de azul de metileno) en una pipeta
mezcladora, por capilaridad se deposité la dilucién en una camara de Neubauer y se

contaron los leucocitos contenidos en los 4 cuadrados angulares y se multiplicaron por 50,
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el resultado final es obtenido en miles de leucocitos por microlitro de sangre (Medway,
1969; I6vine y Selva, 1979),

La determinacién de la hemoglobina se midi6 por el método de la
cianometahemoglobina. En un tubo con 5 ml de solucién de Drabkin (Bicarbonato de sodio
0.1%, Cianuro de potasio 0.005% y Ferricianuro de potasio 0.02 %) se agregaron 20 pl de
sangre. Se dejo reposar 10 minutos para que se formara la cianometahemoglobina,
trnscurrido este tiempo se leyé en un espectrofotometro con filtro de 540 nm, se ajusté
previamente con un blanco y se calculé una curva patrén de una solucion de hemoglobina

de concentracién conocida (Iovine y Selva, 1979).

Infeccion experimental

Para la inoculacién de los jerbos inicialmente se cuantificd el nimero de huevos
larvados viables. El criterio para determinar un huevo viable fue ohservar la larva bien
formada dentro del huevo y con movimiento. Para cuantificar el nimero de huevos larvados
en un cultivo se empleé la técnica descrita por Oshima en 1961 con algunas
modificaciones. En ésta se lavaron los huevos de un cultivo por concentracion y
resuspensién en 50 ml de PBS. Enseguida se tomaron 5 muestras de 20 ul de la
resuspensién y se conté el numero de huevos viables en cada muestra, se obtuvo un
promedio de estas muestras y se multiplicd por 50, el resultado fue el nimero de huevos
viables por ml de resuspension. Posteriormente se agregd suficiente PBS para obtener una
concentracion final de 2500 huevos por ml.

Con el fin de eliminar probables infecciones por helmintos intestinales o
protozoarios, 15 dias antes de ser inoculados con huevos de T. canis, todos los animales
fueron tratados mediante sondeo intragdstrico, por tres dias seguidos empleando

metronidazol a dosis de 200 mg/Kg y 20 mg/Kg de mebendazol.

La inoculacion se realizé con una sonda metalica para sondeo intragdstrico en ratas,

las diferentes cantidades de huevos inoculados se diluyeron en 0.4 ml de PBS.

27



Protocolo experimental para la evaluacién de cinética de distribucién

somatica de larvas de T. canis en jerbos (Meriones unguiculatus)

En este estudio se utilizaron 180 jerbos (Meriones unguiculatus) divididos en 4
grupos, tres de ellos con 50 jerbos y un cuarto con 30 jerbos. Los jerbos del grupo 1 se
inocularon con 200 huevos larvados de T. canis (hITc) suspendidos en 0.4 ml de SSF. Los
del grupo 2 se inocularon con 1000 hiTc suspendidos en 0.4 ml de SSF. Los del grupo 3 se
inocularon con 5000 hiTc suspendidos en 0.4 mi. de SSF. Los jerbos del grupo 4 sblo
recibieron 0.4 ml de SSF y se utilizaron como grupo testigo.

Se sacrificaron por inhalacién con cloroformo 5 jerbos de cada grupo inoculado y 3
del grupo control a diferentes periodos (12 horas y a los dias 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 40y 60
post-inoculacién). Una vez sacrificados los animales se les extrajeron por separado los
diferentes 6rganos que incluyeron: Higado, corazon, rifiones, eséfago, estomago, intestino,
pulmones, bazo, testiculos, piel, cerebro, ojos y el resto se considero carcaza. Cada uno de
estos 6rganos se cortd por separado en pequefios fragmentos, se colocaron en tubos de
ensaye que contenian una solucién de pepsina al 1% p/vol y HCI al 1% vol/vol y se
incubaron a 37 °C por 24 horas. Posteriormente los tejidos digeridos se centrifugaron a 600
gs, se retird el sobrenadante, se agregaron al sedimento algunas gotas de formol al 10% y se
conté el niimero total de larvas utilizando un microscopio éptico de luz.

En el momento del sacrificio, los jerbos fueron pesados y al realizar la necropsia se
pesaron en forma independiente cada uno de los diferentes érganos colectados. Ademas se
tomo sangre de cada animal para las pruebas de biometria hematica.

Con el objeto de evaluar la reproducibilidad de la infeccién experimental que se
llevo a cabo en el segundo experimento, en ¢l se utilizaron 30 jerbos divididos en 2 grupos
de 15 animales cada grupo. El grupo 1 se inoculé con 1000 hiTc y el grupo 2 con 5000 hiTe
suspendidos en 0.4 ml. de SSF. Posteriormente se sacrificaron los jerbos por inhalacién con
cloroformo 5 jerbos de cada grupo a diferentes periodos (5, 20 y 60 dias post-inoculacién).
Una vez sacrificados los animales se les extrajeron por separado los mismos érganos que ¢l

experimento anterior y se procesaron de la misma manera.
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Protocolo experimental para de la evaluacién de las lesiones producidas

por larvas de T. canis en jerbos experimentalmente infectados

Con el objeto de evaluar las lesiones producidas por larvas de T. canis en jerbos, se
utilizaron 45 animales que fueron inoculados intragastricamente con 1000 huevos larvados
de T canis en 0.4 ml de SSF. Como testigo se utilizé un grupo de 6 jerbos a los cuales s6lo
se les aplicé intragastricamente 0.4 ml de SSF.

Se sacrificaron por inhalacién con cloroformo 5 animales del grupo inoculado a
diferentes periodos (0.5, 1, 3, 5, 10, 20, 30, 40 y 60 dias p.1.). En estos dias se extrajeron por
separado diferentes érganos que incluyeron: higado, pulmones, rifiones, bazo, eséfago,
estomago, intestino, tejido muscular, testiculos, cerebro y 0jos, se describieron las lesiones
macroscopicas en cada uno de ellos. Posteriormente todos los organos excepto testiculos,
se fijaron en una solucién de formol al 10% en PBS, los testiculos se fijaron en una
solucién de Bowin. Las muestras tomadas se deshidrataron e incluyeron en parafina, una
vez incluidas se realizaron cuando menos 10 cortes histolégicos de cada tejido y 20 en cada
0jo. Los cortes fueron tefiidos con una coloracion de hematoxilina-cosina (Luna, 1968). Asi
mismo se realizaron algunos cortes extras de rifion que fueron tefiidos con la coloracion de

acido peryddico de Shiff (P.A.S.)

Protocolo experimental para evaluar la respuesta de anticuerpos en una

infeccion experimental por larvas de T. canis en jerbos

Con el objetivo de evaluar la evolucion la respuesta de anticuerpos producida por
larvas de 7. canis en jerbos, se utilizaron 35 animales, los cuales fueron inoculados
intragastricamente con 1000 huevos larvados de 7. canis en 0.4 ml de SSF. Esta dosis se
considero la mas adecuada para obtener una infeccién por via intragastrica. Como control
se utilizé un grupo de 35 jerbos a los cuales sélo se les aplicd intragastricamente 0.4 ml de
SSF. Cinco animales del grupo inoculado y 5 del grupo control se sacrificaron por
inhalacién con cloroformo a los dias 5, 10, 20, 30, 40, 60 y 130. En estos dias se obtuvo
también sangre por puncién cardiaca y liquido intraocular por puncién de ojos. Una vez
obtenidas las muestras se midieron por técnica de ELISA los titulos de anticuerpos contra

Ag-SET en suero y liquido intraocular. Asi mismo se identificaron por Western blot
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los Ag-SET reconocidos por anticuerpos generados por la respuesta inmune de los animales

inoculados con el parésito.

Analisis estadistico

Con el objetivo de comparar los valores obtenidos en cuanto al nimero total de
larvas recuperadas entre los grupos, el nimero de larvas recuperadas en cada organo en
cada grupo y hacer una comparacién del niimero de larvas recuperadas en los diferentes
6rganos en un determinado dia en cada grupo, se utilizaron una prueba de analisis de
varianza (ANOVA) y la prueba de TUKEY que calcula la diferencia minima significativa
honesta (Hurley y col., 1981). La misma prueba se utilizé para comparar las densidades
opticas obtenidas en la determinacién de anticuerpos contra Ag-SET en grupos de jerbos
inoculados con hiTc y grupos de jerbos control por la prueba de ELISA.

El ndmero de leucocitos sanguineos (linfocitos, neutrofilos, eosindfilos y
monocitos) en una poblacién sana presenta una distribucion normal, en estas se puede
calcular el intervalo de confianza (p<0.05) agregando a la media, méas menos dos veces la
desviacién standard. Cualquier punto por fuera de esta franja en una grafica es diferente
estadisticamente a la media de los normales con una confianza del 95% (Daniel, 1974,

Cartas-Chifias, 1987).
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RESULTADOS

Cinética de migracion de larvas de T. canis en jerbos inoculados

intragastricamente con diferentes cantidades de hiTc.

La cinética de migracién se evalué contando el nimero total de larvas recuperadas
después de un digestién artificial en los tres grupos, inoculados con 200, 1000 y 5000 hiTc,
los resultados se presentan en las cuadros 4, 6 y 8 y en las graficas 1,3y 3.

La administracion de las diferentes dosis de huevos larvados de T. canis en los
jerbos indujo la infeccién en todos los animales inoculados (Cuadros 4, 6, y 8). No se
recuperaron larvas en ninguno de los animales a los que se les administré unicamente
solucion salina fisiologica.

Los resultados obtenidos mostraron que, independientemente de la dosis de
inoculacién se recuperaron larvas en los diferentes 6rganos de los jerbos de los tres grupos,
pero se presentaron diferencias estadisticas (p<0.05) en el total de larvas recuperadas entre
los grupos como se muestra en las cuadros 4, 6 y 8. En éstas, se observa que a mayor
nimero de larvas administradas mayor el nimero de larvas recuperadas. La cinética de
migracién de las larvas en los tres grupos guarda muchas similitudes aunque la cantidad de
larvas es diferentes.

La cantidad total de larvas recuperadas el dia 1 p.i. es menor que la cantidad de
larvas recuperadas en los otros dias p.i.. Este fenémeno se presenté en los tres grupos
inoculados.

En los tres grupos, a las doce horas post-inoculacién (p.i.) el intestino presentd
estadisticamente la mayor cantidad de larvas (p<0.05), posteriormente a las 24 y 72 horas
p.i. la cantidad de larvas descendid rapidamente en este lugar y desapareci6 practicamente
el dia S p.i.

El corazén y los rifiones fueron los 6rganos en los que se recuperé el mayor nimero
de larvas en el grupo inoculado con 200 hiTc a los 3 dias p.i., posteriormente el dia 5 p.i
el nimero de larvas recuperadas en estos érganos descendié y aument6 el numero de larvas

en la carcaza, higado y pulmones. Entre los dias 5 y 60 p.i. la carcaza fue el lugar en donde
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mayor ntimero de larvas se recuperé en este grupo. Entre los dias 30 y 60 ¢l segundo érgano
en donde mayor cantidad de larvas se recupero fue el cerebro (cuadro 4 y gréfica 1).

En los grupos inoculados con 1000 y 5000 hiTc los pulmones y el higado fueron los
érganos de donde se recuperé el mayor niimero de larvas los dias 3 y 5 p.i., posteriormente
el nimero de larvas desciende en estos 6rganos aunque se mantiene en pequefias cantidades
hasta el dia 60 p.i.. Entre dia 10 y 60 p.i. el mayor nimero de larvas se recuper$ de la
carcaza y el segundo 6rgano con mayor cantidad de larvas fue el cerebro (cuadro 6 y 8,
grafica 3 y 5). En estos grupos, a partir del dia 5 y hasta el dia 60 se recuperaron pequefias
cantidades de larvas en ojos (cuadro 6 y 8).

En ninguno de los grupos y a los tiempos en que se sacrificaron los animales se
recuperaron larvas de bazo, esofago o estémago. En el grupo inoculado con 5000 hiTc se
recuperaron algunas larvas en testiculos entre los dias 30 y 60 p.i. (cuadro 8), sin embargo
ésto no se observé en los jerbos inoculados con cantidades menores de larvas.

En los jerbos inoculados con 1000 y 5000 hiTc se detectaron en forma constante
pequeiias cantidades de larvas en ojos entre los dias 5 y 60 p.i.. En el grupo inoculado con
200 hiTc sélo se detectaron algunas larvas en ojos los dias 30 y 60 p.i..

En los cuadros 10 y 11 se presentan los resultados de un segundo experimento en el
cual se inocularon con 1000 y 5000 hiTc dos grupos de 15 jerbos cada uno grupo. Después
de sacrificar 5 jerbos de cada grupo a los dias 5, 20 y 60 p.i., se contd el numero total de
larvas en cada 6rgano. No se encontraron diferencias estadisticas (p<0.05) entre el niimero
de larvas recuperadas en estos grupos y la cantidad de larvas recuperadas en los grupos

anteriores a los mismos dias de sacrificio.

Determinacion de la concentracion de larvas de 7. canis en 6rganos de

jerbos inoculados con diferentes cantidades de hiTec,

Otra forma en que se analizd la migracion larvaria fue determinar la concentracion
de larvas por gramo de 6rgano muestreado, para ello se pesé en el momento del
sacrificio cada 6rgano por separado, el nimero de larvas recuperadas se dividié entre el

peso del Organo y de esta manera se obtuvo la concentracién de larvas por gramo en cada
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érgano. Los resultados de este anélisis se presentan en las cuadros 5, 7y 9 y en las graficas
2,4y6.

En los tres grupos la mayor concentracion de larvas a las doce horas se presento en
intestino, la concentracién de larvas en este organo disminuy6 a las 24 y 72 horas y
desaparecit a los 5 dias. En pulmones se present6 la mayor concentracién de larvas en los
jerbos de todos los tratamientos a los tres dias p.i. y disminuyé en dias posteriores. En el
higado 1a mayor concentracién de larvas se presento6 el dia 3 para los dos primeros grupos
(inoculados con 200 y 1000 hiTc) y el dia 5 para el grupo inoculado con 5000 hiTc y
diminuyé la concentracién en dias posteriores. Otro érgano que alcanzd una alta
concentracién de larvas fue el corazon, entre los dias 3 y 5 se presentd la mayor
concentracidn de larvas en este 6rgano en los diferentes grupos (cuadro 5,7y9.

La carcaza es el tejido del cual se recuperaron la mayor cantidad de larvas en los
diferentes grupos entre los 10 y 60 p.i., pero la concentracién de larvas en este lugar es baja
en estos dias. El lugar en donde la concentracién de larvas fue mayor entre los dias 30 y 60

p.i. fue el cerebro.
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DIAS P.I. 0.5 1 3 5 10 20 30 40 60
MUSCULO 0 0 8.8+23 24 (414192 52 55 59.2+7.4| 66 +5.47
CORAZON 0 1+£1.73 [36.6x9.7| 74+6.2 |[68+31[64+£219| 384 0 0.4 +0.89
PULMONES| 3.8%4 0 13.8+3.9 16+4.6 [11.2+34] 7.8%5 0 0.6 £0.89 0

HIGADO 0 3.4%23 0 20:86 [152%4.7156 t 4.4 0 0 0
IRNONES 0 0 17.2+5.4/128+14|16£1.8 0 4.5+ 3.63 0 0
INTESTINO | 102£19 [51.2%1598] 0 0.8%1.3 0 0 o 0 0

PIEL. 0 0 0 16%29 0 0 0 0 0
0JOS 0 0 0 0 0 0 0.4 £ 0.54 0 0.4 +0.89
CEREBRO 0 0 0 28+216(06+1.34/6.2+258{154%+3.2{15.2+4.7| 122283
TESTICULO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BAZO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ESOFAGO 0 0 0 0 0 0 ) 0 0
ESTOMAGO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 1405.8 +18(65.8 £ 15.9/50.4 + 14 84.8 +9.3 |76 +12.8|88.2+8.3|79.5£4.86| 75+9.08 | 7919.53

Cuadro 4.- Nitmero de larvas recuperadas en tejidos de jerbos sacrificados a diferentes periodos después de la inoculacién

intragdstrica con 200 huevos larvados de Toxocara canis. Cada dato representa la media y desviacion standard de 5 anpimales.
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5 animales.
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DIAS P.1. 0.5 1 3 5 10 20 30 40 60
CORAZON 0 3.3 29.3 24.66 20.6 19 12.83 0 1.53
HIGADO 0 0.5 6.9 10.05 5.54 6.5 0 0 0

PULMONES| 1.94 0 43.05 | 18.82 12.3 8.24 0 0.64 0
RINONES 0 0 0 20.31 2.35 0 6.3 0 0
INTESTINO | 20.4 10.24 | 3.44 0.05 0 0 0 0 0
CEREBRO 0 0 0 2.74 0.63 5.8 1515 | 16.81 | 14.18
MUSCULO 0 0 0 0.73 1.2 1.61 1.34 1.74 1.94
PIEL 0 0 0 0.16 0 0 0 ) 0
0JOS 0 0 0 0 0 0 0.75 0 0.75
BAZO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TESTICULO| © 0 0 0 0 0 0 0 0
ESOFAGO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ESTOMAGO| © 0 0 0 0 0 0 0 0

Cuadro 5.- Numero de larvas recuperadas por gramo de tejido a diferentes periodos después de la inoculaciéon intragistrica

con 200 huevos larvados de Toxocara canis. Cada dato representa la media y desviacién standard de 5 jerbos.
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Figura 2.- Namero de larvas recuperadas por gramo de tejido a diferentes periodes después de la inoculacion intragistrica con

200 huevos larvados de Toxocara canis. Cada punto representa la media de 5 animales.
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DIAS P.l. 0.5 1 3 5 10 20 30 40 60
MUSCULO 0 0 0 5.4 400 +10 | 524+ 30 600 680 |558+40
CORAZON 0 0 0 256+4 | 16227 |32+34[11.4+28|78+23| 115

PULMON | 10%6.4 |31.5£8.8390+72.1]197 +65.5| 94+16.9 {16.4+3.4| 14+1.26 | 515 | 2+25

HIGADO | 8+7.7 |59+13.1/91.8%27.6{131+19.5| 98£10.6 | 69.8% | 25216 |10.2+3.3| 3+1.7
RINONES 0 0 17+5 | 61.6%6.3|27.2+61|74+52|16.8+41|196+6.1|5.2x3.4
INTESTINO [538 £132| 142+ 34 | 14+7.2 | 2.8+3.9 0 0 0 0 0

PIEL 0 0 0 6.2+48 | 084 0 0 0 )
0JOS 0 0 0 2+07 | 425+1 | 3+15 | 56%1 |[3.2x18|1.8%13
CEREBRO ) 0 0 37.2+17.1146.4% 36(55.6+8.5/53.6+12.3{114+7.9143.4+3
TESTICULO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BAZO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ESOFAGO 0 0 0 0 0 0 ) 0 0
ESTOMAGO 0 0 0 0 0 0 ) 0 0
TOTAL 556 232 512 A70 685 668 697 740 614

Cuadro 6.- Nimero de larvas recuperadas en tejidos de jerbos sacrificados a diferentes periodos después de la inoculacién

intragastrica con 1000 huevos larvados de Toxocara canis, Cada dato representa la media y desviacién standard de S animales.
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Figura 3.- Ntimero de larvas recuperadas en diferentes tejidos de jerbos sacrificados a diferentes periodos después de la
inoculacion intragastrica con 1000 huevos larvados de Toxocara canis. Cada punto representa la media y desviacién standard

de 5 animales.
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DIAS P.I

0.5 1 3 5 10 20 30 40 60
MUSCULO | O 0 0 165 | 11.66 | 16.31 | 18.67 19.98 16.4
CORAZON 0 0 0 85.22 | 48.48 | 9.52 27.52 23.25 3.78
PULMONES| 11.7 | 37.05 | 458.82 | 232.23 | 103.29 | 17.33 | 9.92 5.34 2.8
HIGADO 2 4715 | 46.13 | 65.82 | 35.83 | 29.46 1.04 4.45 1.56
RINONES 0 0 26.98 | 97.87 | 39.65 | 11.49 | 23.52 | 29.69 10.23
INTESTINO | 107.6 | 28.5 3.5 1.4 0 ) 0 0 0

PIEL 0 0 0 0.64 0 ) 0 0 0
0JOS 0 0 0 3.92 6 10.58 | 10.56 6.03 3.39
CEREBRO 0 0 0 36.4 | 48.63 | 52.35 62.6 159.5 50.11
TESTICULO| 0 0 0 0 0 0 ) 0 )
BAZO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ESOFAGO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ESTOMAGO| © 0 0 0 0 0 0 0 0

Cuadro 7.- Nimero de larvas recuperadas por gramo de tejido a diferentes periodos después de la inoculacién intragastrica

con 1000 huevos larvados de Toxocara canis, Cada dato representa la media y desviacién standard de 5 jerbos.
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Figura 4.- Ndmero de larvas recuperadas por gramo de tejide a diferentes periodos después de la inoculacién intragastrica con
1000 huevos larvados de Toxocara canis. Cada punto representa la media de S animales.
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DIAS P... 1 3 5 10 20 30 40 60
MUSCULO o 30 190 1380 2086 + 2050 2100 2133 ¢
CORAZON o) 17 £10.9 [84.6+10.6/ 30.4+52 |16.8+48 | 14827 | 338 | 13.6+28

PULMON [116+34.9(654+79.3| 4936% {326%59.5 117.7% | 185+3.2 (39.2+6.4| 39.6+7.1

HIGADO |290+62.2| 752+ |439.2+86(286%36.3! 81.4+33 | 186+£141.2 |[147+£17.2| 858

RINONES 0 120 +14.1[256.6 44| 77.6+13 | 46.2+11 [109.6 +12.2/42.5 £ 15.9] 51.3+24
INTESTINO | 1852+ 56 | 32.6+11 | 54+ 3.6 | 3.6%5.1 0 0 0 )

PIEL 0 3546 | 16£13 [11.5%+93 0 0 0 0
0JOS 0 0 42+29 | 158%+29(128+93( 18.2+3.3 [18.8%5.1 | 23.7%+1.2
CEREBRO 0 10.8%7.1 | 223.2+33{259.2+11(409+61.4| 50857 |358+457| 2521 27.4
TESTICULO 0 0 0 0 0 13.2+14 | 19+3.6 15%5
BAZO 0 ) 0 0 0 0 0 0
ESTOMAGO| 6.4 %82 0 0 0 0 0 0 0
ESOFAGO 0 ) 0 0 0 0 0 0
TOTAL 2322 1619.9 1713 2390.1 2769.9 2918.3 27575 | 2536.2

Cuadro 8.- Niimero de larvas recuperadas en tejidos de jerbos sacrificados a diferentes periodos después de la inoculacién

intragistrica con 5000 huevos larvados de Toxocara canis. Cada dato representa la media y desviacién standard de 5 animales.
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Figura 5.- Numero de larvas recuperadas en diferentes tejidos de jerbos sacrificados a diferentes periodos después de la
inoculacién intragistrica con 5000 huevos larvados de Toxocara canis. Cada punto representa la media y desviacién standard
de 5 animales.
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DIAS P.1. 1 3 5 10 20 30 40 60
CORAZON 0 56.6 282 92.12 58 50 98.8 51.74
HIGADO 145.72 | 377.8 220.7 104.77 | 40.72 | 77.95 63.96 4.16
PULMONES | 19529 | 769.41 | 580.94 | 35745 | 10222 | 13.9 41.93 57.31
RINONES 0 190.4 407.3 113.11 252 153.5 64.39 101.4
INTESTINO | 370.4 5 0.49 0 0 0 0 0
CEREBRO 0 10.55 218.18 | 271.69 | 385.12 500 396 290.99
MUSCULO 0 0.92 5.83 4025 | 64.94 | 52.84 61.98 60.66
PIEL 0 0 1.6 1.15 0 0 0 0
0JOS 0 0 8 316 25.09 | 34.33 36.15 44.71
BAZO 0 0 0 0 0 0 0 0
TESTICULO 0 0 0 0 0 12.6 20.8 14.8
ESOFAGO 0 0 0 0 0 0 0 0
ESTOMAGO 0 0 0 0 0 0 0 0

Cuadro 9.- Namero de larvas recaperadas por gramo de tejido a diferentes periodos después de la inoculacién intragastrica

con 5000 huevos larvados de Toxocara canis. Cada dato representa la media y desviacién standard de 5 jerbos.
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Figura 6.- Ndmero de larvas recuperadas por gramo de tejido a diferentes periodos después de la inoculacién intragastrica con

5000 huevos larvados de Toxocara canis. Cada punto representa la media de 5 animales.
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DIAS P.I. 5 20 60

1.- MUSCULO 203 1920 2210
2.- CORAZON 81 18 15,4

3.- PULMON 427,2 121,2 43,4
4.- HIGADO 406,6 82,8 9
5.- RINONES 219,2 37 62,6
6.- INTESTINO 1 0 0
7.- PIEL 10,2 ) 0

8.- 0JOS 5 8 15,2

9- CEREBRO 238,4 410,8 264,8
10.- TESTICULO 0 0 2,8
11.- BAZO 0 0 0
12.- ESTOMAGO 0 0 0
13.- ESOFAGO 0 0 0

Cuadro 10.- Nimero de larvas recuperadas en diferentes tejidos de jerbos inoculados a diferentes periodos

con 5000 huevos larvados de Toxocara canis.



DIAS P.I. 5 20 60
1.- MUSCULO 4 480 580
2.- CORAZON 24,6 9,6 0,2
3.- PULMON 187,4 16 4,4
4.- HIGADOS 128,2 70,4 3,4
5.- RINONES 59 6 0
6.- INTESTINO 0 0 0
7.- PIEL 4,8 0,6 2
8.- 0JOS 2 3,2 41,8
9.- CEREBRO 37,4 43,8 0
10.- TESTICULO 0 0 0
11.- BAZO 0 0 0
12.- ESOFAGO 0 0 0
13.- ESTOMAGO 0 0 6,2

Cuadro 11.- Namero de larvas recuperadas en diferentes tejidos de jerbos inoculados a diferentes periodos con 1000

huevos larvados de Toxocara canis.
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Determinacion de la cantidad de linfocitos, eosinéfilos, neutrofilos y
monocitos en jerbos inoculados con diferentes cantidades de huevos

larvados de Toxocara canis.

Con la finalidad de determinar el efecto de la infeccion de los jerbos con hiTc sobre
la produccién de células sanguineas, se sangraron los jerbos a los mismos tiempos en que se
recuperaron larvas. En las muestras de sangre obtenidas se determinaron las cantidades de:
leucocitos totales, linfocitos, eosinéfilos, neutréfilos, monocitos, hemoglobina y
plaquetas.

El niimero total de leucocitos por mm® de sangre de jerbos de los diferentes grupos
se presenta en el cuadro 12 y figura 7. En estas se observa, que el nimero de feucocitos en
los jerbos inoculados es mayor (p<0.05) que en los jerbos del grupo testigo los dias 5, 10y
20 p.i., no se observan diferencias (p<0.05) los dias 1, 30, 40 y 60 p.i. entre los grupos
inoculado con hiTc y el grupo de jerbos no inoculados. No se observaron diferencias
estadisticas (p<0.05) en la cantidad de leucocitos sanguineos entre los tres grupos de jerbos
inoculados.

El nimero total de linfocitos por mm? de sangre en los jerbos inoculados con
diferentes cantidades de hlTc (200, 1000 y 5000) y sacrificados a diferentes periodos se
presenta en el cuadrol3 y la figura 8. En estés se observa que los jerbos inoculados con 200
hlTc presentaron los dias 10 y 20 una mayor cantidad de linfocitos que los jerbos del grupo
testigo. El comportamiento de los jerbos de los grupos inoculados con 1000 y 5000 hiTc es
similar, el dia 5 presentaron mayor cantidad de linfocitos que el grupo testigo, el dia 10
disminuyé la cantidad de linfocitos sanguineos, incluso la cantidad en el grupo de 5000
hiTc fue menor que el grupo testigo {p<0.05). El dia 20 la cantidad de linfocitos en sangre
es mayor (p<0.05) en los grupos inoculados con 1000 y 5000 hiTc que en los testigoes, del

dia 30 al 60 no se presentaron diferencias entre los grupos de jerbos inoculados y el grupo
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de jerbos testigo (p<0.05).

La comparacién del nimero de eosindfilos en sangre entre los grupos de jerbos
inoculados con diferentes cantidades de hlTc y un grupo de jerbos no inoculados se presenta
en el cuadro 14 y figura 9. Durante todo el experimento, con la excepcion del dia 60, la
cantidad de eosinofilos presentes en la sangre de los jerbos del grupo inoculado con 200
hiTc esta dentro de ¢l intervalos de confianza de los jerbos normales, por lo que se
considero que no existen diferencias entre este grupo y el grupo testigo (p<0.05). Los
grupos inoculados con 1000 y 5000 hiTc presentaron los dias 5 y 40 mayor cantidad de
eosinofilos que el grupo testigo (p<0.03), no se presentaron diferencias entre los dos grupos
en ninguno de los dias muestreados (p<0.05).

En la figura 10 y cuadro 15 se compara el nimero de neutrofilos por mm’ de sangre
de 3 grupos de jerbos inoculados con diferentes cantidades de hiTc (200, 1000 y 5000) y
sacrificados a diferentes periodos (1, 5, 10, 20, 30, 40 y 60 p.i.) con un grupo de jerbos no
inoculados y que se incluyé como grupo testigo. El grupo inoculado con 200 hlTc present6
mayor cantidad de neutréfilos sanguineos que el grupo testigo los dias 10 y 20 p.i. (p<0.05).
El grupo inoculado con 1000 hiTc presentd mayor cantidad de neutrofilos sanguineos que el
grupo testigo los dias 5, 10 y 20 p.i. (p<0.05). Por ultimo el grupo inoculado con 5000 hiTc
presentd el dia 10 p.i. mayor cantidad de neutrofilos en sangre que el grupo testigo
(p<0.05). El resto de los dias no se encontraron diferencias entre los jerbos del grupo testigo
y los jerbos de los grupos inoculados (p<0.05).

En la figura 11 y cuadro 16 se compara €l niitmero de monocitos por mm’ de sangre
de 3 grupos de jerbos inoculados con diferentes cantidades de hiTe (200, 1000 y 5000) y
sacrificados a diferentes periodos de tiempo (1, 5, 10, 20, 30, 40 y 60 p.1.) con un grupo de
jerbos no inoculados y que se usé como grupo testigo. El grupo inoculado con 200 hiTc
presenté mayor cantidad de monocitos en sangre que el grupo testigo del dia 5 al 40 p.i., no
se presentaron diferencias los dias 1 y 60 p.i. (p<0.05). El grupo inoculado con 1000 hiTc

presento mayor cantidad de monocitos que el grupo testigo los dias 5, 10, 20, 30 y 60 p.i.
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(p<0.05), no se presentaron diferencias los dias 1 y 40 p.i.. Los jerbos del grupo inoculado
con 5000 hiT¢ presentaron mayor cantidad de monocitos sanguineos los dias 5, 20 y 30 p.i.

(p<0.05), no se presentaron diferencias los dias 1, 10, 40 y 60 p.i. (p<0.05).

Determinaciéon de la cantidad de hemoglobina y plaquetas en jerbos

inoculados con diferentes cantidades de hiTec.

En muestras de sangre colectada a diferentes periodos después de la inoculacion de
jerbos con diferentes cantidades de hiTc se determiné la cantidad de hemoglobina y
plaquetas.

En el cuadro 17 y figura 12 se compara la cantidad de gramos de hemoglobina por
decilitro de sangre entre grupos jerbos inoculados con diferentes cantidades de blTc (200,
1000 y 5000) sacrificados a diferentes periodos y un grupo de jerbos no inoculados. No se
presentaron diferencias entre los grupos de jerbos infectado y el grupo testigo, tampoco se
presentaron diferencias en los grupos inoculados o en los diferentes dias de muestreo
(p<0.05).

En el cuadro 18 se compara la cantidad de plaquetas por decilitro de sangre entre
grupos de jerbos inoculados con diferentes cantidades de hlTc (200, 1000 y 5000}
sacrificados a diferentes periodos y un grupo de jerbos no inoculados. No se presentaron

diferencias entre los diferentes grupos muestreados o en los diferentes dias (p<0.03).
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NUMERO DE 1DIA P.L 5DIAS P.l. 10 DIAS P.1. 20 DIAS P.l. 30 DIAS P.L 40 DIAS P.1. 60 DIAS P.I.
Hufo‘aos 6327 + 984 7566 + 1020 10300 £ 9800  11700% 1134  7100:£2610  7210%£1330 6660 £ 1943
1000 7087 £ 954 10550 + 1815 11154 £ 9.2 10920 £ 917 8810 + 652 8426 * 4320 7718 + 787
5000 6499+ 1063 10100 +1184 7680 1272 1196121235  5920%1716 7780 %2677 5525 % 471
testigo 67911083 6791 % 1083 6791 £ 1083 6791 1083 67911083  6791:1083 6791+ 1083

Cuadro 12.- Nimero total de leucocitos por mm” encontrados en sangre de jerbos obtenida a diferentes

periodos después de ser inoculados con diferentes cantidades de huevos larvados de Toxocara canis.
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Figura 7.- Nuamero total de leucocitos por mm’ de sangre de jerbos sacrificados a diferentes periodos de
tiempo después de ser inoculados con'diferentes cantidades de huevos larvados de Toxocara canis. Cada punto
de los grupos inoculados representa la media de 5 jerbos. El grupo testigo representa la media mis menos dos
veces la desviacion standard (intervalo de confianza) de 12 jerbos normales, los puntos de los grupos
inoculados por fuera de las lineas del grupo testigo son estadisticamente diferentes (p<0.05) que los normales.
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NUMERO DE 1 5 10 20 30 40 60
HUEVOS
200 4798 + 491 5598 + 447 6893+ 603 7113 +859 5342 + 826 5296 + 687 4755 & 739
1000 5987+ 658 6303+1309 4573+839 7502+764 6255 & 897 5325+ 1095 6251 + 432
5000 4989 + 956 7070 + 585 4131 +855 8576+997 4907 +1113 5601+ 1082 4019184
testigo 5313 + 462 5313 + 462 5313+ 462 5313 + 462 5313 £+ 462 5313 + 462 5313 + 462

Cuadro 13.- Niimero total de linfocitos por imm’ encontrados en sangre de jerbos obtenida a diferentes
periodos después de ser inoculados con diferentes cantidades de huevos larvados de Toxocara canis.
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Figura 8.- Nidmero total de linfocitos por mm’ de sangre de jerbos sacrificados a diferentes periodos después
de ser inoculados con diferentes cantidades de huevos larvados de Toxocara canis. Cada punto de los grupos
inoculados representa la media de 5 jerbos. El grupo testigo representa la media mas menos dos veces la-
desviacion standard (intervalo de confianza) de 12 jerbos normales, los puntos de los grupos inoculados por
fuera de las lineas del grupo testigo son estadisticamente diferentes (p<0.05) que los normales.
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NUMERODE 1DiIAP.l. S5DIASP). 10DIASP.I  20DIASP.I. 30DIASP... 40 DIASP.. 60 DIAS P.I.
HUEVOS
200 18 + 18.4 49.9 + 35 36115 23.4 46 28+ 18 35+ 35 106.5 £ 31.9
1000 31+£12 184.6 + 86 223+ 44 65.5+52.4 352435 .269.6+208 30.8 £ 37
5000 27 £12.4 707 £ 355 307 +61.4 149.5 + 98 35.5+47.36 248.9 + 227 13.8 123
testigo 20.8 + 25 20.8 £ 25 20.8 + 25 20.8 + 25 20.8+25 20.8 + 25 20.8 £ 25

Cuadro 14.- Niimero total de Eosinéfilos por mm’ encontrados en sangre de jerbos obtenida a diferentes

periodos después de ser inoculados con diferentes cantidades de huevos larvados de Toxocara canis.
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Figura 9.- Niimero total de eosindéfilos por mm° de sangre de jerbos sacrificados a diferentes periodos
después de la inoculacion con diferentes cantidades de huevos larvados de Toxocara canis. Cada punto de
los grupos inoculados representa la media de 5 jerbos. El grupo testigo representa la media mas dos veces la
desviacién standard (intervalo de confianza) de 12 jerbos normales, los puntos de los grupos inoculados por
arriba de la linea del grupo testigo son estadisticamente mayores (p<0.05) que los normales.
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NUMERODE 1 DIAP.L. SDIAS Pl 10DIAS P.. 20DIAS P.. 30DIASP.. 40DIASP.  60DIASP.l.
""f%os 1682+ 732 1689+ 453 2906 +532 43521936 1508739 1597 £+ 409 16781995
1000 1821+328  3877+143 52204952 2708536  2325%914 2763+ 880 1234 %355
5000 1452 + 304  2040.2+436 3394%852 2482516 240311199  2069+868 14081143
testigo 1494 £+ 476  1494+476  1494+476 14941476 1494 476 1476 £ 476 1494 £ 476

Cuadro 15.- Némero total de neutrofilos por mm° encontrados en sangre de jerbos obtenida a diferentes

periodos después de ser inoculados con diferentes cantidades de huevos larvados de Toxocara canis.
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Figura 10.- Nimero total de neutrofilos por mm° de sangre de jerbos sacrificados a diferentes periodos
después de la inoculacién con diferentes cantidades de huevos larvados de Toxocara canis. Cada punto de
los grupos inoculados representa Ia media de 5 jerbos. El grupo testigo representa la media mas menos dos
veces la desviacion standard (intervalo de confianza) de 12 jerbos normales, los puntos de los grupos
inoculados por fuera de las lineas del grupo testigo son estadisticamente diferentes (p<0.05) que los
normales.
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No. de huevos 1 Dias p.i. 5 Dias p.i. 10 Dias p.i. 20 Dias p.i. 30 Dias p.i. 40 Dias p.i. 60 Dias p.i.
200 8232 226 + 62 217 £ 51 210 £ 113 2131 32 192+ 73 159 £ 133
1000 69 + 46 184 x 200 223 £ 74 414 £ 124 211165 77162 200 + 92
5000 79 £29 22779 122 £ 62 448175 213 £ 67 101 £ 75 82160

Testigo 67 £ 55 67 £ 55 67 £ 55 67 £ 55 67 55 67 £ 55 67 £ 55

Cuadro 16.- Numero total de monocitos por mm- encontrados en sangre de jerbos obtenida a diferentes
p g J

periodos después de ser inoculados con diferentes cantidades de huevos larvados de Toxocara canis.
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Figura 11.- Niimero total de monocitos por mm3 de sangre de jerbos sacrificados a diferentes periodos
después de la inoculacién con diferentes cantidades de huevos larvados de Toxocara canis. Cada punto de
los grupos inoculados representa la media de S jerbos. El grupo testigo representa la media mas dos veces la
desviacién standard (intervalo de confianza) de 12 jerbos normales, los puntos de los grupos inoculados por
arriba de la linea del grupo testigo son estadisticamente mayores (p<0.05) que los normales.
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No. de huevos 5 Dias p.i. 10 Dias p.i. 20 Dias p.i. 30 Dias p.i. 40 Dias p.i. 60 Dias p.i.

200 12.8+0.4 13.1 £ 0.67 13.6 £ 0.65 13.3+0.33 129+ 1.9 13.38 £ 0.23

1000 11.9t14 13.6 £0.44 13.9£04 14 £ 0.53 14.7 £ 0.52 13.3 £0.47
5000 10913 12+ 0.95 13.5 £ 0.59 1561 16.9+1.2 13.31+ 26
Testigo 13.5£0.48 13.5£0.48 13.5+0.48 13.5+0.48 13.5+0.48 13.5+£0.48

Cuadro 17.- Gramos de hemoglobina por decilitro de sangre de jerbos inoculados a diferentes periodos con

diferentes cantidades de huevos larvados de Toxocara canis. Cada dato representa la media y la desviacion

standard de S animales.
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Figura 12.- Determinacion de la cantidad de hemoglobina por decilitro de sangre de jerbos sacrificados a
diferentes periodos después de la inoculacién con diferentes cantidades de huevos larvados de Toxocara

canis. Cada punto representa el promedio de S animales.
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No. de huevos 5 Dias p.i. 10 Dias p.i. 20 Dias p.i. 30 Dias p.i. 40 Dias p.i. 60 Dias p.i.
200 616.6 £ 41.8 569 * 64 582 + 59.7 ‘535 £ 75.6 537 £ 53 530 £ 61.6

1000 645 + 82.6 548 + 80 518 £48.3 575 + 83 517 £ 46.5 498 £ 73.3
5000 605 + 132 552 £ 42.6 385 % 32 | 500 £ 105 466 £ 40.7 575+ 51.7
Testigo 554 + 96.3 554 £ 96.3 554 + 96.3 554 + 96.3 554 £ 96.3 554 £ 96.3

Cuadro 18.- Namero total de plaquetas por mm’ de sangre de jerbos inoculados a diferentes periodos con

diferentes cantidades de huevos larvados de Toxocara canis.
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Cambios patolégicos presentes en tracto digestivo de jerbos inoculados

experimentalmente con 1000 hiTc.

El intestino de los jerbos sacrificados los dias 1, 3 y 5 p.i. presentaron zonas con
congestion y hemorragias en la superficie, estas lesiones no tuvieron una localizacion
determinada en el intestino (Figura 13a). Entre los dias 10 y 60 p.i. no se observaron
lesiones macroscopicas aparentes en intestino (Cuadro 19).

El dia 1 y 3 p.i. se observaron en la serosa abundantes focos de inflamacion aguda
con infiltrado de neutréfilos y eosinéfilos alrededor de las larvas que morfolégicamente
estaban intactas (figura 13b y 13d). Otra alteracion observada en estos dias fue edema en
submucosa y vasos linfaticos dilatados y con infiltrado celular (figura 13b). Asi mismo,
focos de este tipo se presentaron en las diferentes regiones del intestino. Entre los dias 5y
190 s6lo se observaron restos de estos focos inflamatorios sin ninguna larva dentro, en dias
posteriores no se observaron larvas o lesiones.

No se observé ninguna lesién en estémago o es6fago de los animales inoculados con

hiTe en ninguno de los muestreos.

Cambios patolégicos presentes en pulmones de jerbos inoculados

experimentalmente con 1000 hiTec.

La secuencia de las lesiones macroscopicas de pulmones se presentan en el cuadro
20. El dia 1 p.i. los pulmones presentaron macroscopicamente pequefios focos (puntos)
rojos sobre la superficie (figura 14a). El dia 3 p1 los puntos rojos sobre la superficie
tendieron a crecer y a confluir (figura 14c). El dia 5 p.i. estos se unieron y estructuraron
lesiones difusas de color purpura y con forma y tamafio variable que abarcaban mas del 80
% de la superficie de los pulmones (figura 14b). El dia 10 p.i. las lesiones superficiales

comenzaron a palidecer, circunscribirse y tendieron a separase (figura 14d). El dia 20 p.i. la
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mayoria de ellas se observaban blancas y algunos pulmones presentaron ademas petequias
en la superficie. Del dia 30 al 60 p.i. los pulmones no evidenciaban lesiones y sélo
presentaron algunos puntos blancos o rojos sobre la superficie (Cuadro 20, figuras 14e y
141).

Los pulmones de los jerbos sacrificados el dia 1 p.i. presentaron microscépicamente
hemorragias moderadas sin infiltrado leucocitario. El dia 3 p.i. se observaron larvas
asociadas a fuertes hemorragias, infiltrado de neutréfilos, eosindfilos y algunos monocitos,
enfisema, y engrosamiento de septos alveolares (figura 15A).

Los pulmones de los jerbos sacrificados el dia 5 p.i. presentaron microscopicamente
fuertes hemorragias, infiltrado generalizado de neutréfilos, eosindfilos y macréfagos.
Ruptura y engrosamiento de paredes alveolares. Alrededor de algunas larvas se observé
infiltrado de neutrofilos, eosinéfilos, linfocitos y algunas células epiteliodes.

E! dia 10 p.i. en pulmones se detectaron sélo algunas larvas rodeadas de linfocitos,
fibroblastos, escasos neutrofilos y eosindfilos, los eritrocitos son escasos y hay gran
cantidad de macr6fagos activados con hemosiderina (figuras 15B y 15C). Se presentd
ademas aumento de tejido linfoide asociado a bronquios. Sobre la superficie se observaron
extensas zonas con tejido conectivo y coldgena (Figura 15C).

Entre el dia 20 y 60 p.i. se observaron en pulmones lesiones granulomatosas
crénicas bien formadas con fibrocitos, linfocitos y macréfagos, s6lo en algunos de estos el
corte demostrd una larva dentro. Los pulmones presentaron procesos de cicatrizacién con
hemosiderina dentro de macrofagos (figura 16C y 16D) incremento de tejido de tejido
linfoide asociado a bronquios (figura 16A). Asi mismo, llamé la atencion la presencia en

algunos pulmones de zonas con inflamacién aguda caracterizada por infiltrado de

neutréfilos y eosindfilos (figura 15d).
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DIAS P.I. S.C.P.A. PUNTOS HEMORRAGICOS

1 0 5
3 3 2
5 4 1
10 5 0
20 5 0
30 5 0
40 5 0
60 5 0

Cuadro 19.- Lesiones macrescopicas en intestine de jerbos inoculados intragistricamente
con 1000 huevos larvados de T. canis. Cada uno de los dias p.i. se sacrificaron 5
animales.

S.C.P.A.= sin cambios patologicos aparentes



HEMORRAGIAS PUNTOS ROJOS PUNTOS BLANCOS

DIiAS P.I DIFUSAS SUPERFICIALES SUPERFICIALES PETEQUIAS
MULTIFOCALES
1 0 5 0 0
3 0 4 0 1
5 5 0 0 0
10 1 4 1 1
20 0 1 4 3
30 0 2 4 0
40 0 1 S 0
60 0 1 5 0

Cuadro 20.- Lesiones macroscépicas en pulmones de jerbos inoculados intragastricamente con 1000 huevos
larvados de T. canis. Cada uno de los dias p.i. se sacrificaron 5 animales.
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13A.- Intestino de un jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 3 dias p.i.. Se
observan hiperemia y zonas con hemorragias en la serosa de distintas partes del

intestino.

13B.- Corte histolégico de intestino de jerbo inoculado con 1000 hiTe y sacrificado a
los tres dias p.., tefiido con H-E 10X. En la parte superior de esta
microfotografia se observa en la serosa una larva aparentemente intacta con
gran infiltrado celular rodeandola. Los vasos linfaticos se presentan dilatados y
la submucosa con abundante drenaje celular.

13C.- Corte histolégico de bazo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los
tres dias p.., tefiido con H-E 10X. No se observan cambios patologicos
aparentes, solo un aumento de la actividad celular.

13D.- Corte histolégico de intestino de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a
los 3 dias p.i., tefiido con 10X. En esta microfotografia se observa en serosa una
larva aparentemente intacta rodeada por neutréfilos y eosinéfilos. Cerca hay un
vaso linfético dilatado.

14a.- Pulmén de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a las 24 horas p.i.. Se
observan pequeiios puntos rojos sobre la superficie, que sugieren petequias.

14b.- Pulmén de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 5 dias p.i.. Se
presentan grandes zonas hemorrégicas confluentes sobre la superficie.

l4c.- Pulmén de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 3 dias p.i.. Se
observan manchas rojas sobre la superficie que tienden a confluir.

14d.- Pulmén de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 10 dias p.i.. Se
observa la superficie de color café con manchas més obscuras en algunas zonas.

14e.- Pulmén de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 60 dias p.i.. Se
observa la superficie de color café palido con algunas manchas obscuras.

14f.- Pulmén de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 60 dias p.i.. Se
observa en la superficie algunas zonas de color rosa, otras café palido y otras
café obscuro. La superficie pulmonar se presenta irregular.

15A.- Corte histolégico de pulmén de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a

los 3 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa una zona con enfisema, fuerte
hemorragia, infiltrado de neutréfilos, eosindfilos y monocitos.
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15B.- Corte histolégico de pulmén de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a
los 10 dias p.i., tefiido con H-E 40X. Se observa una zona con fuerte infiltrado
de macréfagos activados, algunios de ellos presentan citoplasma vacuolado y
con pigmento pardo sugestivo de hemosiderina.

15C.- Corte histologico de pulmén de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a
los 10 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa un granuloma en la parte
inferior con algunos eosinéfilos rodeados de fibrocitos y coldgena rodeando al
granuloma hay algunos neutréfilos y en la parte superior del mismo hay fuerte
infiltrado de macréfagos con hemosiderina. El borde del tejido presenta una
zond con tejido conectivo.

15D.- Corte histologico de pulmén de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a
los 40 dias p.i., tefiido con H-E 40X. En esta microfotografia se observa en la
parte media un granuloma formado por una larva con algunos eosindfilos
rodeados por fibrocitos y colagena. En la parte superior se observa un infiltrado
celular de tipo agudo formado por neutréfilos, eosindfilos y algunos
macréfagos.

16A.- Corte histolégico de pulmén de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a
los 40 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa gran cantidad de células
linfoides infiltradas en la pared bronquial y engrosamiento de los septos.

16B.- Corte histologico de pulmén de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a
los 40 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa un granuloma sin larva, septos
alveolares engrosados y enfisema muy marcado.

16C.- Corte histologico de pulmoén de jerbo inoculado con 1000 hlTc y sacrificado a
los 60 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa un granuloma en la parte
media, en la parte inferior de éste se observa un infiltrado de macréfagos con
hemosiderina. Las paredes alveolares estan engrosadas, es notoria la hemorragia
y el enfisema, asi como el infiltrado de linfocitos.

16D.- Corte histoldgico de pulmoén de jerbo inoculado con 1000 hiTc¢ y sacrificado a
los 60 dias p.i., teflido con H-E 10X. Esta microfitografia es un acercamiento
de la anterior en donde se observa con mayor detalle los macrofagos con
hemosiderina y el infiltrado linfocitario.

69






71



g b

o

R

-,
S,

vy

b7

T




73



Cambios patolégicos presentes en higado de jerbos inoculados

experimentalmente con 1000 hiTe.

La secuencia de lesiones macroscopicas observadas en higados de los jerbos
sacrificados a diferentes se presentan en el cuadro 21. El dfa ! pi. no se presentaron
cambios patol6gicos aparentes. Los dias 3, 5 y 10 p.i. los higados presentaron hemorragias
o congestién sobre la superficie. La mayorfa de los higados de los jerbos sacrificados los
dias 20 y 30 p.i. presentaron tinicamente puntos blancos sobre la supetficie. Seis higados de
los animales sacrificados los dfas 40 y 60 p.i. presentaron puntos blancos sobre la superficie
y seis presentaron menor peso que los higados de los jerbos testigoes (cuadro 21).

Microscopicamente los higados de los jerbos sacrificados el dia 1 p.i. no presentaron
cambios patolégicos. Los sacrificados el dia 3 p.i. presentaron microscopicamente tres tipos
de alteraciones, la primera son éreas con picnosis y necrosis coagulativa cerca de vasos
sanguineos (figura 17C), la segunda fueron zonas hemorragicas con infiltrados de células
inflamatorias con o sin larvas (fig.17D) y la tercera fueron algunas larvas sin ningin tipo de
reaccion inflamatoria alrededor (figuras 17A y 17B). Durante todo el experimento se
observaron que hepatocitos tanto de jerbos no inoculados como de jerbos inoculados,
presentaban diferente tamafio de nucleos (poliploidia).

Los higados de los jerbos sacrificados el dia 5 p.i. presentaron alrededor de las
larvas una fuerte reaccién inflamatoria aguda con infiltrado de neutréfilos y algunos
eosinofilos asi como hemorragias (figura 18A, 18B y 18D). Asi mismo, se presentaron
larvas sin respuesta inflamatoria (figuras 18C).

Los higados de los jerbos sacrificados el dia 10 p.d. presentaron zonas
granulomatosas formadas por neutréfilos, macréfagos, eosindfilos, linfocitos y células
epiteliodes alrededor, la mayoria de estas lesiones no presentaron ninguna larva. Otras
zonas presentaron lesiones difusas con eritrocitos, neutrofilos y eosindfilos.

Los higados de los jerbos sacrificados los dias 20 y 30 p.i. presentaron granulomas
con fibroblastos, neutréfilos, macréfagos y linfocitos (figura 20D), muy pocos de estos
granulomas presentaron larvas dentro, solo en un higado se observé una lesion

granulomatosa con una larva en proceso de destruccion el dia 20 p.i. (figura 19A). Algunas
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larvas sin ningéin tipo de reaccién inflamatoria se observaron fuera de los granulomas que
presentaban fibrosis (figura 20C). También se observaron algunas zonas con tejido de
reparacién y macréfagos con hemosiderina, éstas generalmente se presentaron cerca de
vasos sanguineos (figuras 19D y 20A).

Los higados de los jerbos sacrificados los dias 40 y 60 p.i. presentaron granulomas
similares a los del dia 20 y 30 p.i.. Se observaron zonas de reparacién con macrofagos con
hemosiderina que se localizaron generalmente cerca de los vasos sanguineos, en el espacio
porta o en de la superficie (figuras 21A, 21B, 21C y 21D) lo cual provoco una deformacién
de la estructura normal del higado. Algunos higados presentaron escasos focos de.
inflamacion aguda con infiltrados de neutréfilos y eosindfilos pero sin células epiteliodes o

fibroblastos.

Cambios patolégicos presentes en rifiones de jerbos inoculados

experimentalmente con 1000 hiTe.

La secuencia de lesiones macroscépicas observadas en rifiones de jerbos inoculados
con hiTc se presentan en el cuadro 22, en esta se observa que los rifiones de los animales
sacrificados entre las 24 y 72 horas p.i. no mostraron ningiin cambio patolégico aparente. A
nivel microscopico no se detectaron larvas, solo cambios vasculares, hiperemia
(congestién) y hemorragias de poca magnitud en la mayor parte de los animales.

El dia 5 los rifiones de un jerbo presentaban macroscopicamente pequefias zonas
blancas difusas sobre el parénquima renal, el resto no presenté cambios aparentes. Todos
los rifiones de los jerbos sacrificados del dia 10 al 60 presentaron macroscépicamente
puntos blancos similares difusos sobre la superficie (figura 22A). La mayoria de los
rifiones del dia 30 al 60 presentaron adherencias a la pared abdominal (Cuadro 22).

Los rifiones de los jerbos sacrificados el dia 5 presentaron microscopicamente
cambios vasculares con hiperemia y hemorragias, glomérulos hinchados y atrofiados con
hemorragias. Asi mismo, se observaron focos de inflamacién aguda con infiltrado celular
formado por neutréfilos y eosinéfilos. En algunos cortes se detectaron larvas sin respuesta
inflamatoria (figura 22C) o dentro de las zonas de infiltrado y en vasos sanguincos

trombosados (figura 22B). A los 10 dias p.i. los rifiones presentaron microscopicamente
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tibulos hemorragicos, rodeados de exudado celular principalmente de neutrofilos y
eosinéfilos (figura 23C). Asi mismo, se presentaron lesiones de tipo granulomatoso con
fibroblastos y colédgena, también se encontraron algunas larvas dentro de los focos de
exudado celular (figura 22D).

En los rifiones de los jerbos sacrificados el dia 20 p.i. se observo hiperemia, algunas
hemorragias, glomérulos hinchados y atrofiados. En la luz de los tabulos renales se observéd
descamacién y una sustancia amorfa que borra los detalles histologicos subyacentes de las
paredes vasculares y la sustituye por un depdsito acelular, amorfo y de color rosa (figura
23D), en otras zonas se presentan granulomas con fibrocitos, macréfagos y algunos
eosinofilos o neutréfilos (figura 23A).

En los rifiones del dia 30 se observaron tres tipos de lesiones, la mas frecuente fue
una lesion cronica con fibrocitos, macréfagos con hemosiderina, linfocitos y tubulos en
reparacion, en ocasiones neutrofilos en el centro de la lesién (figuras 24A y 24B). Con
menos frecuencia se observé una lesion de tipo agudo con infiltrado celular de neutréfilos y
eosinofilos ocasionalmente con la larva dentro. Finalmente y con menos frecuencia se
observo una lesidn crénica con fibrocitos rodeando una larva con un acumulo de eosindfilos
dentro, algunos linfocitos y neutréfilos que rodean la lesién (figuras 24C y 24D). Sobre la
superficie se observaron depresiones y tejido fibroso cubriendo la superficie (figura 25A).

En los rifiones de los jerbos sacrificados los dias 40 y 60 p.i. se observaron
principalmente lesiones cronicas de tipo abscedativo con fibroblastos, colagena, macrofagos
con hemosiderina, restos celulares, algunos linfocitos y neutrofilos. Algunos tibulos con
procesos de reparacion y células en mitosis (figura 25D). Ademis, se presento glomerulitis
y engrosamiento generalizado de las membranas bésales lo cual se confirmo por una tincién
de P.A.S.. Sobre la superficie se presentaron depresiones con tejido de fibroso y macrofagos
con hemosiderina (estas zonas corresponden a los puntos blancos observados sobre la
superficie) (figura 25C). En algunos rifiones se detectaron escasos focos de inflacion aguda
con infiltrado de neutréfilos y eosindfilos.

La corteza renal fue la zona donde se encontraron las alteraciones en los diferentes

dias, en ningin caso se encontraron lesiones en médula renal.
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DIAS P.I S.C.P.A. CONGESTION HEMORRAGIAS PUNTOS BLANCOS REDUCCION DE

TAMANO
1 5 0 0 0 0
3 0 4 1 0 0
5 0 4 2 0 0
10 2 3 0 0 0
20 0 3 0 5 0
30 2 0 0 3 0
40 1 0 0 3 3
60 1 0 1 3 3

Cuadro 21.- Lesiones macroscopicas en higado de jerbos inoculados intragastricamente con 1000 huevos
larvados de T. canis. Cada uno de los dias p.i. se sacrificaron 5 animales.

S.C.P.A.= sin cambios patolégicos aparentes.



DIiAS P.I S.C.P.A. ADHERENCIAS PUNTOS REDUCIDOS DE

BLANCOS TAMANO
1 5 0 0 0
3 5 0 0 0
5 4 0 1 0
10 0 0 5 0
20 0 0 5 0
30 0 3 5 0
40 0 4 5 0
60 0 4 5 3

Cuadro 22.- Lesiones macroscopicas en rifiones de jerbos inoculados intragastricamente con 1000 huevos
larvados de T. canis. Cada uno de los dias p.i. se sacrificaron 5 animales.
S.C.P.A.= sin cambios patolégicos aparentes
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17A..- Corte histolégico de higado de jerbo inoculado con 1000 hiT¢ y sacrificado & los

3 dias p.i., tefiido con H-E 40X. La microfotografia muestra un acercamiento
de la siguiente figura y es una larva aparentemente intacta sin infiltrado
inflamatorio cerca. Se observa cierto grado de poliploidia en hepatocitos.

17B.- Corte histolégico de higado de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los

3 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa una larva sin ningun tipo de
respuesta inflatoria cerca.

17C.- Corte histolégico de higado de jerbo inoculado con 1000 hlTc y sacrificado a los

3 dias p.i., tefiido con H-E  40X. Se observa un vaso porta y un canaliculo
biliar rodeados por una zona de picnosis y necrosis coagulativa.

17D.- Corte histolégico de higado de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los

3 dias p.i., tefiido con H-E 10X, Se observa una zona con fuerte hemorragia y
ligero infiltrado de neutrdfilos.

18A .- Corte histolégico de higado de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los

5 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa una zona hemorrégica con
infiltrado de neutréfilos y eosindfilos, no hay larva presente. Es notoria la
poliploidia.

18B.- Corte histolégico de higado de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los

5 dias p.i., tefiido con H-E 40X. Acercamiento de la microfotografia presentada
en la fig. 18A, se observan neutrofilos y eosindfilos.

18C.- Corte histolégico de higado de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los

5 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observan tres areas hemorragicas, con
necrosis e infiltrado de neutréfilos y eosinéfilos por donde probablemente
migré una larva. En la parte superior se observa una larva sin respuesta
inflamatoria y algo de necrosis.

18D.- Corte histologice de higado de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los

5 dias p.i., teflido con H-E 40X. Se observa una larva aparentemente intacta
con un fuerte infiltrado de neutréfilos, ademas de algunos eosinofilos y
eritrocitos alrededor.

19A.- Corte histolégico de higado de jerbo inoculado con 1000 hlTc y sacrificado a los

20 dias p.i., tefiido con H-E 40X. Se observa una larva parcialmente destruida
rodeada por macrofagos, linfocitos, neutréfilos y algunos eosinofilos, en una
lesion de tipo granulomatoso.

19B.- Corte histolégico de higado de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los

3 dias p.i., tefiido con H-E 100X, Acercamiento de la microfotografia anterior,
se observan neutréfilos, linfocitos, algunos macréfagos y eosindfilos.
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Fig. 19C.- Corte histologico de higado de jerbo inoculado con 1000 hiTcy sacrificado a los
20 dias p.i., tefiido con H-E 40X. Infiltrado miolopoyetico con neutréfilos y
linfocitos. Poliploidia evidente.

Fig. 19D.- Corte histolégico de higado de jerbo inoculado con 1000 hiTe y sacrificado a los
30 dias p.i., tefiido con H-E 40X. En esta microfotografia se presenta tejido de
reparacion y macréfagos con hemosiderina airededor de los vasos sanguineos.

Fig. 20A.- Corte histologico de higado de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los
40 dias p.i., tefiido con H-E 40X. Tejido de reparacién alrededor de un vaso
sanguineo. Poliploidia evidente.

Fig. 20B.- Corte histologico de higado de jerbo inoculado con 1000 hiTe y sacrificado a los
40 dias p.i., tefiido con H-E 40X. Se observa un canaliculo biliar rodeado de
eosind6filos, macrofagos y linfocitos.

Fig. 20C.- Corte histolégico de higado de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los
40 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa una lesion crénica con enutréfilos
en el centro rodeados por fibrocitos y colagena. En la parte externa de la lesion
hay infiltrado de linfocitos y neutréfilos. Por fuera de la reaccion inflamatoria
hay una larva aparentemente intacta sin ningun tipo de reaccion.

Fig. 20D.- Corte histolégico de higado de jerbo inoculado con 1000 hiTe y sacrificado a los
40 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa una lesion crénica con neutréfilos
en el centro rodeados por fibrocitos y colagena.

Fig. 21A.- Corte histolégico de higado de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los
40 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa una depresion sobre la superficie
y tejido de reparacién con macréfagos y hemosiderina en la base de la lesion, la
capsula hepatica (Glisson) engrosada y fibrosada cubriendo la depresion, este
tipo de lesién corresponde a los puntos blancos que se observan
macroscopicamente en la superficie.

Fig. 21B.- Corte histolégico de higado de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los
60 dias p.i., teflido con H-E 10X. Se observan macréfagos con hemosiderina
en el espacio porta.

Fig. 21C .- Corte histolagico de higado de jerbo inoculado con 1000 hiTe y sacrificado a los
60 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa una depresion sobre la superficie
y tejido de repararacién con macréfagos y hemosiderina en la base de la lesion.

Fig. 21D.- Corte histolégico de higado de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los
60 dias p.i., tefiido con H-E 40X. Acercamiento de la microfotografia anterior.
Se observan macr6fagos con hemosiderina, eosinéfilos y linfocitos en el espacio
porta,
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Fig. 22A.- Rifiones de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificados a los 40 dias p.i.. Se
observan areas blancas sobre la superficie.

Fig. 22B.- Corte histolégico de rifién de jerbo inoculado con 1000 hlTc y sacrificados a los
5 dias p.i., tefiido con H-E 40X. Se observa una larva dentro de un vaso

sanguineo y otro con trombosis.

Fig. 22C.- Corte histolégico de rifion de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificados a los
5 dias p.i., tefiido con H-E 40X. Se observa una larva y un infiltrado de
neutrofilos y eosinofilos.

Fig. 22D.- Corte histologico de rifién de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificados a los
10 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa una larva aparentemente intacta,
rodeada de un infiltrado de neutr6filos, macréfagos y eosindfilos.

Fig. 23A.- Corte histolégico de rifién de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificados a los
20 dias p.i., tefiido con H-E 10X, El 4rea del corte presenta una larva rodeada
de infiltrado de neutrdfilos, eosindfilos y macrofagos.

Fig, 23B.- Corte histoldgico de rifion de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificados a los
20 dias p.i., tefiido con H-E 40X. Se observa material fibrinoide dentro de
glomérulos renales y falta de definicion de los detalles celulares.

Fig. 23C.- Corte histoldgico de rifién de jerbo inoculado con 1000 hlTc y sacrificados a los
10 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa infiltrado de neutréfilos y
eosindfilos, no se observan larvas. Los tibulos cercanos se presentan
hemorragicos.

Fig. 23D.- Corte histolégico de rifién de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificados a los
20 dias p.i., tefiido con H-E 40X. La microfotografia muestra un glomérulo
inflamado y hemorragico. En la luz de los tabulos cercanos hay descamacion
con material fibrinoide que se tifie de rosa y borra los detalles histoldgicos y
corresponden a restos necroticos de las células.

Fig. 24A.- Corte histologico de rifién de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificados a los
30 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa infiltrado hemorragico con
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linfocitos, macréfagos y algunos neutrdfilos. Se observa presencia de infiltrado
de neutr6filos en tibulos cercanos a la lesion.

Fig. 24B.- Corte histolégico de rifién de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificados a los
30 difas p.i., teflido con H-E 10X. Se observa un granuloma sin presencia de
larvas. Externamente se presenta aumento de fibroblastos e internamente una
gran cantidad de neutréfilos y algunos eosinéfilos. Algunos neutréfilos y
linfocitos rodean la lesién. Se observa imagenes de reparacion celular.

Fig. 24C.- Corte histolégico de rifién de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificados a los
30 dias p.i., tefiido con H-E 10X. La microfotografia muestra el aparente
atrapamiento de una larva con algunos eosinéfilos, rodeados por varias cepas de
fibrocitos. Algunos linfocitos y neutréfilos rodean la lesion.

Fig. 24D.- Corte histoldgico de rifién de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificados a los
40 dias p.i., tefiido con H-E 40X. Acercamiento de la microfotografia anterior,
Se observa la larva aparentemente intacta y eosinéfilos rodeados por fibrocitos.
Estas estructuras corresponden a los puntos blancos observados a la necropsia.

Fig. 25A.- Corte histolégico de rifién de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificados a los
30 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa una depresién con fibrosis sobre
la superficie del rifidon, cerca no hay tejido de reparacion solo ligero infiltrado de
neutrdfilos y eosindfilos.

Fig. 25B.- Corte histolégico de rifién de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificados a los
40 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa en la superficie del rifion una
depresién con fibrosis, cerca de esta lesién hay infiltrado de linfocitos,
fibrocitos y macréfagos con hemosiderina.

Fig. 25C.- Corte histologico de rifion de jerbo inoculado con 1000 hiTc¢ y sacrificados a los
60 dias p.i., tefiido con H-E 40X. Se observa en la superficie del rifién una
depresién con algo de colagena, estas lesiones corresponden a los puntos
blancos observados macroscépicamente sobre la superficie del rifién. En el
parénquima por debajo de la depresion hay tejido de reparacién y macréfagos
con hemosiderina.

Fig. 25D.- Corte histoldgico de rifion de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificados a los
60 dias p.i., tefiido con H-E 40X. Se observa una estructura nodular fibrosa
con fibroblastos (puede corresponder a la pared de un granuloma) sin infiltrado
celular dentro, entre corteza y médula renal.
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Cambios patolégicos observados en bazo de jerbos inoculados

experimentalmente con 1000 hiTc.

La secuencia de lesiones macroscopicas observadas en bazo de los jerbos
sacrificados a diferentes periodos de tiempo se presentan en el cuadro 24, Los dias 1, 3, 30,
40y 60 p.i. no presentaron ningiin cambio patoldgico aparente. Algunos (9 de 15) bazos de
los jerbos sacrificados los dfas 5, 10 y 20 p.i. presentaron un marcado aumento de tamafio
(cuadro 24), mas del doble de peso que los normales. Microscopicamente solo se observo

un aumento de la actividad celular (figura 13c).

Cambios patolégicos observados en cerebro de jerbos inoculados

experimentalmente con 1000 hiTc.

La secuencia de lesiones macroscdpicas observadas en cerebro de los jerbos
sacrificados a diferentes se presentan en el cuadro 23. En los dias 1, 3, 5 y 10 p.i. no se
presentaron cambios patoldgicos aparentes, con la excepcion de un cerebro con hemorragias
el dia 5 p.i.. Entre los dias 20 y 60 p.i. la mayoria present6 congestion y hemorragias (figura
26A). Algunos cerebros obtenidos el dia 20, y 60 p.i. presentaron adherencias meningeas.

En los cerebros de los jerbos sacrificados los dias 1, 3 y 5 p.i. no se observaron
microscopicamente cambios patolégicos aparentes. En los cerebros de los jerbos
sacrificados el dia 10 p.i. se encontraron larvas sin ninguna respuesta inflamatoria en
diferentes partes del encéfalo y del cerebelo (figura 26C y 26D) y se detectaron ademas
algunos focos hemorrégicos (figura 26B).

En los cerebros de los jerbos sacrificados el dia 20 p.. se observaron
microscopicamente algunas larvas sin respuesta inflamatoria (figuras 27A y 27B) y ligero

infiltrado de neutrofilos y eosindfilos alrededor de algunos vasos sanguineos.
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Los cerebros de los jerbos sacrificados el dfa 30 p.i. presentaron vasos con infiltrado
de mononucleares y eosinéfilos (figuras 27C y 27D). Algunas larvas se encontraron en el
espacio perivascular (Virchow-Robin) asociados con ligeros infiltrados de neutréfilos y
monocitos (figura 28B y 28C). Una larva se encontré en el conducto de Sylvio sin provocar
aparentemente ninguna alteracién (figura 28D) otro cerebro presento infiltrado celular con
una larva cerca del conducto de Sylvio (28A). Se observaron otras larvas sin ningin tipo de
reaccion cerca de ellas.

En los cerebros de los jerbos sacrificados el dia 40 p.i. se detectaron zonas con
fuerte infiltrado de monocitos y linfocitds (figura 30A), algunos vasos sanguineos
presentaron “manguitos perivasculares” formados principalmente por linfocitos (figura
29A), también se observaron zonas de degeneracién (figura 29A) y algunas larvas sin
ningin tipo de respuesta inflamatoria.

El dia 60 se observaron larvas en zonas de degeneracién que en algunos casos
presentaron depésitos de calcio (figura 30B y 30C). Asi mismo se continuaron detectando
algunas larvas alrededor de las cuales no habia aparentemente respuesta inflamatoria ni
produjo degeneracion (figura 29D). Algunos vasos sanguineos presentaron manguitos

perivasculares (figura 29B).
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DIAS P.L S.C.P.A. HEMORRAGIAS ADHERENCIAS CONGESTION

MENINGEAS
1 3 0 0 0
3 5 0 0 0
5 4 1 0 0
10 5 0 0 0
20 0 5 1 5
30 0 5 0 S
40 2 3 1 3
60 0 5 3 3

Cuadro 23.- Lesiones macroscopicas en cerebro de jerbos inoculados intragastricamente con 1000 huevos
larvados de T. canis. Cada uno de los dias p.i. se sacrificaron 5 animales.
S.C.P.A.=sin cambios patologicos aparentes.
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DIAS P.L S.C.P.A. AUMENTO DE

. : TAMANO
1 5 0
3 5 0
5 0 5
10 2 3
20 4 1
30 5 0
40 5 0
60 5 0

Cuadro 24.- Lesiones macroscopicas en bazo de jerbos inoculados intragastricamente con 1000
huevos larvados de T. canis. Cada uno de los dias p.i. se sacrificaron 5 animales.

S.C.P.A.=sin cambios patoldgicos aparentes
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Fig. 26A.- Cerebro de un jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 30 dfas p.i.. Se
observa congestién y hemorragias sobre la superficie del cerebro y en meninges.

Fig. 26B.- Corte histolégico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los
10 dfas p.i., tefiidos con H-E 10X. En la parte inferior se observa una zona
hemorragica sin larvas. En la parte superior se observa una larva aparentemente
intacta sin ningin tipo de respuesta inflamatoria.

Fig. 26C.- Corte histolégico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los
10 dfas p.i., teflidos con H-E 10X. Se observa una larva sin ningun tipo de
respuesta inflamatoria.

Fig. 26 D.- Corte histolégico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado 2
los 10 dias p.i., teflidos con H-E 10X. Acercamiento de una larva sin ningin
tipo de respuesta inflamatoria.

Fig. 27A.- Corte histolégico de cerebelo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a
los 20 dias p.i., tefiidos con H-E 10X. Larva en la capa molecular, no se
observa respuesta inflamatoria.

Fig. 27C.- Corte histolégico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los
30 dias p.i., teflidos con H-E 10X. Acercamiento de la microfotografia anterior,
nétese que la larva esta aparentemente intacta y sin respuesta inflamatoria.

Fig. 27D.- Corte histolégico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a
los 30 dfas p.i., tefiidos con H-E 40X. Acercamiento de la microfotografia
presentada en la fig. 27C, la larva esta aparentemente intacta y no hay respuesta
sobre ella. El vaso sanguineo cercano presenta infiltrado de mononucleares,
neutrdfilos y eosindfilos.

Fig. 28A.- Corte histolégico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a
los 30 dias p.i., tefiidos con H-E 10X. Se observa un infiltrado junto al
acueducto de silvio, en el centro de la lesidn se observa una larva aparentemente
intacta.

Fig. 28B.- Corte histoldgico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los

30 dias p.i., tefiidos con H-E 40X. Se observa una larva en el espacio de
Virchow-Robin y un ligero infiltrado de monocitos.
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Fig. 28C.- Corte histolégico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los
30 dias p.i., tefiidos con H-E 40X. Se observa una larva en el espacio de
Virchow-Robin y un ligero infiltrado de monocitos, neutréfilos y eosinéfilos.

Fig. 28D.- Corte histolégico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hiTe y sacrificado a
los 30 dias p.i., tefiidos con H-E 10X. Se observa una larva en el conducto de
Silvio, no existe ningdn tipo de respuesta inflamatoria con desprendimiento del
epitelio coroideo.

Fig. 29A.- Corte histologico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a
los 40 dias p.i., tefiidos con H-E 10X. Se observa en la parte superior un vaso
sanguineo con infiltrado perivascular. En la parte media hay una zona de
degeneracién con gliosis e infiltrado con eosindfilos.

Fig. 29B.- Corte histologico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los
40 dias p.i., tefiidos con H-E 40X. Se observa el “manguito perivascular”
alrededor del vaso sanguineo, constituido por mononucleares.

Fig. 29C.- Corte histologico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los
60 dias p.i., tefiidos con H-E 40X. Se observa una larva en la substancia blanca
junto a la capa granulosa, sin ningln tipo de respuesta inflamatoria o
degenerativa cerca.

Fig. 29D.- Corte histolégico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a
los 60 dias p.i., tefiidos con H-E 10X. Se observa infiltrado perivascular
formado por eosindfilos y mononucleares.

Fig. 30A.- Corte histolégico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificade a
los 60 dias p.i., tefiidos con H-E 10X. Se observan zonas con degeneracion,
vacuolas y vasos con manguito perivacular.

Fig. 30B.- Corte histolégico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los
60 dias p.i., teflidos con H-E 10X. Se observan dos larvas en una zona con
necrosis licuefactiva y vacuolizacion.

Fig. 30C.- Corte histologico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hiT¢ y sacrificado a los
60 dias p.i., tefiidos con H-E 40X. La microfotografia muestra una larva en una
zona con degeracién y depdsitos de calcio.

Fig. 30D.- Corte histolégico de cerebro de jerbo inoculado con 1000 hiTc¢ y sacrificado 2
los 60 dias p.i., teflidos con H-E 10X. En la parte superior derecha se observa
una larva sin respuesta inflamatoria, se aprecian larvas en degeneracién con
vacuolizacion y vasos con “manguito perivascular”.
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Cambios patologicos observados en tejido muscular de jerbos inoculados

experimentalmente con 1000 hiTec.

En el momento del sacrificio no se detectaron macroscopicamente cambios
patolégicos aparentes en tejido muscular cardiaco o esquelético en ninguno de los jerbos
inoculados.

En musculo esquelético de los jerbos sacrificados los dias 1, 3, y 5 no se
presentaron microscépicamente cambios patologicos aparentes. El dia 10 se observaron
larvas dentro de fibras musculares sin respuesta inflamatoria circundante (figura 31A). El
dia 20 las larvas se observaron rodeadas de neutrdfilos, macréfagos y pocos cosinéfilos
dentro del espacio de fibra muscular (larva 31B).

Los dias 30 y 40 un gran ntmero de lesiones tienden a la cronicidad y se
encontraron fibrocitos rodeando las larvas (figura 31C). En algunos casos se presentaron
infiltrados agudos de neutrofilos y eosinéfilos con o sin larvas (32A). Asi mismo se
detectaron algunos granulomas en el tejido conectivo de los musculos (figuras 32B y 32C).

El musculo esquelético de los jerbos sacrificados el dia 60 presenté lesiones
cronicas caracterizadas por larvas “aparentemente vivas” rodeadas de fibrocitos en el tejido
conectivo de los musculos (figura 31 D)

En musculo cardiaco de los jerbos sacrificados los dias 1 y 3 no se presentaron
microscopicamente cambios patologicos aparentes. Entre los dias 5 y 10 se detectaron
larvas sin respuesta inflamatoria (figura 32D). Entre los dias 20 y 30 se presentaron zonas
con infiltrados de neutréfilos y eosinéfilos (figura 33A), pero se observaron muy pocas
larvas. El dia 40 las lesiones presentaron neutréfilos y macréfagos rodeados de fibrocitos
(figura 33B). El dia 60 se presentaron zonas con inflamacién cronica caracterizada por una
respuesta proliferativa de fibrocitos, algunas de estas lesiones presentaron larvas o
neutréfilos en el centro (figura 33C), y en tejido conectivo se observd gran cantidad de

fibrina y macréfagos con hemosiderina dentro (figura 33D).
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Cambios patologicos observados en testiculos de jerbos inoculados

experimentalmente con 1000 hiTec.

En los cortes de testiculos no se observaron formas larvarias, aunque del dia 30 al 60
p.i. se presentaron tibulos seminiferos con alteraciones en el epitelio germinal de diferentes
magnitud, desde casos con evidente ausencia de la mayor parte de las células hasta casos

con cambios sutiles en la onda espermética.

Fig. 31A.- Corte histolégico de tejido muscular estriado de jerbo inoculado con 1000 hiTcy
sacrificado a los 10 dias p.i., tefiido con H-E 40X. Se observa una larva dentro
de una fibra muscular sin ningn tipo de reaccion inflamatoria.

Fig. 31B.- Corte histolégico de tejido muscular estriado de jerbo inoculado con 1000 hiTc y
sacrificado a los 20 dias p.i., tefiido con H-E 40X. Se observa una larva
aparentemente intacta, la cual esta rodeada de neutréfilos y macréfagos.

Fig. 31C.- Corte histolégico de tejido muscular estriado de jerbo inoculado con 1000 hiTc y
sacrificado a los 30 dias p.i., tefiido con H-E 40X. Se observa una larva rodeada
por macréfagos y fibroblastos.

Fig. 31D.- Corte histoldgico de tejido muscular estriado de jerbo inoculado con 1000 hiTc y
sacrificado a los 60 dias p.i., tefiidos con H-E 40X. La microfotografia muestra
una larva aparentemente intacta y rodeada por macréfagos, fibrocitos y
colagena.

Fig. 32A.- Corte histolégico de tejido muscular estriado de jerbo inoculado con 1000 hiTc y
sacrificado a los 40 dias p.i., teflido con H-E 40X. Esta microfotografia muestra
un granuloma con macréfagos, fibroblastos y eosindfilos.
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Fig. 32B.- Corte histologico de tejido muscular estriado de jerbo inoculado con 1000 hlTc y
sacrificados a los 40 dias p.i., tefiido con H-E 10X, Se observa una larva
dentro de un granuloma en tejido conjuntivo que rodea las fibras musculares

(perimisio).

Fig. 32C.- Corte histolégico de tejido muscular estriado de jerbo inoculado con 1000 hiTc y
sacrificados a los 40 dias p.i., tefiido con H-E  40X. Acercamiento de la
microfotografia anterior, la larva se observa rodeada de células mononucleares,
macréfagos y fibroblastos.

Fig. 32D.- Corte histolégico de tejido muscular cardiaco de jerbo inoculado con 1000 hiTc
y sacrificados a los 10 dfas p.i., teflido con H-E 10X. Se observa una larva en
el centro de la microfotografia, no hay ningin tipo de respuesta inflamatoria.

Fig. 33A.- Corte histologico de tejido muscular cardiaco de jerbo inoculado con 1000 hiTc
y sacrificado a los 20 dias p.i., teftido con H-E 10X. En la parte central de esta
microfotografia se observa una zona con infiltrado de neutréfilos y eosindfilos.

Fig. 33B.- Corte histolégico de tejido muscular cardiaco de jerbo inoculado con 1000 hiTe
y sacrificado a los 10 dias p.i., tefido con H-E 40X, En la parte central se
observa un infiltrado formado por neutréfilos y eosindfilos rodeados por
fibrocitos.

Fig. 33C.- Corte histolégico de tejido muscular cardiaco de jerbo inoculado con 1000 hiTc
y sacrificado a los 60 dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa un granuloma
con neutréfilos rodeados por fibrocitos y fibrina.

Fig. 33D.- Corte histologico de tejido muscular cardiaco de jerbo inoculado con 1000 hiTc
sacrificado a los 60 dias p.i., tefiido con H-E 40X. Se observa tejido conectivo
y macrofagos con hemosiderina.
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Cambios patolégicos observados en ojos de jerbos inoculados

experimentalmente con 1000 hiTe.

Los jerbos sacrificados entre el dia 1 y 20 p.i. no presentaron ninguna alteracion en
parpados, sin embargo 10 de los 15 jerbos sacrificados entre el dia 30 y 60 p.i. presentaron
edema palpebral en el momento del sacrificio. Una vez enucleados los ojos ninguno de los
animales sacrificados presenté macroscopicamente cambios patolégicos aparentes.

Microscopicamente no se presentaron alteraciones en los ojos de los jerbos
sacrificados entre el dia 1 y 5 p.i.. En dos de los jerbos cuyos ojos se analizaron el dia 10 y
3 de los analizados el dia 20 se observaron larvas en coroides sin ningiin tipo de reaccion
inflamatoria (figura 34A y 34B), 2 ojos de los jerbos analizados el dia 10 p.i. y en uno de
los analizados el dia 20 se observo larvas con hemorragias en procesos ciliares (figura 34C).

El dia 30 p.i. 2 ojos presentaron larvas e infiltrado de neutréfilos en procesos
ciliares (figura 34D), 2 presentaron larvas con hemorragias en la base de los procesos
ciliares (figuras 34D y 35C), 2 presentaron una larva con hemorragia y edema en la capa
pigmentada de la retina (Figura 35A,35B y 36B), un ojo present6 una larva en la capa
limitante interna de la retina (figura 36A) y 2 presentaron larvas con edema entre la capa
pigmentada y granulosa de la retina (figura 36C y 36D). Entre los jerbos sacrificados el dia
20 y 60 p.i., se encontraron 5 con larvas sin respuesta inflamatoria en grasa anexa a los 0jos
(figura 35D).

El dia 40 p.i. se observaron 2 ojos con larvas en zonas de retina destruidas y ligero
infiltrado de neutréfilos y linfocitos (figura 37a y 37d), en uno se detect$ una larva en capa
granulosa externa de la retina (figura 37c), 2 ojos presentaron infiltrados de linfocitos en
retina y humor acuoso sin presencia de larvas (figura 37b), un ojo presenté una larva con
hemorragia y un granuloma cercano en formacion en los procesos ciliares (figura 38a).

El dia 60 p.i. 2 ojos presentaron una lesion granulomatosa en retina con infiltrado
de linfocitos y monocitos ademas de una zona central con necrosis (figuras 39a y 39b), en
otro ojo se observo una lesion granulomatosa en procesos ciliares con infiltrado de
linfocitos y monocitos, en la parte lateral de la lesion se detecté tejido linfoide y en la parte

central una zona de necrosis (figuras 38b, 38c y 38d). 3 ojos presentaron zonas con fuerte
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hemorragia e infiltrado de linfocitos y monocitos en retina y humor acuoso (figuras 39¢ y

39d).

Fig. 34A.- Corte histoldgico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 10
dias p.i., tefiido con H-E 10X. La microfotografia muestra una larva en un vaso

sanguineo de coroides sin ningtin tipo de respuesta inflamatoria. ,

Fig. 34B.- Corte histologico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTe y sacrificado a los 10
dias p.i., tefiido con H-E 40X. Acercamiento de la microfotografia anterior,
nétese que no existe respuesta inflamatoria,

Fig. 34C.- Corte histolégico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTe y sacrificado a los 20
dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa una larva con una ligera hemorragia
entre los procesos ciliares,

Fig. 34D.- Corte histol6gico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 30
dias p.i., teftido con H-E 10X. Esta microfotografia muestra dos larvas, la
primera en la base de los procesos ciliares (extremo inferior derecho). La
segunda esta entre los procesos ciliares, ndtese la hemorragia y el ligero
infiltrado de neutrdfilos.

Fig. 35A.- Corte histolégico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 30
dias p.i., tefiido con H-E 10X. La microfotografia presenta una larva en la capa
pigmentada de la retina, se observa hemorragia y edema.

Fig. 35B.- Corte histoldgico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 30
dias p.i., tefiido con H-E 40X. Acercamiento de la microfotografia anterior.

Fig. 35C.- Corte histolégico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 30
dias p.i., teflido con H-E 10X. La microfotografia presenta una larva en la base
de los procesos ciliares, se observa destruccion de tejido y hemorragia.

Fig. 35D.- Corte histoldgico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 30
dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa una larva sin respuesta inflamatoria
en el tejido adiposo pardo periocular.
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Fig. 36A.- Corte histolégico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 30
dias p.i., tefiido con H-E 10X. La microfotografia muestra una larva en la capa
limitante interna de la retina, se observa edema y ligero infiltrado de neutréfilos.

Fig. 36B.- Corte histologico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 30
dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa una larva entre la capa pigmentada
de la retina, hay edema entre la capa pigmentada y la capa granular de la retina.

Fig. 36C.- Corte histolégico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 30
dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa una larva entre la capa pigmentada y
la capa granulosa de la retina, no hay respuesta inflamatoria cerca.

Fig. 36D.- Corte histolégico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 30
dias p.i., tefiido con H-E 10X. Acercamiento de la microfotografia anterior.

Fig. 37a.- Corte histolégico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 40
dias p.i., tefiido con H-E 10X. La microfotografia muestra una larva en una
zona donde las capas de la retina estan destruidas, se observa infiltrado de
neutrofilos y linfocitos.

Fig. 37b.- Corte histolégico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 40
dias p.i., tefiido con H-E 10X. La microfotografia muestra una zona donde se
ha perdido la estructura clésica de la retina, hay edema entre la pigmentada y la
granulosa. Se observa tejido destruido en la capa interna de retina, hay infiltrado
de linfocitos en humor acuoso.

Fig. 37c.- Corte histolégico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 40
dias p.i., tefiido con H-E 10X. La microfotografia muestra una larva en la capa
granulosa externa de la retina. Se observa una fuerte hemorragia entre la capa
interna de la retina y humor acuoso, se observa edema entre la capa granulosa y
pigmentada de la retina.

Fig. 37d.- Corte histologico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 40
dias p.i., tefiido con H-E 10X. La microfotografia muestra una larva en el
tejido destruido de la retina.
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Fig. 38a.- Corte histolégico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTe y sacrificado a los 40
dias p.i., tefiido con H-E 10X. Se observa una larva con hemorragia entre los
procesos ciliares e infiltrado de neutrofilos y linfocitos.

Fig. 38b.- Corte histolégico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 60
dias p.i., tefiido con H-E 10X. La microfotografia muestra un tejido
aparentemente linfocitario junto a la base de los procesos ciliares, en la parte
central hay una zona de necrosis y en la parte superior hay tejido que
morfolégicamente asemeja tejido linfoide. Se observa atrofia de los procesos
ciliares.

Fig. 38c.- Corte histolégico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 60
dias p.i., tefiido con H-E 40X. Acercamiento de la microfotografia anterior
donde se muestra la zona de necrosis central.

Fig. 38d.- Corte histologico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 60
dias p.i., tefiido con H-E 10X. Acercamiento de la microfotografia 38a donde
se observa el tejido de la lesién granulomatosa que morfolégicamente es
parecido a tejido linfoide.

Fig. 39a.- Corte histolégico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 60
dias p.i., tefiido con H-E 10X. En la microfotografia se muestra una zona de
hemorragia y degeneracién en retina con infiltrado de linfocitos y monocitos y
una zona central de necrosis. Se observa una fuerte hemorragia en la parte
interna de la retina, No se detectaron larvas en esta area.

Fig. 39b.- Corte histologico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 60
dfas p.i., tefiido con H-E 40X. Acercamiento de la microfotografia anterior en
la zona central de 1a necrosis.

Fig. 39¢.- Corte histologico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hiTc y sacrificado a los 60
dias p.i., tefiido con H-E 10X. La microfotografia muestra un abundante
infiltrado de linfocitos y monocitos en la capa interna de retina y en humor
acuoso, donde también se presenta hemorragia.

Fig. 39d.- Corte histolégico de ojo de jerbo inoculado con 1000 hlTc y sacrificado a los 60
dias p.i., tefiido con H-E 4X. La microfotografia muestra un panorama general
de un globo acular con una fuerte hemorragia interna y desorganizacién de la
retina.
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Efecto de la infeccion experimental con larvas de T. canis en jerbos sobre
la ganancia de peso en el momento del sacrificio.

El registro del peso de los animales que se realizd a diferentes periodos de tiempo
después de la infeccién de los animales con hiTc y en ¢l momento del sacrificio de los
mismos. Los datos de estas determinaciones se presentan en el cuadro 25 y figura 40. En
estos se observa que la ganancia de peso en los animales del grupo testigo (93g) es mayor
(p<0.05)a partir del dia 30 p.i. comparada con el grupo inoculado con 1000 hlTc. (63g).

Esta diferencia (p<0.05) se mantuvo hasta el dia 130 p.i. cuanto terminé el experimento.

Analisis de los sintomas desarrollados en jerbos inoculados con 1000 hiT¢

Los animales a las 12, 24 y 72 horas p.i. no presentaron manifestaciones clinicas.
Los dias 5 y 10 p.i. los jerbos presentaron alergatamiento, pelo hirsuto y respiracion
abdominal répida. El dia 20 p.i. los animales presentaron respiracion abdominal répida,
retraso del crecimiento, pelo hirsuto, ojos sumidos y ligera incoordinacién. El dia 30 p.i. los
jerbos presentaron incoordinacién marcada, 0jos sumidos y cristalinos, algunos con edema
palpebral, pelo hirsuto y retraso en el crecimiento. Los dias 40 y 60 p.i. los jerbos
presentaron incoordinacién, pelo hirsuto, retraso en el crecimiento y la mayoria con edema

palpebral.
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DIAS p.i. TESTIGO 1000 hiTc

1 71.3 +/-2.53 69.36 +/- 3.45

3 72.3 +/- 6.33 68.98 +/- 7.25

5 74 +/-2.14 69.1 +/- 6.93
10 79.5 +/- 9.19 65.81 +/- 6.05
20 83.2 +/- 10.32 63.73 +/- 6.41
30 92.6 +/- 3.04 64.91 +/- 2.43
40 100.64 +/- 2.12 57.04 +/- 517
60 110.04 +/- 10.07 57.19 +/- 4.6
130 120.28 +/- 3.36 64.67 +/- 9.64

Cuadro 25.- Efecto de Ia infeccion de larvas T. canis sobre la ganancia de peso. En este experimento se usaron
dos grupos de jerbos, el primero formado por 45 jerbos inoculados con 1000 hiTc y el segundo por 45 jerbos no
inoculados A diferentes tiempos después de la infeccién de los animales se sacrificaron 5 jerbos de cada grupo .

Cada dato representa la media y desviacion standard del peso en el momento del sacrificio de 5 animales.
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Figura 40.- Efecto de la infeccién de larvas T. canis sobre la ganancia de peso. En este experimento se usaron
dos grupos de jerbos, el primero formado por 45 jerbos inoculados con 1000 hiTc y el segundo por 435 no

inoculados, se sacrificaron y pesaron 5 jerbos de cada grupo a diferentes periodos de tiempo. Cada punto
representa el peso de 5 animales.
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Titulacién de sueros de conejo antigammaglobulinas de jerbo.

Los sueros obtenidos de los conejos inmunizados con gammaglobulinas de jerbo
fueron titulados por ELISA. Los resultados que se presentan en el cuadro 26 y figura 41
muestran que los sueros de los conejos inmunizados contienen anticuerpos que reconocen
las gammaglobulinas de jerbo. Existen diferencias significativas (p<0.05) entre los sueros
de los conejos inmunizados y el suero de ¢l conejo testigo. No se presentaron diferencias
significativas (p<0.05) en los resultados obtenidos entre las tres diluciones del suero

utilizado o entre las tres cantidades de gammaglobulinas pegadas a las placas.

Analisis electroforético de las proteinas de secrecion excrecion de larvas

de T. canis.

El patrén electroforético después de la tincion de los geles SDS-PAGE en los que
separaron los Ag-SET mostré un total de 7 bandas. Los PM se determinaron empleando
marcadores de peso molecular de referencia. Las bandas determinadas correspondieron a:
200, 126, 119, 70, 32, 28 y 24 kDa. de peso molecular. La banda mas fuertemente tefiida

fue la de 32, lo que indica que es la mas abundante en el conjunto de los Ag-SET.

Cuantificacién de anticuerpos séricos contra Ag-EST detectados por

ELISA en jerbos inoculados experimentalmente con hiTec.

Los datos de D.O. obtenidos en los ensayos de ELISA empleando suero de jerbos
inoculados con hlTc y grupos de jerbos testigo, se presenta en la cuadro 27 y figura 42. En
estas, se muestra que los titulos de anticuerpos contra Ag-SET en el suero de jerbos
inoculados con hiTc empiezan a aumentar partir del dia 10 p.i.. Entre los dias 20 y 130 p.i.
se presentaron diferencias (p<0.05) entre el grupo de jerbos inoculados en cualquiera de las
diluciones usadas y el grupo de jerbos testigo. Aunque se¢ presentaron diferencias de
densidad 6ptica entre las curvas de anticuerpos de las tres diluciones usadas para el grupo

inoculado, las diferencias no fueron significativas (p<0.05).
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Cuantificacién de anticuerpos oculares contra Ag-SET detectades por

ELISA en jerbos inoculados experimentalmente con hiTc.

Los datos de D.O. obtenidos en los ensayos de ELISA empleando liquido
intraocular de jerbos inoculados con hiTe y grupos de jerbos testigo, se presenta en el
cuadro 28 y figura 43. En estos, se observa que los titulos de anticuerpos oculares contra
Ag-SET en jerbos inoculados con hiTc empiezan a aumentar partir del dia 30 p.i. , entre los
dias 40 y 130 p.i. se presentaron diferencias (p<0.05) entre el grupo de jerbos inoculados
en cualquiera de las diluciones usadas y el grupo de jerbos testigo. Aunque se presentaron
diferencias de densidad 6ptica entre las curvas de anticuerpos de las dos diluciones usadas

para el grupo inoculado, no fueron significativas (p<0.05) en ninguno de los puntos.

Determinacion de los antigenos de secrecién y excrecion de larvas de 7.

canis reconocidos por sueros de jerbos inoculados experimentalmente.

La determinacién de los antigenos reconocidos por sueros de jerbos inoculados
experimentalmente con hiTc se llevé a cabo mediante la técnica de Western blot. El patrén
antigénico detectado corresponde al reconocimiento de hasta 8 bandas de Ag-SET. El
analisis del reconocimiento antigénico mostrd una reactividad gradual de estos antigenos,
los sueros de los jerbos sacrificados el dia 20 p.i. reconocieron en forma leve una banda de
32 Kds., mientras que los anticuerpos detectados en suero de los animales sacrificados al
dia 30 reconocieron bandas de 120, 32, 29 24 Kds.. Los sueros de los animales sacrificados
al dia 40 y dia 60 p.i. reconocieron Ag-SET de 120, 70, 66, 55, 32, 29 y 24 Kds. y los
sueros de los animales sacrificados el dia 130 p.i. reconocieron bandas de 200, 120, 70, 66,

55, 32, 29 y 24 Kds. (figura 43).
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d. 1:500

d. 1:100

d. 1:50

d. 1:20

C-1 5pugAg 0.752 +I- 0.063 0.873 +/- 0.046 0.832 +- 0.052 0.855 +/- 0.042
C-1 10 ug Ag 0.640 +/- 0.029 0.783 +/- 0.033 0.812 +/- 0.034 0.718 +/- 0.046
C-120 pg Ag 0.704 +/- 0.021 0.695 +/- 0.014 0.791 +/- 0.021 0.843 +/- 0.039
C-2 5pgAg 0.879 +/- 0.072 0.836 +/- 0.061 0.798 +/- 0.058 0.846 +/- 0.028
C-2 10 pg Ag 0.859 +/- 0.040 0.893 +/- 0.038 0.829 +- 0.042 0.792 +/- 0.014
C-2 20 ug Ag 0.743 +/- 0.031 0.866 +/- 0.018 0.987 +/- 0.039 0.968 +/- 0.056
C-3 10 ug Ag 0.076 +/- 0.009 0.078 +/- 0.029 0.056 +/- 0.013 0.076 +/- 0.007

Cuadro 26.- Titulacién de sueros de conejo antigammaglobulinas de jerbo. Se compararon por ELISA las
densidades épticas de diferentes diluciones de suero de dos conejos inmunizados con gammaglobulinas de
jerbo (C-1y C-2) y un Conejo no inmunizado (C-3). Se pegaron a las placas de ELISA 3 difrentes cantidades
de gammaglobulinas de jerbo y se revelo la reaccién con un conjugado antigammaglobulinas de conejo
marcado con fosfatasa alcalina. Cada dato representa media y desviacién standard de seis repeticiones.
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Figura 41.- Titulacién de sueros de conejo antigammaglobulinas de jerbo. Se compararon por ELISA las
densidades épticas de diferentes diluciones de los suero de dos conejos inmunizados con gammaglobulinas
de jerbo (C-1 y C-2) y un Conejo no inmunizado (C-3). Se pegaron a las placas de ELISA 3 difrentes
cantidades de gammaglobulinas de jerbo y la reaccién se revelo con un conjugado antigammaglobulinas
de conejo marcado con fosfatasa alcalina. Cada columna representa la media de seis repeticiones.
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DIAS p.i. d. 1:500 d. 1:1000 d. 1:2000 NEG. 1:500
5 0.013 +/- 0.009 0.043 +/- 0.016 0.019 +/-0.009 0.029 + 0.002
10 0.314 +/- 0.071 0.229 +/- 0.030 . 0.184 +/-0.027 0.062 +/- 0.017
20 0.873 +/-0.112 0.784 +/- 0.087 0.528 +/- 0.073 0.034 +/-0.013
30 0.976 +/- 0.191 0.863 +/- 0.119 0.625 +/- 0.101 0.026 +/- 0.004
40 1.096 +/- 0.170 0.906 +/- 0.208 0.732 +/- 0.322 0.038 +/- 0.014
60 1.013 +/- 0.128 0.943 +/- 0.102 0.730 +/- 0.226 0.042 +/- 0.026
130 1.213 +/- 0.088 0.895 +/- 0.110 0.699 +/- 0.111 0.038 +/-0.019

Cuadro 27.- Valores de D.O. detectada por ELISA empleando antigenos de secreciones y excreciones de larvas
de T. canis y sueros de jerbos infectados con el parasito. El ensayo de ELISA se llevé a cabo deacuerdo a lo
descrito en material y métodos. En estos se usaron siete grupos de 5 jerbos cada uno, inoculados con 1009
hueves larvados de T. canis y sacrificados a diferentes periodos p.i., en la columna 2, 3 y 4 se presentan los
resultados de usar diferentes diluciones de los sueros. En Ia columna 5 se presentan los resultados de sueros de 7

grupos de S jerbos no inoculados y sacrificados a mismo tiempo que los grupos inoculados. Cada suero se probo
por triplicado.
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Figura 42.- Cinética de la produccion de anticuerpos circulantes detectados por ELISA contra antigenos
de secreciones y excreciones de larvas de 7. canis en jerbos inoculados experimentalmente con el parasito.
El ensayo de ELISA se lievd a cabo de acuerdo a lo descrito en material y métodos se usaron siete grupos de
S jerbos cada uno, inoculados con 1000 huevos larvados de T. canis y sacrificados a diferentes periodos p.i.,
en la curvas 1, 2 y 3 se presentan los resultados de usar diferentes diluciones de los sueros. En la curva 4 se
presentan los resultados de suercs de 7 grupos de 5 jerbos no inoculados y sacrificados a mismo tiempo que
los grupos inoculados. Cada suero se probo por triplicado.
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d. 1:20 d. 50 neg. 1:20

5 0.024 +/- 0.007 0.028 +/- 0.006 0.037 +/- 0.007
10 0.032 +/- 0.011 0.034 +/- 0.009 0.039 +/- 0.005
20 0.046 +/- 0.012 0.035 +/- 0.015 0.029 +/- 0.014
30 0.136 +/- 0.028 0.104 +/- 0.017 0.036 +/- 0.016
40 0.152 +/- 0.034 0.129 +/- 0.023 0.021 +/- 0.007
60 0.219 +/- 0.032 0.185 +/- 0.019 0.027 +/- 0.009
130 0.207 +/- 0.029 0.176 +/- 0.025 0.036 +/- 0.013

Cuadro 28.- Valores de D.O. detectada por ELISA empleando antigenos de secreciones y
excreciones de larvas de T. canis en liquido intraocular de jerbos infectados con el parasito.
El ensayo de ELISA se llevo a cabo de acuerdo a lo descrito en material y métodos. En estos
se usaron siete grupos de 5 jerbos cada uno, inoculados con 1000 huevos larvados de T. canis
y sacrificados a diferentes periodos p.i., en la columna 2 y 3 se presentan los resultados de
usar diferentes diluciones de liquido intraocular. En la columna 4 se presentan los resultados
de 7 grupos de 5 jerbos no inoculades y sacrificados a mismo tiempo que los grupos

inoculados. Cada suero se probo por triplicado.
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Figura 43.- Cinética de Ia produccién de anticuerpos oculares detectados en ELISA contra antigenos de secreciones y
excreciones de larvas de T. canis en jerbos. En los ensayos de ELISA para determinar Anticuerpos en liquido intraocular se
lievé a cabo deacuerdo a lo descrito en material y métodos. En estos se uso liquido intraocular de siete grupos de 5 jerbos cada
uno, inoculados con 1000 huevos larvados de T. canis y sacrificados a diferentes periodos p.i., en la curvas 1 y 2 se presentan
los resultados de usar diferentes diluciones. En la curva 3 se presentan los resultados de sueros de 7 grupos de 5 jerbos no
inoculadoes y sacrificados a mismo tiempo que los grupos inoculados. Cada suero se probe por triplicado.
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DISCUSION

Algunas de las primeras preguntas a resolver cuando se propone el uso de un nuevo
modelo experimental en infecciones por helmintos son: cudl es la dosis de infeccion, donde
esta el parasito y como llega a este lugar. Por lo anterior, las primeras preguntas que se
intentaron resolver en este trabajo fueron: cual es el efecto de la inoculacién de diferentes
dosis infectantes de 7. canis en los jerbos, por donde migran las larvas de T. canis y cuales
son lugares donde se localizan y acumulan estas larvas.

Las digestiones con jugo géstrico artificial han sido utilizadas desde hace tiempo por
diferentes autores para determinar donde se encuentran larvas de 7. canis en hospederos
paraténicos (Oshima, 1961; Kayes & Oaks, 1976; Abo-Shehada et al., 1984). Estos autores
han demostrado que la utilizacion de las digestiones artificiales y conteo posterior de larvas,
es una forma adecuada de evaluar cuantas larvas se encuentran en un determinado érgano
en un momento dado.

Nuestro grupo ha demostrado con anterioridad que los jerbos pueden actuar como
hospederos paraténicos de T. canis. En esos trabajos iniciales no se realizaron estudios
longitudinales de migracién o la evaluacién del efecto de diferentes dosis de indculo en la
infeccion de estos animales (Alba y col, 1994; Flores-Alatorre, 1993). En el trabajo
realizado en esta tesis se escogieron las dosis de indculo de acuerdo a las utilizadas para
otros hospederos paraténicos y buscando una dosis baja, una media y otra alta del mismo.
En estudios reportados por Havasiové-Reiterovd y cols. en 1995 demostraron que la
inoculacion de 5 huevos larvados de T. canis induce la produccién de anticuerpos
especificos en ratones, pero varios autores han mostrado que la dosis minima adecuada para
observar la migracién de larvas en ratones es de 200 hlTc ( Lee, 1960; Kayes & Oaks,
1976), por lo que fue la dosis mas pequefia utilizada en este estudio. Lee (1960) informé
que la dosis letal 50 % para ratones es de 2000 hiTc (aproximadamente 100 por g de peso
vivo), por lo que se decidio utilizar la mitad como dosis media en este trabajo, esta dosis es
utilizada por otros investigadores para inducir infecciones severas en ratones (Bardon et al,,
1995; Keyes & Oaks, 1976; Zyngier & Brockbank, 1974). Al ser los jerbos animales de

mayor tamaiio (70-80 g al inicio del trabajo), se decidié utilizar una dosis de 5000 hlTc que
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es mayor a la dosis letal 50 % de ratones y poder evaluar de esta manera como migran las
larvas en una infestacion masiva.

Se recuperaron larvas en diferentes 6rganos de todos los animales inoculados,
independientemente de la dosis utilizada. La cantidad de larvas recuperadas estuvo en
relacion directa con el ntimero de larvas inoculadas, a mayor cantidad de larvas inoculadas
mayor fue el nimero de larvas recuperadas en los diferentes 6rganos. El porcentaje maximo
de larvas recuperadas en relacién al niimero de hiTc inoculados, varié de acuerdo a la dosis
de inoculacién, para los animales del grupo inoculado con 200 hiTc fue del 42% el dia 5
p.i., para los del grupo inoculado con 1000 hiTc fue del 74 % el dia 40 p.i. y del 58% el dia
30 p.i. para el grupo inoculado con 5000 hiTc (Cuadros 4, 6 y 8). Los porcentajes de
recuperacién de larvas en los jerbos son mayores que los reportados en ratones por otros
autores que varia del 20 al 42 % (Abo-Shehada & Herbert, 1984; Bardén et al,, 1995;
Havasiova-Reiterova et al., 1995; Kayes & Oaks, 1976; Oshima, 1960). Los jerbos de entre
80 y 100 g de peso comen aproximadamente la mitad de alimento que los ratones de 20-30
g. de peso (observacién personal), lo cual sugiere que los jerbos tienen movimientos
intestinales mas lentos que los ratones, lo que probablemente hace que los huevos
permanezcan més tiempo en el intestino y un mayor nimero de huevos eclosionen y
puedan atravezar la pared intestinal. El proceso de recuperacion de las larvas es grosero y
algunas larvas se pueden perder en el proceso y ser otra razén por la que el nimero de
larvas recuperadas es menor al nimero inoculado.

La migracién larvaria empieza en la pared intestinal, en este lugar se recuperé el
mayor niimero de larvas entre las 12 y 24 horas p.i. en todos los grupos, no se recuperaron
larvas ni se encontraron alteraciones patoldgicas en esofago o estomago, por lo que se
deduce que las larvas penetran a través del intestino. No existe una parte del intestino por la
que especificamente atraviesen estas larvas, puesto que se encontraron lesiones
hemorragicas en varias partes del intestino y los estudios u observaciones histopatolégicas
mostraron larvas en serosa tanto de intestino delgado como de intestino grueso. La cantidad
de larvas en el intestino disminuy6 al tercer dia y no se encontraron larvas del dia 5 en
adelante. Las lesiones microscépicas en intestino solo se presentaron del dia 1 al 5. Estas se

caracterizaron por la presencia de larvas en las tinicas muscular y serosa con fuerte
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reaccion inflamatoria caracterizada por infiltrado de neutréfilos, linfocitos y eosindfilos.
Sin embargo, pese a esta fuerte reaccién celular como se muestra en la figura 13d, las
larvas aparentemente estaban sin ningun dafio. Es probable que no todas las larvas detengan
o sean atrapadas momentineamente en su migracién y provoquen dicha reaccién, puesto
que se detectaron algunas larvas en pulmones o higado incluso a las 12 horas p.i..

En todos los grupos, el niimero total de larvas recuperadas ¢l dia 1 p.i. es menor en
comparacién con los otros muestreos, esto probablemente se deba a que las larvas estan
migrando de intestino a otros lugares por la sangre. Los animales en el momento del
sacrificio se les extrajo toda la sangre posible para las pruebas de biometria hematica y
quiz4 esta sangre llevaba las larvas que no se recuperaron en los tejidos digeridos.

Entre los dias 3 y 5 p.i. conforme desaparecian las larvas en intestino, aumentaba la
cantidad de larvas recuperadas en pulmones e higado los que indica que las larvas migraron
preferentemente a estos lugares. Si embargo, la mayor tasa de dispersién de las larvas en
los érganos se encontrd el dfa 5 p.i. en donde se detectaron larvas en la mayoria de los
6rganos muestreados como si algunas larvas estuvieran buscando el lugar adecuado para
sobrevivir. Del dia 10 al 60 ocurre una redistribucién de larvas en el organismo, la
tendencia de las larvas es a migrar a cerebro y carcaza en los jerbos inoculados o ser
gradualmente atrapados en estos drganos.

Con el objeto de analizar la preferencia que tenian las larvas para migrar a un 6rgano
determinado se evalud la concentracién de larvas por gramo de érgano. Para esto, en el
momento del sacrificio se pesaron todos los érganos, posteriormente se dividié la cantidad
de larvas entre el niimero de gramos y de esta manera se obtuvo la concentracion de larvas
en un 6érgano determinado. De esta manera se observé la preferencia de migracion de las
larvas en los tres grupos hacia el higado, riffiones y pulmones entre el dia 1 y 10 pi,
posteriormente entre el dia 20 y 60 p.i. existe una mayor tendencia de las larvas por cerebro
que por cualquier otro 6rgano. Aunque la cantidad de larvas es mayor en la carcaza, su
concentracioén de larvas es mucho menor que en cerebro, incluso la concentracién de larvas
en la carcaza es menor que la concentracion de larvas en corazén y rifiones. La tendencia a
acumular larvas en cerebro también ha sido observada en otros modelos experimentales

como los ratones (Dunsmore et al., 1983). Probablemente esta acumulacion es un
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mecanismo por medio del cual las larvas evaden la respuesta del huésped, puesto que en
cerebro es muy dificil que se monte una respuesta inflamatoria aguda.

La cantidad y concentracidén de larvas en los diferentes tejidos tiende a ser estable
entre los dias 20 y 60 p.i.(cuadros 5, 7 y 9). La mayoria de las larvas en estos dias detienen
su migracién, sin embargo, algunas permanecen en constante movimiento, esto se
demuestra por la presencia de lesiones agudas los dias 40 y 60 p.i. en higado, pulmones y
rifiones (Fig. 15d).

A la fecha no se han descrito estructuras especializadas en las larvas que le permitan
atravesar en forma mecénica la pared intestinal, por lo que se ha propuesto que algunas
enzimas proteoliticas producidas por larvas de 7. canis que tienen actividad in vitro sobre
membranas y matrices extracelulares, podrian in vivo ser un importante mecanismo, no sélo
para atravesar pared intestinal sino también para facilitar la migracion de estas larvas por
tejidos de otros organos (Robertson et al., 1989).

La migracién de las larvas de T. canis a los diferentes 6rganos de los jerbos
inoculados se realiza de varias maneras. La primera de estas formas puede ser por via
sanguinea, puesto se encontraron larvas en la luz de vasos sanguineos (fig. 22B) y en
capilares de la coroides (fig. 43A y 43B), ademas, algunas larvas tardan s6lo 12 horas de
llegar desde el intestino hasta pulmoén e higado (cuadro 6), esta forma tan répida de migrar
s6lo puede ocurrir si viajan por sangre o sistema linfético, la presencia de larvas en corazén
los dia 3 y 5 p.i. también sugiere esta via. Una segunda via de migracién puede ser por-
pared de vasos sanguineos, varios hallazgos histopatoldgicos como la continua presencia de
lesiones alrededor de vasos sanguineos (fig. 19D, 20A, 21B y 29 D) y la presencia de larvas
en el espacio de Virchow-Robin (fig. 28B) apoyan esta afirmacion. La tercera forma de
migracién, puede ser por continuidad anatémica de un érganos a otro, los hallazgos
histopatolégicos que sugieren esta via son: lesiones con infiltrado celular en forma de
cordon que parecen ir de un vaso sanguineo a la superficie del 6rgano (25A y 25C), en esta
se observan depresiones y tejido de cicatrizacion (15C, 21A, 21C y 25C). La presencia de
pequefios abscesos con larvas dentro, en peritoneo o sobre la superficie de higado, rifiones y
pulmén, solo se puede explicar por la migracion de larvas a través del tejido y migracion

por continuidad anatémica.
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La evolucion de las lesiones en higado, pulmones y rifiones guarda muchas
similitudes, los primeros dias p.i. (1, 3 y 5 dias) son lesiones de tipo agudo con larvas e
infiltrado de neutréfilos y eosinéfilos. Posteriormente, empieza a disminuir las larvas en los
6rganos y las lesiones tienden a Ja cronicidad con infiltrados de linfocitos, macrofagos y
presencia de fibrocitos y coldgena. Se observaron algunas lesiones de tipo agudo (con
infiltrado de neutréfilos y eosinéfilos) entre los dia 30 y 60 p.i., probablemente se deben a
la migracion de algunas larvas por estos lugares hasta el final del experimento.

La mayoria de las lesiones de tipo cronico observadas en higado, pulmones y
rifiones, presentaron, independientemente de que hubiera una larva o no dentro de la lesion,
la presencia de algunos neutréfilos, eosindfilos y macréfagos en el centro y rodeando a
éstos, una capa de fibrocitos y colagena (Fig. 15D, 20D, 24B y 24C). Probablemente las
larvas de T, canis dejan algunos antigenos en este lugar y éstos estimulan la permanencia de
células de inflamacion aguda en una lesién cronica, se han observado este tipo de lesiones
cuando hay un irritante potente o un antigeno resistente a la degradacion (Robbins, 1975).

S6lo se presentaron lesiones o larvas en corteza renal y nunca en médula renal,
quizds como consecuencia del mecanismo de entrada de las larvas o de distribucién
vascular del rifién. La distribucién de estas lesiones en rifién, probablemente se deban a que
una de las vias de migracion de larvas de T canis en los jerbos es la sanguinea, y como la
irrigacién sanguinea principalmente llega por medula renal esto podria explicar esta
distribucion. Otras explicaciones podrian ser que las condiciones del tejido medular no son
favorables a las larvas, ya que entre otras cosas a nivel medular hay mds concentracion de
sodio a nivel cortical {Cogan, 1993).

La acumnulacién de larvas en el cerebro, como ya se menciond antes probablemente
es una forma en que las larvas evaden la respuesta inmune de su hospedero, puesto que la
inflamacién aguda rara vez se presenta en este Jugar. La respuesta que se monta contra las
larvas de 7. canis en los jerbos, entre los dias 10 y 20 p.i. es ligera, pero aumenta de
intensidad entre los dias 30 y 60 p.i. sobre todo alrededor de los vasos sanguineos (figuras
27C y 27D). El dia 40 p.i. presentaron pequefias zonas de degeneracion (figura 29A) y
algunas larvas sin ningtin tipo de respuesta alrededor. El dia 60 p.i. se observaron larvas en

zonas de degeneracién con depositos de calcio (figura 30C), algunos otros no presentaron
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los depdsitos de calcio (figura 30B) y algunas larvas que aparentemente no tenian ni
respuesta inflamatoria ni producian degeneracion (figura 29D). La aparicion de zonas de
degeneracion en cerebro a partir del dia 40 correlacioné con la aparicién de manifestaciones
nerviosas en los jerbos, principalmente incoordinacion. Los reportes de larvas en cerebros
humanos son multiples, se ha discutido por varios autores el dafio producido por larvas de
T. canis en el sistema nervioso central de humanos, mientras algunos han reportado
diferentes problemas como: encefalitis, encefalopatias, ataxia y disturbios neurolégicos
(Hill, 1985; Moore, 1962; Schochet, 1967; Sommer et al., 1994; Lowichik & Ruff, 1995)
otros no han encontrado ningin tipo de relaciéon entre infeccién y patologia nerviosa
(Magnaval et al., 1997). Ademas, se ha asociado la seropositividad a T. canis al bajo
desarrollo de la inteligencia en nifios ( Nelson et al., 1996) y a una menor calificacion en
pruebas de funcionamiento motor y cognoscitivo al de nifios seronegativos (Shofer et al,
1985).

En las digestiones artificiales de los ojos de los jerbos sacrificados a partir del dia 5
p.i. se detectaron pequefias cantidades de larvas. Las larvas de T. canis llegaron al ojo de
los jerbos presumiblemente por via sanguinea, puesto que se detectaron larvas en vasos
coroidales el dia 10 p.i.. Las lesiones observadas en ojos de los jerbos inoculados fueron
parecidas a las lesiones reportadas en humanos con larva migrans ocular. Entre las lesiones
reportadas en humanos y las observadas en los jerbos se encuentran la tendencia a formar
granulomas en retina y en procesos ciliares (fig. 38b y 39b), infiltracion de células
inflamatorias en humor vitrio (fig. 37b y 39c¢), hemorragias retinales (fig. 35B y 37¢),
desprendimiento de retina (36C), destruccion de retina (37d), hemorragias en procesos
ciliares (37C y 37D) y retinitis (36B)( Desai et al.,, 1996; Gass & Braunstein, 1983;
Glickman, 1987; Glickman and shoffer, 1987; Margo et al.,, 1986; Mihara et al., 1993,
Schantz et al., 1979; Smith and Greer, 1971; Sorr, 1984; Zygulska et al., 1993).

Cuando se analizé la ganancia de peso de los jerbos inoculados con 1000 hiTc se
observé que esta era estadisticamente menor (p<0.05) a partir del dia 30 p.i. que la
observada en el grupo control. Esta diferencia se mantuvo hasta el dia 130 p.i. cuando
terminé el experimento. Las razones por las que el grupo inoculado tuve una menor

ganancia de peso, probablemente fueron el efecto de las larvas en ¢l sistema nervioso y en
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los ojos, puesto que en estos animales empezaron los primeros signos de incoordinacion
entre los dias 30 y 40 p.i.. Entre los dias 60 y 130 p.i. los jerbos manifestaron evidentes
signos de incoordinacién y en algunos ceguera, por lo que se les dificultaba llegar al
alimento, lo que disminuy6 su consumo y por lo tanto la ganancia de peso. Ademas, es muy
probable que los desordenes metabdlicos secundarios producidos por el dafio en érganos
como higado, rifiones y pulmones también contribuya a esta disminucién de la ganancia de
peso.

Los jerbos inoculados con hiTc mostraron cambios hematolégicos importantes, la
mayoria de los animales presentaron leucocitosis entre los dias 5 y 20 p.i.. Se ha reportado
que esta leucocitosis también se presenta en humanos con sindrome larva migrans
(Glickman et al., 1979; Glickman & Shofer, 1987) y en otros medelos experimentales de
toxocariasis (Aljeboori & Ivey, 1970; Glickman & Summers, 1983; Parsons et al., 1989;
Tonimura et al., 1976). Se conoce poco sobre la causa de esta leucocitosis, pero
probablemente se deba a que antigenos de 7. canis inducen leucopoyesis, puesto que se
sabe que diferentes antigenos de 7. canis tienen actividad mitogénica sobre linfocitos
(Wang et al., 1995) o que la aplicacion de anticuerpos antiCD4 reduce la leucocitosis y la
eosinofilia en ratones (Kusama et al., 1995). Las células CD4+ Th2 producen un panel de
citocinas que incluyen principalmente IL-4, IL-5, 1L-6, IL-10 e IL-12 (Mosmann &
Coffman, 1989), estas citocinas inducen sobre tejido linfoide proliferacion celular lo que
probablemente es la causa de la leucocitosis, un hecho que apoya esta hipétesis es que se ha
demostrado en infecciones por 7. canis en ratones un aumento la produccién de IL-5
(Yamaguchi et al., 1990), por lo que probablemente aumenta también la produccion de las
otras interleucinas. Ademas, es importante mencionar que durante la inflamacién aguda el
tejido necrético produce un factor inespecifico que induce la leucocitosis (Sell, 1996), entre
los dia 3 y 10 p.i. hay grandes zonas con inflamacién aguda y zonas con necrosis en higado,
pulmones y rifiones de los jerbos inoculados (figuras 15A, 18A, 22D y 17D) y esto podria
ser otra causa de la leucocitosis. El aumento de tejido linfoide asociado a bronquios (figura
16A) y el aumento de actividad celular, asi como del tamafio del bazo (Figura 13c)

observado en los jerbos inoculados con hiTc confirman la existencia de la leucopoyesis.
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La linfocitosis, neutrofilia y monocitosis observada en los jerbos inoculados con
hiTc parece deberse a una leucocitosis indiscriminada, puesto que no aumenté la cantidad
relativa de linfocitos, neutréfilos o monocitos (porcentaje) dentro de los leucocitos, pero al
aumentar la cantidad de leucocitos aumento la cantidad de células que forman este grupo.
Asi, las causas que provocaron estos aumentos de células, probablemente sean las mismas
de la leucocitosis.

El conteo de eosindfilos en sangre demostré que en este modelo animal, la
inoculacién con hiTc produce un aumento en la cantidad relativa de eosinofilos sanguineos,
este aumento no estuvo relacionado a la leucocitosis observada, puesto que se presentd en
diferentes periodos p.i.. La curva de eosinofilos en los jerbos presenté un pico ¢l dia 5y
otro ¢l dia 40 p.i.. Resultados similares a los anteriores han sido reportados en ratones,
aunque los picos se presentaron en éstos los dias 10y 28 p.i. (Sugane et al., 1982). El origen
de esta cosinofilia ha generado gran interés y controversia, se ha demostrado que la
eosinofilia producida en ratones infectados experimentalmente con otros helmintos como
Ascaris suum, Schistosoma mansoni y Trichinella spiralis es dependiente de linfocitos T
(Nielsen et al., 1974; Phillips et al., 1977; Ruitenberg et al., 1977). Sugane et al. en 1982
encontraron que la eosinofilia periférica en ratones BALB/c-nu/+ (nu/+) infectados
experimentalmente con larvas de 7. canis presenta dos picos en los dias 10 y 20 p.i. y que
se presenta solo el primer pico en ratones atimicos BALB/c-nu/nu (nu/nu) infectados, lo
anterior sugiere que la eosinofilia producida por 7. canis puede ser T-dependiente o T-
independiente. Estudios posteriores, demostraron la importancia que tiene la IL-5 en la
aparicién de eosinofilia en otras infecciones por helmintos y que la aplicacion de
anticuerpos anti-IL-5 suprime totalmente esta cosinofilia (Limaye et al., 1990; Coffman et
al., 1989). Parsons et al. en 1993 bloquearon totalmente la eosinofilia al tratar con
anticuerpos monoclonales anti-IL-5 ratones C57BL/6J infectados con larvas de 7. canis,
esto no aclard el asunto, pues la IL-5 es producida por células Th2 que son muy raras en
ratones atimicos (Kennedy et al., 1992). Posteriormente se demostré que en pulmén las
células T CD4 y CD8 negativas (doble negativas) tanto de ratones normales como de
ratones atimicos infectados con larvas de T. canis producian IL-5 y que la eosinofilia en los

dos modelos se puede suprimir con la aplicacién de anticuerpos monoclonales anti-IL-5
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(Kusama et al., 1995; Takamoto & Sugane, 1993; Takamoto et al., 1995). Ademas, ratones
geneticamente deficientes de IL-5 no desarrollan eosinofilia después de la infeccion
experimental con hiTc (Takamoto et al., 1997).

La leucocitosis se presentd en los tres grupos de jerbos independientemente de la
dosis de hiTc¢ inoculados. En contraste, la eosinofilia s6lo se presenté en los jerbos
inoculados con 1000 y 5000 hiTc.

El papel que juegan los leucocitos y en especial los eosinéfilos en la defensa de las
infecciones por helmintos, ha generado gran controversia, ya que algunos resultados in
vitro indican que estas células pueden tener efecto toxico sobre algunos parasitos, este
mismo efecto no se ha podido observar en vivo (Abbas et al., 1993; Mahmoud, 1989). En el
caso de 7. canis, se ha reportado que la incubacion “in vitro” de larvas con poblaciones
celulares enriquecidas de eosinéfilos y suero hiperinmune, provoca la fijacién a la cuticula
de la larva y la degranulacién de los eosindfilos, pero esto no afecta ni la movilidad ni la
viabilidad de las larvas (Fattah et al., 1986), resulta interesante sefialar que no se ha podido
demostrar que esta degranulacion sea dependiente de IgE (Jones et al., 1994). Por otro lado,
se ha demostrado “in vitro” que el mismo efecto se produce cuando se incuban larvas de 7.
canis con neutrofilos (Lombardi et al., 1990). ’

Los cortes histopatol6gicos en jerbos demostraron que el infiltrado de eosindfilos y
neutrofilos en los tejidos no afecta a las larvas (figuras 13d, 18D y 22D), solo se pudo
observar una larva dafiada el dias 20 p.i. (figura 19A) y no se puede afirmar que sea el
efecto de los infiltrados celulares a su alrededor, puesto que habia larvas aparentemente
intactas en otras partes del higado, rifiones y pulmones del mismo animal. Se ha sugerido
que los infiltrados celulares modifican las rutas de migracién larvaria pues la ruta de
migracion cambia en ratones que han sufrido una infestacién previa (Parsons & Grieve,
1990a, 1990b).

Los resultados hematolégicos encontrados en este modelo experimental son
similares a los reportados en los ratones pero diferentes a los encontrados en humanos
donde la leucocitosis y la eosinofilia persiste por mis de un afio. Las razones de esta
diferencia no se han estudiado, pero podrian ser una interesante linea de investigacion en el

futuro.
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Durante algiin tiempo se utilizaron antigenos solubles de adultos de 7. canis o de la
ruptura de huevos larvados para el inmunodiagnéstico de la toxocariasis (Annen et al.,
1975; Cypess et al., 1977; Enayat & Pezeshki, 1977; Smith et al., 1982; Viens et al., 1975).
En 1975 DeSavigny demostré que larvas 2 de T. canis cultivadas por largos periodos en
medios nutritivos libres de suero, producian antigenos de secreciones y excreciones,
posteriormente se demostré que estos antigenos tienen una especificidad mayor que los
antigenos totales (Badley, et al., 1987; Magnaval et al., 1991; Speiser & Weiss, 1979 ;
Sugane & Ohima, 1983).

En los Ag-SET obtenidos en este trabajo que se corrieron en geles de SDS-
poliacrilamida, se identificaron un total de 7 bandas de manera constante en cada
corrimiento. Las bandas determinadas correspondieron a los pesos moleculares de 200, 155,
139, 70, 32, 28 y 24 kDa. . La banda m4s fuertemente tefiida fue la de 32, lo que indica que
es la mas abundante en el conjunto de los Ag-SET. Algunos autores han reportado que los
antigenos mas abundantes que ellos detectaron tiene un PM de 32, 70, 120 y 400 kDa. (
Maizels et al., 1984; Meghji & Maizels, 1986; Sugane & Ohima, 1983). Se ha reportado un
conjunto de tres bandas que migran muy cerradamente (165, 149 y 95 kDa.) y son
reconocidas por un sélo anticuerpo monoclonal, por lo que se han designado como un sélo
complejo de 120 kDa (Maizels et al., 1987, Page et al., 1992a; Page et. al, 1992b).
Probablemente, las bandas de 155 y 139 kDa. encontradas en este trabajo correspondan al
complejo de 120 kDa. ya reportado.

En este trabajo no se detect6 la banda de 400 kDa que es una banda formada por una
pequefia cadena peptidica y una gran cantidad de carbohidratos, esta banda no se tifie con
nitrato de plata. La forma en la que se ha detectado la abundancia de esta banda es
marcando con lodo las proteinas de superficie de larvas en cultivo y después buscando estas
protefnas en los Ag-SET (Maizels et al., 1984) o tifiendo los geles con una tincién de édcido
petiodico de Schiiff (PAS) que es especifica para carbohidratos (Meghji & Maizels, 1986).

El andlisis y la caracterizacion de los Ag-SET obtenidos en cultivo siempre ha
tenido variaciones y discrepancias entre distintos autores en cuanto a su nimero de
componentes y P.M., esto puede deberse en gran parte a detalles diferenciales entre la

metodologias empleadas. Sin embargo se han reportado diferencias entre dos lotes de Ag-
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SET obtenidos y analizados bajo el mismo protocolo en dos laboratorios distintos. La
variaci6én de los Ag-SET obtenidos en diferentes lugares no tiene una base biolégica
definida, aunque aparentemente no afecta la sensibilidad de las pruebas diagnosticas si
constituye una desventaja para el estudio aislado de cada antigeno (Badley et al., 1987).

Para el diagnéstico de toxocariasis tanto en modelos experimentales como humanos
se han utilizado varias técnicas inmunoléogicas como doble difusion radial (Cypess et al.,
1977), intradermoreacciones (Collins & Ivey, 1975), precipitacion en tubo capilar (Dafalla,
1975), inmunofluorescencia (Annen et al., 1975; Viens et al., 1975; Smith et al., 1982),
contrainmunoelectroforesis (Enayat & Pezeshki, 1977) y hemaglutinacion (Krupp, 1975;
DeSavigny & Tizard, 1977). En la actualidad las dos técnicas inmunologicas que se ha
demostrado que tienen una mayor sensibilidad y especificidad son ELISA y Western Blot
{Glickman et al., 1978; DeSavigny et al., 1979; Speiser & Gottstein, 1984; Jacquier et.a,,
1991; Magnaval et al., 1991), por lo anterior, estas técnicas se utilizaron en este trabajo.

La produccién de anticuerpos en suero contra Ag-SET en los jerbos empieza a los
10dias p.i. y entre los dias 20 y 130 p.i. se presentaron diferencias (p<0.05) entre el grupo
de jerbos inoculados en cualquiera de las diluciones usadas y el grupo de jerbos testigo. La
produccién de anticuerpos en un principio se asemeja a una respuesta primaria clédsica
contra un antigeno (Bach, 1984), en donde el periodo de latencia es de 10 dias y la parte alta
se presenta a los 20 dias, sin embargo, no se observé una fase de reduccién de niveles de
anticuerpos. La ausencia de una fase de reduccion seguramente se debe a la continua
estimulacién del sisterna inmunolégico por la permanencia de larvas en los tejidos, en este
trabajo se recolectd gran numero de larvas en la carcaza y en el cerebro hasta el dia 60 p.i.
en que se realizé el Gltimo muestreo, ademdas en otros trabajos se han encontrado larvas y
antigenos en tejidos hasta 8 meses después de Ia infeccion (Parsons et al., 1986).

Los titulos de anticuerpos oculares contra Ag-SET" en jerbos inoculados con hiTe
empiezan a aumentar partir del dia 30 p.i. , entre los dias 40 y 130 p.i. se presentaron
diferencias (p<0.05) entre el grupo de jerbos inoculados en cualquiera de las diluciones
usadas y el grupo de jerbos control. Normalmente no existe tejido linfoide asociado al globo
ocular, por lo que se considera que los pocos anticuerpos presentes en liquido intraocular

son trasudados séricos, esto explicaria en parte porque los anticuerpos especificos contra
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Ag-SET a nivel ocular aparecen después que los anticuerpos a nivel sérico y los niveles son
menores.

No obstante que lo anterior resulta l6gico, no es necesariamente cierto, puesto que
en humanos se ha relacionado la presencia de anticuerpos oculares a pacientes con LMO, y
se considera que la presencia de anticuerpos especificos contra Ag-SET en liquidos
oculares sé6lo se presenta en pacientes con LMO ( Benitez del Castillo et al., 1995; Biglan et
al., 1979; Glickman et al., 1979; Glickman et al., 1985; Lépez-Velez y cols., 1995; Pollard
et al.,, 1979). Si sélo fueran anticuerpos trasudados, cualquier persona con anticuerpos
especificos en suero tendria algin nivel de anticuerpos en liquidos intraoculares y esto no
ocurre. Por lo que probablemente las lesiones en capilares y tejidos oculares ocurridas por
la migracion larvas de T. canis en ojos, son las responsables del paso de anticuerpos. En el
presente trabajo se aportan datos que sugieren otra posible explicacion, en algunos jerbos se
detectaron a nivel ocular lesiones con aspecto de granulomas y un tejido que
morfolégicamente asemeja tejido linfoide (figura 38d), los linfocitos de este tejido podrian
ser en parte los responsables de 1a produccion de anticuerpos oculares. Un estudio posterior
acerca de las poblaciones celulares presentes en este tejido podrén dar una respuesta a esta
interrogante.

El analisis del reconocimiento antigénico mostrd una reactividad gradual hacia los
Ag-SET, los sueros de los jerbos sacrificados el dia 20 p.i. reconocieron una banda de 32
kDa, los sacrificados el dia 30 reconocieron bandas de 120, 32, 29 24 kDa, los sacrificados
el dia 40 y 60 reconocieron bandas de 120, 70, 66, 55, 32, 29 y 24 kDa y los sacrificados el
dia 130 p.i. reconocieron bandas de 200, 120, 70, 66, 55, 32, 29 y 24 kDa. Este gradual
reconocimiento de los antigenos, probablemente se deba a que no todos los Ag-SET se
secreten al mismo tiempo dentro del jerbo, no existen reportes de cinética de
reconocimiento antigénico en otros modelos experimentales, pero se ha demostrado que
larvas cultivadas in vitro producen una variacion en cuanto a la cantidad de Ag-SET con
respecto al tiempo de mantenimiento en cultivo (Badley et al., 1987).

La produccién de anticuerpos no indujo la proteccion en los jerbos infectados, esto
se demuestra cuando se observa que la presencia de anticuerpos no redujo el niimero total

de larvas recuperadas en los drganos muestreados. Los mecanismos involucrados en esta
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falta de proteccién pueden ser varios, el primero de ellos puede estar relacionado a que la
respuesta de anticuerpos se monta principalmente contra los Ag-SET y estos se secretan al
exterior del parésito (Maizels et al., 1984, Page et al., 1992b, Page et al,, 1992c), se ha
demostrado que larvas de T. canis dejan Ag-SET en los tejidos de sus hospederos (Parsons
et al., 1986) y de esta manera podria quedar protegida la larva del reconocimiento por
anticuerpos y la subsecuente fijacién del complemento o de células efectoras. Ademds, es
posible que algin componente de los Ag-SET tenga un efecto quimiotictico sobre
neutréfilos y eosindfilos como ya ha sido demostrado para otros ascarcideos (Tanaka &
Torisu, 1978; Tanaka et al., 1979). La anterior forma de inmunoevasion, parece ser
confirmada por la observacién frecuente en cortes histopatolégicos de la presencia de
larvas sin respuesta inflamatoria cerca de focos con un gran infiltrado celular (figuras
18CC, 20C, 27C, 27D, 30B y 30C).

Otro mecanismo de inmunoevasion propuesto es el efecto mitogénico de diferentes
antigenos de T. canis sobre linfocitos B (Wang et al., 1995). Se ha sugerido que esta
activacion policlonal que no sélo se ha observado en T. canis, sino también en otros
helmintos, puede inducir aumento de inmunoglobulinas, formacién de autoanticuerpos
(Fisher et al., 1981) y disminucién de la funcion de células T (Yamashita et al., 1993). La
glomerulitis y el engrosamiento observado en membranas basales de glomérulos renales, de
los jerbos infectados, sugiere procesos de autoinmunidad, ya sea por presencia de
complejos inmunes (cuadro tipo Arthus) en los glomérulos del rifién o por respuestas
antimembrana basal desarrolladas por lesiones cronicas de los distintos parémquimas
(Robbins, 1975).

En términos generales, los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman que
los jerbos son un buen modelo de toxocariasis ocular y aportan datos que contribuyen al
conocimiento de la patogenia e inmunologia de la toxocariasis ocular y sistémica. Dentro de
los aportes originales de este trabajo se encuentran: 1) Se evalué de la cinética de migraci(’)n‘
de larvas de T. canis en los jerbos. 2) Se analizé y evalubé como evolucionan las lesiones en
los diferentes drganos de los jerbos infectados. 3) Se estudiaron las lesiones oculares
producidas por larvas de T. canis en los jerbos, este es el primer reporte de la induccion

experimental de toxocariasis ocular producida por la inoculacién oral de hiTc en algin
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modelo experimental. 4) Se describié como varian las cuentas leucocitarias a diferentes
tiempos p.i. de hITc en los jerbos. 5) Se midié el efecto de la inoculacién experimental de
hiTc sobre la ganancia de peso en jerbos. 6) Se analizé de la cinética de aparicion de
anticuerpos a nivel sistémico y ocular, este es el primer reporte de la cinética de produccién
de anticuerpos a nivel ocular en algin modelo experimental.. 7) Se evalué de la cinética de
reconocimiento antigénico de los diferentes Ag-SET en un modelo experimental.

Las perspectivas de este trabajo son amplias. En primer lugar se cuenta con un
nuevo modelo experimental de toxocariasis ocular y sistémica en el cual se pueden realizar
estudios mas profundos de patologia e inmunologia de la enfermedad. En segundo lugar, el
contar con un modelo experimental de toxocariasis ocular que permitird realizar estudios
profundos de evaluacién de nuevos farmacos o de nuevas técnicas de diagnéstico a nivel
ocular. Este trabajo se realizo con la finalidad de que el uso de este modelo experimental
permita generar estudios comparativos entre este modelo experimental y humanos con

sindrome de larva migrans visceral y/o larva migrans ocular.
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CONCLUSIONES

- La administracion de las diferentes dosis de huevos larvados de T. canis en los jerbos

indujo la infeccién en todos los animales inoculados

- En los tres grupos, a las doce horas p.i. €l intestino present6 la mayor cantidad de larvas
(p<0.05), posteriormente a las 24 y 72 horas p.i. la cantidad de larvas descendio

rapidamente en este lugar y desapareci6 practicamente el dfa 5 p.i..

- El corazén y los rifiones fueron los érganos en los que se recuperd el mayor numero de
larvas en el grupo inoculado con 200 hiTc a los 3 dias p.i., posteriormente el dia 5 p.i.
el niimero de larvas recuperadas en estos érganos descendié y aument6 el nimero de
larvas en la carcaza, higado y pulmones. En los grupos inoculados con 1000 y 5000
hiTe los pulmones y el higado fueron los lugares en donde se recuperd el mayor

namero de larvas los dias 3 y 5 p.i., posteriormente el nimero de larvas desciende en

estos 6rganos.

- En los tres grupos, entre los dias 10 y 60 p.i. los tejidos con mayor nimero de larvas

recuperadas fueron la carcaza y el cerebro.

- En los jerbos inoculados con 1000 y 5000 hiTc se detectaron en forma constante pequefias
cantidades de larvas en ojos entre los dias 5 y 60 p.i.. En el grupo inoculado con 200

hiTc sélo se detectaron algunas larvas en ojos los dias 30 y 60 p.i..

- Se presentd leucocitosis sanguinea en los tres grupos de jerbos inoculados con hiTc los

dias 5,10 y 20 p.i..

- Se presentd linfocitosis los dias 10 y 20 p.i. en los jerbos inoculados con 200 hiTc y a los

5y 20 dias p.i. en los grupos inoculados con 1000 y 5000 hiTe.
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- Se detecté eosinofilia el dia 60 p.i. en el grupo de jerbos inoculado con 200 hiTc. La
eosinofilia en los grupos de jerbos inoculados con 1000 y 5000 hiTc se presento los

dias S5y 40 p.i..

- Se detectd neutrofilia los dias 10 y 20 p.i. en el grupo de jerbos inoculados con 200 hiTc,
los dias 5, 10 y 20 p.i. en el grupo inoculado con 1000 hiTc y el dia 10 p.i. en el grupo
inoculado con 5000 hiTc.

- Se detecté una monocitosis entre los dias 5 al 40 p.i. en el grupo de jerbos inoculados con
200 hiTc, los dias 5, 10, 20, 30 y 60 p.i. en el grupo inoculado con 1000 hiTc y los
dias 5, 20 y 30 p.i. en los jerbos del grupo inoculado con 5000 hiTc.

- No se presentaron diferencias estadisticas en la cantidad de hemoglobina en sangre o en el
nimero de plaquetas entre los diferentes grupos jerbos inoculados con hiTe y

sacrificados a diferentes periodos de tiempo y un grupo de jerbos no inoculados.

- La migracién de las larvas de T. canis a los diferentes 6rganos de los jerbos inoculados se
realiza de varias maneras. La primera de estas formas es por via sanguinea. La segunda
via de migracién es por pared de vasos sanguineos. La tercera forma de migracion

puede ser por continuidad anatémica de un érgano a otro.

- Las larvas penetran por diferentes partes del intestino, algunas permanecen en serosa de 1
a 3 dias provocando abundantes focos de inflamacién aguda alrededor de las larvas,

éstas, posteriormente migran a otros érganos y las lesiones desaparecen.

- La evolucién de las lesiones en higado, pulmones y rifiones los primeros dias p.i. (1,3 y 5
dias) son lesiones de tipo agudo con larvas ¢ infiltrado de neutrofilos y eosindfilos.
Posteriormente, empieza a disminuir las larvas en los 6rganos y las lesiones tienden a

la cronicidad con infiltrados de linfocitos, macrofagos y presencia de fibrocitos y
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coldgena. Se observaron algunas lesiones de tipo agudo entre los dia 30 y 60 p.i,

probablemente se deben a la migracién de algunas larvas por estos lugares.

- La presencia glomerulitis y engrosamiento generalizado de las membranas basales
observado en rifiones de jerbos inoculados con hiTc sugieren procesos de

hipersensibilidad por complejos inmunes o contra membrana basal.

- Se observé en los jerbos inoculados con hiTc la existencia de leucopoyesis. El aumento de
tejido linfoide asociado a bronquios y el aumento de actividad celular, asi como del

tamafio del bazo, confirman esta aseveracion.

- La respuesta inflamatoria que se monta contra las larvas de T. canis en cerebro los jerbos
inoculados con 1000 hITc, entre los dias 10 y 20 p.i. es ligera, pero aumenta de
intensidad entre los dias 30 y 60 p.i. sobre todo alrededor de los vasos sanguineos. Los
dias 40 y 60 p.i. se presentaron pequefias zonas de degeneracion y algunas larvas sin

ningun tipo de respuesta alrededor.

- La aparicion de zonas de degeneracién en cerebro a partir del dia 40 correlacioné con la

aparicion de manifestaciones nerviosas en los jerbos, principalmente incoordinacion.

- Los jerbos sacrificados entre el dia 1 y 20 p.i. no presentaron ninguna alteracion en
parpados, pero 10 de los 15 jerbos sacrificados entre el dia 30 y 60 p.i. presentaron

edema palpebral en el momento del sacrificio. Algunos presentaron ceguera.

- Las lesiones observadas en ojos de los jerbos inoculados fueron parecidas a las lesiones
reportadas en humanos con /arva migrans ocular. Entre las lesiones reportadas en
humanos y las observadas en los jerbos se encuentran: granulomas en retina y en
procesos ciliares, infiltraciéon de células inflamatorias en humor vitrio, hemorragias
retinales, desprendimiento de retina , destruccién de retina, hemorragias en procesos

ciliares y retinitis
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- La ganancia de peso en los animales del grupo no inoculados, es mayor (p<0.05) que en el

grupo inoculado con 1000 hiTe. a partir del dia 30 y hasta el dia 130 p.i. en que terminé

el experimento.

- Se identificaron en geles SDS-PAGE un total de 7 bandas en los Ag-SET. Las bandas
determinadas correspondieron a 200, 126, 119, 70, 32, 28 y 24 kDa. La banda mas
fuertemente tefiidas fue la de 32 kDa, lo que indica que es la mas abundante en el

conjunto de los Ag-EST obtenidos.

- Los titulos de anticuerpos séricos contra Ag-SET en el suero de jerbos inoculados con
1000 hlTc empiezan a aumentar partir del dia 10 p.i. , entre los dias 20 y 130 p.i. se
presentaron diferencias estadisticas (p<0.05) entre el grupo de jerbos inoculados y el

grupo de jerbos control.

- Los titulos de anticuerpos oculares contra Ag-SET en jerbos inoculados con 1000 hiTc
empiezan a aumentar partir del dia 30 p.i. , entre los dfas 40 y 130 p.i. se presentaron
diferencias estadisticas (p<0.05) entre el grupo de jerbos inoculados con larvas de

T. canis y el grupo de jerbos control.

- El analisis del reconocimiento antigénico mediante la técnica de Western blot mostr6 una
reactividad gradual hacia estos antigenos, los sueros de los jerbos sacrificados el dfa 20
p.i. reconocieron en forma leve una banda de 32 kDa, los sacrificados el dia 30
reconocieron bandas de 120, 32, 29 24 kDa, los sacrificados el dia 40 y dia 60
reconocieron bandas de 120, 70, 66, 55, 32, 29 y 24 kDa y los sueros de los
sacrificados el dia 130 p.i. reconocieron bandas de 200, 120, 70, 66, 55, 32, 2% y 24
kDa .

B Los jerbos son un buen modele experimental para el estudio de la toxocariasis

ocular y sistémica.
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