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RESUMEN

Con el interés de aportar mayor informacion respecto de la toxocarosis humana, se
realizé la infeccidn experimental de ratones hembras BALB/c, de dos meses de edad con 1.000
huevos larvados de Toxocara canis provenientes de 3 zonas diferentes del pais (norte, centro y
sur). Para ello se utilizaron 36 ratones por cada zona, los cuales fueron infectados
intraesofagicamente. Un tercio de estos se fueron eutanasiando a los 7, 14 y 30 dias post
infeccion. De cada ratén se obtuvo muestras de suero antes de la infeccion experimental, y luego
semanalmente. De cada animal fueron extraidos separadamente el cerebro con los ojos, el higado
maés el bazo, los pulmones, los rifiones, el corazon, la musculatura de la cabeza y la carcasa
(resto del tejido muscular). Los érganos se pesaron y se digirieron con pepsina. Posteriormente
se realizo el recuento microscopico de larvas en cada uno de ellos. Este resultado fue expresado
como larvas por gramo de tejido.

El mayor nimero de larvas fue recuperado de 6rganos de ratones infectados con larvas
provenientes de la zona central del pais y mayoritariamente de cerebro, carcasa y cabeza. A su
vez la menor cantidad de larvas se obtuvo de ratones infectados con larvas provenientes de la
zona sur del pais, lo cual podria estar indicando la existencia de cepas con diferentes grados de
patogenicidad. Sin embargo estadisticamente esta diferencia por zona so6lo fue significativa en
carcasa y cerebro entre las zonas centro y sur; y en rifién entre la zona centro con respecto a la
sur y norte (p<0,05). En relacion al tiempo de infeccidn el Gnico drgano en que se pudo observar
una cinética de distribucién fue en cerebro, ya que se encontré mas larvas/gramo a los 30 dias
versus los 7 dias post infeccidn (p<0,05). Desde el punto de vista inmune humoral se identificé a
2 polipéptidos, ambos sélo Inmunoglobulina G reactivos, uno de ellos de alrededor de 14 kDa
gue fue reconocido especificamente por todos los sueros de los animales infectados y otro de

alrededor de 35kDa, que fue reconocido en forma inespecifica.

A la vista de los resultados obtenidos fue posible concluir la existencia de cierta
predileccion de las larvas de todas las zonas del pais por el cerebro, ademas de un mayor grado

de migracion del aislado de la zona centro versus el aislado de la zona sur.



SUMMARY

Experimental infection of BALB/c female mice, with 1,000 larvated eggs of Toxocara
canis from 3 different areas of the country (North, center and the south) was made. A third of
these animals was eutanasied at 7, 14 and 30 days post infection. From each mouse, serum
samples were obtained before the experimental infection, and then on a weekly basis. From each
animal brain, eyes, liver, spleen, lungs, kidneys, heart, head muscles and the carcass, were
extracted. The organs were digested and later a microscopic count of larvae was carried out for

each one of them.

The major number of larvae was recovered from organs of mice infected with larvae of
the central zone of the country, mostly of brain, carcass_and head. The minor amount of larvae
was obtained from mice infected with larvae from the South zone of the country. This could be
related to the existence of stocks with different degrees of pathogenicity. Statistically this zone
difference was only significant for carcass and brains when comparing central and southern

zones; and for kidney when the central zone was compared with the south and north (p<0,05).

In relation to the time of infection the only organ in which a kinetic of distribution could
be observed was the brain, since there was more larvae/grams at day 30 in comparison to day 7

post infection (p<0,05).
From the humoral immune point of view, 2 polypeptides were identified one of them of
around 14 kDa that was specifically recognized by all serums of the infected animals and

another one of around 35kDa, that was recognized in unspecific form.

KEY WORDS : Toxocarosis, Toxocara canis, migracion, respuesta inmune.



INTRODUCCION

La toxocarosis es una enfermedad provocada por un parasito del perro Ilamado Toxocara
canis, el cual es un Helminto de la clase Nematoda. Esta enfermedad en el hombre tiene una
amplia distribucion mundial con seroprevalencias en algunos paises de 25% (California, EEUU)
(Atias, 1999) y en casos extremos alcanzando niveles de hasta un 95% (Santa Lucia y La
Reunion) (Magnaval et al., 1994)

Los vermes adultos de T. canis normalmente se alojan en el intestino delgado del perro.
Aqui se reproducen y sus huevos son eliminados al medio ambiente por las heces. Una vez en el
ambiente, los huevos maduran hasta llegar al estado infectante, y es aqui donde el hombre puede
ser infectado.

En el hombre, la enfermedad que causa este parasito se denomina toxocarosis y se
produce cuando ingiere una determinada cantidad de huevos larvados desde el ambiente. Estos al
llegar al sistema digestivo liberan una larva infectante que es capaz de atravesar la mucosa y
migrar sistémicamente por el organismo alcanzando distintos 6rganos, en los cuales genera una
respuesta inflamatoria que termina por dafiar el propio tejido del hospedero. De esta forma, se
producen diferentes cuadros clinicos cuya sintomatologia central estara determinada por el lugar
donde se alojaron finalmente las larvas. Asi, en pacientes humanos se observa la toxocarosis
ocular, cerebral, hepatica, pulmonar o cardiaca. A estos distintos cuadros clinicos causados por

el parasito se les denominan en general, sindrome larva migrans visceral (Atias, 1999).

Estudios seroldgicos realizados en nuestro pais hace algunos afios sefialan que un 8,8%
de la poblacion estaria infectada con T. canis. De ellos un alto porcentaje son nifios, pues son
ellos los que carecen de los habitos de higiene necesarios para disminuir el riesgo de infeccion,
por lo cual ciertamente tienen mayores probabilidades de ingerir algin huevo larvado (Atias,
1999)



En la actualidad, existen pocos trabajos cientificos que aporten informacion sobre el
comportamiento de esta larva una vez que ingresa al individuo, y no existen estudios que
intenten demostrar si existe relacion entre el tipo de larva infectante y el tejido al cual migrara
finalmente. Solo hay antecedentes en modelos animales que sugieren que la carga parasitaria o la

respuesta inmune podrian determinar el destino final de las larvas infectantes.

Esta memoria de titulo pretendié aportar mayor informacién respecto de la toxocarosis
humana a través de la infeccidn experimental de ratones con larvas de T. canis provenientes de
diferentes zonas del pais, con el fin de determinar si existian diferencias en la migracién visceral
de larvas en el modelo murino que podrian estar asociadas a las diferentes caracteristicas

biolégicas y genéticas de los parasitos.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1- Generalidades:

Taxonomicamente T. canis se ubica en el Phylum Nemathelminthes, Clase Nematoda,
Super familia Ascaridoidea. Su hospedador es el perro, se localiza en el intestino delgado y su
distribucion es mundial (Urquhart et al., 2001). T. canis es el parasito mas comin en el perro y
todos los cachorros nacen al menos con unos pocos. En general, los ascaridos adultos infectan
una restringida gama de hospedadores como son los canidos, mientras que sus larvas son
capaces de invadir, migrar y en muchos casos, mantenerse vivas e infectantes en una amplia
variedad de hospedadores. Esta capacidad de tener diversos hospedadores paraténicos, convierte

a T. canis en una seria amenaza para la salud humana (Georgi y Georgi, 1994)

2- Morfologia:

Son nematodos relativamente grandes, de color blanquecino cuya cuticula posee finas
estriaciones transversales. Tienen tres labios, dos alas cervicales laterales que miden 2.5 x 0.2
mm Yy tienen forma de punta de lanza; caracteristica que los diferencia de Toxascaris leonina. El
extremo posterior es romo en las hembras y digitiforme en los machos con dos espiculas bien
desarrolladas. Los machos de T. canis miden 4-10 cm x 2-3 mm de diametro y las hembras de 5-
18 cm. Los huevos son esféricos de 75-90 um y poseen una cubierta gruesa y rugosa con varias
capas concéntricas. Son de color oscuro, no segmentados y su contenido ocupa practicamente
todo el espacio interior (Cordero y Rojo, 1999).

3- Ciclo bioldgico:

El ciclo biol6gico del parasito se inicia cuando las hembras de T. canis, una vez
fecundadas, depositan sus huevos en el intestino delgado del perro que luego salen con las heces.
Estos huevos estan constituidos por una sola célula, son extraordinariamente resistentes a las
inclemencias ambientales y pueden mantenerse infectantes en el suelo durante muchos afios. Las
condiciones medioambientales, especialmente la humedad, temperatura y tension de oxigeno,
influyen en el desarrollo de larvas infectantes que puede demorar 2-5 semanas. A 26-30 °C, e

inmersos en el agua, el desarrollo del huevo tiene lugar en 9-18 dias La fase infectante es larva



I1 (L-11), que permanece dentro del huevo, después de la primera muda, hasta su ingestion por un
hospedador (Cordero y Rojo, 1999).

La liberacion de las L-Il se produce en el perro, pero los estimulos adecuados para la
eclosién se encuentran en una amplia gama de hospedadores, incluido el hombre. Esta aparente
falta de precision en el reconocimiento del hospedador se convierte en una sorprendente
estrategia para los parasitos, ya que las larvas penetran en los tejidos de un hospedero paraténico,
se encapsulan y son capaces de permanecer infectantes alli quizds durante toda la vida del

hospedador, lo cual les permite perpetuar su especie (Georgi y Georgi, 1994).

El ciclo de T. canis es complejo, con cuatro posibilidades de infeccion: directa, mediante
la ingestién de huevos larvados; placentaria o prenatal; galactogénica o transmamaria por la

leche materna y a través de los hospedadores paraténicos.

Cuando una larva infectante de T. canis eclosiona de un huevo, penetra en la mucosa del
intestino delgado. Las larvas llegan en primer lugar al higado, a través del sistema porta en uno o
dos dias. Algunas permanecen en el higado rodeadas por reacciones tisulares indefinidamente y
otras migran rapidamente hasta los pulmones a través de la cava posterior, al lado derecho del
corazon y a la arteria pulmonar. Una vez en los pulmones, las larvas tienen dos caminos posibles
(Georgi y Georgi, 1994):

- Migracion traqueodigestiva: Esta ocurre generalmente en cachorros menores de 6 semanas, y
se inicia cuando la mayoria de las larvas atraviesan los alvéolos y avanzan por el &rbol bronquial
para ser deglutidas con la secreciones traqueobronquiales. Pasan por el eséfago hasta el intestino
donde mudan a larva V (L-V), alcanzando el estado adulto a las 3-5 semanas post infeccion, con
la consiguiente eliminacién por las heces. Una pequefia proporcion de las larvas permanecen en
la circulacion hasta ser filtradas por otro lecho capilar y encapsuladas por una reaccion tisular,

donde permaneceran infectantes por meses o afios.

- Migracion Somética: Sucede en los perros de 6 semanas en adelante, en donde la mayor parte
de las L-1I que llegan a los pulmones ya no pasan a la luz alveolar, sino que contintan en la

circulacion y son distribuidas por el organismo. Las larvas invaden los pulmones, higado,



riflones, Utero, glandulas mamarias, masculos esqueléticos, etc. permaneciendo acantonadas en
ellos durante meses y afios, sin proseguir su desarrollo. Esta migracion somaética, que cobra méas
importancia con la edad del perro, también tiene lugar cuando el hombre y otros hospedadores
no habituales se infectan con huevos larvados de T. canis (Cordero y Rojo, 1999).

En las perras a partir del dia 40-42 de gestacion, las larvas sométicas que permanecen en
reposo, se activan en Utero y movilizan hacia la placenta y glandulas mamarias. El estado
inmunitario y hormonal determina la reactivacion de las larvas tisulares, pasando en su mayor
parte a través de la placenta hacia el higado del feto, y durante el periodo de lactancia a través de
las glandulas mamarias. Después del nacimiento, las larvas maduran a los 21 dias posparto,
pasando los cachorros a contaminar el medio con huevos. Durante el periodo de lactancia la
hembra puede desarrollar una infeccién patente por T. canis como resultado de la ingestién de
cuartos estadios larvarios incapaces de establecerse en los cachorros y eliminados con las heces
de éstos. Estos cuartos estadios larvarios son ingeridos por las hembras al lamer sus cachorros y
al retirar sus heces de la cama. Al menos una parte de estos maduran al encontrarse con esta
segunda oportunidad de evolucion. En perras de experimentacion se ha observado el desarrollo
regular de infecciones patentes 25 a 46 dias después del parto (Georgi y Georgi, 1994).

El mecanismo principal de infeccién de perros por T. canis es el transplacentario y, en
segundo término, el transmamario. Entre el 95,5% y el 98,5% de los ascaridos intestinales los

adquieren los cachorros por via placentaria (Cordero y Rojo, 1999).

Las perras son consideradas hospedadores paraténicos de T. canis, porque las larvas de
este parasito residen en sus tejidos durante prolongados periodos de tiempo sin experimentar
desarrollo alguno, hasta ser transferidas a los cachorros. Otros animales que actlan como
hospedadores paraténicos de T. canis son las lombrices de tierra, los roedores, las aves, el
ganado ovino y el porcino; los cuales también representan una fuente de infeccion para los
perros que los consumen. Preparaciones de tejidos triturados de ratones de campo y otros
pequefios animales capturados por los perros y gatos rurales frecuentemente contienen larvas de

Toxocara (Georgi y Georgi, 1994).
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4- Dafios causados al hospedador::

Los estudios de las alteraciones clinicas y clinico patologicas asociadas con la infeccion
prenatal por T. canis son escasos. Uno de ellos utilizé a cinco perras adultas libres de helmintos,
de las cuales una se mantuvo como control y las cuatro restantes fueron infectadas con una dosis
oral de 20.000 huevos de T. canis 10 dias antes de la monta. Los cachorros obtenidos de una de
las perras infectadas presentaron cargas masivas y todos ellos murieron entre el dia 22 y 49. Las
causas de dicha muerte fueron, hemorragias y/o peritonitis, debido a la perforacién de la pared
intestinal por parte de los estadios larvarios y/o adultos de T. canis que iniciaban o terminaban su
migracion respectivamente (ciclo de Loos). La mucosa gastrica de todos los cachorros infectados
masivamente se encontraba marcadamente engrosada. Los cachorros pertenecientes a las otras
tres camadas infectadas sufrieron infecciones mas moderadas, pero presentaron discrasias
sanguineas y pesaron 1 a 2 Kg. menos que los perros control a las 12 semanas de edad (Georgi y
Georgi, 1994).

La disparidad en la intensidad de la infestacion entre camadas de hembras sometidas a
idéntica exposicion, es particularmente interesante y concuerda con la observacion que la
toxocarosis tiende a afectar a determinadas camadas, mientras que otras permanecen
relativamente sanas. Esto nos lleva a concluir que la intensidad de la infeccion y el grado de
enfermedad experimentada depende mas del nivel de resistencia individual a la infeccion, que
del nimero de larvas infectantes a los que se expone el hospedador. Esta mayor o menor
capacidad de resistencia individual va mas alla de los mecanismos de inmunidad humoral y
celular, ya que las diferencias fenotipicas de constitucion, fisiologia y comportamiento
seguramente desempefian un papel importante. Asi también determinadas deficiencias
nutricionales pueden influir directamente sobre la evolucién de la infeccion parasitaria, asi como
indirectamente a través del desgaste general de los recursos necesarios para el funcionamiento

normal del organismo (Georgi y Georgi, 1994).

Las larvas en migracion de T. canis producen alteraciones inflamatorias en sus
hospedadores definitivos naturales asi como en el hombre y en otros hospedadores paraténicos.
Por ejemplo, los granulomas focales que rodean a las larvas son evidentes en los rifiones de

perros expuestos a gran numero de huevos infectantes (Georgi y Georgi, 1994).
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Uno de los pocos estudios epidemiolégicos realizados para cuantificar dafios causados
por T. canis en su hospedador natural muestra que el 39% de los perros pastores rurales de
Nueva Zelanda presentaron larva migrans ocular, posiblemente causada por T. canis y
manifestada por una retinitis multifocal. Esta cifra disminuyé a un 9% cuando se realizd el
mismo estudio en perros urbanos de ese pais. La exposicién a un gran numero de huevos de T.
canis en suelos muy contaminados fue considerado causa de la mayor prevalencia entre los

perros rurales (Georgi y Georgi, 1994).

5- Epidemiologia:

El T. canis es un parasito comun en todo el mundo. Diversos estudios sefialan que la
infeccion en la poblacién canina oscila entre 2 y 93% en diferentes regiones del mundo (Stiles,
1963; Worley, 1964; Burke, 1977). En nuestro pais la infeccién en perros menores de un afio va
desde un 23% a un 40% (Alcaino y Tagle, 1970; Oberg et al., 1979). En 1999 se efectud un
estudio que consistié basicamente en la recoleccion de muestras fecales de perros en 84 plazas y
12 parques de 32 comunas del gran Santiago. Se obtuvieron 3 muestras de heces de diferentes
lugares de cada plaza o parque logrando un total de 288 muestras, las cuales fueron sometidas a
examen microscopico para detectar huevos de T. canis. Este estudio permitio tener una visién
panoramica de la presencia de dicho gusano en el area referida, lo cual hizo posible efectuar una
evaluacion estimativa del riesgo potencial que representa para la salud humana dicha parasitosis
canina en lugares tan concurridos como plazas o parques. Es asi como se determind la presencia
de huevos de T. canis en el 13,5% de las muestras (39/288); la frecuencia de deteccion de
huevos del gusano segun sitio de recoleccion de la muestra fue de un 37,5%, es decir se
encontraron muestras positivas en 36 de los parques y plazas estudiados de un total de 96. Por
Gltimo se presentd contaminacion ambiental por huevos de T. canis en el 74% de las comunas
(24/32). En este mismo estudio se demostrd que un 5,1% de las muestras que presentd huevos de
T. canis, tenia huevos larvados, esto demuestra que la materia fecal de perro se mantuvo por
semanas en las plazas o parques publicos estudiados (Castillo et al., 2000).

Por otra parte, en un estudio realizado en 1987 destinado a determinar la contaminacion
de las tierras de algunas plazas publicas de Santiago, se encontraron huevos de Toxocara sp. en

el 10,7% de las muestras recolectadas (tres positivas de un total de 28) (Salinas et al., 1987).
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Estudios similares realizados en otros paises sefialan la presencia de huevos de T. canis
en el 25% de los parques publicos de Gran Bretafia (Dublin et al., 1975), en tanto que entre el
10% vy el 30% de lugares de juegos en EEUU estarian contaminados (Worley et al., 1984). A su
vez, se hallaron estas formas infectantes en el 92% de areas rurales en Salamanca (Espafia), y en
Japon entre el 63% y 87,5% de los arenales de juegos de los nifios estaban contaminados por
estos huevos (Atias, 1999)

Por todo lo anteriormente dicho, T. canis representa una importante amenaza para la
salud de las personas, especialmente de los nifios debido a que a su corta edad carecen de los
hébitos de higiene necesarios para disminuir el riesgo de infeccién. Esto sumado al estrecho
contacto de éstos con sus mascotas, al habito de muchos de ellos de comer tierra y a que
precisamente los lugares de juego de los nifios son los mas contaminados. En el suelo de los
parque publicos, de los patios de recreo, de las perreras, de los jardines urbanos y de otros
lugares donde los perros defecan con regularidad, se acumulan altas concentraciones de huevos
infectantes de este parasito. Incluso pequefias cantidades de tierra de suelos muy contaminados,
vehiculizan muchos huevos de T. canis y estos pasarian facilmente de las manos sucias al
interior del organismo. Por todo lo anterior, y considerando el nimero de perros domésticos y la
prevalencia de la infeccion por ascaridos, parece poco probable que existan personas que estén

completamente libres de larvas de T. canis.

Estudios seroldgicos practicados en poblacién humana presuntamente sana de diversos
paises del mundo, demuestran una positividad de 25% en California, de 54% en Pensilvania y de
un 2% en Inglaterra. En Italia se han reportado cifras del orden del 4,4% en poblacion general,
de 9,2% en pacientes epilépticos, y de 10,6% a 87,5% en personas con retardo mental (Atias,
1999).

Mencidn aparte tienen las seroprevalencias encontradas en dos islas tropicales: Santa
Lucia y La Reunion, donde las seroprevalencias son del 86% y 92,8% respectivamente. Los
estudios prevalenciales realizados en estas islas sefialan que la toxocariasis es la mas comdn de
las helmintiasis, a pesar que estadn separadas por 20.000 Km. de distancia (Magnaval et al.,
1994).
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En Chile, la prevalencia descrita en poblacion adulta presuntamente sana es de un 8,8%
(Herskovic y Astorga, 1985), en tanto que en nifios asintomaticos es de 20% y en la poblacion
general con eosinofilia es de 25% (Noemi y Rugiero, 1999).

6- Cuadro clinico en humanos:

-Patogenia: Cuando el hombre ingiere los huevos infectantes de estos nematodos, ocurre lo
mismo que en el hospedero habitual, es decir, salen de ellos larvas, atraviesan la pared intestinal
iniciando su migracién por la circulacion portal hasta el higado, donde con frecuencia algunas
guedan retenidas, mientras otras siguen por la circulacion sistémica, pudiendo llegar
practicamente hasta cualquier 6rgano, especialmente pulmédn, cerebro, ojos y corazén . En
general, puede afectar practicamente todos los parénquimas del cuerpo, pero con mayor
frecuencia se ha visto compromiso pulmonar y hepéatico (Beaver et a.l, 1952; Snyder, 1961;
Schantz et al., 1979; Rockey et al., 1979).

Este paréasito ocasiona dafio por diferentes mecanismos, siendo el mas importante una
reaccion inflamatoria caracterizada al inicio, por la formacion de granulomas eosinofilicos
alrededor de la larva que tratan de encapsularla e inmovilizarla, a los que luego se agregan
linfocitos y células epiteliales gigantes. Esta larva puede permanecer viable en los tejidos por
meses 0 afios (Rockey et al., 1979). Posteriormente se produce la liberacion de antigenos
excretorios secretorios generados por el parasito, la elevacion de IgE, 1gG tipo 4 e interleucinas

4y 5, completandose asi la reaccion inflamatoria.

El cuadro clinico es variable, desde casos asintomaticos y encubiertos (Magnaval, 1987;
Rasmussen et al., 1993) a severos con hepatomegalia, anemia, eosinofilia marcada y cuadros
pulmonares recidivantes (Smith y Beaver, 1953; Dant et al., 1956; Mok, 1968; Cypess, 1978).

También puede asociarse a transtornos conductuales, hiperactividad, encefalopatias,
retardo mental, granulomas cerebrales, cefaleas y migrafias (Amy et al., 1985; Fannig et al.,
1981 Marmor et al., 1987). Se ha encontrado una mayor frecuencia de anticuerpos contra este
agente en pacientes epilépticos o con retardo mental sumado a antecedentes de geofagia intensa
(Noemi et al., 1984)
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Actualmente no estéa claro que factores determinan la manifestacion de distintos cuadros
clinicos en la toxocarosis humana. Es muy probable que dependa tanto de factores del
hospedero, tales como su estado inmunol6gico, como de caracteristicas propias del parasito,
como por ejemplo su capacidad de evadir la respuesta inmune del paciente (Cypess, 1978;
Loukas et al., 2000a, b). Experimentalmente, se ha comprobado que la ingestion de 2.000
huevos larvados de T. canis, produce un cuadro de caracteristicas sistémicas cuya duracion
oscila entre 12 y 36 meses (Mok, 1968; Burke, 1977; Barriga, 1989)

-Sintomatologia:

» Toxocarosis asintomatica: No presenta signos o sintomas propios. Evoluciona con o sin

eosinofilia elevada (Noemi y Rugiero, 1999)

» Toxocarosis sistémica: la toxocarosis sistémica es predominante en nifios de 1 a 7 afios con
antecedentes de pica o geofagia y duefios de mascotas. Habitualmente pueden presentar
sintomas generales, como anorexia, astenia e irritabilidad, fiebre y manifestaciones cutaneas
(eccema, urticaria, erupciones pruriginosas o eritema) (Humber et al., 2000). El
compromiso sistémico se manifiesta a nivel de pulmén (bronquitis obstructivas
recidivantes, neumonitis o bronquitis agudas); del higado (hepatomegalia, nédulos hiper
ecogénicos en la ecotomografia); esplenomegalia; compromiso del SNC (convulsiones,
trastornos conductuales, hiperactividad e incluso hemiplejia); y miocardiopatia que puede
llevar a una insuficiencia cardiaca (Fiedman y Henada, 1960; Schantz et al., 1979;

Rasmussen et al., 1993; Noemi y Rugiero, 1999).

En el hemograma se puede observar desde recuentos de eosinéfilos normales a
eosinofilia, hipergammaglobulinemia con predominio de IgG, IgM y marcada elevacion de
IgE (Atias, 1999).

» Toxocarosis ocular: Especialmente grave es el compromiso ocular que se presenta en nifios

de mayor edad (6-14 afios), generalmente varones y cuyas manifestaciones clinicas méas

relevantes son: disminucion de la agudeza visual (93% de los pacientes), exotropia (60%),
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leucocoria (27%) e inflamacion del segmento anterior (27%). Sélo el 7% de los nifios en
que se compromete este 6rgano, queda con una vision aceptable (Atias, 1999).

Al examen de fondo de ojos se puede hallar una masa periférica en el 33% de los
casos, granuloma macular en el 27%, endoftalmitis y granuloma vitreo en el 26%, asi
también como granuloma del nervio Optico en el 7% vy alteracion difusa del epitelio

pigmentario con vitreitis en el 7% (Atias, 1999).

Cuando existe compromiso ocular, frecuentemente el cuadro cursa sin
eosinofilia. En estas condiciones, es de utilidad el examen de fondo de ojos, en el que se

puede observar una larva en segundo estadio (Atias, 1999).

» Toxocarosis emergente o atipica: Se caracteriza por cursar con sintomatologia difusa e
inespecifica: dolor abdominal, compromiso articular, alteraciones del progreso ponderal,

cefalea, urticaria, etc. (Noemi y Rugiero, 1999).

7- Diagnéstico:

Se basa en la sospecha clinica, en los antecedentes de geofagia y de contacto con
cachorros, un cuadro clinico compatible, leucocitosis y eosinofilia (esta ultima no siempre
existe) (Rasmussen et al., 1993), e isoaglutininas anti A o anti B elevadas (Newman, 1978). La
confirmacion diagndstica se logra mediante la reaccion de ELISA, usando antigeno excretado-
secretado de T. canis, ensayo que tiene una sensibilidad entre un 70% y un 91% y una
especificidad que oscila entre el 76,9% y el 100% (Herskovic et al., 1986). Para Chile se
consideran positivos titulos de 1/64. Recientemente se han ensayado otras técnicas para el
diagnostico, las cuales aln estan en evaluacion como son el Dot-ELISA, la inmunofluorescencia

y la inmunoelectroforesis.

En casos sistémicos, especialmente con compromiso hepético, se han utilizado biopsias
con lo cual se puede observar el parasito; sin embargo, por tratarse de un procedimiento a ciegas,
tiene un bajo rendimiento, aunque en la mayoria de los casos permite observar el granuloma sin

visualizar el agente (Schantz y Glickman, 1978)
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En los cuadros oculares, la prueba de ELISA puede ser negativa o positiva a titulos
bajos, siendo de utilidad el examen de fondo de ojos, y el examen de ELISA en humor vitreo o
acuoso. En este caso, estos liquidos pueden tener titulos més elevados que los encontrados en
suero. En esta localizacion también es de utilidad el diagndstico por imagenes (ecotomografia
ocular o tomografia axial computarizada) (Atias, 1999)

La complejidad y el escazo conocimiento que existe respecto a la toxocarosis humana,
que afecta probablemente a mas personas de las que se cree, nos lleva a plantearnos los
siguientes objetivos con el fin de aportar al conocimiento de la toxocarosis humana a travées de

un modelo experimental.

17



OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar la distribucion o migracion de larvas de T. canis, obtenidas de tres zonas

diferentes del pais, por 6rganos y la respuesta inmune humoral asociada a un modelo murino

Objetivos especificos

1. Conocer si las larvas de T. canis obtenidas de las tres zonas del pais, se distribuyen en forma

diferente en 6rganos o tejidos de acuerdo al tiempo transcurrido desde la infeccién.

2. Determinar la relacion entre las larvas de T. canis obtenidas de las tres zonas del pais y su

distribucion o migracion en los diferentes 6rganos o tejidos.

3. Conocer si existe un reconocimiento antigénico que diferencie las larvas de T. canis

obtenidas de las tres zonas del pais.

4. Conocer si existe relacion en el reconocimiento antigénico de las larvas de T. canis

obtenidas de las tres zonas del pais y la distribucion de T. canis en los érganos.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 108 ratones albinos hembras (Mus musculus, cepa BALB/c) provenientes
del Instituto de Salud Publica, cuyas edades fluctuaron entre las 8 y 12 semanas. Todos los
individuos se infectaron intraesofagicamente con 1.000 huevos larvados de T. canis,

obteniéndose muestras de suero antes y después de la infeccion, de cada uno de ellos.

In6culo:

> Obtencion de huevos larvados:
Huevos sin larvar (no infectantes) se obtuvieron a partir de muestras de hembras de T.

canis adultas provenientes de cachorros de perros de tres zonas del pais: norte, centro y sur.

Los cachorros seleccionados debian tener entre 1 a 6 meses de edad, y fueron
desparasitados con levamizol con el fin de obtener gusanos adultos enteros, en buenas
condiciones. Una vez obtenida la muestra, fue conservada en formalina al 10% hasta el momento

de la obtencién de los huevos.

Para la recoleccidn de los huevos, se realizo la diseccion de las hembras de T. canis para
obtener el contenido uterino. Este fue suspendido en agua bidestilada y conservado en placas
petri, marcadas con la zona de procedencia de los gusanos, en una estufa a 25°C y en presencia
de humedad con el fin de dar las condiciones ideales para la evolucion de los huevos hasta

alcanzar el estado evolutivo de LII o huevo infectante.

Pasado un mes de incubacion de procedié a tomar una muestra de cada placa petri, para
observar si los huevos ya estaban larvados. Se observaron algunos huevos larvados, larvas
eclosionadas del huevo y huevos sin larvar. Una semana después se disminuy0 la temperatura a

10°C hasta que estuviera disponible la primera partida de ratones a infectar.
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Una vez que estuvieron disponibles los ratones, se procedioé a aumentar nuevamente la
temperatura a 25°C y se tomaron semanalmente, muestras de cada placa petri hasta que se
observaron solamente huevos larvados.
> Recuentos de huevos y preparacion del Indculo:

El contenido de cada placa petri fue colocado en un tubo marcado con la regién de
procedencia de la muestra y centrifugado a 500 g por 30 minutos. Se realizaron 5 lavados y
centrifugados del contenido de cada placa petri hasta dejar 3 tubos, correspondiente a las

diferentes zonas de muestreo (norte, centro, sur), con un volumen total de 15 ml.

Las muestras asi obtenidas, fueron tamizadas y se centrifugaron por 40 minutos a 500 g.
Parte del sobrenadante, fue eliminado, y la muestra se traslad6 a un tubo mas pequefio para
posteriormente ser centrifugada durante 20 minutos. El sobrenadante fue eliminado, para dejar

s6lo 5 ml de volumen total.

Se tomaron 0,5 ml de cada muestra, los cuales fueron diluidos en 4,5 ml de agua
saturada con cloruro de sodio. Esta nueva solucion fue homogenizada y con ella se realizo el

recuento de los huevos en una camara de Mc Master.

Infeccién experimental

> Disefio experimental:

Se utilizaron cepas de ratones BALB/c, que han demostrado ser mas sensibles a la
infeccion con T. canis, todas hembras de dos a tres meses de edad. Se utilizé un tamafio muestral
de 36 ratones, con una potencia de 80%, un nivel de significancia del 5% y una desviacion
estandar de 17 para un promedio de 40 larvas por 6rgano, determinado a través de la siguiente

féormula:

n=2(Zs + Zp)? x S/(Ma + Mb)?

Donde n: corresponde al tamafio muestral; p: potencia; Z: nivel de confianza; S:

desviacion estandar de los valores individuales y (Ma + Mb)2 diferencia entre los promedios.
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Se utilizo6 un total de 108 ratones divididos en nueve grupos de 12, de acuerdo al indculo
y a la fecha de sacrificio post infeccion, como se muestra en el siguiente cuadro

Cuadro I: distribucion de los grupos de ratones infectados segiin zona de procedencia de
las larvas (norte, centro y sur) y dia de sacrificio post infeccion (7, 14 o 30 dias)

Grupo N° de ratones por Zona de procedencia | Dia de sacrificio post
grupo de larvas infeccion
Grupo N7 12 Norte 7
Grupo N14 12 Norte 14
Grupo N30 12 Norte 30
Grupo C7 12 Centro 7
Grupo C14 12 Centro 14
Grupo C30 12 Centro 30
Grupo S7 12 Sur 7
Grupo S14 12 Sur 14
Grupo S30 12 Sur 30

N: zona norte; C: zona centro; S: zona sur.

Los ratones fueron infectados con una dosis de 1.000 huevos larvados, dados
directamente al esdfago mediante una branula de 22 G de 2 centimetros de largo, previa

anestesia con cloroformo. La eutanasia de los ratones se realizé con una sobredosis de anestesia.

Obtencion de los sueros:

Los sueros se obtuvieron a partir de muestras de sangre extraidas por un corte
longitudinal de la vena caudal de la cola, previamente dilatada mediante calor. La sangre se
recolectd en tubos “eppendorf” y se dejo reposar por 24 horas a temperatura ambiente con un
trozo de vidrio en su interior. Pasadas las 24 horas se extrajo el coagulo con el vidrio y se
centrifugo la muestra 10.000 g por 5 minutos. Estas muestras se obtuvieron antes de la infeccién

experimental, y luego semanalmente hasta el sacrificio de los ratones.

21



Recoleccién de larvas:

Una vez sacrificados los ratones se obtuvieron separadamente los siguientes tejidos:
cerebro incluyendo los ojos, el higado incluyendo el bazo, los pulmones, los rifiones, el corazén,
la musculatura de la cabeza y la carcasa.

Cada organo fue colocado en un tubo identificando el hombre del 6rgano, la zona de
procedencia y el dia de sacrificio, para iniciar el proceso de digestion con pepsina al 0,1% y
acido clorhidrico al 0,75% a 37°C (Concepcidn y Barriga, 1985) por 4 horas, obteniendo asi una
solucion que fue filtrada y centrifugada a 500 g por 20 minutos. Se elimind el sobrenadante y el
“pellet” se fijo en formalina al 5% con el fin de preservar la muestra hasta el recuento de las

larvas.

Recuento de larvas:

El recuento de larvas se realiz6 a través de microscopia éptica previa tincion con
cristales de verde malaquita (Barriga y Myser, 1987). La muestra se centrifug6 y diluy6 hasta
que fue posible su observacion en un porta objetos. La muestra fue homogenizada y de ella se
tomaron 10 muestras de 50 microlitros cada una y el resultado fue extrapolado a toda la muestra.

Cuando la muestra fue pequefia, se observo en su totalidad.

Obtencion del antigeno larval:

Los antigenos excretados-secretados se obtuvieron de larvas de T. canis. Las larvas
recolectadas fueron lavadas con una solucion salina estéril y centrifugadas a 500 g por 2 minutos
sucesivamente. Se esperd hasta que todas las larvas eclosionaron y posteriormente fueron
lavadas e incubadas en un medio de -cultivo (RPMI), donde cada dos semanas,
aproximadamente, se retiraron sus productos de excrecion-secrecion, los cuales fueron
conservados a —20° C. Cuando se obtuvo una cantidad significativa, estos fueron sometidos a
ultracentrifugacion y liofilizados hasta un volumen de 3 ml aproximadamente. Finalmente, se

midio la concentracion proteica utilizando la técnica de Bradford (1976)
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Técnica de SDS PAGE

1. Preparacion de la muestra:
Se tomaron 100 ug del antigeno y se le adicionaron 60 ul de la solucion buffer de muestra
3X pH 6,8 y 30 ul de betamercaptoetanol (BME, Bio Rad); postriormente todo fue hervido por 4

minutos para lograr la desnaturalizacion de las proteinas.

2. Electroforesis en gel de poliacrilamida:

Una vez obtenidos los preparados antigénicos, se procedié a realizar con cada uno de ellos la
técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida en ambiente reductor (SDS-PAGE). Se llevo
a cabo en mini geles de 8x7x1.5 mm, en una cdmara vertical Mini Protean Il (BIO-RAD), en
condiciones denaturantes, con una peineta continua. Se utilizé un gel de corrida al 15% de
acrilamida estandar y geles concentradores al 4,5% de acrilamida estandar. En el carril lateral se
incluyd el marcador de peso molecular comercial estandar (SDS-7 sigma) que contenia
polipéptidos de 200 a 14 kDa. En el carril contiguo se incluyeron 100 pl del preparado
antigénico E-S. La camara fue llenada con buffer de corrida. Inicialmente los geles fueron
sometidos a una diferencia de potencial de 100 V, hasta que el frente de la corrida alcanzo el
borde inferior del gel concentrador y luego a 150 V hasta el final de la corrida. Una vez
finalizada la corrida, cada gel fue tefiido con azul de Coomassie, para asi poder determinar y

visualizar las bandas proteicas que constituyeron este preparado.

Western Blot:

Una vez comprobada la existencia de las bandas proteicas, se procedi6 a transferirlas a
membranas de nitrocelulosa. Previamente los geles, los papeles filtro y la nitrocelulosa fueron
equilibrados en buffer de transferencia. Posteriormente se coloc6 sobre la camara dos papeles
filtro, membrana de nitrocelulosa, un gel y dos 2 papeles filtro. La electrotransferencia se realiz
a 100 V por 90 minutos a 4°C.

Concluida la electrotransferencia, la nitrocelulosa fue tefiida con rojo Ponceau para

verificar la transferencia de las proteinas del gel en la membrana. El carril correspondiente al

peso molecular estandar en la membrana de nitrocelulosa fue cortado e identificado con el
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numero del gel, siendo luego tefiido con amidoblack. Los geles fueron tefiidos con azul de
coomasie, para comprobar la transferencia, verificando asi la ausencia de bandas. El colorante de
la nitrocelulosa fue removido mediante lavados con buffer fosfato salino pH 7,2 (PBS). Luego
los trozos de membrana fueron incubados durante una hora en una solucion de leche descremada
al 5% en PBS-Tween 20 al 0,5% (PBS-T-L) con el fin de bloquear sitios inespecificos. Las

membranas bloqueadas fueron guardadas en papeles filtros a —4°C hasta su utilizacién.

Las membranas fueron cortadas y cada tira fue identificada con el pool de sueros al que
seria enfrentadas (N7, N14, N30, C7, C14, C30, S7, S14, S30 y control); cada tira se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacién suave, en una solucién que contenia 20 pl
de suero de los animales en estudio y 880 ul de PBS-T-L en leche descremada al 3%. Posterior a
la incubacion, fueron sometidos a 5 lavados de 5 minutos cada uno en PBS-T 0,5% vy
confrontados contra el conjugado anti Ig G de raton, anti Ig-A de ratén y anti Ig M de ratén
durante 2 horas. Después de 3 lavados con PBS-T 20 y 2 con PBS solo, de 5 minutos cada uno,
las tiras fueron reveladas con el sustrato (diaminobenzidina, PBS y H202) hasta la aparicion de
bandas color café, reaccion que se detuvo sumergiendo las tiras en agua destilada.

Andlisis de resultados:
Para poder determinar si existian diferencias significativas entre el nimero promedio de
larvas por gramo encontradas en cada 6rgano por zona y tiempo, se realizd un anélisis de

varianza con disefo factorial y se utiliz6 “Student — Newman- Keuls” (SNK) como prueba de

comparaciones multiples (SAS system).
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RESULTADOS

La suma del numero de larvas de T. canis recobradas por cada grupo de ratones
en cada uno de los 6rganos analizados, se presenta en el cuadro II:

Cuadro I1: Namero de larvas de Toxocara canis recuperadas de higado, rifién, pulmon,
corazén, cerebro, canal y cabeza de ratones hembras BALB/c infectados con larvas
provenientes de la zona norte, centro y sur a los 7, 14 y 30 dias post sacrificio.
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Figura I: Representacion grafica del niamero de larvas totales de Toxocara canis
recuperadas de higado, rifién, pulmén, corazén, cerebro, canal y cabeza de ratones
hembras BALB/c infectadas con larvas provenientes de la zona norte, centro y sur.

En la figura | se aprecia que el mayor nimero de larvas fue recuperado de 6rganos de
ratones infectados con el aislado de la zona central del pais, y principalmente de cerebro, carcasa

y cabeza. A su vez la menor cantidad de larvas se obtuvo de ratones infectados con el aislado de

la zona sur.

Posteriormente los resultados fueron expresados como larvas por gramo de 6rgano y se

promediaron debido a la disparidad en los tamafios y pesos de los 6rganos analizados (cuadro

1)

26



Cuadro I11: Numero de larvas de Toxocara canis encontradas por gramo de higado, rifion,
pulmén, corazén, cerebro, canal, cabeza de ratones hembras BALB/c infectados con larvas
provenientes de la zona norte, centro y sur a los 7, 14 y 30 dias post sacrificio
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Figura Il: Representacion gréfica del nUmero promedio de larvas de Toxocara canis
encontradas por gramo de higado, rifion, pulmon, corazon, cerebro, canal, cabeza de
ratones hembras BALB/c infectadas con larvas provenientes de la zona norte, centro y sur
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En la figura Il podemos ver que la mayor cantidad de larvas encontrada, por
gramo de tejido, fue en cerebro.

Foto 1: Larva de Toxocara canis encontrada en tejidos de
ratones hembras BALB/c experimentalmente infectados.
(400x)

Estadisticamente, las diferencias significativas entre promedios encontradas por 6rgano
fueron las siguientes:

- Canal::
Por zona: El promedio de larvas encontradas en la zona central fue estadisticamente mayor al
promedio de larvas encontradas en la zona sur. El promedio de larvas encontradas en la zona

norte fue similar a los promedios tanto de la zona centro como de la zona sur.

Por tiempo: El promedio de larvas encontradas en la carcasa a los 7 dias fue significativamente
menor al encontrado a los 14 y 30 dias post infeccion.
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Cuadro 1V: Distribucion promedio de larvas de T. canis (larvas por gramo) encontradas en
carcasa de ratones hembras BALB/c infectados con 1000 huevos larvados, a diferentes dias
de infeccion y con distintos aislados del pais (zonas)

Zona/dias | 7 dias | 14 dias | 30 dias | Promedio
zona (I/g)

NORTE 0,53 2,44 0,94 1,3ab
CENTRO | 0,57 2,04 2,86 18a
SUR 0,75 0,84 0,66 0,75b

Promedio 0,62 b 1,77 a 1,48 a Diferente
dia (I/g) letra p<0,05

(I/g) = larvas por gramo

- Cerebro:

Por zona: El promedio de larvas encontradas en la zona central fue estadisticamente mayor al
promedio de larvas encontradas en la zona sur, el promedio de larvas encontradas en la zona

norte fue similar a los promedios tanto de la zona centro como de la zona sur.

Por tiempo: El promedio de larvas encontradas en el cerebro a los 30 dias fue

significativamente mayor al encontrado tanto a los 7 como a los 14 dias.

Cuadro V: Distribucion promedio de larvas de T. canis (larvas por gramo) encontradas en
cerebro de ratones hembras BALB/c infectados con 1000 huevos larvados, a diferentes dias
de infeccion y con distintos aislados del pais (zonas)

Zona/dias 7 dias | 14 dias | 30 dias | Promedio
zona (I/g)
NORTE 6,48 15,98 16,06 | 12,84 ab
CENTRO 4,96 10,76 44,04 19,92 a
SUR 7,26 4,49 3,24 499 b
Promedio dia (I/g) 6,2b 10,4 b 21,11 a Diferente
letra p<0,05

(I/g) = larvas por gramo
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Rifién:

Por zona: El promedio de larvas encontradas en la zona central fue estadisticamente mayor al
promedio de larvas encontradas tanto en la zona norte como en la zona sur, siendo estos Ultimos

dos promedios estadisticamente similares.

Por tiempo: No existieron diferencias estadisticamente significativas en los promedios.

Cuadro VI: Distribucion promedio de larvas de T. canis (larvas por gramo) encontradas en
rifion de ratones hembras BALB/c infectados con 1000 huevos larvados, a diferentes dias
de infeccién y con distintos aislados del pais (zonas)

Zona/dias | 7 dias | 14 dias | 30 dias | Promedio

zona (I/g

NORTE 0 0 0,19 0,06 b

CENTRO | 0,83 0,54 0,84 0,73 a

SUR 0 0 0 0,00b

Promedio 0,27 a 0,18 a 0,34a Diferente
dia (I/g) letra p<0,05

(I/g) = larvas por gramo

En el resto de los promedios comparados no existié diferencia

Desde el punto de vista inmune humoral, a través de SDS-page se logrd separar los
polipéptidos y evidenciar que el preparado excrecion-secrecion de T. canis tiene un complejo
perfil proteico antigénico (foto 2), el cual mediante Western blot de los sueros de los ratones
arrojo solo una banda especifica de alrededor de 14 kDa y otra de alrededor de 35kDa que fue
reconocida en forma inespecifica. Ambos polipéptidos fueron reactivos a Inmunoglobulina G, no
asi a inmunoglobulina A ni M. El polipéptido de 14 kDa fue reconocido por todos los sueros de

los ratones infectados independiente del aislado o del tiempo de infeccion (foto 2).
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35 kDa

14kDa

Foto 2: SDS-PAGE (15%) de un preparado de excrecion - secrecion de larvas y
huevos de Toxocara canis .

(Carriles laterales incluyen peso molecular estandar; carriles centrales incluyen el preparado E-S de
T. canis).
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Foto 3: Western Blot de un preparado de excrecion - secrecion de larvas y huevos
de Toxocara canis, enfrentado a sueros detectores de ratones hembras BALB/c
experimentalmente infectados con larvas de T. canis de diferentes zonas del pais
y en distintos dias de infeccion.

(Carriles C, 2 al 10 sueros IgG reactivos; siendo los carriles C: Control negativo, carriles 2,3,4: “pool” sueros
ratones infectados, dias 7, 14 y 30 respectivamente, con aislado zona norte; carriles 5,6,7: “pool” sueros ratones
infectados, dias 7, 14 y 30 respectivamente, con aislado zona centro; carriles 8,9,10: “pool” sueros ratones
infectados, dias 7, 14 y 30 respectivamente, con aislado zona sur. Los carriles 11 y 12: son sueros enfrentados a
conjugados anti IgA y anti IgM respectivamente).
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DISCUSION

La mayoria de los estudios de toxocarosis realizados en humanos se han
centrado en describir sus distintas manifestaciones clinicas, a pesar de esto muy poco se sabe
sobre las causas que podrian provocar esta diversidad de presentaciones. Estas diferencias
podrian apoyar la idea que existan cepas o razas de parasitos mas o menos benignas, capaces de

generar desde un cuadro asintomatico a uno grave.

Debido a la escasa existencia de estudios similares a este, la fase experimental se basé
basicamente en unos pocos trabajos previos en los que se realizd infeccion experimental en

ratones con larvas de T. canis.

Para realizar la infeccion la cepa de ratones elegida fue la BALB/c, debido a que
estudios previos sugieren que esta es una de las cepas mas apropiadas para observar diferencias
en la distribucion de larvas de parésitos en los distintos 6rganos, vale decir sensible a la
infeccion (Abo-Shehada y Helbert, 1989; Parsons y Grieve, 1990; Epe et al., 1994; Cuellar et
al., 2001), debido a que en esta cepa la respuesta inmune puede ser mediada tanto por linfocitos
T helperl (Thl) y/o T helper 2 (Th2), es decir por la respuesta inmune celular como la humoral
respectivamente. En cambio existen otras cepas de ratones que son resistentes a la infeccion por
helmintos, ya que la respuesta inmune mediada solo por Th2 es protectora debido a su capacidad
de eliminar o destruir a los helmintos. Ejemplos de esto son las cepas de ratones C57BL/10 y la
C3H (Barriga, 1989). En cambio la respuesta mediada por Thl es antagonica a la Th2, llegando
en muchos casos a favorecer la infeccion del hospedero por helmintos, como result6 ser BALB/c
a la infeccion con T. canis. Por otra parte, otro estudio demostré que la capacidad migratoria de
las larvas en BALB/c es méas rapida que en otras cepas como son la C57BL/10 o la C3H
(Guillén, 1990). Todas estas caracteristicas determinaron la eleccion de esta cepa para el

presente trabajo.

En un trabajo realizado en 1976, se vio el efecto de diferentes dosis de huevos larvados
en la distribucion de larvas de T. canis en el raton. Se utilizaron dosis de 200, 600 y 1.000
huevos larvados respectivamente. Los resultados demostraron, que el nimero de huevos

larvados fue un factor determinante en la proporcion de larvas recobradas posteriormente en
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cada uno de los érganos (Kayes y Oaks,, 1976). En otros estudios similares los rangos de dosis
usadas fueron desde 250 a 2.000 huevos larvados (Concepcion y Barriga, 1985; Parson y Grieve,
1990; Cuellar et al, 2001), en base a esto se estimd que una dosis de 1.000 huevos seria la
apropiada para obtener resultados satisfactorios en el presente trabajo.

Para la obtencién de sangre en ratones existian varias posibilidades, una de ellas fue la
puncion intracardiaca, que fue descartada por dejar lesiones irreversibles que podian llevar a la
muerte prematura del raton lo que interferiria con el desarrollo del estudio. Otra opcion fue a
partir del plexo retro orbital, pero también fue descartada por ser muy traumatica, sobre todo
porgue se debian realizar muestras semanales. Finalmente se optd por la obtencién de sangre
desde la vena caudal de la cola. Si bien por este método la cantidad de sangre obtenida en forma
individual fue muy inferior a las otras opciones, al trabajar con “pooles” de sangre esto no

constituyé un impedimento.

Para la fase de recuperacion de las larvas a partir de los 6rganos del raton habian
descritos varios protocolos para realizar la digestion y el reconocimiento de las larvas a través de
tinciones. Sin embargo en esos estudios no se mencionaba el tiempo necesario de digestion, por
lo que se determind empiricamente a través de mdltiples ensayos, hasta que finalmente se

estableci6 que 4 horas fue un tiempo suficiente de digestion para recuperar las larvas.

En cuanto a la distribucién de larvas totales por zona, la mayor cantidad de larvas fueron
recuperadas de ratones infectados con el aislado de la zona centro, luego de la zona norte y muy
por debajo la zona sur, sin embargo no se determind si estas diferencias fueron estadisticamente
significativas, pero a simple vista existié6 mayor capacidad de desarrollo y migracién de las
larvas provenientes de la zona central del pais, y por el contrario, una menor capacidad de
desarrollo y migracion de las larvas provenientes de la zona sur. Asimismo, fue posible observar
que a medida que aumentd el tiempo de infeccion en los ratones, mayor fue la cantidad de larvas

recuperadas, sin embargo esto tampoco fue comprobado estadisticamente.
El 6rgano en el que se encontré la mayor cantidad de larvas independientemente de la

zona y del tiempo, fue la canal. Sin embargo, si lo analizamos desde el punto de vista del

namero de larvas encontradas por gramo de tejido, la mayor cantidad de larvas se recuperd
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principalmente de cerebro (12,58 larvas por gramo de 6rgano). Esto implica una carga muy alta,
para un 6rgano tan pequefio y quiza estaria indicando cierta predileccion de la larva por este

organo.

Por otra parte la menor cantidad total de larvas, se encontrd en corazon, rifién e higado.
Sin embargo, si se analiza este valor como namero de larvas por gramo de 6rgano, se comprueba
gue la menor cantidad de larvas se encontrd en el higado ya que sélo se obtuvieron 0,08 larvas
por gramo de este dérgano. Esto podria indicar, que el higado seria el 6rgano de menor
predileccion para la larva. Este resultado se contrapone con los estudios realizados por
Concepcién y Barriga en 1985, donde al dia 5 pos infeccidn, el nimero de larvas recuperadas en
higado fue superior a la cantidad de larvas encontradas tanto en pulmén como en cerebro; por
ende también es altamente probable que estos dos dias de diferencia con nuestro estudio, sean
los responsables de la escasa cantidad de larvas encontradas en higado. Esto ultimo se explicaria
por el acelerado metabolismo y la mayor susceptibilidad de esta cepa de ratones ya que su
sistema inmune probablemente fue incapaz de retener las larvas en el higado por méas de 5 dias.
Sin embargo, en el trabajo de Barriga y Concepcion, al igual que en nuestro estudio, al dia 20
hay un aumento en la cantidad de larvas encontradas en cerebro y disminuye notoriamente la
cantidad de larvas encontradas en higado. Esto mismo se observo en otro estudio, donde la
mayor cantidad de larvas en higado se encontré en la primera y segunda semana post infeccion,
para disminuir en la semana 3 y aumentar en la cuarta semana. Cabe destacar que en este caso la
cepa utilizada fue ICR (Fan et al., 1998). Otros autores demostraron en una cepa C57BL/6J, que
la mayor cantidad de larvas en higado se encontraron en el dia 1 post infeccion, (Parsons y
Grieve, 1990). Todos los antecedentes anteriores nos indican que independientemente de la cepa
utilizada para la infeccion con T. canis, el “peak” de larvas en higado deberia producirse entre el
dia 1y 5, por lo tanto es probable que la recuperacidn de larvas del higado el dia 7 post infeccién

fuera muy tarde.

En cuanto a los polipéptidos reconocidos por los sueros, solo uno de ellos fue
reconocido en forma especifica por los sueros provenientes de ratones infectados con los tres
diferentes aislados a los tres tiempos de infeccion. Por lo tanto, no fue posible demostrar un
reconocimiento antigénico que diferenciara los tres aislados y mucho menos relacionarlo con la

distribucion de larvas de T. canis en diferentes drganos. Sin embargo, el hallazgo de este
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antigeno de alrededor de 14 kDa seria importante para realizar futuras investigaciones que

permitieran la realizacion de pruebas diagnosticas mas precisas para la toxocarosis.

Seria de interés a partir de este trabajo continuar los estudios de la toxocarosis humana a
través de infecciones experimentales en ratones; utilizando otras cepas con diferentes
susceptibilidades y realizando sacrificios mas tempranamente para detallar la distribucion de las
larvas y determinar con mayor exactitud la predileccion de las larvas para migrar a un
determinado drgano, ya que este trabajo nos estaria indicando que las cepas de parasitos
existentes en nuestro pais son mucho mas susceptibles a migrar a cerebro. Ademas, seria
importante corroborar que efectivamente las cepas provenientes de la zona norte y central son
mas patégenas que las de la zona sur. Esto deberia ser relacionado con la casuistica de
toxocarosis ocular o cerebral versus las otras presentaciones en nuestro pais y la prevalencia de

toxocarosis en la zona sur comparada con la zona norte y centro.
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CONCLUSIONES

Se pudo establecer una clara predileccién de migracion de las larvas T. canis al cerebro de
ratones, independiente de la zona de origen del parésito.

La mayor cantidad de larvas de T canis fue recuperada de ratones sacrificados el dia 30 post

infeccion.

La mayor cantidad de larvas de T. canis fue recuperada de los ratones infectados con

larvas provenientes de la zona central.

Estadisticamente el promedio de larvas recuperadas de T. canis fue mayor en los ratones
infectados con larvas provenientes de la zona centro que la sur, tanto en cerebro, canal

como en rifion.

Lo anterior podria indicarnos que estamos frente a una mayor patogenicidad de las larvas de

T. canis provenientes de la zona central o una menor patogenicidad de las larvas del sur.

Se detectd un polipéptido alrededor de 14 kDa Ig G reactivo, reconocido en forma
especifica por todos los sueros de los animales infectados, independiente del origen del
parésito o el tiempo de infeccion. Por ende no se pudo establecer un reconocimiento

antigénico que diferenciara a las larvas de T. canis obtenidas de las tres zonas del pais.
Seria importante relacionar estos resultados con la casuistica de toxocarosis humana en el

pais y realizar mas estudios que permitirian perfeccionar técnicas diagndsticas para la

toxocarosis humana.
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