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“Solamente cuando sabemos muy poco sobre un tema es cuando estamos

seguros; es con el conocimiento que surgen y crecen las dudas.”

Wolfang Goethe, 1829.
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RESUMEN

La Toxocariosis es una de las enfermedades parasitarias de mayor

prevalencia en caninos y felinos a nivel mundial

Toxocara cati es un nematode que parasita el aparato digestivo de los
felinos. Producen huevos que son eliminados con la materia fecal de sus
hospedadores, contaminando el ambiente. El huevo larvado se desarrolla en el medio
y es la forma infectante para otros felinos, hospedadores paraténicos y el hombre.
Existe escasa evidencia sobre el comportamiento biolégico e inmunolégico de los
hospedadores frente a la infecciéon por T cati, pero se sabe que las larvas tienen
capacidad migratoria por los tejidos y en el ser humano producen, entre los mas
reconocidos: el Sindrome de Larva Migrans Visceral; Toxocariosis ocular y

Toxocariosis Encubierta.

El ratén es un hospedador paraténico natural de T cati y las larvas
tisulares son infectantes para felinos cazadores. Como modelo de experimentacién, el
raton presenta similitudes con el humano tanto en la ruta migratoria como en la

patogénesis de la enfermedad.

Los antigenos de excrecion-secrecion (ES) liberados por las larvas
parasitas durante el proceso migratorio juegan un papel relevante en el
diagnostico de la Toxocariosis humana, cuya utilizacion evidencia la presencia de

Inmunoglobulinas especificas de la infeccion.

Se realiz6 un estudio experimental en ratones, con tres pruebas
independientes y diferentes dosis de huevos larvados de Toxocara cati, obtenidos
de materia fecal de felinos naturalmente infectados. Se estudi6 el patrén
migratorio y las caracteristicas de las lesiones producidas durante la etapa aguda y
cronica de infeccién. La respuesta inmunolégica se determiné por deteccion de

inmunoglobulinas especificas M y G.

Las larvas migraron al higado, pulmén y cerebro en la fase aguda y
se concentraron en los musculos del ratén en la etapa crénica. Se observaron
lesiones macroscdpicas en la superficie del cerebro y en el pulmoén, en la etapa

aguda, y microscépicamente, lesiones inflamatorias en el higado, pulmén cerebro y
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musculo en ambas etapas. No se observo la formacion de granulomas parasitarios

o signos de encapsulamiento de larvas en ningin momento de la infeccion.

Se observaron diferencias significativas en el comportamiento de las
curvas de Inmunoglobulinas M y G, entre el grupo infectado y el grupo control y
entre las fechas p.i, pudiendo diferenciarse la infecciéon aguda y crénica. La
evidencia de bandas de bajo peso molecular (31 y 52 Kda.) en el Western Blot de
los sueros positivos a la técnica de ELISA, son indicativas de una respuesta
especifica a Toxocara spp. y difirieron entre inmunoglobulinas entre las fases
aguda y cronica. Las bandas de IgM se observaron con mayor intensidad que las

IgG en la etapa aguda, estas dltimas presentes en todos los dias p.i.

Los resultados de este estudio demuestran la infectividad de los
huevos de T. cati que son eliminados al ambiente con la materia fecal del gato. El
comportamiento migratorio de las larvas de T. cati en el raton y la tendencia a
concentrarse en la musculatura esquelética, refuerzan la importancia del ratén

como hospedador paraténico y reservorio en el ciclo del parasito en la naturaleza.

La presencia de lesiones inflamatorias en los tejidos, en ausencia de
formacion de granulomas parasitarios podria sugerir una menor virulencia de esta
especie con igual patogenicidad que T. canis. Este aspecto podria traducirse en una

menor restriccion inmunolégica de las larvas.

El comportamiento inmunoldgico del ratéon frente a las larvas
migrantes de T. cati mostrd una tendencia explicativa de las etapas aguda y cronica
de la migracién e indic6 una respuesta especifica frente a esta especie en las
bandas de bajo peso molecular observadas en el Western Blot de los sueros

positivos.

Los resultados del presente estudio integral de la infeccion de T.
cati en el modelo animal murino, aportan nuevos conocimientos sobre el
comportamiento de las larvas durante el proceso migratorio y sobre la respuesta
inmunopatolégica del ratoén frente a la infeccién; demuestran el potencial del
antigeno obtenido de larvas de huevos presentes en materia fecal y posibles

herramientas para el diagndstico de Toxocariosis en el humano.
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ABSTRACT

Toxocariasis is one of the most prevalent parasitic diseases in
dogs and cats, worldwide. Toxocara cati is a nematode that afects the digestive
tract of cats. Produce eggs that are eliminated to the environment with the feces of
their hosts and developed inside an infective larvae for another cats, paratenic

hosts and men.

The larvae can migrate through the hosts tissues and produce in man
the Larva Migrans syndrome. There is little evidence of biological and
immunological behavior of the host against infection by T. cati.
Mice are natural paratenic hosts in the parasite's life cycle and larvae remained
infective in their tissues for feline hunters. As experimental model, the mouse has
similarities with humans both in the migratory route and in the pathogenesis of

the disease.

The excretory-secretory antigens (ES) released by the parasitic larvae
during the migration process play an important role in the diagnosis of human
Toxocariasis, the use of immunoglobulins showed the presence of specific infection

by ELISA and Western Blot.

An experimental study was conducted in mice, with three independent
experiments and different doses of larvae of T. cati eggs. There were conducted the
study of the migratory pattern and lesions made during the acute and chronic
phase of the infection. The immune response was determined by detection of

specific immunoglobulins M and G.

The larvae migrate to the liver, lung and brain in the acute phase and
concentrated in the muscles of the mouse in the chronic stage. Gross lesions were
observed on the surface of the brain and lungs, in the acute stage, and
microscopically, inflammatory lesions were observed in the liver, lungs, brain and
muscle in both stages. There was no granuloma formation or signs of parasitic

larval encapsulation during the infection.

Significant differences in the behavior of the curves of immunoglobulin

M and G, between the infected group and the control group and between p.i. dates
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were observed, and could be differentiated between acute and chronic infection.
Evidence of bands of low molecular weight (31 and 52 kDa) in Western blotting of
positive sera by ELISA technique, are indicative of a specific response to Toxocara
spp. Infection and differed between inmunoglobulins between acute and chronic
phases. IgM bands were observed with greater intensity than IgG in the acute

stage, the latter were present in every p.i. date.

The results of this study demonstrate the infectivity of T. cati eggs
eliminated in cats feces to the environment. The migratory behavior of T. cati
larvae in the mouse and its concentration in muscle, reinforce the importance of

mouse as paratenic host and reservoir of the parasite cycle in nature.

The presence of inflammatory lesions in tissues, in the absence of
parasitic granulomas might suggest a lower virulence of this species with similar
pathogenic like T. canis. This could lead to reduced immunological restriction of

the larvae.

The behavior of the immunology of mouse against migration larvae of T.
cati showed a tendency that cauld be explained in the acute and chronic stages of
migration, indicating a specific response against this species in the low molecular

weight bands observed in Western blot positive sera.

The results of this study provide new insights into the behavior of the
larvae of T. cati during migration in the mouse and the immunopathologic
response to infection, showing the potential of the antigen obtained from larvae of
eggs presents in stool, and brings a new tool for the diagnosis of Toxocariasis in

humans.
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Abreviaturas

ABTS
ANLIS
AVMA
CICUAL

DAB
DO
ELISA
H/E
HCL
hs.
I.C.
IgG1,2,4
IgG
IgM
Kd.
L3
LMV
ml.
min.
nm.
p-i.

P

PM
SDS Page
spp-
T. canis
T. cati
TE
TES
TO
ug.
um.
rZ

XZ

F

ABREVIATURAS

2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
Administracién Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud
Animal Veterinary Medical Association

Comité Institucional para el Cuidado y Uso de animales de
Laboratorio

Diaminobencidina

Densidad éptica

Enzimoinmunoensayo

Hematoxilina eosina

Acido clorhidrico

Horas

Intervalo de confianza

Idiotipos 1, 2 y 4 de Inmunoglobulinas G
Inmunoglobulina G

Inmunoglobulina M

Kilodalton

Tercer estadio larval de Toxocara spp.

Larva Migrans Visceral

mililitro

milimetros

nanémetro

Post infeccién

Probabilidad estadistica

Peso molecular

Eelectroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio

Especie

Toxocara canis

Toxocara cati

Toxocariosis encubierta
Antigenos excretores secretores
Toxocariosis ocular
microgramo

Micras

Coeficiente de regresion cuadratica
Parametro estadistico
Parametro estadistico
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Toxocara cati

EL AGENTE

Toxocara cati se encuentra dentro de los 50 géneros de nematodes
pertenecientes a la familia Ascarididae, que parasitan el tubo digestivo de
hospedadores vertebrados (Soulsby, 1987). Son parasitos cosmopolitas, de alta
prevalencia en regiones de clima templado y muchas especies de esta familia son

zoonoticas (Glickman & Schantz, 1981; Worley, et. al, 1984; Oteifa, et. al, 1997).

Toxocara cati (Schrank, 1788) afecta a felinos domésticos y silvestres.
Presenta un ciclo parasitario monoxeno con estadios de vida libre, donde las
condiciones ambientales y la presencia de hospedadores paraténicos juegan un rol
fundamental en la dispersion del parasito (Dubinsky, et. al, 1995). La transmision
se favorece por condiciones de hacinamiento o de alta densidad de animales en
ambientes contaminados con huevos larvados, y el habito de caza de hospedadores
paraténicos (Glickman & Schantz, 1981). Su alta prevalencia en el felino doméstico
y el potencial zoonotico hacen que esta especie sea de particular interés en salud

Publica (Fisher, 2003).

Morfolégicamente, es un nematode robusto, de cuticula gruesa y
coloracién blanco amarillenta. En la extremidad anterior presenta tres labios
prominentes rodeando la abertura bucal (uno dorsal y dos subventrales), y aletas
cervicales anchas y estriadas, semejando una punta de flecha (Railliet & Henry,
1911; Soulsby, 1987). La extremidad posterior del macho finaliza en forma
espiralada y posee un par de espiculas iguales; careciendo de bolsa copulatriz. La
extremidad posterior de la hembra es roma y la vulva se presenta en distal de la
mitad anterior del cuerpo. Las hembras miden 4 a 10 cm. de longitud y los machos,
3 a 7 cm. (Fig. 1) Las larvas poseen una longitud de 400 um. por 12 - 16 um. de
ancho (Railliet & Henry, 1911; Sprent, 1985; Bowman, et. al, 2003). (Fig. 2)
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Extremidad anterior Extremidad posterior
Izquierda: hembra, derecha:
Macho

Fig. 1. T. cati adultos.

14/10/2008

Fig. 2. Larva migrante de T. cati.

Los estadios adultos de T. cati producen huevos inmaduros que son
eliminados con las heces de los hospedadores definitivos y desarrollan en el
ambiente una larva infectante (Sprent, 1985). Debido al alto potencial biodtico
(19000 a 24000 huevos /dia /hembra) provocan extensa contaminacién del medio
ambiente, otorgandole un rol sustancial en la transmision de esta parasitosis
(Dubey, 1967; Parsons, 1987). Los huevos de T. cati son no segmentados, esféricos
o ligeramente ovales, de color pardo amarillento y miden alrededor de 65 a 75 um.
En el interior del huevo se encuentra un unico blastémero rodeado de una camara
de aire. (Fig. 3) La gruesa membrana compuesta por una capa uterina

mucopolisacarida, una capa vitelina lipoproteica y una capa quitino-proteica, le
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otorgan propiedades de gran adherencia a las superficies, resistencia mecanica y
quimica a factores adversos del medio ambiente y permeabilidad selectiva

(Oshima, 1961; Brunaska, et. al, 1995).

Inmaduro Segmentado Larvado

Fig. 3. Estadios evolutivos del huevo de T. cati.

La porcion externa de la membrana es rugosa debido a la presencia de
multiples protuberancias quitinosas que dejan surcos intermedios. Las
caracteristicas de estas prominencias y el nimero de surcos son propios de cada

género y especie (Parsons, 1987). (Fig. 4)

Fig. 4. Ruptura de la membrana de un huevo larvado de T.
cati, notese las rugosidades externas refringentes de la
membrana.

En el interior del huevo se desarrolla una larva infectante de tercer
estadio (L3) que, al eclosionar, conserva la cuticula de la larva del estadio anterior

(L2) (Araujo, 1972; Brunaska, et. al, 1995).
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EL AMBIENTE

La presencia de huevos larvados de Toxocara spp. en espacios publicos
representa una fuente de infeccién para hospedadores definitivos, paraténicos y
para la poblacion humana (Glickman & Schantz, 1981; O’Lorcain, 1994;
Sommerfelt, et. al, 1994; Dubinsky, et. al, 1995; Alonso, 2001; Sommerfelt, et. al,
2006).

La resistencia de los huevos a factores climaticos y quimicos, influye en
su permanencia en el ambiente por periodos prolongados. El tipo de suelo, la
oxigenacién, la temperatura ambiente y la humedad (25 °C a 35 °C y 80 % de
humedad) son los principales factores que determinan el tiempo de evolucion de la
larva de tercer estadio (L3), que en 6ptimas condiciones se produce entre 20 a 28
semanas (Sarles & Stoll, 1935). Los huevos de T. cati poseen gran resistencia a la

congelacion, comparados con los de T. canis (O’Lorcain, 1994).

La contaminacién del suelo por Toxocara spp. es mucho mayor hacia
fines de la primavera que hacia fines del verano (se duplica el nimero de muestras
de suelo positivas, con un aumento cinco veces superior del nimero de huevos),
probablemente relacionado con el periodo reproductivo del hospedador definitivo
y con la destruccion fisica de los huevos en el ambiente debido a las altas
temperaturas y la irradiacion solar del verano (Mizgajska, 2001). Una vez
desarrollada la larva, hay reportes que indican que la misma puede permanecer
viable durante afios en el interior del huevo (Sarles & Stoll, 1935; Snow, et. al,
1987; Ludlam & Platt, 1989; Shimizu, 1993; Uga, et. al, 1996; Overgaauw, 1997;
Lescano, et. al, 1998; Alonso, et. al, 2001). Se sehala que la mayoria pierde su
viabilidad y capacidad infectiva durante los primeros 6 meses luego de ser

depuestos por el hospedador definitivo (Dunsmore, et. al, 1984; Lloyd, 1993).

Numerosos estudios se han publicado sobre la prevalencia de Toxocara
spp. en muestras de suelo a nivel mundial y sobre heces caninas en espacios
publicos, responsabilizando a T. canis de importantes porcentajes de
contaminaciéon del medio ambiente, especialmente en parques y lugares de

recreacion (Snow, et. al, 1987; Moretti, et. al, 1988; Abo-Shehada, 1989; Conde
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Garcia, et. al, 1989; Ludlam & Platt, 1989; Uga, et. al, 1989; Winkel], et. al, 1990;
Holland, et. al, 1991; Sommerfelt, et. al, 1992; Beugnet & Gadat, 1993; Jansen, et.
al, 1993; Minvielle, et. al, 1993; Sommerfelt, et. al, 1994; Alvares Santarem, et. al.,
1998; Fonrouge, et. al, 2000; Castillo, et. al, 2000; Ferre & Dorchies, 2000; Alonso,
et. al, 2001; Mizgajska, 2001; de Ybaiez, et. al, 2001; Habluetzel, et. al, 2003;
Capuano & Rocha, 2005; Aydenizbz-f)zkayhan, 2006; Zibaei & Sadjjadi, 2010;
Zibaei, et. al,, 2010a).

En estudios realizados en la Ciudad Auténoma de Buenos Aires,
Argentina, por Sommerfelt, et. al, (1992), se encontraron 13 plazas positivas de 14
paseos publicos estudiados. En el suelo de 11 de ellas (78.6 %), se encontraron
huevos de Toxocara spp. y de las 11 plazas con areneros, cinco resultaron positivas
al parasito (45.5 %) Al estudiar la viabilidad de los huevos presentes en muestras
de materia fecal recogidas del ambiente, Sommerfelt, et. al, (1996) observaron que
el 74 % de las muestras que habian sido positivas luego de la incubacion,

desarrollaron huevos larvados de caracteristicas infectantes.

Estudios comparativos de contaminacion entre zonas rurales y urbanas
revelaron una mayor prevalencia de Toxocara spp. en estas ultimas y en patios de
casas de centros urbanos (Grundlach, et. al, 1996, Mizgajska, 2001; Dubna, et. al,
2007).

Sommerfelt, et. al, (2006), estudiaron la prevalencia de parasitosis
entéricas en poblaciones felinas libres que habitaban espacios publicos de la
Ciudad Auténoma de Buenos Aires, encontrando el 100 % de estas instituciones

positivas a T. cati, con una prevalencia del 35.7 %. (Fig. 5)

Fig. 5. Poblaciones felinas residentes en instituciones publicas de la Ciudad
Auténoma de Buenos Aires.
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La mayoria de los estudios realizados hasta el presente
responsabilizaron a T. canis como el principal agente causal de la enfermedad en el
ser humano, aunque la diferenciaciéon de especie no hubiera sido realizada. Es por
ello que los trabajos sobre T. cati son menos numerosos, siendo esta especie
histéricamente subestimada al suponer menor contaminacién ambiental por heces
felinas (Headlee, 1936; Schantz, et. al, 1980; Gillespie, 1988; Jansen, et. al, 1993;
Uga, et. al, 1996; Martinez Barbosa, et. al, 1997, Lescano, et. al, 1998; Coati, et. al,
2004; Fisher, 2003).

Diferentes estudios comparativos demostraron que la infeccion por
Toxocara es mas frecuente en gatos que en perros (Vanparijs, et. al, 1991; Epe, et.
al, 1994; Dubinsky, et. al, 1995; Mizgajska, 1995; Torres, et. al, 1995; Yamaguchi,
et. al, 1996; Overgaauw, 1997a; Luty & Mizgajska, 1999). En un estudio de
Mizgajska & Rejmenciak, (1997), donde diferenciaron los huevos presentes en el
suelo, el 53. 4 % fueron clasificados pertenecientes a la especie T. cati, el 33.9 % a
la especie T. canis, y el 10.7 % como indiferenciados. En el mismo estudio, la
contaminacion en areas urbanas por T. cati fue dos veces mas alta que por T. canis,
mientras que en areas rurales no encontraron diferencias en la prevalencia de

ambas especies.

Mizgajska, (1998) demostrdé que los huevos de Toxocara spp. penetran
lentamente el perfil de un suelo arenoso suelto, permaneciendo en los 3 cm.
superiores del suelo durante un afio. Un 99.4 % de los huevos de T. cati
permanecié a 1 cm. de la superficie, con un 67. 1 % de viabilidad, mientras que T.
canis mostré mayor penetracion, permaneciendo un 93. 8 % en superficie, con un

88.3 % de viabilidad.

Se sefala que los areneros estan particularmente contaminados con T.
cati dado que representa, para los felinos, un sustrato predilecto para enterrar sus
heces (Overgaauw, 1997a) y estos lugares se sefialan como factores de riesgo de
infeccion humana (Paludo, et. al, 2007). Uga, et. al, (1996), en un estudio sobre
habitos de defecacién de gatos y perros, observé que el 1 % (11/972) de los
animales que defecaban en areneros durante un periodo de 4 meses y medio, eran

caninos, mientras que el resto fueron felinos sin propietario. En el mismo estudio,
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la prevalencia de T. cati se correspondié con un 25 a 67 % de los diferentes

areneros muestreados.

La presencia de felinos infectados con T. cati en espacios publicos, sus
habitos de defecacion y el contacto directo de esta especie con el hombre, podria
suponer al igual que con T. canis, un riesgo zoondético aun no cuantificado
(Dubinsky, et. al, 1995; Uga, 1993; Sadjjadi, et. al, 2001; Fisher, 2003; Zibaei, et. al,
2007).
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EL HOSPEDADOR FELINO

CICLO BIOLOGICO

Las formas infectantes para los felinos son el huevo larvado (L3)
presente en el ambiente y las larvas enquistadas en los tejidos de hospedadores
paraténicos. (Fig. 6) La forma infectante adquirida determina diferencias en el
ciclo y la duracién del periodo prepatente en el hospedador definitivo (Sprent,

1956).

Cuando un hospedador felino ingiere un huevo larvado, este eclosiona
en el estdbmago y duodeno, y las larvas atraviesan la pared del intestino delgado

pudiendo seguir dos rutas migratorias, denominadas:

e Migracion traqueal: Ocurre, principalmente, en los animales de corta
edad debido al escaso desarrollo del sistema inmunolégico. La mayoria de las
larvas presentes en el intestino migran por el sistema porta hacia el higado,
llegan por la vena cava al corazén y de alli al pulmén, atraviesan capilares e
ingresan en los alvéolos, ascienden por el arbol bronquial, son expectoradas y
deglutidas. En la primera porcién del duodeno se desarrollan los adultos a los
28 dias p.i. (Sprent, 1956; Beaver, 1952; Dubey, 1978). El comienzo de la puesta
de huevos comienza a los 56 dias p.i.; por lo que el periodo prepatente a través
de la ingesta de huevos larvados es de aproximadamente 2 meses (Overgaauw,

1997a).

e Migracion Somdtica: La migracién somdtica se produce en los
animales adultos que han desarrollado inmunidad frente a Toxocara. Las larvas
que eclosionan del huevo en el intestino, migran al pulmén de la misma manera
que en la migracion traqueal pero contindan por la circulacién hacia el corazén
izquierdo y se diseminan por el organismo a través de la circulacion general.
Diversos autores postularon que estas larvas permanecen en los tejidos en
estado de hipobiosis (Sprent, 1956; Scothorn, et. al, 1965; Swerczek, et. al,
1971; Dubey, 1978; Nelson, 1988).
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En el ciclo de T. cati, la migracién traqueal se produce principalmente
en los cachorros y en menor medida en los adultos (Overgaauw, 1997a). Diversos
autores han sugerido una menor inmunogenicidad de T. cati debido a la presencia
de altas cargas de parasitos sexualmente maduros en el intestino de felinos adultos
(Greve, 1971; Schantz, et. al, 1979; Glickman & Schantz, 1981; O’Lorcain, 1994;
Fisher, 2003; Antolova, et. al,, 2004; Cardillo, et. al,, 2008).

Varios autores indicaron que la migracion somatica en el felino,
constituiria una estrategia de transmision, promoviendo la infeccion en la
descendencia por transmision vertical galactogena (Scothorn, et al, 1965;
Swerczek, et. al, 1971; Dubey, 1978; Nelson, 1988). Una proporcién de las larvas
enquistadas se movilizarian durante el ultimo tercio de la gestacion debido a
factores hormonales e inmunolégicos y se dirigirian a la glandula mamaria. Los
estudios de Sprent, (1956), reportaron la ausencia de transmisién transplacentaria
en felinos, y Swerczek, et. al, (1971) la relevancia de la transmision vertical
galactogena, en funcién de la recuperacién de larvas obtenidas a partir de los
tejidos de cachorros de madres natural y experimentalmente infectadas con T. cati.
Coati, et. al, (2004), demostraron la transmisiéon galactégena unicamente en
felinos que adquirieron la infeccion durante el ultimo tercio de la prefez,
sugiriendo que el fendmeno de arresto larvario no implicaria una estrategia
parasitaria de transmision vertical en el ciclo de T. cati, sino que ocurriria a
consecuencia de migraciones erraticas del parasito. En un estudio preliminar
realizado por Cardillo, et. al, (2008), en 12 felinos sin propietario y de distintas
edades, no se evidencio la presencia de larvas migrantes de T. cati en los tejidos,

pero si presencia de huevos en materia fecal y parasitos adultos en el intestino.

T. cati es un nematode especifico de especie, no obstante una extensa
variedad de animales pueden actuar como hospedadores paraténicos cuando
ingieren accidentalmente la forma infectante de este parasito. En estos ocurre una
migraciéon somatica de larvas, las que pueden ser adquiridas por el felino cuando
depreda al hospedador paraténico. (Fig. 6) Las larvas asi adquiridas o por
transmisidn vertical, desarrollan a adultos en el intestino delgado del gato sin
realizar migraciones, y el periodo prepatente se reduce a 21 dias,

aproximadamente (Sprent, 1956). Por este motivo, se postula que en algun
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momento de la evolucién de estos parasitos, los hoy hospedadores paraténicos,

fueron alguna vez hospedadores intermediarios en el ciclo biol6gico (Nadler &

Hudspeth, 2000).

Ambiente

Hospedadores
Agente

Fig. 6. Ciclo bioldgico de Toxocara cati.

La escasa evidencia sobre el comportamiento bioldgico de T. cati en
hospedadores definitivos y paraténicos, plantea multiples interrogantes sobre la
relacion hospedador- parasito, tiempos y caracteristicas de la migracion, tropismos

tisulares, estrategias de supervivencia y transmision en el ciclo (Fisher, 2003).
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LA ENFERMEDAD EN EL FELINO

La enfermedad parasitaria producida por especies del género Toxocara
se denomina Toxocariosis y es una de las parasitosis de mayor prevalencia en los
caninos y felinos a nivel mundial (Barriga, 1988; Glickman, 1993, Magnaval, et. al,

2001; Labarthe, et. al, 2004; Logar, et. al, 2004).

Los animales de corta edad son los mas afectados clinicamente,
mientras que en los adultos la enfermedad suele ser subclinica. (Magnaval, et. al,
2001; Logar, et. al, 2004). La carga parasitaria es uno de los factores principales

que determinan la presentacion e intensidad de la sintomatologia (Parsons, 1987).

T cati se nutre del contenido del tracto gastrointestinal del felino,
encontrandose libre dentro del tubo digestivo, por lo que es frecuente la eliminacién

espontinea de ejemplares adultos en el vomito o en las heces.

A diferencia de T. canis, la infeccion se hace patente a mayor edad en el
felino debido a la ausencia de transmision transplacentaria (Overgaauw, 1997a).
Los signos se observan frecuentemente a partir de los 3 meses de edad y son
similares a los observados en T. canis pero en menor intensidad (Parsons, 1987).
Se observa abalonamiento del abdomen en medianas y altas cargas de parasitos,
debidas al tamafio de los ejemplares adultos presentes en los pequefios intestinos

del animal. En estos casos, los parasitos pueden ocasionar obstrucciones del

intestino e incluso ruptura de la pared (Hayden y Kruiningen, 1975). (Fig. 8)

Fig. 8. ay b. Cachorro felino con abalonamiento

del abdomen por T. cati.
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La vida media de los parasitos adultos es de 4 meses,
aproximadamente, por lo que se ha observado que la expulsion completa de los
mismos ocurre entre los 6 y 7 meses del animal (Sarles & Stoll, 1935). La
competencia con el hospedador por los nutrientes y la interferencia en la
absorcion de metabolitos como el calcio, se manifiesta en retraso en el desarrollo y
deterioro del pelaje (Parsons, 1978). Con frecuencia se observan eritema y
pustulas en el abdomen, producto de la accion toxica y alergénica de los parasitos.
La sintomatologia nerviosa de tipo epileptiforme observada en caninos, no se
observa en felinos (Barriga, 1991; Parsons, 1987). Otros signos inespecificos
incluyen el deterioro del estado general, emaciacion, deshidratacion, inquietud,
vOomitos, puede alternarse diarrea y constipacion, aliento butiroso, flatulencia y

célicos (Hayden y Kruiningen, 1975).

Las larvas, durante la migraciéon por pulmén pueden ocasionar tos y
descargas nasales; y en casos graves, neumonia secundaria aunque es rara en el
felino (Niec, 1980; Foreyt, 2005). También se han reportado endoarteritis
eosinofilica y periarteritis e hiperplasia de arterias y arteriolas pulmonares
(Parsons, 1987); en gatitos, hallazgos de lesiones glomerulares sin la ocurrencia de
manifestaciones clinicas (Hamilton, et. a, 1982). El proceso migratorio provoca
leucocitosis con marcada eosinofilia (>35 %) e incremento de las gamma-

globulinas; en general no se observa anemia en el gato (Parsons, 1987).
Diagndstico

El diagndstico en animales se realiza en funcién de los datos de resefia y
anamnesis que contemplan la edad del animal y la posible eliminacion de adultos
en las heces o en el vdmito, seguidos de un correcto examen objetivo general y la
evidencia de los signos previamente mencionados que inducen a la presuncion
clinica. El diagnostico de certeza se confirma por analisis coproparasitolégico,
identificando huevos de Toxocara spp. presentes en la materia fecal (Hendrix,
1995). Se recomienda un muestreo seriado de una deposicién diaria durante 4
dias, aproximadamente, debido a la postura intermitente de huevos por parte de
las hembras. Las técnicas utilizadas se basan en la capacidad de flotacion de los

huevos en soluciones hiperténicas concentradas o sobresaturadas que poseen una
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densidad minima de 1.180 y se puede complementar estos métodos con

centrifugacion (Dryden, 1996; Soulsby, 1987).

HOSPEDADORES PARATENICOS

Los hospedadores definitivos de Toxocara spp. eliminan al ambiente un
gran numero de huevos potencialmente infectantes; muchos de estos se desecaran
y perderan la viabilidad, otros evolucionardn y seran ingeridos por otros
hospedadores definitivos o por hospedadores paraténicos. Las funciones y
consecuencias de la paraténesis fueron definidas por Bush, et. al, (2001), como
aquel hospedador en el cual no ocurre desarrollo pero puede servir como puente
ecologico para unir una brecha tréfica en el ciclo del parasito. Mas aun, el
hospedador paraténico colabora en la diseminacioén temporal y espacial del estadio
infectante, protegiéndolo de la ausencia transitoria de un hospedador definitivo

(Wisnivesky, 2003).

Los hospedadores paraténicos de Toxocara spp. pueden ser
invertebrados (lombrices, insectos, etc.) o vertebrados (aves, pequefios y grandes
mamiferos), y en estos ultimos se produce una migracion somatica de las larvas del
tercer estadio sin llegar a la madurez sexual del parasito en el intestino del
hospedador (Sprent, 1952; Nagakura, et. al, 1989; Sturchler, et. al, 1990; Monz6n,
et. al, 1991; Salem & Schantz, 1992; Mizgajska, 1997; Overgaauw, 1997a;
Morimatsu, et. al.,, 2006).

Sprent, (1956), recuperd larvas de T. cati por infecciéon experimental
de lombrices de tierra y cucarachas. Mizgajska, (1997), obtuvo un 87 % de
lombrices positivas a huevos viables de Toxocara spp.; recolectadas en patios de la
ciudad y en jardines de los suburbios. Greenberg, (1973), observé que las moscas
domeésticas pueden ingerir de 1-3 mg. de heces en 2-3 hs.; y asi ingerir huevos de
Toxocara spp. (Pegg, 1971). Umeche & Mandah, (1989) hallaron huevos de
Toxocara spp. en un 2.4y 2.1% de las moscas capturadas en Nigeria. Estas especies
actuarian como vectores mecanicos, transportando, depositando huevos y siendo

ingeridos por otros hospedadores.
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Dubinsky, et. al, (1995), document6 la relevancia de las lombrices de
tierra y los roedores como reservorios naturales de larvas de Toxocara spp. Sefhal6
que estos ultimos actian como indicadores de contaminacién ambiental,
especialmente en zonas urbanas (Dubinsky, et. al, 1995) y representan una fuente

de infeccién importante para gatos cazadores (Mossalam, et. al, 1971).

Se requiere una evaluacién critica de los méritos relativos de los
diferentes sistemas de modelos paraténicos, incluyendo su capacidad de
permanecer como fuentes de infeccion en condiciones naturales. No hay
informacion disponible sobre la migracion larvaria de T. cati en otros
hospedadores paraténicos silvestres, en términos de establecer qué hospedadores
son importantes como reservorios de larvas bajo condiciones naturales. Sprent,
(1956), reportd una rata positiva a T. cati de 22 ratas y 4 ratones capturados en un
area urbana. Lescano, et. al,, (2004), demostraron alta concentracién y persistencia
de larvas de T. canis en Rattus norvegicus infectado experimentalmente.
Recientemente, Santos, et. al,, (2009), a través de un estudio experimental, sugirié
alto potencial de Rattus norvegicus como reservorio de T. cati, encontrando
resultados similares a Lescano, et. al, (2004). Recientemente en Italia, en un
estudio comprendido entre 2008 y 2011, se han identificado (por PCR), larvas de T.
cati en los musculos de 3 especies animales silvestres y en 1 cerdo doméstico,
mientras que T. canis se identific6 en un animal silvestre, mostrando una mayor

circulacion del primero. (Marucci, et. al, 2011).

En contraste con la escasez de datos sobre hospedadores silvestres, un
rango de animales han sido infectados con Toxocara (predominantemente T. canis)
bajo condiciones de laboratorio, y se ha determinado la migracién del parasito. Los
animales utilizados incluyeron ratones, ratas, chanchitos de la india, hamsteres,
gerbos, pollos, codornices, palomas, conejos, cerdos, monos y lombrices de tierra
(Sprent, 1955; Galvin, 1964; Kunishige, 1964; Burren, 1972; Church, et. al, 1975;
Tomimura, et. al, 1976; Glickman & Summers, 1983; Agnihotri, et. al, 1987;
Nakamura, et. al, 1991; Tuzer, et. al, 2002; Akao, et. al, 2003; Taira, et. al, 2003;
Lescano, et. al,, 2004; Santos, et. al, 2009; Takashi & Ohta, 2010).

Estos estudios han revelado variaciones en los protocolos

experimentales, incluyendo dosis infectiva y su administracién, duraciéon de la
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infeccion y tipo de tejido y 6rgano estudiado. Los resultados de las investigaciones
indicaron que algunas de estas especies no son adecuadas para actuar como
hospedadores paraténicos bajo condiciones naturales y mas aun, el significado

ecoldgico de su infeccion es cuestionable (Holland & Hamilton, 2006).

Corroborar las implicancias epidemiolégicas del raton como reservorio
de T. cati en la naturaleza y su vinculaciéon en la transmisiéon de esta zoonosis
resultara beneficioso para el desarrollo de medidas de prevencion para la

poblacién humana y animal, dado el riesgo que supone para la salud publica.
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TOXOCARIOSIS HUMANA

El espectro clinico de la Toxocariosis en los seres humanos puede variar
desde una infeccion asintomatica, a la afeccion severa de algun drganos, y ello
depende de la carga parasitaria, los sitios de migraciéon de las larvas y de la

respuesta inflamatoria del hospedador (Pawlowski, 2001).

La mayoria de las personas seropositivas detectadas en las encuestas
seroepidemiolégicas son asintomadticas o solo tienen lugar sintomas inespecificos
(Smith, et. al, 2009). El enquistamiento de larvas en determinados tejidos origin6
dos entidades clinicas que se conocieron en el humano como Sindrome de Larva
Migrans visceral (SLMV) y Sindrome de Larva Migrans ocular (SLMO) (Wilder,
1950; Beaver, et. al, 1952). En vista de las diferencias encontradas entre el nimero
de reportes sobre SLM y la alta seroprevalencia hallada tanto en adultos como en
nifios, llevd al reconocimiento de dos nuevas formas, basadas en un patroén clinico
y diagnostico, designadas como Toxocariosis comun de los adultos (Glickman, et.
al, 1987) y Toxocariosis encubierta de los nifios (Nichols, 1956; Biglan, et. al,
1979; Bass, et. al, 1983, 1987; Taylor, et. al, 1987, 1988; Magnaval, et. al, 1994).
Ambas formas describian el mismo sindrome pero en franjas etarias diferentes
(Smith, et. al, 2009). Recientemente, se unificaron los criterios diagndsticos,
estandarizando la denominacién de la enfermedad bajo el nombre de Toxocariosis,
con tres entidades clinicas reconocidas como Larva Migrans Visceral (LMV),
Toxocariosis ocular (TO) y Toxocariosis encubierta (TE) (Smith, et. al, 2009). Se
reportaron otras formas de presentacion asociadas con déficit neuropsicologico,
epilepsia, asma y manifestaciones cutdneas (Woodruff, et. al, 1966; Glickman, et.
al, 1979; Critchley, et. al, 1982; Marmor, et. al, 1987; Arpino, et. al, 1990;
Rosenblatt, et. al, 1991; Glickman, et. al, 1993; Nicoletti, et. al, 2002, 2007, 2008;
Akyol, et. al, 2007; Finsterer & Auer, 2007; Bede, et. al, 2008; Gavignet, et. al,
2008; Quet, et. al, 2008).

Debido a los altos porcentajes de contaminacién del suelo con huevos
de Toxocara spp. y a la seroprevalencia de Toxocariosis humana hallada en
distintos paises, se sugiri6 que el suelo es el indicador mas directo del riesgo de

infeccion humana (Schantz & Glickman, 1981; Barriga, 1988; Agudelo, et. al, 1990;
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Minvielle, et. al, 1999; Mizgajska, 2001). En espacios publicos donde los animales
tienen acceso y pueden eliminar al ambiente huevos de Toxocara spp. a través de
las heces, existe un mayor riesgo de contacto con suelos contaminados (Schantz, et.
al, 1980; Glickman, et. al, 1981; Worley, et. al, 1984; Alonso, et. al,, 2000). Esto ha
sido particularmente estudiado en zonas urbanas por diversos autores
(Sommerfelt, et. al, 1992; Minvielle, et. al, 1993; Mizgajska, 2001; Capuano, et. al,
2005; Paquet-Durand, et. al,, 2007).

También se ha demostrado que la tenencia de caninos como mascotas
en los hogares, representa un factor de riesgo para la infeccion humana por T.
canis, (Schanz, et. al, 1979, 1980; Glickman, et. al, 1981; Holland, et. al,, 1995; Fan,
et. al, 2004; Chiodo, et. al, 2006; Gonzalez-Quintella, et. al, 2006) y se ha
comprobado la presencia de huevos infectantes de Toxocara spp. en el pelaje de
caninos y felinos (Hasslinger, et. al, 1973; Wolfe & Wright, 2003; Regosz, 2007;
Aydenizo Zkayhan, et. al, 2008; Roddie, et. al, 2008; Overgaauw, et. al, 2009;
Amaral, et. al, 2010; El-Tras, et. al, 2011). Son necesarios estudios que permitan
estimar y cuantificar el riesgo que representa este posible modo de transmision,
dado que se postula que el habito de autolamido y de “rolling” o rolamiento de los
animales en el suelo, podria predisponer a la autoinfeccion en lugares altamente

contaminados (Overgaauw, et. al,, 2009).

En estudios epidemioldgicos recientes, Paludo, et. al, (2007); Won, et.
al, (2008); Jarosz, et. al, (2010) y Mircean, et. al, (2010) demostraron la tenencia
de felinos como factor de riesgo de adquirir parasitos y, especialmente, T. cati.
Mircean, et. al, (2010), ademas indico la edad del gato menor o igual a un afio, que
habiten dareas rurales y que permanezcan en el exterior de la vivienda.
Justificandose estos hallazgos con un menor control antihelminticos, menor
frecuencia de recoleccién de las heces y mayor exposicion a hospedadores
paraténicos (Mircean, et. al, 2010). En contraposicion, Rubinsky-Elefant, et. al,
(2008), determinaron que la tenencia de gatos en viviendas rurales representa un
factor protector debido a que la presencia de los mismos desplaza a los caninos. Si
bien podria reducir el riesgo de infeccién por T. canis, podria aumentar la

exposicién a T. cati.
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El ser humano adquiere la infeccién como consecuencia de la ingesta
accidental de huevos de Toxocara spp. en su estadio larval (L3), (Glickman, et. al,
1979; Schantz & Stehr-Green, 1988; Schantz, 1989; Overgaauw, 1997b), el parasito
dentro del mismo no puede completar el ciclo evolutivo (Fenner, 1982; Nelson,
1988; Esch & Fernandez, 1993; Overgaauw, 1997b) y al igual que ocurre en los
hospedadores paraténicos, la larva sigue la via somatica de migraciéon (Girdwood,

1986; Overgaauw, 1997b; Magnaval, et. al, 2001).

Se ha observado, en estudios realizados en personas, que la prevalencia
de serologia positiva a Toxocara spp. varia en un rango amplio alrededor del
mundo (entre el 2 al 93 %). Las mayores seroprevalencias han sido detectadas en
nifios residentes en areas rurales de paises tropicales y subtropicales (Nelson, et.
al, 1996; Nunes, et. al, 2000; Chiodo, et. al, 2006; Rubinsky-Elefant, et. al, 2010).
Estudios epidemiolégicos realizados en estas zonas revelaron que la edad (entre 5
y 14 afios) es un factor de riesgo (Rubinsky-Elefant, et. al, 2008). Esto se deberia a
que los habitos de higiene serian menores en esta franja etaria, y a
comportamientos de pica y/o geofagia (ingestion de tierra, arena), (Despommier,

2003; Rubinsky-Elefant, et. al, 2010).

Mizgajska, (1997) y Luzna- Lyskov, (2000) observaron en el centro de
la Ciudad de Poznan, donde se concentraba la mayor prevalencia de huevos de
Toxocara spp. en suelo (38 al 53 %), una seroprevalencia de Toxocariosis en nifios
tres veces mas alta que en los nifios (2.4 %) de la poblacion general de Poznan. El
bajo status socioecon6émico, carencias sanitarias y bajo nivel educativo de los
padres de la familia han sido reportados como indicadores o factores de riesgo de
exposicién a Toxocara spp. en determinadas comunidades (Herrmann, et. al, 1985;
Sadjjadi, et. al, 2000, Baboolal & Rawlins, 2002; Campos Junior, et. al, 2003; Fan,
et. al, 2004; Gonzalez-Quintella, et. al, 2006; Congdon & Lloyd, 2010). La
enfermedad también afecta a personas adultas como fuera descripto por Magnaval,
et. al, (1983), y son relativamente frecuentes en el este de Asia, debido al habito de
consumo de visceras y carne de hospedadores paraténicos, en forma cruda (Akao

& Ohta, 2007).

Glickman y Schantz (1981) sugirieron en T. canis que la dosis critica de

infeccion en la cual es mas probable la ocurrencia de LMV se encuentra entre las
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100 y 200 larvas. La LMV ocurre generalmente en nifios de 2 a 7 afos y suele
presentarse con fiebre, sintomas respiratorios menores (tos, disnea y
broncoespasmo) asociados con la migraciéon de las larvas, hepatomegalia, dolor
abdominal y disminucién del apetito. Los hallazgos de laboratorio incluyen
hipergammaglobulinemia, incrementos de los titulos de isohemaglutininas Ay B a
antigenos de grupo sanguineo, anemia, leucocitosis, marcada eosinofilia (Jacob, et.
al; 1994) y serologia positiva a Toxocara spp. La tos cronica es a veces observada
en los nifios (Bede, et. al, 2008); siendo comun en la LMV la presencia de
silibancias y manifestaciones asmatiformes, aunque no esta claro si la infeccion por
Toxocara spp. predispone al asma (Desowitz, et. al, 1981; Chan, et. al, 1991; Buijs
et. al, 1994a, 1997; Minvielle, et. al, 1999a; Sharghi, et. al, 2001; Gonzalez-
Quintella, et. al,, 2006; Ferreira et. al,, 2007; Cooper, 2008; Fernando, et. al, 2009).

El higado es reconocido, en la infeccién por T. canis, como la viscera mas
comunmente afectada, presentando granulomas tipicos con células gigantes
multinucleadas y células epitelioides rodeando restos necroéticos, o material
amorfo eosinofilico. Eosinoéfilos y células mononucleares rodean las capas externas
de los granulomas (Musso, et. al, 2007). En la tomografia computada hepatica las
lesiones suelen ser nodulos escasamente definidos (Lim, 2008) que pueden ser
confundidos con metastasis cancerosas (Ohta, et. al, 2009). Raramente se ha
observado colecistitis eosinofilica (Yoshiji, et. al, 2007), ascites (Cruz, et. al., 2008)
o grandes masas en el intestino (Georgiou, et. al, 2007). La manifestaciones
cutaneas de la Toxocariosis humana, se han descripto con prurigo crénico, prurito,
urticaria, eczema y vasculitis. Otros signos menos frecuentes incluyen miocarditis
(Gavignet, et. al, 2008; Prunier, et. al. 2001), sindrome nefrotico (Shetty & Avilés,
1999) y artritis (Rayes & Lambertucci, 2001). En el sistema nervioso central se ha
reportado meningitis eosinofilica, encefalitis, mielitis, vasculitis cerebral y neuritis
Optica, y en el sistema nervioso periférico, radiculitis y paralisis del nervio craneal
(Finsterer & Auer, 2007). Las manifestaciones patoldgicas detectables por analisis
de laboratorio se encuentran presentes en el sindrome de LMV, no asi en la TO
(Zinkham, 1978; Glickman, et. al, 1987; Gillespie, et. al, 1993). Hay autores que

citan a T. cati como el principal responsable de TO (Niec, 1980).
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La Toxocariosis ocular generalmente afecta a nifios a partir de los 7,5
afios (Taylor, 2001) y menores de 16 afios, (Brown, 1970) pero también ha sido
diagnosticada en adultos (Raistrick & Dean Hart, 1975; Dean-Hart & Raistrick,
1977). En la mayoria de los pacientes la lesion es unilateral (Taylor, 2001) y los
sintomas mas comunes son el estrabismo, disminucién de la vision y leucoria. La
presencia de un granuloma periférico en el polo posterior de la retina y
endoftalmitis, queratitis y cataratas son las presentaciones habituales. Las lesiones
en la retina pueden llevar a la atrofia éptica, estrechamiento de las arterias de la
retina y degeneracion epitelial pigmentaria difusa (Sabrosa & de Souza, 2001). El
diagnostico suele realizarse por la presencia de sintomas y se confirma por la
deteccion de anticuerpos especificos. Estos anticuerpos suelen ser indetectables en
el suero de los pacientes con TO (Sharkey & McKay, 1993), posiblemente debido a
la baja carga de parasitos en estas infecciones (Schantz, 1989). Se consideran de
valor diagndstico los titulos en el suero, aunque no hay consenso acerca de los
titulos de corte. Dado que pueden detectarse anticuerpos también en el humor
acuoso (Felberg, et. al, 1981), es conveniente la comparacion de los valores en
suero y humor acuoso en muestras obtenidas del paciente en forma simultdnea
(De Visser, et. al, 2008). Las manifestaciones sistémicas y oculares de la
Toxocariosis rara vez han sido reportadas conjuntamente en los mismos pacientes

(Rubinsky-Elefant, et. al, 2006; Da Silva, et. al,, 2008; Paul, et. al, 2009).

La TE (Taylor, et. al, 1987, 1988) se asoci0, en nifios, con fiebre, cefalea,
cambios de comportamiento y trastornos del suefio, tos, anorexia, dolor
abdominal, hepatomegalia, nduseas y vomitos, con o sin eosinofilia. En adultos,
ademas puede observarse disnea crénica y debilidad, erupcién cutdnea y prurito.
La presencia de eosinofilia es variable pero presentan aumento de los niveles de
IgE y titulos moderados de anticuerpos especificos para Toxocara (ELISA = 1: 50)

(Smith, et. al, 2009; Rubinsky-Elefant, et. al, 2010).
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EL RATON COMO MODELO EXPERIMENTAL

La seleccion del modelo animal que represente la enfermedad en el
hombre debe fundamentarse en similitudes de las caracteristicas inmunolégicas,
fisioldgicas, anatémicas y/o metabdlicas. La eleccion depende de la hipdtesis a
contrastar, que implica la utilizacion de modelos simples, donde se estudia un
aspecto de la enfermedad o modelos mas complejos que buscan imitar las
caracteristicas de la infeccion natural en el hombre. En ambas circunstancias,
deben proveer nuevo conocimiento acerca del sistema natural animal hospedador-
parasito (Boes & Helwigh, 2000). Muchos vertebrados son utilizados como
modelos de laboratorio para el estudio de enfermedades humanas,
proporcionando informacidn relevante sobre la fisiopatologia, la inmunologia de la

infeccion o el comportamiento clinico de la enfermedad.

Numerosos modelos experimentales se utilizaron para estudiar la
patogénesis de Toxocara spp. (Sprent, et. al, 1952; Done, et. al, 1960; Ronéus, 1966;
Zyngier, 1974; Olson, et. al, 1966; Tomimura, et. al, 1976; Kayes & Oaks, 1978;
Pond & Houpt, 1979; Prokopic & Figallova, 1982; Glickman, et. al, 1983; Abo-
Shehada, et. al, 1984; Nakamura, et. al, 1991; Dubinsky, et. al, 1995; Basualdo
Farjat, et. al, 1995; Wang Guang Xi, et. al, 1998; Helwigh, et. al,1999; Sommerfelt,
et. al, 1996, 2001, 2002, 2004, 2006).

Los ratones de laboratorio tienen su origen en la cria selectiva del raton
doméstico Mus musculus. La amplia variabilidad genética lograda con los sucesivos
cruzamientos, el facil manejo y bajo costo de mantenimiento comparado con otras
especies de mayor tamafio, promovieron el auge mundial del uso del ratén como
modelo animal en los laboratorios para pruebas de diagnoéstico e investigacion. Las
caracteristicas de la cepa endocriada BALB/c, con su pequeio tamafio,
susceptibilidad a agentes quimicos y bioldgicos, y vida util relativamente corta,
hacen de este animal un modelo apropiado para investigacion en diversas

disciplinas y excelentes para el uso en ensayos cronicos.

El ratén en la Toxocariosis cumple la funcién de hospedador paraténico
natural en el ciclo de vida del parasito, como asi también resulta un buen sistema

para reproducir la forma sistémica de la enfermedad, permitiendo ampliar los
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conocimientos sobre la patogenia y la inmunologia (Schantz, 1989; Dubinsky, et.
al, 1995; Boes & Helwigh, 2000). Muchos estudios experimentales sobre la
infeccion por T. canis han sido realizados en distintas cepas murinas, tales como
BALB/c, C57BL/c, CBA/] y C57BL/6] (Dunsmore, et. al, 1983; Epe, et. al, 1994;
Skerret & Holland, 1997; Pinelli, et. al, 2001; Fok, 2002). Guillén, et. al, (1990),
indicaron que en la cepa BALB/c, 1a migracion larvaria de T. canis es mas rapida en

relacion a otras cepas. (Fig. 10)

Fig. 10. Raton BALB/ c utilizado en la experimentacion con T. cati.

Kayes y Oaks (1976) plantearon la existencia de un umbral dosis
respuesta en infecciones experimentales con T. canis, con un efecto de saturaciéon
de 6rgano a dosis crecientes de larvas. Kayes, (1997), en T. canis, demostré que las
larvas se distribuian en el organismo del ratén dentro de las 24-72 h, migrando al
higado y pulmoén y luego al resto del organismo. Hrckova, et. al, (2001), reportaron
que las larvas de T. cati se distribuian en la cepa murina C57BL/6 dentro de las 12

a 72 hs., con equivalente distribucidn a la observada por Kayes, (1997).

Durante la ultima década se orientaron nuevas perspectivas de estudio
sobre T. cati, a partir de su participacién reconocida en la Toxocariosis ocular.
(Petithory et al. 1993; Sakai, et. al, 1998; Akao, et. al, 2003; Fisher, 2003;
Rubinsky- Elefant, et. al, 2010) Nuevos reportes sobre el patréon migratorio de T.

cati fueron publicados por distintos autores en gerbos (Akao, et. al, 2003; Santos,
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et. al, 2009) y en ratas (Santos, et. al, 2009; Zibaei, et. al, 2010c), con resultados
en las ratas muy similares a los hallados en ratones en estudios previos (Sprent,
1956; Dubey, 1968; Okoshi & Usui, 1968; Mossalam, et. al, 1971; Prokopic &
Figallova, 1982; Schon & Stoye, 1986; Hrckova, et. al, 2001).

La literatura cientifica presenta escasos trabajos sobre T. cati,
careciendo de un estudio integral que abarque los distintos aspectos de la
parasitosis (patron migratorio, patogenia y respuesta inmune) en un mismo
modelo animal. El conocimiento conjunto de estos aspectos y las relaciones entre
ellos permitirdn comprender el comportamiento de la enfermedad en especies

animales y responder a muchos interrogantes sobre la Toxocariosis humana.
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PATOGENIA DE Toxocara spp.

En la mayoria de las infecciones helminticas, la defensa del organismo
estd mediada por una respuesta especial de citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos del isotipo IgE, que se adhieren a la superficie de los helmintos,
atrayendo eosinofilos. La activacion de los eosinéfilos promueve la degranulacién y
liberacién de enzimas liticas contra el parasito. Estas células pueden combatir mas
eficazmente a los helmintos que otros leucocitos. La proteina basica principal de
los granulos de los eosindfilos resulta mas toxica para los vermes que las enzimas
proteoliticas y derivados reactivos del oxigeno producidos por neutréfilos y

macrofagos. (Abbas, et. al., 1995)

Durante la migracion, las larvas de Toxocara spp. liberan antigenos
solubles frente a los cuales mediadores tempranos de la respuesta inmune innata
estimulan la migraciéon de neutréfilos y a la subpoblaciéon de linfocitos Th2 a
secretar citokinas inductoras de la respuesta inmune humoral y el desarrollo y
activaciéon de eosinéfilos (Del Prete, 1991; Resnick & Weller, 1993; Ying, et. al,
1997; Lukacs & Tekkanat, 2000).

Esta respuesta es la manifestacion visual de la reaccién granulomatosa
observada frente a las larvas migrantes de Toxocara spp., pero resulta ineficiente
debido al desprendimiento periédico de la epicuticula y al cambio de los antigenos
larvarios, otorgandole resistencia al ataque celular y por anticuerpos (Jones, et. al,
1994). El inconveniente para estudiar las caracteristicas de la formacion de la
lesiéon granulomatosa en torno a las larvas de Toxocara spp. ha sido la dificultad de
conocer la antigiiedad de la lesion (Rockey, et. al, 1979). La larva tiene la
capacidad de emigrar del encapsulamiento de un granuloma, por lo que no es
posible asegurar que su formacion se corresponda al tiempo ocurrido desde el
inicio de la infeccion (Girdwood, 1986). Otros autores sugieren que la respuesta
celular comienza rapidamente cuando la larva detiene su migracion o muere
(Takayanagi, et. al, 1999); aunque ha sido demostrado que la presencia de larvas o
sus restos no necesariamente esta presentes dentro del granuloma (Kayes & Oaks,

1978; Ghafoor, et. al, 1984; Watzke, et. al,, 1984).
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La composicién del granuloma y la manifestacién macroscépica de las
lesiones difiere segiin el modelo animal utilizado (Fenoy, et. al, 2001). Sprent,
(1952), en el raton, clasifico especies de la familia Ascarididae en no encapsuladas

y encapsuladas, dentro de las cuales ubicé a especies del género Toxocara.

En la infeccion del raton BALB/c con T. canis, Pinelli et. al, (2007)
refirieron induccién de la respuesta inmune de tipo Th2, con incrementos en los
niveles de la IgE total y eosinofilia. En los tejidos, las lesiones microscopicas
coincidieron con la presencia de infiltrados de linfocitos, neutroéfilos y eosindéfilos.
Otros autores postularon la activacion de ambas respuestas, Th1 y Th2 frente a T.
canis en la misma cepa murina, con predominio de la dltima (Guillén, et. al, 1990;

Bardon, et. al, 1994; Sugane, et. al, 1996; Dent, et. al, 1999).

Esta respuesta parece ser ineficiente en la eliminacién de las larvas, las
que pueden sobrevivir en los tejidos por largos periodos de tiempo y re-migrar
(Parsons, et. al, 1993). Kayes & Oaks, (1976), observaron que en la respuesta
temprana a la migracién larvaria en el ratén, la induccién de la respuesta TH2
comienza desde las 24 hs. P.i. Kayes, et. al, (1985), refirieron que la intensidad de
la respuesta inflamatoria e inmunolégica murina frente a Toxocara spp. era dosis
dependiente y que existia un umbral de infeccidn, en el cual, a muy bajas dosis de
huevos larvados, podia ser necesario un mayor tiempo para observar alguna

respuesta.

El porqué la respuesta inflamatoria finaliza o se mantiene estable se
debe a un aparente efecto inhibidor de la reaccién inflamatoria o con actividad
antiproliferativa de células efectoras de la respuesta inmune del hospedador ante

la presencia del parasito (Owhashi, et. al., 2000).
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RESPUESTA INMUNOLOGICA DE LA INFECCION POR
Toxocara spp.

Durante la migracidn, las larvas de Toxocara spp. producen un mosaico
de moléculas altamente antigénicas derivadas de su metabolismo (Smith, et. al,
1982). Estos antigenos, denominados excretores secretores (TES), han resultado
de utilidad en el diagnostico seroldgico de la enfermedad en humanos, dada la
dificultad de la deteccién de las larvas en los tejidos, el comportamiento subclinico

de la enfermedad y la inespecificidad de la sintomatologia (Noordin, et. al, 2005).

Algunos componentes de los TES son inespecificos y puede observarse
moderada reactividad cruzada con otros parasitos e incluso con determinantes
proteicos comunes a otras enfermedades (Cypess, et. al,, 1977; Cypess & Glickman,
1978; Bach’Rizzatti, 1984; Maizels, et. al, 1984, Speiser & Gottstein, 1984; Lynch,
et. al, 1988; Chieffi, et. al, 1990; Jacquier, et. al, 1991; Lescano, et. al,, 1998; Nunes,
et. al, 1997; Yamasaki, et. al, 2000; Anaruma, et. al, 2002; Campos Junior, et. al,
2003).

De todos los antigenos constitutivos larvarios, son los que poseen
mayor especificidad para fines diagndsticos (De Salvigny, et. al, 1979; Glickman &
Schantz, 1985; Magnaval, et. al, 1991) y se han minimizado las reacciones cruzadas
a través de la absorcién previa de los sueros con extractos antigénicos de Ascaris
suum, A. lumbricoides y de otros nematodes, cestodes y protozoarios (Lynch, et. al,
1988; Camargo, et. al, 1992; Chieffi, et. al, 1995; Nunes, et. al, 1999; Rubinsky-
Elefant, et. al, 2006; Roldan & Espinoza, 2009). Existen Kits comerciales a base de
TES de Toxocara spp. para el diagndstico en humanos, y en su mayoria consisten en
test de ELISA (Jacquier, et. al, 1991). El inconveniente de la aplicacién universal de
estos Kits reside en que la especificidad de los TES, evaluada en paises nérdicos es
mayor a la observada en los paises del trépico, en areas donde el poliparasitismo
es endémico, aumentado la posibilidad de reacciones cruzadas y disminuyendo la
validez diagnéstica de la prueba (Lynch, et al, 1988; Jacquier, et. al, 1991;
Rahmabh, et. al, 2005; Smith & Noordin, 2006; Watthanakulpanich, et. al, 2008). En

estos paises los kits comerciales no son aplicables (Smith, et. al, 2009).
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Los modelos murinos han sido utilizados para estudiar Ia
inmunopatologia de la Toxocariosis, con fines diagndsticos. La cepa murina
utilizada y la dosis infectiva de huevos embrionados administrados por ratén son
criterios importantes para determinar la calidad y cantidad de respuesta
inmunitaria frente a este helminto. (Glickman, et. al, 1986; Kayes, et. al,, 1985; Van

Knappen & Buijs, 1993; Cuéllar, et. al, 2001)

Si bien los TES inducen una respuesta de tipo TH2, la muerte de larvas y
liberacion de antigenos somaticos inducen una respuesta de tipo TH1 (Minvielle,
1997). Cuéllar, et. al, (2001), indicaron que la cepa BALB/c, inmunolégicamente,
presenta una respuesta de anticuerpos mucho mayor en relaciéon a otras cepas

(C57BL/10; C3H).

Havasiova-Reiterovj, et. al,, (1995) estudiaron el comportamiento de la
IgG frente a la infeccion con distintas dosis de huevos larvados de T. cati y T. canis
en la cepa murina C57BL6/], obteniendo una respuesta precoz y superior al punto
de corte establecido a partir de los 1000 huevos larvados administrados. A igual
dosis de indculo, los autores sugirieron menor inmunogenicidad de T. cati en

relacion a T. canis.

En humanos, la IgE es una inmunoglobulina especifica marcadora de la
migracion tisular de parasitos (Smith & Kennedy, 1993) y su incremento en IgE-
TES-ELISA (Magnaval, et. al, 1992; Smith, 1993, Smith & Kennedy, 1993) ha sido
observado en pacientes con signos clinicos compatibles con Toxocariosis. También
fue considerada para el seguimiento de la eficacia de los tratamientos (Genchi, et.
al, 1986; Golab & Dzenski, 1993; Magnaval, et. al, 2002). Los reportes sobre
cinética de anticuerpos IgG e IgM en respuesta a la infeccién por T. canis son
escasos, y casi inexistentes referidos a T. cati. Este aspecto es relevante en cuanto
al consenso sobre la puesta a punto de las técnicas de diagnéstico de Toxocariosis,

que aun no estan estandarizadas (Smith, et. al, 2009).

La especificidad del ELISA se ha intentado mejorar, a nivel
experimental, con el uso de antigenos recombinantes especie especificos en la
deteccion de IgG (Yamasaki, et. al, 2000; Coelho, et. al, 2005; Wickramasinghe, et.
al, 2008; Mohamad, et. al, 2009), y de subclases IgG2 (Watthanakulpanich, et. al,
2008) e IgG4 (Noordin, et. al, 2005; Rahmah et. al, 2005). Recientemente, Zibaei,
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et. al, (2010b), han desarrollado un anticuerpo monoclonal especifico de T. cati,
que no presentd reacciones cruzadas con otros helmintos y fue capaz de detectar

muy bajas concentraciones de antigeno en suero, a través de un ELISA de captura.

A pesar de la existencia de estos estudios con metodologias mas
sofisticadas de biologia molecular, las bases de un conocimiento integral sobre el
comportamiento inmunoldgico de la infecciéon por Toxocara spp. continda siendo
limitado en la literatura cientifica (Smith, et. al, 1993). Comprender y diferenciar
infecciones agudas y cronicas, y la implicancia real de las dosis de huevos ingeridos
en la precocidad de una respuesta inmune detectable y en la persistencia de
anticuerpos circulantes, optimizaria esfuerzos referidos al diagnostico de la

enfermedad humana.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipdtesis

X/
L X4

0

X/
£ %4

El proceso migratorio de Toxocara cati en hospederos paraténicos, observado
a través de la recuperacion de las larvas de los distintos 6rganos y tejidos se
podra observar mediante la inoculacion experimental del modelo animal

murino.

La inoculaciéon experimental en el modelo animal de laboratorio con
diferentes dosis de huevos larvados de Toxocara cati permitira establecer el

umbral necesario para la respuesta a la infeccion en el hospedero paraténico.

La respuesta del modelo animal a las dosis de indculo administrado permitira
extrapolar a la contaminacién ambiental y predecir el riesgo para el ser

humano con la presencia del parasito en su forma infectiva.

La inoculacién experimental permitira evaluar las lesiones histopatologicas

que puede producir T. cati durante su migracién somatica.

El estudio de la respuesta inmune con dosis elevadas de inoculo, permitira
evaluar el desarrollo del proceso inmunolégico, a través de la produccién de

anticuerpos especificos en un menor tiempo de infeccién.

La inoculacion experimental en el modelo elegido aportara informacion sobre
la relacién hospedador-parasito pudiendo extrapolarse los resultados a lo
que sucede en la infeccion en el hombre y comparar con lo que sucede con

Toxocara canis.

Objetivo general

Estudiar en el hospedero paraténico murino la patogénesis de Toxocara catiy

sus implicancias epidemiologicas.
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Objetivos especificos

1. Desarrollar la infeccién experimental en ratones con huevos larvados de

Toxocara cati utilizando diferentes dosis de indculo.

2. Establecer el patron migratorio de Toxocara cati en los diferentes 6rganos y

tejidos, en la etapa aguda y croénica de la infeccion.

3. Analizar la respuesta obtenida de las diferentes dosis inoculadas y definir el

umbral dosis- respuesta migratoria.

4. Estudiar la respuesta histopatolégica en los érganos y tejidos involucrados

en el proceso migratorio de la larva.

5. Comparar los resultados obtenidos en cuanto a patogenia con lo observado

con el género T. canis y extrapolar al hombre.

6. Definir la respuesta inmunolédgica especifica a T. cati en el hospedero

paraténico infectado experimentalmente con dosis elevadas de indculo.
7. Procesar la informaciéon por métodos estadistico-epidemiologicos.

8. Formular conclusiones y recomendaciones para la prevencién de esta

Z0oonosis parasitaria.
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MATERIALES Y METODOS GENERALES

Obtencion de huevos de T. cati y preparacion del inéculo

Se obtuvieron huevos de T. cati de materia fecal de gatos naturalmente
infectados (Kayes & Oaks, 1978), y se incubaron siguiendo la técnica descripta por
Sommerfelt, et. al, (2002). Los huevos larvados fueron recuperados de la materia
fecal por la técnica de flotacién con solucién azucarada concentrada de Benbrook
(Dolcetti, 1947), y concentrados por la técnica que se desarrollé en esta tesis y que
se publicé posteriormente como produccion de la misma (Cardillo, et. al, 2010). Se
prepararon dosis de 100, 500 y 1000 huevos larvados de T. cati por dilucién 1/5
del in6culo en solucidn fisiolégica y se administré en un volumen final de 0.3 ml.

por raton.
Diserio experimental de la infeccion aguda

Se utilizaron ratones blancos, hembra, cepa Balb/c, entre 20- 25 gr. de
peso, suministrados por el Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de Buenos Aires. Los animales fueron alojados de acuerdo a las
normas éticas de manejo de animales de laboratorio (AVMA, 1993). El protocolo
experimental fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL), Facultad de Cs. Veterinarias, Universidad de

Buenos Aires.

Se realizaron tres pruebas independientes, en cada una de las cuales se
utilizaron 27 ratones como grupo infectado y 3 ratones como grupo control. En
cada prueba se probé una dosis de huevos larvados de T. cati de 100, 500 y 1000,
respectivamente. Los ratones se mantuvieron en ayuno previo de 12 hs.; luego del
cual se les administr6 una dosis unica de indculo. La administracion se realiz6 por
la via bucogastrica, mediante el uso de una sonda rigida. (Fig. 11) La misma fue
posteriormente lavada con 0.3 ml. de solucidn fisiolégica con el fin de arrastrar los
huevos remanentes presentes en el material de inoculaciéon (Kayes & Oaks, 1978;
Dimayuga, et. al, 1991; Chieffi, et. al, 1995; Cox & Holland, 1998; Del Valle Guardis,

et. al, 2002; Fan, et. al, 2003). Los animales controles recibieron 0.6 ml. de
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solucién fisiolégica. Los ratones del grupo infectado fueron sangrados y
eutanasiados de a 3 animales por fecha en los dias 1, 2, 3, 4, 5, 6, 14, 21 y 28 p.i. Los

controles fueron eutanasiados al final de la prueba.

Fig. 11. Administracién del indculo de T. cati en un ratén.

¢ Diserio experimental de la infeccidon crénica

Se utilizaron 18 ratones como grupo infectado y 25 ratones como grupo
control. Se utilizé una dosis de 1000 huevos larvados de T. cati y se procedié de
igual manera que en la etapa aguda en lo referente al manejo de los animales y a la
administracién del in6culo. Tres ratones fueron sangrados y eutanasiados por
fecha p.i. en los dias 35, 42, 63, 84, 105 y 120 p.i. Los controles fueron eutanasiados

al final de la prueba.

+» Evaluacion clinica

Los ratones fueron evaluados clinicamente previo a la infecciéon y
posterior a la misma. Se observé en forma diaria el comportamiento normal de
cada animal en relaciéon a sus pares y al alimento, y la posible presentaciéon de
sintomas o signos de infecciéon. También se considerd el peso alcanzado en el

momento de la eutanasia.
¢ Andlisis coproparasitolégico

Se tomaron muestras de materia fecal de los ratones a las 24 hs. post-

administraciéon del in6culo y se realizé un pool de cada jaula, el que fue analizado
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por la técnica de flotacién con solucién azucarada saturada de Benbrook (Dolcetti,

1947).
¢ Eutanasia y extraccion de muestras

Los ratones fueron anestesiados con la combinacién de xilacina y
Ketamina (AVMA, 1993). Se realizé la extraccion de sangre de cada ratéon por
puncidn intracardiaca para la obtencién de suero y realizacion de frotis sanguineo.
A continuacién, fueron eutanasiados por dislocacién cervical, de acuerdo al
protocolo aprobado por el CICUAL (FCV-UBA). Los ratones fueron pesados
previamente a la necropsia. (Fig. 12) Se extrajeron los siguientes o6rganos y
tejidos: ojo, pulmon, rifidn, higado, corazén, cerebro y carcaza (conformada por
tejido 6seo y muscular, sin érganos ni piel), se pesaron y se dividieron en mitades,
destinandose una para digestion artificial y la otra para estudio histopatolégico. En
los o6rganos pares, uno se destind para digestion artificial y el otro para
histopatologia. La carcaza fue digerida en forma completa y se extrajeron para

histopatologia porciones de los musculos cuadriceps femoral, triceps y lengua.

Fig. 12. Necropsia de raton.
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INTRODUCCION

El comportamiento migratorio de Toxocara spp. ha sido estudiado en el
raton y otras especies animales (Sprent, 1952; Mossalam, et. al, 1971; Tominura,
et. al, 1976; Agnihotri, et. al, 1987; Parsons, et. al, 1989; Sommerfelt, et. al., 2004;
Taira, et. al, 2004). El modelo murino ha sido utilizado con mayor frecuencia para
estudiar diferentes aspectos de la Toxocariosis en el ser humano, muchas veces
por facilidad de manejo y cuidado de los animales y por la posibilidad de obtener
respuestas a corto plazo (Sprent, 1952). Distintos autores demostraron que la ruta
migratoria y la patogénesis de Toxocara spp. observadas en este modelo son
similares en el hombre (Piergili Fioretti, et. al, 1989; Holland & Cox, 2001; Del
Valle Guardis, et. al, 2002).

Sprent (1952), destac6 que el tamafio de los 6rganos del ratén permite
la recuperacion de la totalidad de las larvas de Toxocara spp. presentes en los
mismos y una estimacion mas precisa del numero total de larvas recuperadas por
animal en funcién de la dosis administrada. Oshima, (1961), observé que mas de la
mitad de los huevos embrionados pasan por el tracto digestivo del ratén sin
eclosionar. El factor mas importante parece ser el tiempo de vaciado del tracto
gastrointestinal. Cuanto mayor es el tiempo de permanencia de los huevos en el

intestino, entre un 15 a un 20 % mas de los huevos eclosionaran.

La migracion larvaria y la respuesta inmunopatolégica inducida
depende del modelo animal y la cepa utilizada (Sugane and Oshima, 1983; Bardon

Iglesias, 1992; Cuellar et. al, 2001; Fan et. al,, 2003).

Hrckova, et. al, (2001), demostraron que las larvas de T. cati se
distribuian en el organismo del ratén migrando al higado y pulmén. Luego de una
semana, aumentaba la acumulacién en el cerebro y principalmente en el musculo.
Similares resultados fueron observados por Sprent, (1956), y Prokopic y Figallova,

(1982), con diferentes dosis de inéculo.
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MATERIALES Y METODOS

Digestion artificial

Las muestras tisulares de los tres ratones eutanasiados en cada fecha
p.i. fueron procesadas en forma individual. La recuperacion de larvas de T. cati se
realizé por la técnica de digestién artificial rapida descripta por Gamble, et. al,
(2000). Se realizaron sucesivas sedimentaciones de las muestras con agua
destilada, de 60 minutos cada una, hasta obtener un volumen de material
concentrado en 0.3 ml. Se realiz6 un extendido del material en un portaobjetos y se
observo en microscopio Optico (4x). Se contabilizé la totalidad de larvas presentes
en el volumen indicado y se realiz6 un promedio de las larvas encontradas por

tejido, de los tres ratones analizados.

+* Analisis estadistico

La recuperacion de larvas se inform6 como el valor promedio hallado
en los tejidos y o6rganos de los ratones eutanasiados en cada fecha p.i. Para
determinar si la distribucion de los datos cumplia con los supuestos de normalidad
y homogeneidad de variancias, se aplicaron las pruebas de normalidad de Shapiro-
Wilks y Box and Whisker plot, y el test de Bartlet, respectivamente. En los casos en
que los datos no cumplieron dichos supuestos se realizé un analisis de variancias
mediante herramientas de estadistica no paramétrica, previa transformacién rank
de los datos (Kruskal-Wallis). Se realiz6 la particiéon posterior por la técnica de
contrastes polinomiales cuando se demostr6 relacion significativa entre las

variables.

En los resultados de la carcaza, debido a la tendencia lineal de los datos,
se aplicd el analisis de regresion cuadratica. Se establecié un nivel de significacion
estadistica p<0,05.

Para el analisis estadistico se utilizo el software Statistix 7 y el

OriginPro 7.5, para la elaboracion de graficos.
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RESULTADOS

Etapa aguda de la infeccion

De la observacion clinica diaria de los animales se pudo advertir que no
presentaron modificaciones en el comportamiento y en el orden jerarquico frente a
sus pares, como tampoco signos clinicos durante el transcurso de la infeccion. El
peso promedio de los ratones infectados no difirié del peso promedio del grupo
control. En las heces se observaron huevos eclosionados de T. cati, con ausencia de

larva en su interior.

Tesis Doctoral Natalia M. Cardillo 46



Patrén migratorio

¢ Recuperacion de larvas con indculos de 100 huevos larvados de T. cati
administrados por raton.

Tabla 1. Promedio y rango de recuperaciéon de larvas en tejidos y 6rganos de ratones
infectados con 100 huevos larvados de T. cati, segin fecha post-administracion del
indculo.

Fecha p.i. (dias) Higado Pulmén Carcaza
20
1 (16 -23)* ' 0
) 14 10 2
(10 -18) (8-12) (1-2)
3 8 7 15
(5-10) (5-9) (10 - 18)
A 2 1 18
(1-3) (0-1) (15 - 20)
. ] ] 23
(19 -26)
33
6 ' (29 - 38)
36
14 ' ' (32 - 40)
42
21 ) ) (37 - 45)
1 48
28 (0-1) ) (41-52)

*Rango de recuperacion ( - ).

Fig 13. Promedio de larvas totales recuperadas en higado, pulmén
y carcaza de ratones infestados con 100 huevos larvados de T. cati,
en funcion del tiempo. (Etapa aguda)
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R/

administrados por raton.

¢ Recuperacion de larvas con inéculos de 500 huevos larvados de T. cati

Tabla 2. Promedio y rango de recuperacién de larvas en tejidos y 6rganos de ratones
infectados con 500 huevos larvados de T. cati, segin fecha post-administracion del

inéculo.
Fecha p.i. (dias) Higado Pulmén Cerebro Rifi6n Carcaza
126 3 5
1 (111 -155)* (0-6) 0 0 (4-5)
91 71 8
2 (85-101) (36 -98) 0 0 (5-10)
3 40 54 1 2 74
(33-48) (40 - 64) (0-3) (0-2) (61-96)
4 23 11 1 4 101
(17-30) (8 -15) (0-2) (0-8) (95-109)
5 8 10 1 2 128
(6-11) (0-18) (0-2) (0-4) (124 - 135)
6 3 1 2 0 159
(0-6) (0-2) (0-4) (150 - 165)
6 2 162
14 (3-8) 0 (0-4) 0 (153-173)
1 184
21 (0-2) 0 0 0 (175-192)
28 2 0 0 0 239
(0-6) (215 -263)
*Rango de recuperacion (-).
Grafico 14. Promedio de larvas totales recuperadas en rifién, higado, pulmén,
cerebro y carcaza de ratones infectados con 500 huevos larvados de T. cati,
— 240 4 en funciéon del tiempo. (Etapa aguda)
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¢ Recuperacion de larvas con inéculos de 1000 huevos larvados de T. cati
administrados por raton.

Tabla 3. Promedio y rangos de recuperaciéon de larvas en tejidos y 6rganos de ratones
infectados con 1000 huevos larvados de T. cati, segin fecha post-administracién del
indculo.

Fecha p.i. (dias) Higado Pulmon Cerebro Carcaza
1 86 ] ] 2
(49-122)* (0-3)
5 87 72 ) 29
(81-94) (56-88) (0-57)
3 ) 18 4 130
(0-36) (0-8) (66-193)

4 ) 8 1 169
(6-10) (0-2) (122-216)

5 ] ] 2 193

(0-6) (50-336)

2 230
6 i 1 (0-4) (213-247)

7 18 7 3 251
(15 - 21) (5-8) (2-4) (204 - 298)

14 10 2 4 246
(8-12) (0-3) (4-4) (229-263)

21 15 ] 6 305
(4-26) (6-6) (276-333)

28 8 ) 6 343
(6- 10) (4-8) (361 - 425)

*Rango de recuperacion (-)

Fig. 15. Recuperacion de larvas totales de tejidos de ratones infectados
con 1000 huevos larvas de T. cati, en funcion del tiempo. (Etapa aguda)
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< Recuperacion de larvas en el higado

En el higado, se observaron diferencias altamente significativas en la
recuperaciéon de larvas entre las fechas post-inoculacién, en cada una de las dosis
de inoculacién empleadas. (Tabla 4) El comportamiento de la curva se explicoé por
una tendencia significativa de tipo cuadratico que podria describir el inicio de la
infeccion y cubico hacia el final de la prueba. El descenso de la curva fue
significativamente lineal en la dosis 100 y 500. Las maximas recuperaciones fueron
en los dias 1y 2 p.i. en las tres dosis y se recuper6 nuevamente en el dia 28 en las

dosis 100y 1000.

Tabla 4. Andlisis estadistico de la recuperaciéon de larvas de T. cati en higado de
ratones infectados experimentalmente con tres dosis diferentes de huevos
larvados.

Componente Componente Componente
Dosis KW
cuadratica lineal cubica

100  X2=24,81;p<0,01 F=181.79,p<0.01 F=101.65p<0.01 F=49.27, p<0.01
500  X2=24.22,p<0.01 F=39.98, p<0.01 F=155.11,p<0.01 F=19.58 p<0.01

1000 X?=14.77,p<0.01 F=42.61,p<001 - F=12.18, p< 0.01

% Recuperacion de larvas en pulmon

La recuperacion de larvas en funcion del tiempo fue altamente
significativa en las tres dosis inoculadas, con una recuperacion maxima de larvas
en los dias 2 y 3 p.i. (tabla 5). La curva presenté un comportamiento cuadratico
significativo al comienzo de la infeccién y posteriormente tendencia lineal en las
dosis de 100 y 500. En la dosis 1000, se observo similar comportamiento de la

curva, pero la componente cuadratica no resulté significativa.
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Tabla 5. Andlisis estadistico de la recuperacion de larvas de T. cati en pulmén de
ratones infectados experimentalmente con tres dosis diferentes de huevos
larvados.

Dosis KW CompO{lf?nte Componente lineal
cuadratica
100 X2= 23,98, p<0,01 F=15.12,p< 0.01 F=50.16, p< 0.01
500 X2=23.98;p<0.01 F=8.96,p<0.01 F=52.04, p< 0.01
1000 X2=22.09,p=0.0048 - X2=12.81,p=0.017

< Recuperacion de larvas en rifién

Con dosis 100 y 1000 no se recuperaron larvas del rifién. Con dosis 500,
no se evidencio tendencia significativa en la recuperacion de larvas a lo largo del

tiempo de infeccion (X2=7.5251, p>0.05).

% Recuperacion de larvas en cerebro y ojo

Con dosis 100 no se recuperaron larvas del cerebro. No se observo
tendencia significativa en la recuperacién de larvas en cerebro en funcién del
tiempo con la dosis 500 (X?= 6.13, p>0.05) y 1000 (X2= 13.10, p>0.05). EI mayor
numero de larvas en este tejido, se registré en el dia 28 p.i., en ambas dosis. No se
observaron larvas en el ojo en ningin momento de la infeccion, para las tres dosis

evaluadas.

< Recuperacion de larvas en la carcaza

En la carcaza, un ANOVA paramétrico evidenci6 diferencia significativa en la
recuperacién de larvas entre las fechas post-inoculacién para las tres dosis de
inoculacién, explicada por una tendencia lineal significativa. El ajuste a un modelo
de regresion cuadratica estimado por la funcién que se detalla en la Tabla 6,
mejoro el porcentaje de explicaciéon de la curva, con un r? superior al obtenido con
el modelo lineal. El modelo también evidencia la tendencia a estabilizarse hacia los

28 dias p.i.; observado en la curva del grafico.
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Tabla 6. Analisis estadistico de la recuperacién de larvas de T. cati en musculo de
ratones infectados experimentalmente con tres dosis diferentes de huevos
p.i.larvados.

Dosis ANOVA Funcion Cuadratica r2
100 F=62,08; p< 0.01 Carcaza= 0.56 + 4,18 Ti - 0.09 Tiz 86 %
500 F=129.70; p<0.01 Carcaza= 18,8+ 16,9 * Ti - 0.35 Ti? 80 %
1000 F=13.06; p=0.004 Carcaza= 29.06 + 28.02 Ti - 0.25 Ti? 80 %

Ti: tiempo p.i.

r2: Coeficiente de regresion cuadratica.

Etapa cronica de la infeccion

Tabla 7. Promedio y rango de recuperacién de larvas en tejidos y 6rganos de
ratones infectados con 1000 huevos larvados de T. cati, segin fecha post-
administracion del in6culo.

Fecha p.i. (dias)  Higado Pulmén  Cerebro Carcaza Larvas Totales
35 17 1 6 358 382
(6 - 10)* (0-2) (4-8) (321 - 435) (338 - 458)
42 9 2 7 295 313
(13-21) (0-4) (4-8) (290 - 304) (308 - 318)
63 32 1 5 416 454
(20 - 40) (0-1) (0-8) (329 - 470) (349 - 516)
84 11 1 4 255 271
(4-21) (0-4) (0-8) (208 - 300) (218 - 323)
105 9 2 2 360 373
(0-16) (0-3) (0-4) (289 - 411) (291 - 422)
120 12 1 6 360 379
(5-22) (0-2) (4-8) (325 - 394) (334 - 408)

*Rango de recuperacion (-)

El valor maximo de larvas en el higado y carcaza se obtuvo el dia 63 p.i.
En la etapa cronica, la recuperaciéon de larvas en higado, pulmén y cerebro no
evidencié diferencias significativas entre las fechas p.. En la carcaza la
recuperacion de larvas fue altamente significativa en funcién del tiempo (F=5.19,
p=0.0011). La caracteristica ondulante de esta curva se explicé por el grado de

significacion estadistica en las componentes lineal, cuadratica y cubica (F=11.19,
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p=0.003; F=9.18, p= 0.007; F=17.77, p<0.001, respectivamente). En rifién no se

recuperaron larvas.

Fig. 15. Promedio de larvas recuperadas de Higado, pulmén, cerebro, carcaza
y totales por ratén, en la infeccién con 1000 huevos larvados de T. cati,
en funcion del tiempo. (Etapa crdonica)
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Tabla 8. Andlisis estadistico de la recuperacion total de larvas de T. cati por ratén

infectado experimentalmente con 1000 huevos larvados. (Etapa cronica)

Dosis Recuperaciéon Intervalo de % de 5
Promedio Confianza recuperacion
promedio
1000 344 959%1C =315 - 373 34.40 %
cronico

La recuperacion de larvas totales por animal mostré un comportamiento muy
similar al observado en el musculo, presentando un comportamiento significativo
en funcién del tiempo (F= 4.78; 0.0017). El porcentaje de recuperacion promedio

total, en relacion a la dosis administrada fue del 34.40 % (min.= 195; Max.= 516).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En la etapa aguda del presente estudio realizado en ratones BALB/c, la
migracion larvaria fue muy similar en las tres dosis de inoculo administradas. La
maxima recuperacion de larvas en el higado fue observada en los dias 1y 2 p.i.; y
en el pulmén en el dia 2 p.i. Estos hallazgos coinciden con los observados por
Sprent, (1956), quien utiliz6é una dosis infectiva de 5000 huevos larvados de T. cati
y con los de Prokopic y Figallova, (1982), quienes utilizaron una dosis infectiva de
2500 huevos. Estos autores sugirieron que los huevos de T. cati eclosionan con

mayor rapidez en el intestino del raton en comparacion con T. canis.

Dubey, (1968), usando una dosis de 2000 huevos, obtuvo la mayor
concentracion de larvas de T. cati en el higado de ratones en el dia 1 p.i. y en el
pulmén en los dias 2 y 3 p.i. Hrckova et al. (2001), utilizaron la cepa C57BL/6 y
comenzaron el estudio a las 4 horas p.i.; con una dosis de 1000 huevos larvados y
recuperaron larvas en el higado a partir de las 12 horas p.i. El maximo recuento lo
obtuvieron en el dia 3 p.i,, al igual que en los pulmones. Koizumi & Hayakawa,
(1984) y Guillén, et. al, (1990), en infecciones con T. canis, obtuvieron una
recuperaciéon significativa de larvas en el higado de la cepa BALB/c, en
comparacion con la C57BL/6. Las diferencias en cuanto a la cepa murina utilizada
en el presente estudio y el trabajo de Hrckova et al. (2001), podrian explicar la

diferencia en cuanto al pico de recuperacion de larvas en el higado y el pulmoén.

La dosis 6ptima para la observacion de la ruta migratoria fue observada
con la dosis 500, aunque en la misma no se observé re-migracion hacia el higado. Si
fue observada con las dosis de 100 en el dia 28 p.i.; y en los dias 14 y 28 p.i. con la
dosis 1000, similar a lo reportado en T. canis (Kayes & Oaks, 1976; Basualdo Farjat,
et. al, 1995). Con la dosis de 1000 huevos larvados de T. cati se observo el efecto
de saturacion de 6rgano planteado por Kayes y Oaks (1976). Con la dosis 100, se
observo una recuperacion similar a la dosis 1000, pero en menor cuantia, y en
6rganos como el cerebro, no hubo recuperacion de larvas. Estos resultados podrian
justificar las similitudes encontradas en la recuperacion de larvas en ratones en el
presente estudio con dosis de 500 huevos y en ratas con dosis de 300 huevos

(Santos, et. al, 2009), y las diferencias con respecto a los trabajos previos y lo
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hallado por Zibaei, et. al, (2010) en ratas con dosis de 2500. Otros autores han
demostrado variaciones significativas en el numero de larvas detectadas
individualmente entre ratones, particularmente en ratones que recibian altas dosis
infectivas (Skerrett & Holland, 1997; Cox & Holland, 20014, b). Estos datos indican
la probable contribucién de la heterogeneidad genética individual del hospedador,

implicada en la respuesta migratoria e inmunopatolégica.

En el rifidn, el hallazgo de un maximo de 4 larvas promedio a los 4 dias
p.i.; Unicamente con la dosis 500, sugiere que este drgano es secundario en la ruta
migratoria del parasito en el ratéon. Idénticos resultados encontraron Hrckova, et.
al, (2001) con una dosis de infeccién de 1000 huevos y difiere de lo reportado en
ratas por Santos, et. al, (2009), quienes encontraron un maximo de 12 larvas con

un in6culo de 300 huevos de T. cati, durante los primeros 5 dias p.i.

En el cerebro, con las dosis 500 y 1000, se recuperaron larvas desde el
dia 3 p.i. y en las fechas subsiguientes hasta el dia 14 p.i. con la dosis 500 y hasta el
final de la prueba (dia 120 p.i.) con la dosis 1000. Prokopic y Figallova, (1982),
obtuvieron una recuperacion persistente de larvas entre los dias 2 y 28 p.i. y
Hrckova et al. (2001) entre los dias 2 y 84 p.i.; con un maximo valor en el dia 5 p.i.
Sprent, (1956) y Dubey, (1968), obtuvieron una recuperacion intermitente de
larvas en el tiempo, con un valor maximo en el dia 2 p.i. Santos, et. al, (2009), en
ratas obtuvo una recuperacion similar a la dosis 500 del presente estudio entre los
dias 5 y 30 p.i. Difiere en la recuperacion de larvas en el ojo, ausente en el presente
trabajo, y coincidente en que el modelo murino no seria 6ptimo para reproducir la
enfermedad ocular (Akao, et. al, 2003; Santos, et. al, 2009). Otros estudios han
reportado la presencia y acumulacién de larvas de T. canis en el cerebro de ratones
infectados (Sprent, 1955; Burren 1971; Dunsmore et. al, 1983; Othman, et. al,
2010). Epe, et. al, (1994), infectaron cuatro cepas diferentes de ratones endo y
exocriados con T. canis. Reportaron la presencia de un mayor niimero de larvas en
el cerebro en la cepa BALB/c entre las 8 y 21 semanas p.i.; similar a lo hallado en T.
cati, en menor cuantia, desde la 32 semana y hasta el dia 120 p.i. Othman, et. al,
(2010), en ratones infectados con 1000 huevos de T. canis, reportaron un pico de
96 larvas en el dia 35 p.i. y una meseta posterior hasta el final de la prueba (dia 56

p.i.) Los autores refirieron que la acumulacidn progresiva de larvas en este tejido
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es responsable de cambios bioquimicos e inmunopatolégicos que se manifiestan en

forma mas pronunciada en la etapa crénica de la infeccion.

La recuperaciéon de larvas en el musculo fue permanente en las tres
dosis y difirié significativamente entre las fechas post-inoculacién. El comienzo de
la recuperacion desde el primer dia p.i. coincide con lo observado por Sprent
(1956), Dubey (1968), Prokopic & Figallova (1982), y difiere de lo observado por
Hrckova, et. al. (2001), (dia 6 p.i.), coincidiendo en la persistencia y estabilizacion
de los valores en las fechas subsiguientes (dias 14-84 p..). Rim, 1963,
administrando 500 huevos de T. canis en ratones refirio el dia 3 p.i. como el inicio

de la recuperacion de larvas en la carcaza.

La tendencia de las larvas de T. cati a concentrarse en el tiempo,
principalmente en los musculos y en menor grado en el cerebro, coincide con los
trabajos de Sprent, (1956); Dubey, (1968); Prokopic & Figallova, (1982); Schon y
Stoye, (1986); Havasiova-Reiterova, et. al, (1995); y Hrckova, et. al. (2001). En la
infeccion experimental cronica (240 dias) de T. cati en pollos, Oryan, et. al., (2010),
con una dosis de 1000 huevos larvados, recuperaron larvas en un 30 % de los
animales, Unicamente del cerebro. Rim, (1963), a partir del dia 31 p.i. recuperé
larvas de T. canis de la carcaza y cerebro Unicamente. Kayes, (1997), en T. canis,
demostr6é que luego de una semana, unas pocas larvas migraban al pulmén y

aumentaba la acumulacién en el cerebro.

En este estudio, en la etapa crénica, el porcentaje de recuperacion de
larvas totales, fue en promedio de 34.40 % (95 % IC: 31.5- 37.3), siendo similar al
observado por Dubey, (1968), quien obtuvo un 42 % (95 % IC: 30.6 - 54.5) y
también administré un inoculo de 1000 huevos recuperados de la materia fecal de
gatos naturalmente infectados. Los valores de recuperacion fueron superiores a lo
obtenido en otros estudios en los cuales el inéculo provino de cultivo de huevos
extraidos de hembras del parasito: Sprent, (1956), 17.9 % (95 % IC: 6.2 - 29.7);
Havasiova-Reiterova, et. al, (1995) con diferentes dosis de huevos larvados (7 y
500), 16.4 % (95 % IC: 8.7- 241 %) y 22.6 % (95 % IC: 18.1 - 27.2),
respectivamente; Hrckova, et. al, (2001) 8.8 % (95 % IC: 3.2 - 14.5).

Los resultados del presente estudio refuerzan la importancia de la

viabilidad e infectividad de los huevos de T. cati presentes en la material fecal de
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felinos que al eliminarla al ambiente, lo convierten en una fuente de infeccién para

humanos y pequefios mamiferos.

El modelo murino permitié estimar la recuperacién total de larvas de T.
cati, por raton y por érgano, en funcion de la dosis administrada. El patrén
migratorio de las larvas de T. cati en el raton BALB/c no difirié sustancialmente
entre las dosis de indculo. En la etapa aguda, se observd que las larvas siguen la
ruta de la circulacién sanguinea, pudiéndoselas hallar en el higado y pulmén en la
primer semana p.i.,, a medida que se acumulan progresivamente en la musculatura
esquelética en la etapa croénica. Esta tendencia enfatiza la importancia del ratén

como hospedador paraténico y reservorio del parasito en la naturaleza.

La escasa cantidad de larvas recuperadas en el cerebro, en comparaciéon
con T. canis en otros estudios, demuestra que este 6rgano podria no tener la misma

relevancia en la infeccién por T. cati en el ser humano.
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ESTUDIO MACROSCOPICO Y MICROSCOPICO DE
ORGANOS Y TEJIDOS
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INTRODUCCION

En las lesiones histopatoldgicas producidas por T. canis en ratones, se
ha descripto una reaccién granulomatosa intensa encapsulando la larva migrante
que comienza a los 12 dias p.i. (Sprent, 1952; Beaver, et. al, 1952). Kayes & Oaks,
(1980), demostraron en la misma especie animal, que estas larvas inducian una
respuesta a células T dependiente que promovia eosinofilia periférica y
encapsulamiento granulomatoso de la larva. A los 14 dias p.i. se observaron larvas
rodeadas por eosinéfilos, a los 28 dias p.i. formacién de capsulas rudimentarias de
colageno y a los 56 dias p.i.; larvas circundadas por macrofagos, células epitelioides
y una fuerte capsula de coladgeno. Se ha postulado que el factor de crecimiento B
secretado por los eosindfilos, estimula la secrecidon de colageno por los fibroblastos

residentes en el tejido (Minshall, et. al, 1997).

En la respuesta temprana a la migracion larvaria en el ratén se sabe que
la induccion de la respuesta TH2 comienza desde las 24 hs. p.i. Esta inflamacién
puede evolucionar hacia la curaciéon del tejido, la cicatrizacién fibrotica o el

encapsulamiento granulomatoso. (Kayes & Oaks, 1976).

Hrckova, et. al, (2001), describieron lesiones microscépicas en ratones
C57BL6 infectados experimentalmente con T. cati durante 28 dias de estudio,
donde los cambios histologicos mas notorios se observaron en higado y pulmoén
con extensas hemorragias y fuerte reaccion inflamatoria alrededor de las larvas y
vasos sanguineos, sin referir la formacién de los granulomas eosinofilicos

descriptos en T. canis, en ninguno de los tejidos estudiados (Kayes, 1997).

A nivel pulmonar, en la infeccion por T. canis (Buijs, et. al, 1994b;
Kayes, 1997) y T. cati (Hrckova, et. al, 2001) se ha observado inflamacién desde las
48 h p.. y su persistencia en el tiempo aun en ausencia de larvas. Pinellj, et. al,
(2007), observaron en ratones BALB/c infectados experimentalmente con T. canis,
que independientemente de la dosis de indculo administrada pero proporcional a
ésta, se producia una inflamaciéon pulmonar crénica (hasta 60 dias p.i.) con
infiltrado de eosinoéfilos e incrementos de IgE e IgGl. Bowman, et. al, (1987),
reportaron que ratones infectados con T. canis presentaban altos niveles de

antigenos circulantes que permanecian hasta 8 meses p.i. Los autores sugirieron
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que la persistencia de la acumulacién de eosinoéfilos en el pulmén en ausencia de
larvas coincidia con la presencia de estos antigenos circulantes (Bowman, et. al,

1987).

En el cerebro las larvas de T. canis no se encapsulan ni rodean por
reaccion celular alguna (Sprent, 1955; Burren, 1971; Dunsmore, et. al, 1983) y lo
mismo fue observado en este tejido en T. cati (Hrckova, et. al, 2001). Se sugiere
que esto resulta ventajoso para las larvas, permitiendo su acumulacién progresiva

en un sitio inmunolégicamente privilegiado.

La modulacién de la respuesta inflamatoria se debe al efecto inhibidor o
con actividad antiproliferativa inducida por un subclon de macréfagos activados
ante la presencia de los vermes viables o los TES liberados por los mismos
(Owhashi, et. al, 2000). Citokinas homoélogas de la larva, requeridas durante el
proceso de ecdisis o de eclosiéon del huevo pueden estimular a las células del
hospedador involucradas en la respuesta inmunoinflamatoria para reducir la
inflamacion, inhibiendo la proliferacién celular por los linfocitos, ain en presencia
de las citokinas estimulantes secretadas continuamente por los Th2. (Boroskova,

et. al, 1998)

MATERIALES Y METODOS

En cada una de las fechas en las cuales se realizé la necropsia de los
ratones, se observaron macroscopicamente los drganos y tejidos seleccionados
(pulmon, rindén, higado, corazdn, cerebro y carcaza) y se registraron los cambios
observados en todas las experiencias. El estudio microscépico fue implementado
con porciones de organos y tejidos de los ratones inoculados con dosis de 1000
huevos de T. cati, las cuales fueron identificadas y colocadas en formol al 10 %,
durante 24 hs. El proceso de montaje y tincion de los preparados histolégicos se
realiz6 de acuerdo al protocolo descripto por Carson, 1926. Luego de la
deshidratacion, se embebieron en parafina y se realizaron cortes de 5 micras con
micrétomo tipo Minot. Se montaron sobre un portaobjetos, fueron desparafinados
y rehidratados. Se realizé la coloracién con Hematoxilina y Eosina (H&E) y se

observaron por microscopia éptica comun, para su evaluacion.
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RESULTADOS

Lesiones macro y microscopicas

“Frotis sanguineo

El recuento relativo de eosinoéfilos no arrojé resultados consistentes de

eosinofilia periférica, en funcion del tiempo de infeccién.
“Higado

No se encontraron lesiones macroscdpicas. Microscdpicamente se
observé edema panlobulillar en todos los dias post-infeccién. En los dias 2, 3 y 4
p.i. se observaron acimulos de linfocitos, neutréfilos y eosinéfilos en distintas
zonas del parénquima cerca de las venas centrales y en la regiéon subcapsular.
Inflamacion focal, segmentaria periportal y medio zonal se observé en menor
intensidad en los dias 5, 6 y 7 p.i. (Fig. 17), con eosinofilia leve y ausencia de

necrosis.

Desde el dia 14 p.. al 120 p.i. se observaron lesiones inflamatorias
focales y segmentarias eosinofilicas periportales y medio zonales, con celularidad
heterogénea representada por neutroéfilos, linfocitos y eosinéfilos en todas las

fechas p.i. En el dia 35, se observaron zonas de necrosis.

Fig.17. Infiltrado inflamatorio en el parénquima hepatico; a. en proximidad a una vena

central. Dia 3 p.i.; b. Notese el edema de los hepatocitos. (45X)
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»Pulmon

Se observaron macroscdpicamente al dia 2 p.i.; areas uniformemente
distribuidas de hepatizacion roja. Del dia 3 al 5 p.i. se presentaron sobre la

superficie del d6rgano, areas de amplia consolidacién pulmonar, francamente

hemorragicas. (Fig.18)

Fig. 18. a. Congestién pulmonar generalizada. b. Infiltrado inflamatorio en parénquima alveolar,

alrededor de un bronquiolo. Dia 3 p.i. (45x)

Microscépicamente, se observé en el dia 2 p.i.; zonas de congestién y
edema alveolar. En el dia 5 p.i. se evidenciaron extensas zonas de infiltracién de
neutréfilos y algunos eosinéfilos en el parénquima alveolar y bronquiolos. En el dia
6 p.. se distinguieron grandes focos de hemorragia y sangre en la luz de los
bronquiolos; focos de infiltrado inflamatorio con presencia de eritrocitos,
linfocitos, neumocitos, neutrofilos y eosinofilos, especialmente en el parénquima
alveolar, cercanos a grandes vasos sanguineos y bronquiolos. El infiltrado persistié
los dias 14, 21 y 28 p.i. Focos de neumonia segmentaria no supurativa con
linfocitos, macréfagos y células plasmaticas se observaron durante toda la etapa

cronica hasta los 120 dias p.i. inclusive.
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»Corazon

No se observaron lesiones macroscopicamente. Las lesiones
microsclpicas se presentaron desde el dia 3 al 6 p.i. Se caracterizaron por la
degeneracion de fibras musculares, abundante infiltracion de linfocitos y escasos
neutréfilos y eosinoéfilos. (Fig. 19) Estas lesiones fueron observadas entre las
fibras musculares en la profundidad del miocardio y pericardio de zonas cercanas
al vértice y a la valvula cardiaca. Se observaron focos hemorragicos en el
miocardio. Pequefios acimulos de células inflamatorias persistieron los dias 14 y

21 p.i. y fueron mas escasos el dia 28 p.i.

Fig.19. Infiltrado inflamatorio eosinofilico entre las fibras del musculo cardiaco y atrofia de

fibras musculares. Dia 6 p.i. (45x)

“»Cerebro, cerebelo y ojo

Las lesiones macroscdpicas se presentaron en los dias 3, 4, 5y 6 dia p.i.;
observandose sobre la superficie de la corteza y a nivel meningeo, focos
hemorragicos puntiformes y de 1 a 3 Mm. aproximadamente. (Fig.20) EI nimero
de focos varié de 2 a 7 (promedio 5,5), y se ubicaron en forma aislada, no

confluente.
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Fig. 20. Multiples focos hemorragicos sobre la superficie del cerebro y cerebelo. Dia 6 p.i.

a

Fig. 21. Corte histologico de congestion meningea en cerebro. Dia 4 p.i.

a. (10x) b. (45x)

Microscépicamente se observaron areas de congestion, hemorragia
meningea y presencia de necrosis neuronal sin reacciéon de las células de la
microglia, en los dias 3, 4,5y 6 p.. (Fig. 21 a y b) En este ultimo dia las lesiones
fueron mas evidentes. No se observd la presencia de infiltrado de células
inflamatorias. A partir del dia 7 p.i. no se observaron particularidades. No se

observaron lesiones oculares en ninglin momento de la infeccién.
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“»Miusculo

No se observaron lesiones macroscopicas. Microscépicamente se
evidenciaron focos de infiltracion de neutroéfilos y eosinoéfilos entre las fibras
musculares. En el dia 7 p.i. se observé inflamacién focal y segmentaria del musculo
y presencia de larvas entre las fibras, sin cambios inflamatorios circundantes. En
los dias dia 14, 21 y 28 p.i.,; se intensificaron las zonas de inflamacién focal y
segmentaria, con severa eosinofilia. El mismo infiltrado se observé en torno a las
larvas en el dia 21 p.i. Se percibieron cambios degenerativos y necroticos en

algunos casos. (Fig. 22a)

En la etapa cronica, luego del dia 28 p.i.; se observaron areas de miositis
focal y segmentaria con celularidad heterogénea y marcado predominio de
eosinofilos, necrosis focal y presencia de larvas entre las fibras musculares con
escasa reaccion inflamatoria circundante. Todos estos cambios se observaron en los
musculos cuadriceps, biceps y lengua. En ningin momento de la infeccién se
observaron signos de encapsulamiento o formaciéon de granulomas eosinofilicos en

torno a larvas migrantes. (Fig. 22b)

a b

Fig. 22. Cortes longitudinales de larvas de T. cati presentes en tejido muscular esquelético. a.
Rodeada de infiltrado inflamatorio. Dia 21 p.i. (10X). b. Con escasa reaccidn circundante. Dia
120 p.i. (45X)

*Rifiones

No presentaron alteraciones macroscdpicas. MicroscOpicamente se observd

congestién parenquimatosa en los dias 1, 2, 4, 5, 14, 21 y 28 p.. y focos de
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hemorragia en la cdpsula renal, en los dias 1y 2 p.i. (Fig. 23) En el dia 3 y 6 p.i. se
observo infiltrado de linfocitos, neutroéfilos y eosinoéfilos en la region capsular.

Luego de esta fecha, no se observaron particularidades.

Fig. 23. Hemorragia subcapsular en rifién. Dia 4 p.i.

(45x)

Tesis Doctoral Natalia M. Cardillo 66



Estudio histopatoldgico

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La ausencia de lesiones macroscdpicas en el higado de los ratones es
coincidente con los hallazgos de Dubey, (1968) y difiere de lo observado por
Hrckova, et. al, (2001), quien describié hemorragias superficiales entre los dias 7 y
21 postinfeccién (p.i.). Las lesiones microscépicas, con infiltrados subcapsulares y
periportales de linfocitos, neutroéfilos y escasos eosinéfilos son coincidentes con las
observaciones realizadas por Hrckova, et. al, (2001). Estos autores indicaron que
la cepa Cs7BL¢ utilizada despliega una respuesta Th1l con mayor activacién de
macrofagos en detrimento de los eosinofilos. Roneus, (1963), describié en cerdos
infectados experimentalmente con T. cati la presencia de hemorragias superficiales
e internas en el higado, y manchas blanco grisaceas, las que consistieron,
histolégicamente, en histiocitos y escasos eosindfilos. Bisseru, (1969) describi6 en
ratones infectados con T. canis signos de enquistamiento en aquellas larvas que no
hubieran abandonado el higado tras 72 hs. p.i.; macroscopicamente observados

como manchas de leche sobre la superficie de un higado agrandado y congestivo.

En los pulmones, las extensas hemorragias observadas entre los dias 3 y
5 p.i. coincide con los reportes de Sprent, (1956), Dubey, (1968) y Hrckova, et. al,
(2001). A nivel histolégico, la persistencia de infiltrados inflamatorios durante
todo el tiempo de estudio y aun en ausencia de lesiones macroscopicas es
coincidente con estudios previos en T. canis (Buijs, et. al, 1994b; Kayes, 1997) y T.
cati (HrcKova, et. al, 2001), observando inflamacién desde las 48 h p.. y su
persistencia en el tiempo ain en ausencia de larvas. Bowman, et. al, (1987),
reportaron que el ratén infectado con T. canis presenta altos niveles de antigenos
circulantes que permanecen hasta 8 meses p.i. Los autores sugieren que la
persistencia de la acumulacion de eosinéfilos en el pulmén en ausencia de larvas

coincide con la presencia de estos antigenos circulantes (Bowman, et. al,, 1987).

En los rifiones, se observaron lesiones microscopicas de hemorragia e
inflamacion en la corteza del 6rgano, coincidente con lo reportado por Hrckova, et.

al, (2001).

En el cerebro y cerebelo, el aumento del tamafio de los focos de

hemorragia superficial, sin variaciéon del nimero y presencia de escasa respuesta
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inflamatoria de los tejidos a la presencia de la larva, también fue observado por
Hrckova, et. al, (2001). Coincide con lo reportado en T. canis por Bisseru, (1969),
Piergili Fioretti, et. al, (1989) y, recientemente, Othman, et. al, (2010). Estos
autores reportaron, como respuesta a la migracién en cerebro, la presencia de
congestidn vascular adyacente a algunas larvas y resaltaron la ausencia de indicios
de atrapamiento larvario por reaccién inflamatoria. Indicaron, al igual que en el
presente estudio, la distribucién focal de larvas en el cerebro. Epe, et. al, (1994)
notaron ausencia obvia de formaciéon de granulomas o formaciéon del capsula
inflamatoria en todas las areas del cerebro de ratones BALB/c infectados con T.
canis e indicaron que los cambios histolégicos y patofisiolégicos en todos los
tejidos son menos intensos en esta cepa. Summers, et. al, (1983), observaron
lesiones en distintas partes del cerebro de ratones infectados con 1000 huevos
larvados de T. canis, con presencia de células inflamatorias rodeando areas de
necrosis parenquimal, predominantemente linfocitos. Dolinsky, et. al, (1985),
notaron numerosos focos hemorragicos sobre la superficie dorsal del cerebro y
cerebelo en el dia 51 p.i. en ratones infectados con T. canis, el cambio patologico
mas severo se observo en el dia 86 p.i.; donde hubo una marcada degeneraciéon de
los trayectos. Burren, (1971), estudio la localizacion de las larvas de Toxocara canis
dentro del cerebro. El autor observé que a pesar de su menor peso, el cerebelo
concentraba un mayor nimero de larvas por unidad de tejido, en comparacién con

otras regiones.

Estudios previos han reportado variaciones en el nimero de larvas de
T. canis recuperadas del cerebro de ratones de distintas cepas (Epe, et. al, 1994;
Skerrett & Holland, 1997; Cox & Holland, 2001a, b), sugiriendo el rol de la
inmunidad, y tal vez la genética del hospedador en el establecimiento de la
infeccion cerebral. Epe, et. al, (1994), reportaron que el comienzo de los sintomas
cerebrales coincidia con el comienzo de la infeccion croénica, y que podian ser
atribuidos al dafio tisular causado por la migraciéon de larvas. En el presente
estudio, no se observaron signos clinicos de infecciéon durante la etapa aguda y
cronica, aunque la recuperacion de larvas en el cerebro ha sido comparativamente
menor en T. cati con respecto a los resportes sobre T. canis, a igual dosis de

inoculacién y cepa utilizada.
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En humanos, la frecuencia y localizacion de larvas de T. canis y T. cati en
el cerebro es desconocida. De los pocos casos reportados, las larvas fueron
registradas en las leptomeninges (Dent, et. al, 1956), en la sustancia gris y blanca
del cerebro y cerebelo (Moore, 1962; Hill, et. al, 1985), y en el tdlamo (Beautyman,
et. al, 1966) y cuerda espinal (Dent, et. al, 1956). En un trabajo reciente, Moreira-
Silva, et. al, (2004), recopilaron la literatura disponible sobre toxocariosis humana
neuroldgica y sintetizaron las principales observaciones de cada caso. De nueve
autopsias estudiadas, todas reportaron granulomas conteniendo larvas en varias
regiones del sistema nerviosos central, incluyendo el cerebelo, medula, talamo y
puente. En otro caso, las lesiones fueron observadas en la sustancia blanca. En dos
casos sospechosos de Toxocariosis neurolégica, se reportaron lesiones. El
significado clinico de la Toxocariosis cerebral en humanos permanece sin aclarar a
partir de la existencia de otros factores normalmente involucrados en la
presentacion del paciente como la epilepsia, demencia y retardo mental (Glickman,
et. al, 1979; Magnaval, et. al, 1997; Kaplan, et. al, 2004). Los datos disponibles
sobre los efectos de larvas de T. canis en el cerebro de hospedadores paraténicos
(particularmente ratones) vislumbra la necesidad de mayores investigaciones en la

significacion de la infeccidn cerebral con T. canis y T. cati.

En profundidad del miocardio y en el pericardio, la presencia de células
inflamatorias y fibras musculares degeneradas demostraron la importancia de una
migracion activa de las larvas en el corazén, también observado por Piergili
Fioretti, et. al. (1989) en infecciones por T. canis. Mossalam, et. al. (1971)
describieron la presencia de granulomas encapsulados en infecciones por T. cati en
el pollo, la rata y el chanchito de la India; y en ratones, infiltrados focales de
eosinofilos y macrofagos, sin encapsulamiento. Similar a los reportado por
Hrckova, et. al. (2001), no se observé la formacion de granulomas ni signos de
encapsulamiento o atrapamiento de larvas de T. cati en los tejidos de los ratones

durante el periodo de estudio (120 dias).

Roneus, (1963), infecté cerdos con T. cati y describié lesiones
microscopicas desde el dia 3 p.i.; con severa infiltracion de células inflamatorias en
el higado y rifiones y la formaciéon de granulomas eosinofilicos. Estas lesiones

coincidian macroscépicamente con pequefias hemorragias y manchas blanco
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grisaceas sobre la superficie de esos Organos. Otros autores describieron las
mismas lesiones en respuesta a la migracion por T. canis en el cerdo (Done, et. al,
1960; Helwigh, et. al. 1999; Sommerfelt, et. al, 2004), en el gato (Parsons, et. al,
1989) y en el ratén, entre otras especies (Bisseru, 1969; Kayes & Oaks, 1978;
Piergili Fioretti, et. al, 1989). Kayes, (1997), infectando ratones con T. canis,
demostré que la formaciéon de granulomas se producia dentro de la semana p.i. y
pudo ser observada en los musculos, higado, rifiones, corazén y en algunos casos
en el ojo. En la infecciéon experimental créonica (240 dias) de T. cati en pollos,
desarrollada por Oryan, et. al, (2010), con una dosis de 1000 huevos larvados
observaron lesiones histopatolégicas en pulmones, con hiperplasia de BALT y
células globosas, infiltrados inflamatorios entre las fibras del miocardio y en
cerebro, larvas rodeadas por infiltrado inflamatorio a nivel meningeo. A excepcion
de las observaciones en el miocardio, estas lesiones presentan diferencias con el
presente estudio en ratones hasta el dia 120 p.i. En ratones C57BL6 infectados
experimentalmente con T. cati, Hrckova, et. al, (2001), describieron lesiones
microscopicas en higado y pulmén, con extensas hemorragias y fuerte reaccién
inflamatoria alrededor de las larvas y vasos sanguineos, sin referir la formaciéon de
los granulomas eosinofilicos descriptos en T. canis (Kayes, 1997), en ninguno de

los tejidos estudiados, durante 28 dias de infeccidn.

En el presente estudio en ratones BALB/c, no se pudo establecer una
relacion entre los niveles de eosinéfilos y la migracion larvaria de T. cati, como
hubiera sido referida por Pinelli, et. al., (2007) en T. canis. Esta observacién podria
coincidir con una menor virulencia de T. cati, referida por Havasiova-Reiterova, et.
al, 1995 y la induccién de una respuesta TH1 también sugerida en esta cepa
(Guillén, et. al, 1990; Bardon, et. al, 1994; Sugane, et. al, 1996; Dent, et. al, 1999),
dado que en las lesiones tisulares producidas por las larvas no se observd

predominio de los mismos.

Aunque la formacién de granulomas no ha sido observada en el
presente estudio, las lesiones histopatolégicas sugieren que T. cati probablemente
induce una respuesta patoldégica similar a T. canis pero de menor intensidad
lesional, lo cual podria permitir remigraciones ilimitadas de las larvas por el

organismo del raton.
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ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNOLOGICA

(Minnie Shuler)
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INTRODUCCION

Los antigenos excretores secretores se originan en glandulas esofagicas,
secretorias y en la cuticula de las larvas parasitas (de Savigny, 1975; Kennedy, et.
al, 1987). Cumplen funciones de modulacion de la respuesta inmune del
hospedador, induciendo la estimulacién del clon de linfocitos Th2 y despliegan un
sistema de sefializacion en la busqueda del tejido blanco y en la adhesién celular
(Bowman, et. al, 1987; Kay-Hooi, et. al, 1991). En la cepa murina BALB/c se ha
sugerido la activacion de ambas respuestas Thl y Th2 frente a T. canis, con
predominio de esta ultima (Guillén, et. al, 1990; Bardon, et. al, 1994; Sugane, et.

al, 1996; Dent, et. al,, 1999).

La técnica de ELISA indirecto con TES larvarios constituye una prueba
estandarizada, mundialmente utilizada y de alta confiabilidad (De Salvigny, et. al,

1979; Havasiova-Reiterova, et. al, 1995; Nunes, et. al, 1999)

La evidencia seroldgica de anticuerpos en la poblacién humana y animal
es dosis dependiente y no es considerada indicativa de la prevalencia de infeccién
clinica debido a que la IgG permanece elevada durante afios (Glickman & Schantz,
1981; Ree, et. al, 1984; Kayes, et. al, 1985; Bowman, et. al, 1987; Fenoy, et. al,
1992; Alonso, et. al, 2000; Good, et. al, 2004).

Magnaval, et. al, (1992), consideraron la medicién de la IgE como
complemento de un IgG TES ELISA, especialmente en casos de Toxocariosis ocular
humana, pero determinaron que la sensibilidad y especificidad del IgE-TES-ELISA

es moderada e insuficiente para confirmar el diagndstico.

Smith, (1993), demostré que la respuesta de IgM permanecia elevada
en la Toxocariosis humana, pero existen escasos reportes que identifiquen su
utilidad en el diagndstico de Toxocariosis. Arango, (1998), coincidié en que no es
una inmunoglobulina transitoria y observo descenso de los niveles de IgM con
niveles elevados de IgG en el post tratamiento de Toxocariosis en pacientes
humanos, también coincidente con Shetty & Aviles, (1999). Su descenso se ha
propuesto como indicador en el seguimiento del tratamiento de la Toxocariosis al

igual que la IgE (Smith, et. al, 2009). Matsumura, et. al, (1998), demostraron que la
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absorcion de los sueros con proteina A puede ser de utilidad en la deteccién de IgM

por TES y en la diferenciacidn de infecciones agudas y cronicas, junto a la IgG.

La incorporaciéon del TES IgG Western Blot como segunda técnica
diagnéstica confirmatoria de alta especificidad es la metodologia cominmente
utilizada como complemento del TES- IgG- ELISA indirecto, puesto que las bandas
de bajo peso molecular (24 a 32 Kda.) se consideran especificas de Toxocara spp.
(Magnaval, et. al,, 1991; Roldan & Espinosa, 2009). La diferenciacion de especies de
Toxocara spp. en el diagnoéstico seria posible debido a que la reactividad cruzada

entre T. canis y T. cati no es completa (Smith, et. al, 2009).

MATERIALES Y METODOS

+ Recuperacion y concentracion del antigeno excretor secretor de larvas
de T. cati

Se utilizaron huevos de T. cati obtenidos e incubados siguiendo el
mismo procedimiento empleado para la realizacion de los in6culos. Las larvas de T.
cati se obtuvieron por ruptura mecanica de los huevos, de acuerdo al
procedimiento descrito por Santillan, (2000), basado en el método de De Savigny,
(1975) y fueron colocadas en frascos Falcon con medio de cultivo RPMI 1640 y el
agregado de Penicilina- Estreptomicina y Anfotericina B. Se incubaron en estufa a
37 °Cy 5 % de CO. Se recolect6 el sobrenadante de los cultivos en forma semanal y
se conservo a — 20 2 C hasta alcanzar un volumen total de 100 ml. El medio de
cultivo recolectado se filtré en un filter System de 500 ml (art. 431097- Corning)
de 22 u. El antigeno se concentr6 mediante un filtro Millipore hasta obtener un

volumen final de 13 ml.

« Evaluacion de la capacidad antigénica de los productos ES.

Se realizé la determinacion de proteinas por la técnica de Bradford. Se
utilizé la curva patrén de concentracién de proteinas con Albumina Sérica Bovina

(concentracion = 100 ug./ ml.) y se probo el antigeno de T. cati en diluciones de 10,
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5y 2 %. Como resultado se obtuvo una concentraciéon de antigeno de T. cati de
506.6 ug/ml.

El patrén de bandas antigénicas se determiné por electroforesis en gel
(SDS Page). Se realizaron dos geles al 10 % y concentraciones del antigeno de T.
catide 10y 5 %. Se realiz6 por duplicado para el tratamiento con y sin B-Mercapto.
Se utilizé un peso molecular pretefiido RPN80OE Rainbow markers full range (12 a

225 Kda) Amersham Biosciencies. (Fig. 24)

Fig. 24. Pesos moleculares del patrén de bandas comercial. (RPN80OE Rainbow markers

full range, Amersham Biosciencies)

Se realiz6 la corrida electroforética a 150 w y 20 MA, durante 1 hora, al
final de la cual uno de los geles se destiné a la transferencia en membrana de

nitrocelulosa y el otro se coloco en solucién fijadora para tincién de plata.

La membrana de nitrocelulosa fue tratada con una diluciéon 1:100 de
suero humano positivo a T. canis en PBS leche 1.5 % y una dilucién del conjugado

1:6000 en igual solucion diluyente. El revelado se realiz6 con DAB.

+ Determinacion de la presencia de inmunoglobulinas My G en el suero de
los ratones infectados experimentalmente con T. cati.

Técnica de ELISA indirecto
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Se realizé la técnica de ELISA indirecto de acuerdo al procedimiento
descrito por Coltorti, et. al, (1990), con modificaciones efectuadas para el
diagnostico de toxocariosis en el Departamento de Parasitologia del Instituto Anlis
Dr. C. Malbran. Placas de ELISA (Greiner ®) de alto pegado y fondo plano fueron
sensibilizadas con una concentraciéon de 10 ug/ ml de antigeno ES de T. cati de
elaboraciéon propia. Se utilizé una dilucién 1/50 de los sueros de los ratones
infectados con la dosis 1000. Se utiliz6 una diluciéon 1/1200 de conjugado de IgG y
1/500 de conjugado IgM, ambos producidos en carnero con anti IgG y anti IgM de
ratéon marcado con peroxidasa de rabano picante (Santa Cruz 9417). El revelado de
la placa se realiz6 con sustrato ABTS en tampodn citrato y peréxido de hidrégeno.
La lectura se realizé en un lector de ELISA (Dynatech mr 4000), a una absorbancia

de 410 nm.

Técnica de Western Blot

Se realiz6 la corrida electroforética de 10 ug/ml de antigeno ES de T.
cati y del peso molecular (BioRad catalog. 161-0318 Prestained SDS- Page
Standards) usando un gel de corrida de 10 % y un gel de stacking de 4 %. La
corrida se realizé en una cuba Mini Protean II (Biorad) a 150 w y 20 MA, durante 1
hora. Se realiz6 el Western Blot de acuerdo al protocolo descripto por Magnaval, et.
al, (1991). La membrana de nitrocelulosa fue tratada con una diluciéon 1/15 del
suero de los ratones infectados experimentalmente y de los controles negativos, y
posteriormente se incub6 con una diluciéon 1/100 del conjugado de IgGy 1/400 de
I[gM. El revelado de la reaccion se realizO0 con una solucién de 3’-
3’diaminobenzidina (DAB). Se utiliz6 el peso molecular RPN80OE Rainbow

markers full range (12 a 225 Kda) Amersham Biosciencies.
Analisis estadistico

Los datos fueron analizados por métodos de estadistica paramétrica
para homogeneidad de varianzas y comparaciéon de medias para evaluar el
comportamiento del titulo de anticuerpos en funcién del tiempo. Se establecié un
porcentaje de significacidn estadistica del 5 %. El punto de corte de la técnica de

ELISAy la validez diagnostica fue determinada utilizando el andlisis de curvas ROC
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(Metz, 1978; Zweig & Campbell, 1993; Greiner, et. al, 1995) Se utilizaron los
programas estadisticos Statistix, MedCalc version 6.00.112 (MedCalc Software,

Mariakerke, Belgium) y TG-ROC1.0 (Greiner, et. al, 1995)
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Elisa indirecto

del 100 % (IC: 94,3-100) y de especificidad del 83,3 % (IC: 36,1- 97,2)

RESULTADOS

Los puntos de corte seleccionados para cada prueba de ELISA fueron
[gM>0.143, para un valor de sensibilidad del 100 % (IC: 94,3-100) y de
especificidad del 83,3 % (IC: 36,1- 97,2) e IgG> 0.08 para un valor de sensibilidad

Se observaron diferencias significativas y altamente significativas en el

comportamiento de las curvas de Inmunoglobulinas M y G, entre el grupo infectado

y el grupo control (IgM: F=2.99, p< 0.01; IgG: F= 13.07, p< 0.01), y entre las fechas

p.i. (IgM: F=2. 6, p= 0.031; IgG: F= 18.99, p< 0.01). (Tabla 8)

Tabla 9. Densidades o6pticas de la técnica de ELISA para IgM e IgG, en ratones

controles e infectados experimentalmente con T. cati, en funcion del tiempo p.i.

Dias IgM IgG

p.i Promedios | Min. Max. DS Promedios Min. | Max. DS
comiral 0o bas | 0045 | 0171]0038| (OO 10005 | 0,152 | 0,033
7 oy | 0264 | 0347 | 0059 | (991 | 0061 | 0,177 | 0,049
14 | (240 0194 0345 | 0086 | (O3 | o082 | 0212 | 0043
21 | P | o148 | 0199 | 0027 | (D1 10134 | 0216 | 0033
28 0,338 0,338 | 0,338 | - (0‘%2_%%3 , | 0,206 | 0331 | 0,050
35 | oonons) | 0211 | 0381 [0078| (DS | 0229 | 0439 | 0,070
42 | (0 | 0260 0361 | 0055 | OS5 | 0245 | 0497 | 0,084
63 | ol s | 0260 | 0278 |0010| (D583 | 0302 | 0482 | 0,069
84 | oiony | 0240|0318 |0033| (299 10283 | 0462 | 0,063
105 | (5% | 0227 | 0400 0090 | | 3%% | 0304 | 0389 | 0032
120 | 090 | 0271|0393 |o00s1| (0% | 0333 | 0494 | 0,078
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Con los titulos de corte seleccionados, se evidenci6 infeccion a partir del
dia 7 p.i.; con aumentos de las IgM, y a partir del dia 14 p.i. con incremento de las
IgG.

La curva de anticuerpos IgM descendi6 el dia 21, ascendié nuevamente
hasta un valor maximo el dia 28 p.i. y continu6 con un leve descenso en meseta,
hasta el final de la prueba. La IgG tuvo un aumento sostenido y evidente desde el
dia 14 p.i.; llegando a un pico en el dia 63 p.i.; luego del cual descendi6 levemente y
volvié a ascender con un segundo pico en el dia 120 p.i. La totalidad de los sueros
controles negativos presentaron valores de absorbancia a 410 nm inferiores a los

puntos de corte para cada inmunoglobulina.

Fig. 25.Cinética de anticuerpos IgM e 1gG en ratones Balb/c infestados

0414 €Xperimentalmente con 1000 huevos larvados de Toxocara cati.

s . : e

0.32 4 IgM

0.29
0.26 l
0.23 4

0.20

0.17
0.14 Cut off IgM

0.11-;1 /
0.08 ] Cut off IgG
0.05 —,/

0.02

ELISA - Densidades opticas (410 nm)

I T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I T
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98 105112119

Dias post- infeccion

Tesis Doctoral Natalia M. Cardillo 78




Estudio inmunolégico

Western Blot

Respuesta de las IgM del suero de T. cati al antigeno de T. cati

Las IgM de los sueros de T. cati reconocieron el antigeno de T. cati en la
banda de alrededor de 31 Kda. Esta banda se observé con mayor intensidad que

con las IgG de los mismos sueros. (Fig. 26)
Respuesta de las IgG del suero de T. cati al antigeno de T. cati

Las IgG de los sueros de T. cati reconocieron el antigeno de T. cati en las
bandas de alrededor de 31 y 52 Kda.; en todos los dias p.i. En el dia 21 p.i.; se
observo ademas, una banda intermedia entre los 38 y 52 Kda. y en el dia 105, se

observé una banda de entre 52 y 76 Kda. (Fig. 27)

Fig. 26. Esquema de la reaccion antigeno TES-T. cati con IgM presentes en el suero
de ratones infectados experimentalmente con 1000 huevos larvados de T. cati;
comparacion con un suero de ratones infectados con igual dosis de T. canis.

Antigeno T. cati

Conjugado IgM Membrana de
Sueros T. cati nitrocelulosa donde se
Dias p.i. 7 21 105 aprecian las bandas de

reaccion del esquema

F v
¥
—

Fig. 27. Esquema de la reaccion de antigeno TES-T. cati con IgG presentes en el
suero de ratones infectados experimentalmente con 1000 huevos larvados de T.
cati; comparacion con un suero de ratones infectados con igual dosis de T. canis.
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Antigeno T. cati
Conjugado IgG
Sueros T. cati
Dias p.i. 21 105 Membrana de nitrocelulosa

donde se aprecian las bandas de
reaccion del esquema

Por la técnica de Western Blot se obtuvo un 100 % de especificidad en los sueros

positivos de los ratones infectados experimentalmente en cada fecha p.i.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La técnica de Elisa con antigenos excretores secretores (TES) ha sido
desarrollada para el diagndstico serolégico de Toxocariosis en humanos debido a
su alta sensibilidad, adecuada especificidad y repetibilidad (Jacquier, et. al, 1991;
Akao, et. al, 1997).

En ratones infectados con T. canis, se observo que la magnitud de la
respuesta de anticuerpos especificos es dosis dependiente del nimero de huevos
administrados y de la cepa murina utilizada (Glickman & Schantz, 1981, Kayes, et.
al, 1985, Bowman, et. al, 1987; Basualdo Farjat, et. al, 1995; Cuéllar, et. al, 2001).
Los efectos de saturacion de 6rganos por las larvas, observados por Kayes y Oaks,
(1976), también se sugieren en referencia a la respuesta inmune, en la cual se
produciria un efecto de inmunosupresion parcial a altas dosis de indculo, por
inhibicién de la respuesta proliferativa de células B y T esplénicas frente a un
exceso de antigenos y de activadores policlonales (Minvielle, et. al, 1997;
Boroskova, et. al., 1998).

Kayes, et. al, (1985), detectaron niveles significativos de eosinofilia y
esplenomegalia desde el dia 14 p.i.; en ratones infectados con 5 huevos larvados de
T. canis, sin embargo, no detectaron anticuerpos antigeno especificos hasta el dia
28 p.i. La maxima respuesta inmunolégica en ratones la obtuvieron con dosis de
125 huevos, desde el dia 14 p.i. Cuéllar, et. al,, (2001), infectando ratones BALB/c,
con una dosis de 4000 huevos larvados de T. canis, obtuvieron respuesta de
anticuerpos IgM e IgG entre los dias 14 y 21 p.i.; con un pico en el dia 210 p.i.

En el presente trabajo, el comportamiento seroldgico frente a la
infecciéon por T. cati demuestra una respuesta IgM detectable y sostenida en el
tiempo de estudio. Con una dosis de 1000 huevos larvados, se observé aumento de
las IgM desde el dia 7 p.. El descenso de IgM observado en el dia 21 p.i. es
coincidente con la curva en ascenso de la IgG por encima del punto de corte de la
IgM, lo cual podria deberse a un efecto competitivo y de interferencia de las IgG
por los sitios de reconocimiento de las IgM (Smith, 1993).

La persistencia de niveles altos de IgM podria responder a una
estimulacién continua de la larva debido al recambio antigénico periddico referido

por Jones, et. al, (1994), y sugerido por Matsumura, et. al, (1983) en la respuesta
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inmune de los caninos adultos a las larvas de T. canis. Estos ultimos autores
observaron que, contrario a lo que sucede con las IgG, el comportamiento de las
[gM no esta condicionado por la edad del animal, el nimero de parasitos y la
fertilizacion de los huevos en T. canis. Smith, (1993), reporté que en la toxocariosis
humana, los niveles de IgM persistian en el tiempo al igual que los de IgG, pero se
observaban descensos del isotipo IgM en respuesta a los tratamientos de la
enfermedad, siendo de utilidad en el monitoreo de la evolucion de estos pacientes
(Arango, 1998; Shetty & Aviles, 1999).

Los resultados obtenidos por la técnica de Elisa para IgG, con una
diluciéon de suero de 1/50 y con un titulo de corte promedio de DO> 0.059, son
similares a lo reportado por De Savigny, et. al, (1979), en T. canis. Los autores,
utilizaron suero humano en la misma dilucién y postularon un titulo de DO mayor
a 1.5 en individuos fuertemente positivos (con enfermedad reciente o activa), y un
titulo de IgG entre 0.5 y 1.5 en individuos positivos leves o sospechosos, y
refirieron que podria deberse a infecciones recientes o muy antiguas. Un ejemplo
de una infeccién importante de baja respuesta serolégica se observé en individuos
con Toxocariosis ocular, donde los titulos fueron entre 0.7 y 2.25. Lewis & Maizels,
(1993), sugirieron para la infeccion humana por T. canis, un titulo de IgG 1/50 para
las infecciones agudas y de 1/10 en el caso de infecciones cronicas.

En el presente trabajo se evidenci6é un incremento acelerado de las IgG
desde el comienzo del estudio al dia 7 p.i.; coincidente con Bastin y Santillan, 2000
(Inédito), en infecciones con 400 y 2000 huevos larvados de T. canis en ratones
BALB/c, hasta un pico en el dia 63. Luego se observd un leve descenso que se
mantuvo en meseta con valores altos hasta el dia 120 p.i.; momento en el cual hubo
un nuevo ascenso.

Havasiova- Reiterova, et. al, (1995), en ratones C57BL6/] infectados
con T. canis y T. cati observaron una respuesta dosis dependiente a muy baja dosis
de huevos larvados (entre 5 y 25 huevos), y determinaron que un inoculo de 10
huevos era suficiente para una estimulacién inmunolégica detectable por la técnica
de ELISA. En el estudio de Havasiova- Reiterovj, et. al, (1995) puede observarse
que los valores de IgG pudieron diferenciarse del punto de corte recién a partir de
la dosis 1000. Los autores coincidieron con Kayes, et. al, (1985), en la relacion de

una mayor dosis infectiva con una mayor precocidad de la respuesta inmunolégica.
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Havasiova Reiterovi, et. al, (1995), también reportaron un ultimo pico en la curva
de anticuerpos IgG, en el dia 56 en T. canis y en el dia 84 en T. cati; luego de los
mismos la curva descendi6 levemente pero persistié con valores altos durante el
lapso de 5 meses de duraciéon del estudio, coincidente con lo observado en este
trabajo durante 4 meses. Chieffi, et. al, (1995), demostraron en humanos,
persistencia en el titulo de anticuerpos IgG (OD >1.20) hasta los 6 meses p.i. con
una dosis de 200 huevos larvados de T. canis. Mientras que existe una correlacion
positiva del efecto dosis respuesta en cuanto a la intensidad y precocidad de la
misma, Glickman & Schantz, (1981), sugirieron una correlacion negativa entre el
efecto dosis y persistencia del nivel de anticuerpos en el cuerpo. Los autores
indicaron que a dosis menores de 100 larvas (dosis critica para ocurrencia de
Sindrome de Larva Migrans Visceral), la masa antigénica no seria suficiente para
estimular una respuesta protectiva capaz de eliminar o secuestrar larvas en
granulomas, pudiendo estas migrar y producir TES en forma indefinida. Cuéllar, et.
al, (2001), con dosis infectiva de 1000 huevos larvados de T. canis, sugirieron en
ratones BALB/c, que la persistencia de altos niveles de anticuerpos durante todo el
tiempo de estudio, respondia a viabilidad de las larvas con produccién permanente
de TES.

Havasiova-Reiterova, et. al, (1995), indicaron una menor inmunoge-
nicidad de las larvas de T. cati, evidenciada en valores de Do inferiores a los
obtenidos por los autores en T. canis, con las mismas dosis. En el presente estudio,
los valores de DO fueron inferiores a los obtenidos por Havasiova-Reiterova, et. al,
(1995), pero también lo ha sido el punto de corte, que difiri6 significativamente del
grupo infectado. Seria conveniente realizar un estudio comparativo con T. canis
bajo idénticas condiciones de trabajo para evaluar si realmente presenta menor
inmunogenicidad, o las diferencias podrian deberse a diferencias en la calidad del
antigeno o en la técnica.

El valor de corte elegido para el ELISA a IgG se correspondié con una
sensibilidad del 100 % y una especificidad del 83.3 %, coincidente con lo reportado
por De Savigny, et. al, (1979). Dado el uso de controles positivos y negativos
seguros, los resultados presentados buscaron maximizar el valor de sensibilidad
de la técnica de ELISA y mejorar la especificidad complementando el estudio con la

técnica de Western Blot.
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Los resultados observados dan cuenta de un comportamiento
inmunolégico de T. cati en el raton similar al de T. canis observado en el humano y
amplian el conocimiento sobre la respuesta de las IgM, con posibilidad de ser
considerada en la evolucién de los tratamientos y en la definicién de la cronicidad
de la infeccion. El potencial del antigeno obtenido de larvas de huevos presentes en
materia fecal, aportan nuevos instrumentos para el diagnostico de Toxocariosis

humana en vista de la dificultad de obtencién de hembras adultas del parasito.

Los resultados obtenidos por ELISA se correlacionaron con los
obtenidos por Western Blot. La banda de alrededor de 31 Kda estuvo presente en
la etapa aguda y croénica de la infeccion con ambas inmunoglobulinas, pero fue la
Unica banda e intensamente detectada en la etapa aguda con IgM. Es probable que
esta banda coincida con el antigeno previamente descripto de 33 Kda de T. cati,
una lectina de localizacién epicuticular. Es la glicoproteina soluble mas secretada
por la larva y compite con las lectinas presentes en la superficie de los linfocitos
del hospedador ligandose a los sitios de reconocimiento carbohidrato de la larva.
Estos son los primeros pasos de la extravasacion e infiltracién tisular, por lo que se
dificulta el proceso inflamatorio y promueve la supervivencia de la larva en el
inicio de la infeccion. Es probable que lo expuesto explique la presencia de esta
banda mas notoria en los inicios de la infeccién y frente a una estimulacion
permanente de las larvas. La intensidad de la respuesta en T. cati también coincide
en que las IgM son los anticuerpos involucrados en la respuesta frente a los
glicanos metilados del antigeno, indicando que no hay respuesta celular
involucrada en la reaccion (Maizels, 1984). Mientras que la estructura trisacarida
del antigeno de T. canis tiene un solo sitio de metilacién en la fucosa, T. cati tiene la
estructura trisacarida 100 % di metilada en galactosa (Kay Hooi, et. al,, 1991).

La ausencia de la banda de 52 Kda en la etapa aguda, podria deberse a
la falta de reconocimiento antigénico por la inmunoglobulina M o a un efecto de
competencia por los sitios de reconocimiento antigénico con las IgG presentes en
el suero. La observacion mencionada surge de la evidencia de reconocimiento de la
banda de 52 Kda. observada en el western con IgG, ademas de la banda de 31 Kda.

Magnaval, et. al. (1991), en el diagnostico de Toxocariosis humana,

clasificaron 7 componentes antigénicos de T. canis en dos grupos, la fracciéon

Tesis Doctoral Natalia M. Cardillo 84



Estudio inmunolégico

molecular alta (132, 147 y 200 KDa) y la baja (24, 28, 30 and 35 KDa); sugiriendo
que las fracciones de alto peso molecular pueden dar cuenta de reacciones
cruzadas, mientras que las de bajo peso molecular parecen ser méas especificas del
genero Toxocara.

Hrckova, (2001), sugirié en T. canis, que las moléculas expresadas por
las larvas difieren en la etapa aguda de infeccién con respecto a la crénica;
observandose respuesta a IgG para los antigenos de 200 y 132 Kda desde el
comienzo de su estudio (7 dias p.i.) pero para los antigenos de 26, 28, 35 y 70 Kda,
recién a partir de la semana 3 p.i. Akao, et. al, (1983), en T. canis, reportd que las
bandas de alto peso molecular aparecian desde las 2 semanas p.i.; pero las de bajo
peso lo hacian luego de las 26 semanas p.i.

Los autores mencionados previamente hicieron referencia al hallazgo
de bandas de bajo peso molecular en etapas de mayor cronicidad, detectadas con
IgG, lo cual refuerza la hipétesis sobre la existencia de competencia entre ambas

inmunoglobulinas.

En el presente estudio en etapa crénica, T. cati con IgG dio bandas de
alrededor de 31, 52 y 76 Kda.; y se observé que esta dltima es caracteristica de esta
etapa. Las bandas observadas pertenecen a las fracciones de bajo peso molecular
descriptas por Magnaval, et. al, (1991), para T. canis, por lo que serian necesarios
estudios similares con esta especie para confirmar las diferencias en las respuestas

entre ambas especies.
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CONCLUSIONES FINALES Y PROPUESTAS

La infeccion experimental del ratén con larvas de T. cati, mostr6 un patrén
migratorio con presencia de las mismas en higado, pulmén y cerebro, en la
etapa aguda de desarrollo de la infeccién. Se destaca en T. cati, una
migracion menor de larvas al cerebro y ausencia de migracion al ojo, como
fuera observado en T. canis. En la etapa crénica, la concentracién de larvas
en musculo indica la importancia del raton como hospedador paraténico.
Como modelo experimental, la cepa murina BALB/c, se propone como un
modelo conveniente para el estudio especifico de la patogenia e
inmunologia de la enfermedad, puesto que aporta informacioén predictiva

sobre aspectos de la Toxocariosis humana.

La ausencia de eosinofilia periférica, la ausencia de formaciéon de
granulomas parasitarios y los altos niveles de anticuerpos IgM e IgG
obtenidos en los ratones infectados experimentalmente, podrian sugerir
una menor virulencia de las larvas de T. cati. Esta respuesta se traduciria en
larvas con posibilidad permanente de migracién y estimulaciéon constante
del sistema inmunoldgico. La baja capacidad de restriccion tisular y de
eliminacion de larvas por parte de células efectoras del sistema inmune,
plantea la hipétesis sobre la relacion de T. cati con la Toxocariosis ocular en
el ser humano, donde la falta de restricciéon inmunolégica suponga que una

larva somatica en el presente, pudiera ser una larva ocular en el futuro.

La utilizacion de anticuerpos IgM especificos de Toxocara spp. para
serodiagnostico amerita mayores investigaciones, asi como el estudio de las
diferencias inmunolégicas entre T. canis y T. cati, observadas en la presente
tesis. La determinaciéon de la sensibilidad y especificidad diagndstica en
sueros humanos, junto a estudios de avidez de anticuerpos IgM e IgG,
podrian colaborar en la diferenciaciéon de infecciones agudas y crénicas.
Estandarizar los métodos de diagndstico, el antigeno utilizado y los titulos

de corte, es una asignatura aun pendiente en la Toxocariosis.
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El antigeno de Toxocara cati obtenido de larvas de huevos presentes en
materia fecal mostr6 poseer propiedades antigénicas. En la bibliografia, no
existen reportes previos de obtencién de antigeno de esta procedencia,
puesto que se utilizan cultivos de huevos obtenidos de hembras adultas del
parasito. Profundizar los estudios sobre este antigeno resultaria una

alternativa 6ptima y practica para la obtencién de antigeno.

Desde el punto de vista epidemioldgico, la presencia de gatos parasitados
con T. cati en los hogares y espacios publicos, junto al contacto cotidiano y
directo de esta especie animal con el hombre, supondria al igual que con la
especie T. canis, un riesgo de adquirir Toxocariosis, especialmente en los
nifios. Se requieren estudios que determinen dicho riesgo en Argentina,
dada la alta prevalencia de la parasitosis en el pais, asi como otras posibles
vias de transmisidn relacionadas al contacto humano animal. Estos estudios
podrian colaborar con la promocién de medidas de prevencién de la

enfermedad en los mismos, tendientes a preservar un viculo sin riesgos.
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CANTO A LOS ASCARIS

Un ascaris nos llamé
Un dia cual la sirena
Nos dijo miren soy yo

Vengo buscando la cena

Nos envolvio con su canto
Nos engaiio con su estilo
Suave, liso y dulce un tanto

yo soy lo mejor del phylo

Sus labios besan la piel
De inmaculada mucosa
Quiere encontrar la miel

Que a su gusto sea sedosa

Delante del auditorio
Toda tu vida contamos
Te pusimos en el podio

Monoxeno te llamamos

Tus tres labios besucones
Tu celoma encantador
Poder tener estos dones

Te transforma en seductor

Amamos tu biologia
Como macho querendon
Te sumergis en la orgia

Del sexo con gran pasion

Son tus armas amorosas
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Espiculas y telamon
Asi conseguis esposas

Y una buena relacion

Hermosas larvas trajiste
Mundo helminto se poblo
Con las drogas resististe

El Pirantel te atacé

Huevos, larvas revoltosas
Ambiente contamino
Es como un jardin de rosas

Que el ascaris nos lego

Al fin les digo que hoy
A estos bichos yo admiro
Me acompanan donde voy

Los quiero como a un amigo

Ascaris nunca se pierdan
En lucha de subsistencia
Aguantardn cuanto quieran

jArriba la resistencia!

Prof. Adriana B. Rosa

Cdtedra de Parasitologia y

Enf. Parasitarias. FCVet. UBA.
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Anexo

ANEXO

PARTICIPACION EN PROYECTOS DE INVESTIGACION RELACIONADOS CON LA TEMATICA

« Modelos epidemiologicos de zoonosis urbanas. Proyecto UBACYT TVO023,

Director: Dra. Irma E. Sommerfelt. Codirector: Anibal Franco. Proyecto

aprobado. Periodo 2004- 2007. Participacién como Investigador tesista.

Estudio experimental de Toxocara cati en modelos animales. Seroprevalencia
de Toxoplasma gondii en la poblacién felina. Director: Irma E. Sommerfelt.
Codirector: Anibal Franco. Proyecto aprobado. Periodo 2008- 2010.

Participacion como Investigador tesista.

Zoonosis urbanas prevalentes. Toxocariosis. Toxoplasmosis.
Campylobacteriosis. Director: Irma E. Sommerfelt. Codirector: Anibal
Franco. Proyecto aprobado. Periodo 2011- 2014. Participacién como

Investigador tesista.

ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS

Se realizé un estudio de prevalencia de huevos de Toxocara cati y otros
parasitos presentes en material fecal felina recolectada en espacios abiertos
de instituciones publicas de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires. El mismo
fue publicado en la revista Veterinary Parasitology. Se adjunta la

publicacién.

Se realiz6 un estudio sobre la infeccion natural de Toxocara cati en gatos sin
propietario de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires. El mismo fue
publicado en la revista Parasitologia Latinoamericana. Se adjunta la

publicacién.

Se realizé un estudio de persistencia en el tiempo, de contaminacion

ambiental con huevos de Toxocara cati en la Ciudad Auténoma de Buenos
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Aires. Se public6 en la revista Una Salud (SAPUVET). Se adjunta la

publicacion.

o Serealizé la puesta a punto de una técnica de concentracion de huevos de T.
cati con fines experimentales y diagndsticos, de disefio propio. Actualmente

en redaccién para publicacion.
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