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RESUMEN
La deteccién de la infeccion por Toxocara spp. en el humano es compleja, en el cuerpo
humano las larvas del pardsito no se desarrollan, ni se multiplican. La demostracion de
antigenos circulantes en el suero humano se ha sugerido como una opciéon que pudiera
mejorar la detecciéon. Como parte del desarrollo de un nuevo ELISA sandwich basado en
nanocuerpos, capaz de reconocer antigenos del parasito, es necesario estudiar la cinética
de excrecidn-secrecion de los antigenos diana en el suero. En este trabajo se usaron ratones
BALB/c como modelo experimental. Se administraron huevos embrionados por via oral o
larvas por via intraperitoneal a los ratones y se sangraron periddicamente. Se usaron dos
inmunoensayos para capturar los antigenos circulantes y para detectar inmunoglobulinas
IgG, respectivamente. A los 45 dias se determiné la carga larval y se estudiaron los cambios
histopatoldgicos. El cerebro fue el érgano con mayor carga larval (P<0,05). Se encontré
asociacion entre la carga larval por animal y el tamafo del indculo (P<0,05). El principal
cambio histopatolégico encontrado fue la presencia de infiltrado inflamatorio crénico a
ligero predominio de linfocitos. Los niveles séricos de antigenos circulantes se
incrementaron paulatinamente a partir del tercer dia pos infeccién, lo que coincidié con el
incremento de la produccién de IgG contra estos antigenos. Se encontrd relacién entre los
niveles de antigenos de excrecidn-secrecidn larvales circulantes en el suero y el tamafio del
indculo. Se demostré que el nuevo ELISA utilizado detectd los antigenos circulantes del

parasito en animales infectados con dosis bajas del parasito.
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Introduccion

1. Introduccion

La toxocariasis se ha reconocido como una de las zoonosis de mayor transmisién en el mundo,
fundamentalmente en paises en desarrollo (Schantz, 2006). Los perros y los gatos son los
hospederos definitivos de los agentes causales Toxocara canis y Toxocara cati, respectivamente

(Despommier, 2003).

Los huevos son expulsados con las heces por los hospederos definitivos y embrionan en el
medio ambiente hasta hacerse infectantes (larvados). La infeccidn en el hombre se produce de
manera accidental por ingestién de huevos embrionados (Botero y Restrepo, 2003). La
transmisién por contacto directo con perros infectados es menos probable, debido al tiempo

gue necesitan los huevos para embrionar (entre 2 y 5 semanas) (Holland y col, 1991).

Entre los factores que favorecen la toxocariasis humana (TH) se encuentran la alta prevalencia
de T. canis en perros y la gran cantidad de huevos diseminados por los perros parasitados
(Serrano y col, 2000). El riesgo de infeccién es mayor en nifios de 1 a 4 afios de edad por sus
habitos de jugar e ingerir tierra, que puede estar contaminada con huevos de Toxocara spp.

(Alonso y col, 2001).

Varios autores han planteado que la TH transcurre de forma asintomatica en la mayoria de los
casos (Taylor y col, 1988). Las altas cifras de seropositividad contrastan con la menor ocurrencia
de cuadros severos, aunque estos Ultimos pueden producirse en dependencia de la carga
parasitaria, por los sitios de migracion larvaria y por la respuesta inflamatoria del hospedero
(Glickman y Magnaval, 1993). Los dos sindromes principales que se producen en el humano son
Larva Migrans Visceral (LMV), causada por la migracion de las larvas a través de los érganos
principales como el higado y los pulmones y Larva Migrans Ocular (LMO) causada por la

migracion a través de las estructuras de los ojos (Smith y col, 2009).

En nuestro pais se desconocen con exactitud las cifras de prevalencia. Una revision sistematica
de la literatura sobre el tema evidencié que T. canis es un pardsito que puede ser comunmente

encontrado (Sariego y col, 2012). Por ejemplo, fue demostrada la presencia del parasito tanto
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en perros callejeros como en perros domésticos y de huevos embrionados en areas publicas de
La Habana (Duménigo y col, 1994; Laird y col, 2000; Hernandez-Merlo y col, 2007). Por otro
lado, varios casos de LMV han sido reportados, y aunque en muchos de ellos no fue posible
identificar la especie de la larva presente en el material biopsiado, no podemos descartar que
algunos pudieran ser debido a T. canis (Fernandez-Brito y col, 1974). Un estudio mas reciente
realizado en ninos en edad escolar, en dos municipios de las provincias Pinar del Rio y Sancti
Spiritus, confirmd la exposiciéon humana, demostrandose 39% de seropositividad (Sariego y col,

2012).

La deteccidn de la infeccidn por Toxocara spp. en el humano se basa fundamentalmente en la
deteccion de anticuerpos especificos contra los antigenos de excrecidén-secrecion larvales (TES),
teniendo la limitante de no discriminar entre infeccidn pasada y reciente. La demostracion de la
presencia de antigenos circulantes se ha sugerido como una opcién que pudiera mejorar la
deteccion, aunque la especificidad del anticuerpo de captura y el requerimiento de detectar
antigenos que resultan de la disociacién de los inmunocomplejos, limitan su aplicacion (Smith y

col, 2009).

Con la finalidad de mejorar la deteccién de la TH se estan desarrollando investigaciones
conjuntas entre el Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK), el Instituto de Medicina
Tropical de Amberes y la Universidad Libre de Bruselas, Bélgica. De esta manera se ha
optimizado un sandwich ELISA, basado en el uso de nanocuerpos, para la deteccién de
antigenos circulantes en el suero humano, que posee gran especificidad y sensibilidad del

sistema (datos no publicados).

Como parte del desarrollo del ensayo se hace necesario estudiar la dinamica de excrecion de
antigenos en suero en contraste con la produccion de anticuerpos especificos, utilizando
ratones BALB/c como modelo experimental. Esto permitiria conocer cuanto perdura la
circulacidn de los antigenos diana y correlacionarlo con el estadio de la infeccién y con la carga

parasitaria.
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Entre los modelos animales usados para el estudio de la TH se encuentran las cepas de ratones
(consanguineas o no). Actualmente se considera que la cepa de ratones BALB/c es la indicada si
se requiere estudiar la distribucion de las larvas después de la infeccion (Holland y Hamilton,
2006). Se ha planteado que cuando las larvas abandonan el pulmdn, entran en la circulacién
sistémica desde donde alcanzan los musculos esqueléticos y el sistema nervioso central. De
esta manera, las larvas tienden a acumularse en el tejido cerebral donde pueden permanecer
vivas, lo que puede resultar en cambios de comportamiento del animal (Summer y col, 1983;
Holland y Cox, 2001). Con el tiempo las larvas parecen iniciar nuevamente la migracién para

redistribuirse por el cuerpo del hospedero (Othman, 2012).

El modelo también ha sido utilizado para constatar la presencia de antigenos de excrecidn-
secrecién larvales en suero y para estudiar la cinética de los anticuerpos que se producen
contra estos antigenos (Robertson y col, 1988). En ese caso se demostrd la naturaleza
transitoria de la circulacién de antigenos parasitarios reconocidos en un inmunoensayo
desarrollado y se sugirié que esto pudiera ser el resultado de la formacién de inmunocomplejos

a medida que se desarrolla la respuesta inmune.

Sin embargo, el modelo murino no esta exento de contradicciones, como por ejemplo: el uso de
indculos de huevos embrionados que no se corresponden con las dosis de infeccién esperadas
en humanos, que se suponen sufren mds comunmente infecciones repetidas con indculos
menores. No obstante, en varios estudios los ratones BALB/c han resultado el modelo
apropiado para la toxocariasis (Hamilton y col, 2006; Pinelli y col, 2007; Ollero y col, 2008).
Basado en estos antecedentes y para demostrar la circulaciéon de los antigenos que se
reconocen mediante el ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzima (ELISA) sandwich basado
en nanocuerpos, nos proponemos infectar ratones BALB/c con T. canis. En ausencia de una
prueba confirmatoria para demostrar la infeccién en el humano, el uso del modelo animal nos
permitird una aproximacion al fendmeno. No solo se podrd confirmar la presencia de
anticuerpos especificos contra los TES en el suero de los animales infectados, sino que se podra

demostrar la presencia de larvas del parasito en los tejidos y érganos.
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1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo general
Caracterizar la cinética de antigenos de excrecidn-secrecion larvales y de los anticuerpos

especificos en suero, durante la infeccién experimental de ratones BALB/c con T. canis.

1.1.2. Objetivos especificos
e Determinar la carga larval en higado, pulmones y cerebro de ratones BALB/c infectados
experimentalmente con huevos embrionados o larvas de T. canis.
e Describir los principales cambios histoldgicos que se producen en higado, pulmones y
cerebro de ratones como consecuencia de la infeccidn por T. canis.
e Describir la cinética de antigenos de excrecidn-secrecién larvales/anticuerpos IgG

especificos en suero durante la infeccién murina experimental.



Informacion previa

2. Informacion previa

2.1. Taxonomia

Los nematodos del Orden Ascaridida han sido objeto de muchas investigaciones taxondmicas y
filogenéticas. En el orden se han descrito mas de 50 especies que se distribuyen en varios
géneros (Nadler y Hudspeth, 2000). El género Toxocara se destaca porque algunas de las
especies que lo integran provocan enfermedades que son transmitidas de los animales al

hombre.

Las especies que conforman el género Toxocara pueden ser distinguidas entre si segun la
morfologia de los labios, las aletas cervicales, la longitud de las espiculas y las caracteristicas del
aparato reproductor femenino. Entre las especies que pertenecen a este género se encuentran:
T. canis (infecta canidos); T. cati (infecta felinos); T. vitulorum (infecta bovinos); T. pteropodis
(infecta murciélagos frugivoros); T. tanuki, T. alienata y T. mackerrasae (infectan roedores y
otros animales silvestres); T. malaysiensis (infecta a los gatos domésticos) y T. lyncis (infecta

caracoles), entre otras (Skrjabin y col, 1991; Gibbons y col, 2001; Borecka y col, 2010).

Entre las especies mencionadas anteriormente se destaca T. canis que se reconoce como el
principal agente causal de la TH, por lo que a continuacidn se revisardn aspectos de su biologia,

de la clinica y de la epidemiologia, entre otros.

La clasificacion taxondmica de T. canis se muestra a continuacion:
Dominio: Eukaryota

Reino: Animalia

Subreino: Bilateria

Rama: Protostomia

Infrareino: Ecdysozoa

Superphylum: Aschelminthes

Phylum: Nemathelminthes

Clase: Secernentea

Subclase: Rhabditia
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Orden: Ascaridida
Suborden: Ascaridina
Superfamilia: Ascaridoidea
Familia: Toxocaridae
Género: Toxocara

Especie: canis

2.2. Caracteristicas morfoldgicas
El parasito T. canis se presenta en forma de huevo o larva (ambas de tamafio microscdpico) o
en forma de adulto que puede llegar a medir varios centimetros de longitud (Figura 1). A

continuacion se describen brevemente algunas caracteristicas de estas formas parasitarias.

Figura 1. Formas del parasito Toxocara canis. A: huevos (400X), B: larvas (200X), C: adultos.
Fuente: Laboratorio de zoonosis, IPK.

2.2.1. Huevos

Los huevos son esféricos, de color marrén oscuro, con cubierta externa gruesa e irregular que
presenta un sistema reticular superficial de cresta y nervaduras (Naidu, 1981). Miden
aproximadamente 85 um de diametro y son subglobulosos. El protoplasma se aprecia con un
aspecto granuloso y no estdn embrionados cuando salen en las heces de los hospederos

definitivos (Durette-Desset y Chabaud, 1974).

2.2.2. Larvas

Las larvas de T. canis miden aproximadamente 400 um de longitud por 15-21 um de didmetro.
En el medio externo siempre se encuentran en el interior de los huevos (Macchioni, 1999;
Nadler y Hudspeth, 2000; Gibbons y col, 2001). Dentro del huevo, el parasito realiza dos mudas
(L1-L2, L2-L3) (Brufiaska y col, 1995).
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2.2.3. Adultos

Los machos miden de 9 a 13 cm de largo y de 0,2 a 0,25 cm de ancho, mientras que las
hembras, de 10 a 18 cm de largo y de 0,25 a 0,3 cm de ancho. En la regidén anterior presentan
una boca provista con tres labios bien desarrollados y aletas cervicales, que son mucho mas
largas que anchas y miden entre 2 y 4 mm de largo por 0,2 mm de ancho. El eséfago alcanza
alrededor de 5 mm de largo incluyendo el ventriculo, el cual mide 0,5 mm de longitud. En la
hembra, la vulva se encuentra situada entre la quinta y sexta partes anteriores del cuerpo del

verme (Gillespie, 1988; Nestor y col, 2000).

2.3. Ciclo de vida
El ciclo de vida de T. canis es el mas complejo de todos los nematodos. Este ciclo bioldgico
involucra dos clases de hospedadores:
o Definitivos: perros y canidos salvajes, incluidos: zorros, coyotes, lobos, chacales, hienas
y dingos, en los que el parasito alcanza su madurez y se reproduce sexualmente.
o Paraténicos: son hospederos accidentales en los que el pardsito no evoluciona, pero
puede sobrevivir alojado en los tejidos. Esta clase comprende una gran variedad de
mamiferos, incluidos los cerdos, las ovejas, los roedores, asi como los pollos, las

codornices, los primates no humanos y el hombre.

El ciclo comienza cuando el perro ingiere huevos embrionados que eclosionan y las larvas que
emergen, penetran la pared del intestino (Figura 2). En el perro mayor de 5 semanas de edad
las larvas migran hacia varios tejidos, donde se enquistan. Las larvas enquistadas pueden ser
reactivadas durante la gestacion y los cachorros ser infectados via transplacentaria o
transmamaria, desarrollandose los gusanos adultos tanto en la madre como en los
cachorros. De esta manera los huevos infectantes son excretados tanto por el cachorro, como

por la madre.
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Figura 2. Ciclo biolégico de Toxocara canis. Fuente: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx.

En perros mas jovenes, las larvas provenientes del higado, atraviesan la pared intestinal y

migran hasta los pulmones. De los pulmones pasan a la traquea donde pueden ser expulsadas

al exterior mediante tos o estornudos, o pueden llegar a la boca en cuyo caso son deglutidas.

Esta migracién dura aproximadamente 10 dias. Una vez deglutida, la larva llega hasta el

intestino donde muda y luego se desarrolla el estadio adulto, habrdn transcurrido en total 25 a

30 dias desde la infeccidon. EI macho y la hembra copulan, esta ultima pone huevos que salen

con las heces del hospedero (Nichols, 1956).
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En los humanos, después de la ingestidn, los huevos eclosionan y las larvas que emergen
penetran la pared intestinal y migran por via circulatoria a visceras y tejidos internos del cuerpo
(higado, corazén, pulmones, cerebro, musculos y ojos, fundamentalmente). En estos drganos el
contacto del parasito con el sistema inmune desencadena una reaccidn granulomatosa que
puede destruir al parasito o bloquear su migracién al quedar encapsulados y permanecer en
estado de hipobiosis. En ocasiones, ante estimulos que aun no han sido identificados, las larvas
hipobidticas pueden reactivarse para reiniciar la migracidon, pero nunca se desarrollan, ni se

multiplican.

2.4. Patogenia

Las larvas causan efectos patogénicos como resultado de la respuesta inflamatoria del
hospedero y de la formacion de granulomas. Los mecanismos responsables de la patogenia no
han sido dilucidados (Ma y col, 2018). Las migraciones larvales provocan dafios, que ocurren
fundamentalmente en aquellos érganos o tejidos donde las larvas se asientan finalmente. La
eliminacidn de mudas y liquidos de mudas (segln proceda) y de otras secreciones o excreciones
causan lesion, seguida de una respuesta inflamatoria granulomatosa particularmente en
higado, pulmdn y ganglios. Las larvas migrantes dejan a su paso pequefios trayectos de tejido
necrotico. El parasito se dispone en el centro del granuloma, intacto o destruido, rodeado por
eosindfilos y macrofagos. En la periferia del granuloma se pueden encontrar histiocitos grandes,
dispuestos en empalizadas y fibras colagenas concéntricas envolviendo a las células
inflamatorias, las que posteriormente, se calcifican. En el ojo, las lesiones granulomatosas se
presentan en la parte posterior, ademas de que pueden ocurrir: desprendimiento de retina,
opacificacién del humor vitreo y tumor fibrético con compromiso visual parcial, entre otras

complicaciones.

En el cerebro, las huellas de la migracién de las larvas de Toxocara por lo general comprenden
pequefias areas de necrosis y una minima infiltracién inflamatoria (Hotez, 1993). Segun la
localizacién, las larvas actian como focos irritativos que pueden desencadenar un importante

compromiso neurolégico. Recientemente los estudios han sugerido que la patologia observada
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en este érgano se debe mas a los mecanismos mediados por la inmunidad y al trauma

ocasionado por las larvas migrantes, que a efectos citotoxicos agudos (Heuer y col, 2015).

Ademas debido a la migracion de las larvas se desarrollan lesiones mecdanicas y obstructivas en
pulmones y en el higado, pudiendo ser manifiestas (Lloyd, 1993). Las larvas también ejercen

accién expoliatriz, hematdfaga e histéfaga.

2.5. Manifestaciones clinicas

Las formas clinicas en la TH varia ampliamente y comprende desde casos asintomaticos, hasta
sindromes de gran severidad (Pawloski, 2001; Chen y col, 2018). Una gran proporcion de
infecciones por Toxocara transcurre de forma asintomatica, o cursa con sintomas inespecificos.
Entre los factores que determinan la severidad de la presentacion clinica se encuentran: el
tamafio del inéculo determinado por el nimero de huevos larvados ingeridos, la edad del
hospedero, la intensidad de la respuesta inmune que desarrolla y los érganos donde se
asientan las larvas. La presentacion clinica de la toxocariasis en humanos incluye LMV, LMO,
toxocariasis neuroldgica (TN) y toxocariasis encubierta (TE), que a continuacién se describen

brevemente.

LMV: El cuadro clinico del sindrome de LMV es severo causado por la migracion larvaria. Sus
principales manifestaciones son: anorexia, nauseas, vomitos, dolor abdominal, fiebre alta,
urticaria, eritema vy artralgias. También pueden presentarse: tos, crisis asmatiforme,
hepatoesplenomegalia y miocarditis, incluso con insuficiencia cardiaca. En piel se pueden
observar diversas manifestaciones que comprenden desde urticaria hasta eczema generalizado.
Las enzimas hepaticas se alteran levemente lo que puede reflejar dafio hepdtico que se
evidencia por la aparicion de surcos subcapsulares al realizar el estudio laparoscdépico. Se
pueden evidenciar focos granulomatosos en la ecotomografia y en la resonancia magnética.
Ademas, se presentan hipereosinofilia e hipergammaglobulinemia que cursan con serologia

reactiva para anticuerpos anti-Toxocara.
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LMO: es la forma localizada de la toxocariasis mas conocida en la literatura mundial (Pawlowski,
2001). En general, es mas frecuente en general en nifios mayores de 10 afios y suele cursar sin
la eosinofilia caracteristica de las otras formas de toxocariasis (Schantz y Glickman, 1978). El
parasito se localiza dentro del globo ocular y ocasiona con frecuencia uveitis y retinitis
granulomatosa (Dernouchamps y col, 1990; Ahn y col, 2014). Esta entidad se confunde con
otras etiologias, como es el caso del tumor maligno conocido como retinoblastoma
(Despommier, 2003). También puede pasar casi desapercibida, debido a que el paciente
solamente aqueja disminucion progresiva de la agudeza visual (Minvielle y col, 1999; Magnaval
y col, 2001). Algunos casos presentan dolor o hemorragias intraoculares debido al intenso
proceso inflamatorio (Magnaval y col 2001; Despommier, 2003). También pueden producirse
diversas secuelas tales como: la pigmentacidén simple de la retina, el surgimiento de una
membrana epiretinal, que se produzcan defectos en la capa fibrosa del nervio retinal o que

aparezca una escara macular (Ahn vy col, 2014a; Ahn y col, 2014b).

TN: forma localizada que cobré importancia en la década de los 2000. Entidad clinica que
resulta de la invasiéon del sistema nervioso central por larvas de Toxocara y comprende
encefalitis, meningitis, mielitis, convulsiones epileptiformes, trastornos conductuales,
hipostesias, paraparesias, vejiga neurdgena espdstica y hemiplejia (Finsterer y Auer, 2007;
Sanchez y col, 2018). Ademas se ha sugerido la posible relacién entre la NT y los desérdenes
neurodegenerativos, por ejemplo: esquizofrenia, déficits cognocitivos, enfermedad de

Parkinson idiopatica y demencia (Celik y col, 2013; Fan y col, 2015).

TE: se caracteriza por signos y sintomas inespecificos que parecen depender de la respuesta
inmunopatolégica de alglin érgano afectado. La expresion clinica es muy variable y puede
presentarse como asma, bronquitis aguda o neumonitis con o sin sindrome de Loeffler (Felman
y Parker, 1992; Buijs y van Knapen, 1994; Inoue y col, 2002); se pueden presentar ademas
trastornos dermatolégicos como urticaria créonica o eczema (Wolfrom y col, 1995),

linfadenopatia, miositis y artralgia (Pawlowski, 2001, Walsh y col, 1988; Kraus y col, 1995).
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2.6. Deteccion

La deteccion definitiva de la toxocariasis en seres humanos se logra con la identificacion de las
larvas migrantes en biopsias de los tejidos afectados, lo cual es un hecho casi excepcional
(Magnaval y col, 2001; Pawlowski, 2001; Despommier, 2003; Smith y col, 2009). Debido a esto
se plantea que existen cinco marcadores principales de la toxocariasis sintomatica: las
caracteristicas de la historia epidemioldgica del paciente, los signos y sintomas encontrados, la
presencia de eosinofilia y de niveles incrementados de IgE total, asi como un resultado positivo

en la serologia (Pawlowski, 2001; Smith y col, 2009).

2.6.1. Estudios imagenolégicos

En el sindrome de LMV las técnicas de ultrasonido de alta resolucién pueden revelar areas
hipoecoicas en el higado (Magnaval y col, 2001). En el caso de LMO es de gran importancia el
uso de la angiografia fluoresceinica, el ultrasonido ocular y la tomografia axial computarizada

(TAC), particularmente para diferenciar esta entidad del retinoblastoma (Cortez y col, 2010).

Estas técnicas se utilizan luego de que haya observado en la exploracion del fondo de ojo una
masa inflamatoria. En la angiografia fluoresceinica puede constatarse fuga del contraste tanto
en la masa como a nivel papilar, ademas de edema macular, sin areas de isquemia (Pérez-
Salvador y col. 2011). Mediante ultrasonido el hallazgo mas consistente con la TO es una masa
retinal altamente reflectiva localizada en el polo posterior o periférico, que pudiera estar
calcificado y que tiene como caracteristica fundamental la adhesion a membranas del vitreo
(Morais y col, 2012). En la tomografia de coherencia déptica se observa una masa altamente
reflectiva rodeada de fluido subretinal, que protruye sobre el epitelio en el drea macular (do

Lago y col, 2006).

2.6.2. Recuento o conteo del niimero de eosinodfilos en sangre

Este pardmetro medido en sangre periférica es proporcional a la eosinofilia tisular. La
eosinofilia ocurre en las etapas de migracion tisular de las larvas que es la reacciéon local a las
larvas de Toxocara, ya que los eosindfilos son el componente mas abundante en el infiltrado

9 « s -1 s
celular o granuloma. Valores entre 400 y 1000x 10~ eosindfilos L~ son mas frecuentes en casos
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asintomaticos, en la TE y en el sindrome de LMV incompleto, mientras que valores superiores a

3000 x 10° eosindfilos L™ son tipicos de casos de LMV (Pawlowski, 2001)

2.6.3. Determinacion de los niveles de IgE total o especifica en suero de pacientes.

Los anticuerpos IgE producidos contra Toxocara estan presentes en 54% de casos de
toxocariasis en humanos y son altamente especificos. El nivel de anticuerpos IgE especificos
contra Toxocara es mayor en pacientes sintomaticos (35%) que en asintomaticos (24%)
(Pawlowski, 2001). En un estudio mas reciente los pacientes con toxocariasis mostraron niveles
elevados de IgE total a pesar de que la mayoria de los casos eran asintomaticos. Los niveles de
IgE resultaron superiores a 1300 Ul, lo cual fue similar a los niveles observados en un grupo de

pacientes que tenia un sindrome hipereosinofilico sin causa atribuible (Sun-Youngy col, 2018).

2.6.4. Estudios seroldgicos

Los anticuerpos especificos de tipo IgG constituyen el marcador mas importante de infeccidn
por Toxocara, por lo que su deteccidon es de utilidad para todo el espectro clinico de la
toxocariasis (Magnaval y col, 2001; Despommier, 2003). Para ello, a lo largo de los afios se han
utilizado diferentes preparaciones antigénicas, desde antigenos totales que se han obtenido de
la maceracién de los adultos del parasito, hasta llegar a los antigenos de excrecién-secrecién

larvales que aun se utilizan en nuestros dias (Smithy Noordin, 2006; Elefant y col, 2016).

2.6.4.1. Ensayo inmunoenzimatico ligado a enzima para detectar anticuerpos anti-Toxocara

En la actualidad estos ensayos utilizan los TES que liberan las larvas cuando se cultivan en un
medio libre de proteinas. Los TES son una mezcla de productos antigénicos que se originan en
los 6rganos secretorios del parasito (glandula esofagica y el poro secretor) y que en su mayoria
son glicoproteinas. Estos productos se nombran segun su peso molecular aparente en
electroforesis en gel de poliacrilamida, por ejemplo: TES-120 y TES-32 (Holland y Smith, 2006).
Algunos TES comparten epitopes con otros helmintos, por lo que pueden producir reacciones

cruzadas cuando se usan en los inmunoensayos.
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Para incrementar la especificidad de la prueba de ELISA para Toxocara se han utilizado
fracciones de los TES o antigenos individuales, nativos o recombinantes (rTES). Entre los rTES
gue se han desarrollado se encuentra rTES-30, con el que se estandarizé un inmunoensayo con
sensibilidad y especificidad excelentes (Yamasaki y col, 2000). También se desarrollé un ELISA
altamente especifico utilizando rTES-120 (uno de los componentes mayoritarios de los TES)
(Fong vy col, 2003). También se ha demostrado la utilidad de la combinacion de tres rTES (rTES-
26, rTES-30USM y rTES120) para la deteccion especifica de anticuerpos de la subclase 1gG4, que

han demostrado tener mayor especificidad para la deteccion de la TH (Mohamad y col, 2009).

Varios autores recomiendan confirmar el resultado del estudio por ELISA haciendo uso de la
inmunotransferencia o Western blot (del inglés). Esto es debido a que pueden producirse
reacciones cruzadas con otros helmintos. Con esta técnica se puede evidenciar la presencia de
un patron de bandas caracteristico, en el que las proteinas de bajo peso molecular son de gran

importancia (Pawlowski, 2001; Smith y col, 2009).

En la actualidad se cuenta con varios estuches comerciales, que se han desarrollado para
detectar anticuerpos IgG especificos anti-TES que se encuentran disponibles para el diagnéstico
clinico y para estudios epidemioldgicos. La especificidad y la sensibilidad de los inmunoensayos
gue se han desarrollado dependen tanto de los antigenos seleccionados, como del tipo de

anticuerpos que son detectados (revisados por Ma y col, 2018).

2.6.4.2. Deteccion de antigenos circulantes

Algunos autores han sefialado lo ventajoso que resultaria, para la deteccidon de la TH, poder
disponer de ensayos para detectar antigenos circulantes (Smith y col, 2009. Estos autores
recomiendan continuar la investigacién en este campo, aunque reconocen las limitaciones que
se han confrontado como por ejemplo que es necesario desarrollar un anticuerpo de captura
de gran especificidad asi como eliminar el requerimiento de disociar inmunocomplejos con el
fin de incrementar la posibilidad de detectar los antigenos, lo cual ha sido una caracteristica

comun de todos los inmunoensayos desarrollados hasta la actualidad. Esto se debe
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fundamentalmente a que las larvas se encuentran en los tejidos donde se presume que la

carga parasitaria puede ser baja en la mayoria de las infecciones humanas (Smith y col, 2009).

A lo largo de los afos solo unos pocos estudios se han conducido con el objetivo de desarrollar
inmunoensayos para detectar antigenos circulantes de Toxocara en muestras clinicas. En el
primero de ellos se desarrollé lo que los autores llamaron un “ensayo sandwich de dos sitios
basado en un mismo anticuerpo monoclonal”. Se trataba de un ELISA que usaba un anticuerpo
monoclonal para la captura de los antigenos y luego ese mismo anticuerpo, conjugado con
peroxidasa, se usaba para la deteccidn. De esta manera se detectaron antigenos en el suero de
pacientes ingleses diagnosticados con LMV o LMO y en cuatro nifios asintomaticos de Papua

Nueva Guinea (Robertson y col, 1988).

En otro estudio se desarrollé un ELISA sandwich cuyo limite de deteccién fue de 4 ng/mL y no
mostré reactividad cruzada con antigenos de Ascaris lumbricoides, A. suum o Dirofilaria immitis
(Katsutoshi y col, 2002). Ishiyama y colaboradores (2009) por su parte notificaron el desarrollo
de un ELISA sandwich que usaba un anticuerpo monoclonal para capturar los antigenos y un
anticuerpo policlonal, obtenido en conejo, para realizar la deteccidn. Este ensayo también tenia
un limite deteccién de 4 ng/mL y fue capaz de detectar 4 de 9 muestras positivas, sin

reactividad cruzada con antigenos de otros nematodos.

Llama la atencion que al realizar una busqueda en la literatura no se encontrd referencia
posterior de la validacion e introduccién de ninguno de estos inmunoensayos para la deteccién
de la TH. Mas recientemente, Rodriguez-Caballero y colaboradores (2015) publicaron el
desarrollo de un ELISA sandwich que se basa en el uso de un anticuerpo policlonal para la
captura de los antigenos y un anticuerpo monoclonal para la deteccién. Este ensayo tiene un
limite de deteccion de 440 pg/mL y una sensibilidad de 31% en muestras clinicas, estos autores
también demostraron que los antigenos reconocidos en este inmunoensayo circulan en el
suero de ratones infectados experimentalmente con bajas dosis del parasito (Rodriguez-

Caballero y col, 2017).
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2.6.4.3. Desarrollo de un ELISA sandwich basado en el uso de nanocuerpos, para la deteccion
de antigenos de T. canis circulantes en suero humano.

La plataforma tecnoldgica de Nanocuerpos®, se desarrollé luego que se descubriera
accidentalmente un tipo especial de anticuerpos en el suero de los miembros de la familia
Camelidae (camellos y llamas). Estos animales ademds de tener anticuerpos convencionales de
tipo 1gG, tienen otros que carecen de cadenas ligeras. Estos anticuerpos usan el dominio
variable amino terminal de sus cadenas pesadas para interaccionar con el determinante
antigénico. El dominio variable de esos anticuerpos, se conoce con las siglas VHH (del inglés,
variable domain of heavy chain of heavy-chain antibody). Los VHH también se conocen con el
nombre de nanocuerpos (Ncs) debido a sus dimensiones en la escala nanométrica, que es 4 x

2,5 x 3 nm (Huang y col, 2010).

Hoy en dia se cuenta con métodos bien establecidos para producir genotecas de vhh, usando
fagos o levaduras y para aislar los vhhs antigeno-especifico. Ademas, los Ncs pueden ser
producidos facilmente como proteinas recombinantes en bacterias y levaduras, parecen ser
bastante solubles y robustos y no poseen tendencia a agregarse. Los Ncs muestran una alta
afinidad por los antigenos diana y pueden ser facilmente manipulados en su construccién para
incrementar la sensibilidad de sistemas inmunoenzimaticos (Huang y col, 2010). Por estos
motivos se considerd que los Ncs podrian constituir una buena alternativa para desarrollar un

inmunoensayo para la deteccion de los antigenos de T. canis circulantes en el suero humano.

En consecuencia, se generaron Ncs contra los TES y se expresaron de manera recombinante en
bacterias. Se descartaron aquellos que producian reacciones cruzadas con otros helmintos. Los
Ncs asi seleccionados, se modificaron genéticamente para obtenerlos bivalentes y biotinilados
o conjugado con peroxidasa y se usaron para optimizar un ELISA sandwich que detecta TES en
el rango de los picogramos en un sistema simulado con suero humano (datos no publicados).

Este inmunoensayo se encuentra actualmente en fase de validacion.
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2.6.5. Uso de la biologia molecular

En las ultimas décadas se desarrollaron herramientas basadas en la reaccién en cadena de la
polimerasa que permiten la identificacion y diferenciacién de las larvas de Toxocara spp. (Liy
col, 2007; Borecka y Gawor, 2008). Hasta el momento el uso de estas herramientas se ha
limitado a la deteccién de los pardsitos en la infeccidn experimental en modelos animales o en
estudios epidemioldgicos para la diferenciacidén de las especies que contaminan el suelo (Raiy
col, 1997; Fogt-Wyrwas y col, 2007; Macuhova y col, 2010). Debido a que puede resultar dificil
distinguir morfolégicamente entre las larvas de Toxocara, particularmente cuando la larva, o
solo partes de ella, se han recuperado de tejidos humanos, se considera que estas herramientas
pudieran ser muy utiles para realizar la deteccién en estos casos (Chen y col, 2012). Sin
embargo, en la literatura internacional son casi inexistentes los reportes de la deteccién de

ADN del parasito en material procedente de biopsias practicadas a humanos.

2.7. Tratamiento.

La decision de tratar las infecciones por Toxocara spp. es dificil. Algunos autores cuestionan la
necesidad del tratamiento pues la toxocariasis a menudo transcurre de manera subclinica o
puede autolimitarse (Mikulecky y Mikulecky, 1994; Magnaval y col, 2001). Otros autores han
expresado preocupacién por las posibles respuestas alérgicas que pueden surgir después de la
terapia antihelmintica. Estas respuestas pueden llegar a ser mas graves que la enfermedad en si
(Takayanagiy col, 1999, Pawlowski, 2001). Sin embargo, la TH es una infeccién crénica, que
puede persistir durante un tiempo largo y la reactivacién de la migracién de las larvas en el ojo
o el cerebro pueden ocurrir en cualquier momento (Pawlowski, 2001; Wisniewska-Ligier y col,
2012). Por lo tanto, el tratamiento especifico se recomienda en casos de LMV vy algunos casos
de TE. El tratamiento de la TO y TN es una cuestion de juicio clinico y el tratamiento con
antihelminticos debe combinarse con antialérgicos. Por otra parte, algunos casos seropositivos,
generalmente con titulos altos, sin ningun tipo de expresion clinica de toxocariasis pudieran
requerir terapia especifica para intentar disminuir el nimero de larvas hipobidticas o

migratorias (Pawlowski, 2001; Magnaval y col, 2005).
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El albendazol parece ser la droga tentativa de elecciéon (Hotez, 1995; Caumes, 2003; Magnaval y
col, 2005). El régimen recomendado es 10 mg/kg de peso, diarios durante 14 dias (Hotez, 1995;
Magnaval y col, 2005) o 15 mg/kg de peso, durante 5 dias (Pawlowski, 2001). La absorcion del
albendazol se mejora por la ingesta de una comida rica en grasas. Este medicamento cruza la
barrera hematoencefdlica y generalmente es bien tolerado (Vidal y col, 2003). Otros
medicamentos Utiles pudieran ser dietilcarbamazina (Magnaval y col, 2005) y tiabendazol

(Maguire y col, 1990).

Los corticosteroides son imprescindibles en el tratamiento con el fin de mitigar la respuesta
inflamatoria. Esteroides, administrados tépicamente, originalmente como inyeccién periocular
de depdsito, y/o sistémicamente, producen una mejora de consideracion (Cortez y col, 2011).
Los medicamentos antiinflamatorios mds cominmente usados son prednisona o prednisolona
orales. El régimen habitual es aproximadamente 1 mg/kg diariamente durante 1 mes, luego la

dosis es disminuida gradualmente (Magnaval y col, 2005).

2.8. Epidemiologia

El estudio epidemiolégico de la toxocariasis es complejo ya que se deben considerar tres
eslabones: la enfermedad en los canidos, la contaminaciéon ambiental con el pardsito y la TH, asi
como su interconexién. La toxocariasis tiene una distribucion cosmopolita (Figura 3); se
considera endémica en la mayor parte de los paises de América, Africa y Asia y es de interés

tanto veterinario como sanitario.
La TH tiende a ser mds prevalente en las regiones tropicales que en las regiones templadas, y es

mas frecuente en las poblaciones rurales que en poblaciones urbanas en la misma region o pais

(Rubinsky y col, 2010).
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Mot Endemic Sporadic . Endemic

Figura 3. Distribucién mundial de la toxocariasis. Fuente GIDEON, http//www.gideonline.com/

(Consultado 2 de octubre de 2018).

Se describen dos vias fundamentales de infeccidén para el humano:

1. Por la ingestién accidental de los huevos embrionados, por contacto con areas de tierra que
los contienen, tanto en parques publicos o jardines de hogares donde los animales hayan
realizado deposiciones contaminadas con el parasito. Esta via de infeccion es importante en
nifos y adolescentes, que por la actividad Iudica, tienen contacto mas frecuente con estos
lugares.

2. Por laingestion de carne cruda procedente de hospederos paraténicos.

El estudio de la epidemiologia de la TH sigue siendo problematico por varias razones. Entre ellas
se destaca que gran parte de los datos con que se cuenta acerca de la epidemiologia de la TH
humana se basa en la determinacidn de anticuerpos IgG especificos contra TES, por lo que la
comprensién de la relacidn entre la exposicién y la enfermedad sigue siendo pobre (Smith y col,

2009).
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Los valores de seroprevalencia encontrados en sujetos aparentemente sanos oscilan entre 2,4%
en Dinamarca (se estudiaron 3247 sujetos menores de 40 afios de edad) (Stensvold y col, 2009)
a 92,8% en Isla Reunidn (387 sujetos mayores de 15 afios de edad) (Magnaval y col, 1994). En
Europa se han encontrado prevalencias que varian desde 2,7% hasta 15,7% (89). Estudios
realizados en Latinoamérica han encontrado prevalencias que varian entre 3,6% en Brasil, hasta
16,1% en Uruguay. En Colombia estudios que se han llevado a cabo en Bogota y Medellin han

hallado prevalencias hasta de 47,5% en la poblacion general (Rubinsky y col, 2010).

El factor de riesgo mas relacionado con la toxocariasis sintomatica es la geofagia, que se
presenta fundamentalmente en nifios menores de 5 afios. Los nifios son el segmento
poblacional mas proclive a padecer la toxocariasis, por sus habitos de juego vinculados a la
tierra y a la arena y por la costumbre de llevar las manos sucias a la boca (Kroten y col, 2018).
Ademas, otro factor de riesgo a considerar es el contacto directo con perros, ya que los huevos

viables de Toxocara pueden permanecer adheridos en el pelaje (Overgaauw y col, 2009).

Los perros y gatos con infecciones patentes pueden transmitir la toxocariasis contaminando el
ambiente con huevos. Los perros excretan grandes cantidades de huevos de Toxocara; incluso
un perro infectado levemente excreta 10 000 huevos por cada gramo de heces. La mayor parte
de la contaminacién de la tierra se produce por cachorros. Entre un tercio y la mitad de las

perras también excreta huevos de T. canis después de la paricién.

La prevencion de la toxocariasis puede lograrse mediante la puesta en prdctica de las siguientes
medidas: desparasitar regularmente a los perros, evitar la contaminacion del suelo por heces
de perro y gatos de las areas adyacentes a las casas y en las areas de juego de los nifios, lavarse
las manos después del juego con animales o en el suelo y antes de consumir alimentos, asi

como controlar la geofagia.

Otros factores a tener en cuenta para la prevencién de la toxocariasis son: pasear a los perros

con collar y correa en lugares publicos, para evitar que deambule; evitar que los perros ingieran
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ratas, aves o carne cruda de animales salvajes, evitar que los nifios sean lamidos en la boca por

los perros y lavar muy bien los vegetales que son ingeridos de forma cruda.

Si bien la toxocariasis puede ser facilmente prevenida, no existe adecuada concientizacién
sobre el alcance del problema. Aunque la enfermedad puede ser significativa y debilitante, la
incidencia de manifestaciones clinicas graves es desconocida y el diagndstico es dificil. Esto
pudiera conducir a una percepcién falsa de que la carga parasitaria y el impacto de la
toxocariasis en la salud publica son bajos. En consecuencia, algunos autores se han referido a la

toxocariasis como una infeccién olvidada de la pobreza (Hotez y Wilkins, 2009).
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3. Metodologia
La investigacion se desarrollé en el Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, en el periodo

de enero a abril de 2018. A continuacién se describen los procedimientos.

3.1. Obtencidn de huevos de T. canis y desarrollo de la embriogénesis

Los adultos de T. canis se obtuvieron a partir de perros infectados naturalmente, procedentes
del Centro de Observacion Canina del Minsap, que se encuentra ubicado en el municipio La
Lisa. Los pardsitos hembras se disectaron para extraer el Utero y colectar los huevos, que se
mantuvieron en solucidn de H,S0,4 (0,2 M) a temperatura ambiente, con luz artificial constante
y con agitacién manual breve en dias alternos para facilitar la oxigenacién, hasta que se observé
la larva mavil en su interior. El desarrollo de la embriogénesis se inspecciond periédicamente.
Para ellos transcurridos los primeros 15 dias de incubacidn, y durante cinco semanas, con
periodicidad semanal, se determind el porciento de huevos embrionados con respecto a la
masa total de huevos. Para ello se usd la cdmara de Neubauer y se promedid el resultado del

conteo de huevos de cinco alicuotas de 20 pul cada una.

3.2. Obtencidn de larvas de T. canis y de los antigenos de excrecion-secrecion

Los huevos embrionados fueron tratados con hipoclorito de sodio a 14% durante 10 min a
temperatura ambiente. En gabinete de seguridad, los huevos fueron lavados dos veces con
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) (pH 7) estéril mediante centrifugacién a 3000xg y
finalmente, con medio RPMI (que se suplementd con glutamina (2 mM), penicilina G sédica
(100 1U/mL), sulfato de estreptomicina (100 pg/mL) y anfotericina B (1 pg/mL). Se provoco la
eclosién de los huevos mediante homogenizacion manual con ayuda de un homogenizador tipo
Potter. Posteriormente, la suspension se transfirié a un aparato de Baermann y se recuperaron
las larvas luego de tres horas de incubacion a temperatura ambiente. Las larvas se mantuvieron
a 37°C, a una concentracion de 1000 larvas/mL, en medio RPMI que se suplementé con

antibioticos. El medio de cultivo se cambié semanalmente.
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Para obtener los TES, se colecté el sobrenadante del cultivo de las larvas, se suplementd con
inhibidores de proteasas (Complete Mini, Roche Diagnostics GmbH, Germany), segun las
instrucciones del fabricante y se concentré mediante un sistema de ultrafiltracion Amicén
(membrana 3000 Da, Millipore). El concentrado se filtré (0,22 um, Millipore) y se desalinizé
mediante cromatografia de filtracidon en gel (PD10, Amersham Biosciences), para cuya elucién
se us6 PBS diluido cuatro veces. Los TES se alicuotaron y se mantuvieron a -20°C hasta su uso

posterior.

3.3. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones BALB/c machos con peso entre 18 y 20g (8 semanas de nacidos) que se
suministraron por el Centro Nacional para la Produccién de Animales de Laboratorio
(CENPALAB), con sus correspondientes certificados de salud. Setenta y dos horas antes de
comenzar los experimentos, los animales se colocaron en cajas T3 en grupos de 10, con acceso
libre al agua y a los alimentos bajo condiciones adecuadas (temperatura de 25°C, humedad de

70%), para facilitar su adaptacion.

3.4. Infeccion de los ratones con huevos embrionados o con larvas de T. canis

La concentracion de las suspensiones de parasitos, se determind mediante conteo en camara
de Neubauer, en el caso de las larvas se inmovilizaron previamente con ayuda de PBS-formol
5%. En cada caso se promedié el conteo de cinco alicuotas de la suspension (20 ul). La
concentracion de cada suspensidn se ajustd para administrar a cada grupo de animales
seleccionado aleatoriamente, la cantidad de parasitos correspondiente, suspendidos en 100 plL
de salina fisioldgica estéril. Dos grupos de animales solo recibieron solucién salina por via oral o
por via intraperitoneal y se usaron como control. Operativamente los grupos experimentales se
nombraron como se muestra a continuacion:

Grupo 1 (G1): se administraron 50 huevos embrionados por via oral

Grupo 2 (G2): se administraron 100 huevos embrionados por via oral

Grupo 3 (G3): se administraron 50 larvas por via intraperitoneal

Grupo 4 (G4): se administraron 100 larvas por via intraperitoneal
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3.5. Monitoreo de los animales de experimentacion

Los animales se identificaron individualmente mediante muescas en las orejas para facilitar el
seguimiento. Se determiné el peso de cada uno los ratones y se les extrajeron 60 uL de sangre
del seno retro-orbital utilizando un tubo microcapilar no heparinizado. La sangre se procesg,
mediante centrifugacién a 500xg, para obtener el suero, que se conservé a -20°C hasta su
utilizacion. Estos procederes se realizaron antes de la infeccidn y se repitieron los dias 3, 6, 9,

12, 15, 21, 30 y 45 pos infeccidn.

La infeccion experimental y las extracciones periddicas de muestras de sangre como parte del
monitoreo de los animales de experimentacion podrian incrementar el estrés y el dafio a los
mismos. Por este motivo los ratones se sometieron a vigilancia peridédica para en caso de ser
necesario realizar acciones para disminuir el dafio o aplicar punto final humanitario. Se
confecciond una ficha de observacion donde aparece la relacién de variables que se estudiaron

y las acciones a emprender segun la severidad del dafio (Tabla 1).

Tablal. Indicadores de bienestar que se evaluaron durante el seguimiento de los animales

involucrados en los experimentos y acciones propuestas para reducir el sufrimiento.

Aspecto/Indicador Puntuacién Acciones

Peso corporal

Pérdida de peso hasta 10 % 1 Incrementar la frecuencia del
seguimiento

Pérdida de peso de 10 % a 20 % 2 Consultar al veterinario

Pérdida de peso superior a 20 % 3 Adoptar punto final humanitario (PFH)

Acicalamiento

Ligeramente descuidado 1 Incrementar la  frecuencia del

seguimiento, consultar al veterinario

Falta de acicalamiento 2 PFH
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Locomocion

Postura/locomocion ligeramente 1 Incrementar la frecuencia del
Anormales seguimiento

Postura/locomocion muy 2 Consultar al veterinario

anormales

Inmovilidad 3 PFH

Respiracion

Taquipnea (respiracion rapida) 1 incrementar la frecuencia del

seguimiento, consultar al veterinario

Disnea (dificultad para respirar) 2 PFH

Convulsiones

No se observan 1

Se observan 2 PFH

3.6. Inmunoensayos

Las muestras de suero de los ratones, se ensayaron por duplicado mediante inmunoensayos de
tipo ELISA para detectar tanto antigenos como anticuerpos. Para la detecciéon de anticuerpos
especificos contra los antigenos de excrecion-secrecion larvales, se utilizé un ELISA indirecto y
para la determinacion de los antigenos circulantes, un ELISA sandwich que se basa en el uso de

nanocuerpos.

3.6.1. ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos IgG murinos anti-Toxocara

Para la deteccién de anticuerpos especificos contra los TES, a cada pozo de una placa de
microtitulacién (NUNC-Maxisorp, Thermo scientific, Alemania) que se sensibilizd previamente
con TES diluido (5 pug/mL) en tampdn de recubrimiento (tampdn carbonato; 0,05 M; pH 9,6) y
se bloqued con leche descremada (2,5%) en PBS-Tween 20 (0,05%), se le afiadieron 100 pl de la
muestra de suero (1/500 en PBS-Tween 20). Luego de incubacién durante 1h a 37°C y tres
lavados con PBS-Tween 20, se afadieron 100 pl de conjugado comercial anti IgG ratdn-

peroxidasa de rabano picante, diluido 1/2000 (Dako, Alemania). La placa se incubd nuevamente
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durante 1h a 37°C. Transcurrido ese periodo de tiempo, se realizaron tres lavados con PBS-
Tween 20 y se dispensaron en cada pozo 100 pl de orto-fenilendiamina (0,05%) y perdxido de
hidrégeno (0,015%) en tampdn citrato pH 5,0. La placa se incubd a temperatura ambiente y en
la oscuridad durante 20 minutos. La reaccién se detuvo con 50 pL de acido sulfurico 2N y se
realizé la lectura de la absorbancia a 492 nm en un lector de ELISA (Dynatech, USA).

Control negativo: consistio en una mezcla a partes iguales de muestras de suero de tres ratones
sin infectar.

Control positivo: consistié en una mezcla a partes iguales de muestras de suero de dos ratones
infectados con 500 huevos embrionados y sangrados a los 80 dias pos infecciéon (Rodrigues y

col, 2017).

3.6.2. ELISA sandwich basado en nanocuerpos para detectar antigenos circulantes de T. canis
Previo a este estudio, los Ncs se expresaron como proteinas recombinantes en el Laboratorio
de Inmunologia Celular y Molecular de la Universidad Libre de Bruselas. De manera abreviada,
el constructo que codifica para el nanocuerpo 2TCE49 bivalente se inserté en el vector de
expresion pBAD-17 y se cotransformé en la cepa de Escherichia coli WK6 con el plasmido
pPACYC184 (Avidity, USA, que codifica para una proteina ligasa de biotina). Posteriormente se
indujo la expresién de las proteinas recombinantes, luego las bacterias se sometieron a tres
ciclos de congelacion descongelacidon y finalmente se incubaron en presencia de biotina. La
purificacién del nanocuerpo bivalente biotinilado se realizé mediante cromatografia de afinidad
en una matriz de muteina-estreptavidina (Roche). El nanocuerpo 1TCE39 se acopld

guimicamente a peroxidasa de rabano picante (Abcam HRP conjugation kit, UK).

Para la realizacidn del ELISA sandwich se recubrieron los pozos de una placa de microtitulacion
(NUNC-Maxisorp, Thermo Scientific, Alemania) con estreptavidina (Sigma, USA, 0,625 ug/mL)
en tampon de recubrimiento, durante toda la noche a temperatura ambiente. A continuacidn
se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20 (0,05%). Posteriormente, se adicionaron 100 pL
del nanocuerpo bivalente biotinilado 2TCE49 (0,78 pg/mL) diluido en PBS-Tween 20 (0,05%) y

se incubaron durante una hora. Luego de tres lavados con PBS-Tween 20 (0,05%), se
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bloquearon los espacios libres en los pozos con 200 pl de Tampdn bloqueador libre de
proteinas (Thermo Scientific, USA), durante 2h. Se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20
(0,05%). Seguidamente se depositaron 100 ul de cada muestra (1/50, PBS-Tween 20, 0,05%) y
se incubaron durante 1h. Se realizaron cinco lavados con PBS-Tween 20 (0,05%). Se adicionaron
100 pl del nanocuerpo 1TCE39 conjugado con peroxidasa (0,008 ug/mL) diluido en PBS-Tween
20 (0,05%). Se realizaron cinco lavados con PBS-Tween 20 (0,05%). Finalmente, se afadieron
100 ul del sustrato tetrametilbencidina (TMB, BD Biosciences, USA) y la placa se incubd durante
20 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. La reaccién se detuvo mediante la adicién
de 100 pl de H,SO4 (0,5M). Se determind la absorbancia a 450 nm. En todos los casos los
periodos de incubacién se realizaron en agitacion con excepcién de la incubacién con el
sustrato.

Control negativo: consistio en una mezcla a partes iguales de muestras de suero de tres ratones
sin infectar.

Control positivo: consistié en una mezcla a partes iguales de muestras de suero de tres ratones

sin infectar a la que se afiadié TES (2,6 ng/mL) (datos no publicados).

3.7. Conteo de larvas en 6rganos de los animales infectados y estudios histopatoldgicos

Transcurridos 45 dias, a los animales se les aplicé eutanasia mediante dislocacién cervical, para
extraer higado, pulmones y cerebro. De los 10 animales que conformaron cada grupo de
experimentacion, 7 se procesaron para determinar la carga larval. Los drganos se cortaron
finamente y se incubaron en una solucion de digestion (HCl 0,5%) durante 24h a 37°C. La
suspension resultante se centrifugd a 1000xg durante 10 min y se contaron las larvas presentes
en el sedimento, bajo microscopio dptico. Se determind el por ciento que representaban las

larvas con respecto a la dosis de parasitos que se administro.

Los érganos que se extrajeron de los tres animales restantes se utilizaron para estudios
histopatoldgicos. Las visceras se enviaron al Departamento de Anatomia Patoldgica del IPK,
donde se fijaron en formol a 5%. Luego se procedid a la observacion macroscopica vy

posteriormente se procesaron mediante técnicas convencionales de inclusién en parafina,
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cortes de 5 um y tincidn con hematoxilina-eosina. Se utilizé la tincion especial Luxol-fast-blue
para evidenciar areas de desmielinizacion. El diagndstico se realizé con ayuda del microscopio

Optico.

3.8. Analisis estadistico

Los datos se almacenaron en Excel. Las diferencias entre los grupos experimentales se
determinaron usando la prueba de Kruskal-Wallis (mas de dos muestras independientes) y la
prueba de comparacion multiple de Dunn. Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas si P<0,05. Los analisis se realizaron usando el paquete estadistico GraphPad Prism

versién 5.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com.

3.9. Consideraciones éticas

Los procedimientos se realizaron basados en la Directiva 2010/63/UE, relativa a la proteccion
de los animales utilizados para fines cientificos. Los animales se mantuvieron en condiciones
adecuadas segun los requerimientos de su especie y se manipularon por personal calificado y
gue conocia las buenas practicas en el manejo de los mismos. Se trabajé alejado de la dosis
letal de infeccién de T. canis. Se utilizé solo la cantidad minima necesaria de animales que
permitiera realizar los analisis estadisticos imprescindibles. El protocolo de trabajo fue

aprobado por el Comité de Etica del IPK (CEI-IPK 41-18).
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4. Resultados

Aproximadamente 250 000 huevos de T. canis se incubaron en condiciones adecuadas en el
laboratorio y se determind periédicamente el porciento de huevos embrionados. Luego de 3
semanas de incubacidn, 57% de los huevos contenian una larva en su interior (Figura 4). En las
dos semanas posteriores la proporcion de huevos embrionados no se incrementd
significativamente (P>0,05). Debido a esto en la quinta semana, al contar con 66,4% de huevos
embrionados, una parte de la suspension de huevos se destind para obtener larvas. Se
comprobd que la suspension larval obtenida no contenia restos de los huevos cuyas larvas
emergieron, o huevos sin embrionar. A continuacién se infectaron los animales por via oral con

huevos embrionados, o con larvas por via intraperitoneal.
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Figura 4. Comportamiento en el tiempo de la proporcion de huevos de Toxocara canis
embrionados durante incubacién a temperatura ambiente en H,S0, (0,2M). Las letras indican
diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

No se observaron problemas de bienestar en los animales, asociados a los procedimientos que
se realizaron para infectar a los animales. Durante el seguimiento posterior, no se detectd
piloereccion y los animales no mostraron problemas relacionados con el acicalamiento, la
locomocién, la respiracion, ni se observaron convulsiones; tampoco se observd

comportamiento agresivo, ni lesiones que asi lo indicaran.
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De manera general, en todos los grupos experimentales los ratones ganaron peso corporal
progresivamente con alguna que otra pérdida puntual que no sobrepasé 10% del peso inicial
(Figura 5). Un escaso numero de animales sufrié pérdidas de peso sucesivas que en su mayoria
se manifestaron en las primeras etapas del seguimiento. Esto ocurrid en todos los grupos
experimentales, incluyendo los controles. En ningln caso las pérdidas sobrepasaron 20% del
peso inicial, por lo que no fue necesario aplicar PFH. En el caso de los ratones infectados por via
oral, todos los animales completaron el estudio. Sin embargo, un animal infectado con 100
larvas por via intraperitoneal, murié entre el 6to y el 8vo dia pos infeccidn, sin signos previos de

enfermedad o pérdidas de peso de consideracién.
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Figura 5. Comportamiento en el tiempo, del peso corporal con respecto al peso inicial, de los
ratones BALB/c infectados por via oral con huevos embrionados (A) o por via intraperitoneal
con larvas de Toxocara canis (B).
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Transcurridos 45 dias desde la infeccion, se demostrd que todos los animales albergaban larvas
en los tejidos. La presencia de larvas en cerebro, higado y en los pulmones fue confirmada con

ayuda del microscopio dptico luego de digestion acida de los tejidos (Figura 6).

Figura 6. Larvas encontradas en cerebro (Ay B) y en pulmones (C) de ratones BALB/c infectados
con Toxocara canis, 200X.

De manera general, el cerebro fue el érgano mas afectado, seguido de los pulmones (P<0,05)
(Figura 7). Es notorio que solo un ratén del G1 contenia una Unica larva en el higado. La media
del total de larvas encontradas en cada animal estuvo asociada con la dosis administrada
(P<0,05) y fue mayor en los animales inoculados con larvas que en los que se infectaron con
huevos embrionados, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa (Tabla 2). El
promedio del total de larvas encontradas por animal con respecto a la dosis de parasitos
administrados en cada uno de los grupos (G1-G4) se correspondid con los siguientes porcientos:

4,2%; 4,6%; 7,0% y 7,6%, respectivamente.
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Figura 7. Numero de larvas detectadas en drganos de animales transcurridos 45 dias de
infeccidon experimental con Toxocara canis. Grupos 1y 2: ratones infectados por via oral con 50
o 100 huevos embrionados, respectivamente; grupos 3 y 4: ratones infectados por via
intraperitoneal con 50 o 100 larvas, respectivamente. Cada grupo se conformé con 7 animales,
excepto el grupo 4 que estuvo conformado por 6 ratones.
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Tabla 2. Mediana del numero de larvas de Toxocara canis recuperadas de visceras de ratones
BALB/c transcurridos 45 dias de la infeccién experimental, y porcentaje de la media de la carga
larval por animal con respecto a la dosis de parasitos que se administro.

G1 G2 G3 G4
mediana | mediana | mediana | mediana
cerebro 2 4 3 6
pulmones 0 0 0 1
higado 0 0 0 0
Total 2° 4° 3 7,5°
Media 2,1 4,6 3,6 7,7
Porcentaje respecto al indculo 4,2 4,6 7,0 7,6

*Las letras indican diferencias significativas P=0,0001

Al examinar a simple vista los érganos que posteriormente se prepararon para estudios
histopatoldgicos, ya fuera de los animales controles o de los que se infectaron con el parasito,
no se encontraron lesiones evidentes. Los exdmenes histopatoldgicos revelaron que las visceras
de los animales controles mostraron una apariencia histolégica normal. Por otra parte los
organos de los animales infectados mostraron de manera general dreas con infiltrado
inflamatorio crénico a ligero predominio de linfocitos. En los pulmones el infiltrado inflamatorio
se encontro perivascular y peribronquial, mientras que en el higado afecté los lobulillos, o tuvo
localizacion subcapsular. En el cerebro se observé ademas del infiltrado inflamatorio, necrosis

isqguémica liquefactiva en parénquima y areas focales de desmielinizacién.

En la tabla 3 se muestran en detalle los resultados del estudio histopatolégico. La figura 8
ilustra los principales hallazgos. No se encontré relacion entre los hallazgos histopatoldgicos y el
tamafio del indéculo. Es necesario destacar que algunos cambios histopatolégicos se
encontraron exclusivamente en los animales inoculados con larvas (G3 y G4), por ejemplo: la
deteccion de un granuloma y de una larva en la luz de un vaso y el incremento de ligero a
moderado del infiltrado linfomonocitario, ambos en el tejido hepatico, asi como la presencia de

zonas de necrosis isquémica en areas del cerebro.
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Tabla 3. Cambios histoldgicos observados en los tejidos de cerebro, pulmones e higado de

ratones, transcurridos 45 dias de la infeccidn experimental con Toxocara canis.

histoldgicas

Organos Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 \ Grupo 4
Congestion vascular, infiltrado inflamatorio crénico a ligero predominio de
linfocitos ligero perivascular, focal, intersticial y peribronquial
Pulmones Engrosamiento Extravasacion de Atelectasia 'y Infiltrado
septal focal, necrosis hematies engrosamiento inflamatorio
fibrinoide de la septal. subpleural.
pared de los vasos.
Areas extensas de necrosis isquémica rodeadas de infiltrado inflamatorio
mononuclear a ligero predominio de linfocitos en los lobulillos, difusa
balonizacién de hepatocitos.
Una de esas areas | Ligero infiltrado Moderado Moderado
era mas extensa con | inflamatorio linfo infiltrado infiltrado
linfocitos, monocitario inflamatorio linfo | inflamatorio linfo
plasmocitos y monocitario, monocitario, con
detritos celulares presencia de localizacion
Higado abundantes en pigmento de subcapsular,
parénquima o hemosiderina en el pigmento
intersticial. parénquima hemosiderina en
intersticio parénquima.
Granuloma con
necrosis central.
Se identificé una
larva en la luz de
un vaso.
Infiltrado inflamatorio crénico linfomonocitari
Ligero infiltrado No se observaron | Necrosis isquémica | Zonas de necrosis
Cerebro inflamatorio otras alteraciones | liquefactiva. Areas isquémica

focales de
desmielinizacion.

liquefactiva en

parénquima.
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Figura 8. Cambios histopatoldgicos en los tejidos de ratones infectados con Toxocara canis. a)
Granuloma con necrosis central en el tejido hepatico, 100X. b) Larva de T. canis en la luz de un
vaso del tejido hepdtico, 400X. c) Areas de necrosis en cerebro, 400X. d) Areas focales de
desmielinizacién que se evidenciaron mediante la tincidn especial Luxol-fast-blue, 400X.

En la figura 9 se muestra la cinética de TES y de anticuerpos 1gG especificos vs. TES que se
detectaron en el suero de los ratones involucrados en el estudio, mediante ensayos
inmunoenzimaticos. En los ratones infectados con huevos embrionados (G1 y G2), los niveles
de TES reconocidos en el ELISA sandwich se incrementaron a partir el tercer dia, para luego
mantenerse en valores mas o menos constantes (Figura 9A). Los niveles de antigenos
circulantes en ambos grupos se diferenciaron estadisticamente solo en los dias 12, 15 y 21

(P<0,05).

Por su parte en los animales del G1 y G2 los niveles séricos de anticuerpos IgG especificos
comenzaron a incrementarse de manera sostenida a partir del dia 15 hasta el dia 45 (Figura 9A).
No se encontraron diferencias significativas entre los niveles de anticuerpos en los grupos G1y

G2.
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Figura 9. Cinética de anticuerpos IgG contra antigenos de excrecidn-secrecién larvales y de
antigenos reconocidos en el ELISA basado en nanocuerpos, en ratones infectados
experimentalmente con Toxocara canis. Cada punto representa la media de siete muestras
independientes, excepto en el G4 que fueron seis muestras.
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En los grupos G3 y G4, el nivel de antigenos alcanzd su maximo en el sexto dia para descender
ligeramente en el noveno dia y luego mantenerse estable hasta el final del experimento. El nivel
de antigenos circulantes del G4 fue estadisticamente superior al del G3 a partir del dia 12
(P<0,05). Los niveles séricos de anticuerpos IgG especificos en los grupos G3 y G4comenzaron a
incrementarse desde el noveno dia, manteniendo esta tendencia hasta el final del experimento
(Figura 9B). No se encontraron diferencias significativas entre los niveles de anticuerpos en los

grupos G3y G4.

Al comparar los grupos G1 y G3, a los que se administraron 50 parasitos por diferentes vias, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a los niveles de antigenos
pero solo entre el tercer y el noveno dia pos infeccién (P<0,05). Lo mismo ocurrié cuando se
compararon los niveles de antigenos entre los animales pertenecientes a los grupos 2 y 4
(P<0,05). Con respecto a los niveles de anticuerpos IgG especificos, al comparar entre ellos, los
grupos a los que se administraron 50 o 100 pardsitos, se encontraron diferencias

estadisticamente significativas desde el noveno dia hasta el final del experimento (P<0,05).
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5. Discusion

La toxocariasis es una de las helmintiasis mdas frecuentes a nivel global. La deteccién de
laboratorio de la infeccion por Toxocara en el humano, se basa actualmente en la demostracién
de anticuerpos séricos, de tipo IgG, especificos contra el parasito. En realidad, mas que una
infeccidon reciente que pudiera conducir a enfermedad, los niveles de inmunoglobulina G

detectados pudieran ser un reflejo de la exposicién al parasito.

No obstante, la deteccién de antigenos circulantes pudiera proveer una constancia de la
infeccion activa. Sin embargo, hasta el presente, la deteccién de antigenos circulantes se ha
visto obstaculizada por la necesidad de contar con un anticuerpo de captura de gran
especificidad y por el requerimiento de disociar inmunocomplejos antes de realizar la
deteccion. Con esto ultimo se pretende incrementar la probabilidad de encontrar los antigenos,
debido a que la L2 se encuentra en los tejidos y a que se sospecha que la carga larval puede ser

baja en la mayoria de las infecciones humanas (Smith y col, 2009).

En este sentido, la plataforma tecnolégica de produccién de nanocuerpos se considerd
apropiada para vencer los retos asociados al desarrollo de anticuerpos especificos para la
deteccidon de los antigenos circulantes en el suero humano. Esta plataforma tiene propiedades
inherentes favorables como la construccidn rapida de una genoteca, que contiene el repertorio
completo de un animal inmunizado con la preparacidn antigénica de interés para luego
seleccionar los nanocuerpos que mas se ajusten a los objetivos propuestos. Los nanocuerpos
muestran una alta afinidad y especificidad por sus antigenos diana y tienen, por su pequefo
tamanio, la posibilidad de reconocer epitopes noveles. Ademas, los nanocuerpos pueden ser
facilmente modificados genéticamente para incrementar la sensibilidad de un ensayo, por

ejemplo, creando constructos bivalentes (Huang y col, 2010).

Teniendo en cuenta lo expresado anteriormente, previo a esta investigacion, se obtuvieron
nanocuerpos especificos vs. TES y con ellos se desarrollé un inmunoensayo de tipo ELISA

sandwich, que detecta los antigenos diana en el rango de los picogramos en un sistema
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simulado (datos no publicados). Como parte del proceso de desarrollo del inmunoensayo y en
ausencia de una prueba de certeza para la deteccion de la parasitosis en el humano, en la
presente investigacion se recurrié a la infeccion experimental en modelos animales, para
conocer la cinética de los antigenos, que se reconocen en el nuevo ELISA desarrollado, en el

suero.

Para desarrollar los experimentos se selecciond el modelo murino ya que entre las especies de
animales que se han usado como modelos de hospedero paraténico, para estudiar el efecto de
la migracién de las larvas, el ratdon ha sido de los mads utilizados, lo que se ha basado en la
similitud entre los cambios que se producen en el animal infectado y los que ocurren en la TH
(Maizels y col, 2003; Strube y col, 2013). Esto significa que el ratdn constituye un modelo muy
informativo para estudiar la distribucion larval después de la infeccion y la contribucién de la

diversidad genética a la infeccion por T. canis.

Se ha comprobado que diferentes cepas de ratones exhiben un amplio rango de susceptibilidad
a la infeccién por Toxocara. Mientras que algunas cepas son mas resistentes, otras retienen un
gran numero de larvas en sus tejidos. Por ejemplo, los ratones de la cepa BALB/c, seleccionada
para el presente estudio, se muestran excepcionalmente susceptibles a la infeccidén por T. canis;
0 sea que en estos ratones la carga larval es mayor cuando se comparan con otras cepas de
ratones (Bardén y col, 1994; Epe y col, 1994). Debido a esta particular susceptibilidad, los
ratones BALB/c se han considerado el modelo mas apropiado para la toxocariasis en varios
estudios relacionados con el efecto de la dosis de inoculacion en el dafio a nivel del cerebro y
en las estructuras de los ojos, o con la posible conexién con el desarrollo de asma alérgica
(Pinelli y col, 2001; Hamilton y col, 2006; Ollero y col, 2008). Los ratones BALB/c también han
sido usados para estudiar la respuesta inmune humoral y celular que se produce a
consecuencia de la infeccion por T. canis (Cuéllar y col, 1990; Pinelli y col, 2005; Chieffi y col

2009; Rodrigues y col, 2017).
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Para desarrollar la infeccién experimental es necesario contar con una cantidad apreciable de
huevos embrionados. Por eso en el laboratorio se intenta reproducir las condiciones éptimas
para que ocurra la embriogénesis de forma exitosa. Se ha planteado que los huevos embrionan
en el medio ambiente en un periodo que oscila entre 9 y 15 dias, si las condiciones de
temperatura y humedad son 6ptimos (Schneider y col, 2011). En regiones templadas, los
huevos se convierten en infectivos luego de 4 a 6 semanas (Zibaei y col, 2010). En el presente
trabajo, con el método empleado, se logrd la embriogénesis in vitro de mas de 60% de los
huevos colectados, lo que fue ligeramente superior a lo encontrado por Resende y col (2015),
gue reportaron una proporcion de 53%, que se mantuvo estable hasta el final del experimento.
Estos investigadores usaron una temperatura controlada de 26°C durante todo el experimento,
mientras que en el trabajo actual los huevos se mantuvieron a temperatura ambiente, con

agitacion periddica y con luz artificial durante la incubacidn.

El hecho de que no se alcanzaran porcientos mas elevados de embriogénesis, al igual que en el
trabajo de Resende y colaboradores (2015), pudiera estar relacionado con que se partiera de la
masa total de huevos contenida en el Utero de las hembras disectadas, lo que incluye una
proporcién de huevos aun infértiles. Algunos autores han desarrollado métodos para obtener
mayor porciento de huevos embrionados. El método de De Savigny recomienda el uso de la
porcién anterior no bifurcada del Utero, donde la proporciéon de huevos fértiles es mayor (De
Savigny, 1975). Otros autores suspendieron las hembras adultas del parasito en PBS-glucosa
2%, pH 7, que se suplementd con plasma humano 1% e incubaron la suspension a 37°C. Los
pardsitos se mantuvieron vivos una semana, de manera que los investigadores colectaron
diariamente los huevos que los parasitos secretaban. Este método tiene el inconveniente de
gue debe prestarse especial atencion a la eliminacién de bacterias contaminantes. Los autores
usaron una brocha para limpiar al parasito y un lavado en formaldehido a 1%, para impedir la
contaminacién y la muerte prematura del parasito (Rodriguez-Caballero y col, 2007). Al
comparar con el método tradicional de escision del utero, los autores no encontraron

diferencias significativas en cuanto a la cantidad total de huevos obtenidos, pero si en cuanto a
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la proporcion de huevos embrionados, que fue significativamente mayor (68,2%) al contabilizar

la masa total de huevos obtenidos luego de una semana de incubacidn de las hembras adultas.

Una vez que se cuenta con cantidades suficientes de huevos embrionados estos pueden ser
usados directamente para infectar los ratones o se puede provocar la salida de las larvas para
infectar con ellas a los animales por via intraperitoneal, sobre todo si se considera que de todos
los huevos pueden no emerger larvas. Para la administraciéon de los parasitos a los animales se
ha sugerido contar los parasitos con precisidon para garantizar resultados reproducibles (Holland
y Smith, 2006). Por eso en el presente estudio, se tomaron 10 alicuotas de la suspension de
pardsitos, cuyos conteos en cdmara de Neubauer se promediaron y la suspensién de parasitos

se mantuvo en agitacién durante los procesos de conteo y de administracion.

En los experimentos con ratones, la dosis de infeccidn reportada ha variado ampliamente segun
los propdsitos de cada investigacidn. Se han utilizado dosis que varian desde 5 hasta mas de
1000 huevos embrionados (Cox y Holland, 2001; Resende y col, 2015; Rodrigues y col, 2017).
Algunos autores han planteado que dosis bajas representan mejor a la mayoria de las
infecciones humanas, que se suponen transcurren con baja carga larval (Cox y Holland 2001).
Othman (2012) establecié un paralelismo entre la infeccion en el humano y en el ratén, y
estimd que si se tiene en cuenta un ratdn con peso de alrededor de 35g y que sea infectado con
dosis entre 500 y 2000 huevos embrionados, esto podria corresponderse con una dosis de 1-4
millones de huevos en un humano adulto. Esta situacién es poco probable en humanos,
excepto en nifios con intensa geofagia que viven o juegan en ambientes altamente
contaminados (Magnaval y col, 2005). Debido a esto en la presente investigacion se
seleccionaron dosis bajas para infectar a los ratones, pero a la vez suficientes para permitir la

determinacién de la carga larval.

Contrario a lo que podria esperarse, no se encontraron problemas de bienestar en los animales
asociados a la administracion del parasito, ni al desarrollo posterior de la infeccidon. Durante el

seguimiento periddico de los animales, la Unica variable que se afecté fue el peso corporal.
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Debido a que las disminuciones de peso no afectaron a todos los animales por igual y a que
también se produjeron en animales de los grupos controles, consideramos que pudieran estar
asociadas con la extraccién frecuente de muestras de sangre. Aunque los volimenes de sangre
extraidos en cada ocasidn no rebasaron los limites permitidos para la especie, pudiera ser que
algunos animales necesitaran un mayor tiempo para reponer el volumen perdido, o que la
manipulacion frecuente indujera mayor estrés en ellos. En linea con este pensamiento la
directiva europea 2010/63/EU, sobre la proteccion de los animales utilizados para fines
cientificos, contempla entre los elementos que deben tomarse en consideracion y ponderarse
al evaluar la severidad real de los procedimientos, la utilizacién de procesos repetidos y los

intervalos entre éstos.

El hecho de que se produjera la muerte prematura de un animal contrasta con la ausencia de
signos clinicos relacionados con la infeccién. El animal en cuestién tampoco habia sufrido
pérdidas de peso notables. El hecho es mas notorio aun si se tiene en cuenta que en otras
investigaciones se inocularon ratones BALB/c con una dosis hasta 10 veces mayor y no se
notificé mortalidad en los animales (Cox y Holland, 2001, Resende y col, 2015). Esto nos lleva a
especular sobre la posibilidad de que el animal sufriera alguna condicién de salud que se agravo

durante la experimentacién.

La ausencia de clinica relacionada con la toxocariasis en ratones infectados experimentalmente
ya habia sido sefialada por Epe y colaboradores (1994), quienes determinaron las diferencias en
varias cepas de ratones (BALB, C3H, C57BI, DBA y NMRI) en cuanto a la distribucion larval y al
curso patofisiolégico de la infeccion. Estos autores encontraron que aunque la carga larval es
mayor en ratones BALB/c, estos animales usualmente no muestran signos clinicos, mientras
gue varios ejemplares de otras cepas murieron entre las semanas 17-21 pos-infeccién, luego de
mostrar signos relacionados con afectaciones del SNC. Estas manifestaciones clinicas pueden
ser: desinterés, somnolencia, cifosis, paresia, incoordinacion y temblor (Epe y col, 1994; Cox y

Holland, 2001).
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Otros autores realizaron estudios de comportamiento en ratones no consanguineos LACA, que
se infectaron con dosis que variaron entre 100 y 3000 huevos. Como resultado, encontraron
una fuerte correlacién entre el numero de larvas recobradas de los cerebros y el
comportamiento social y la ansiedad. Los valores mayores de larvas se relacionaron con
comportamiento social anormal en términos de agresividad reducida, mientras que un bajo
numero de larvas se relacioné con una disminucién del numero de veces que los animales
infectados son capaces de detectar un riesgo potencial. Ambos factores podrian resultar en una
mayor susceptibilidad a los predadores potenciales en el ambiente (Cox y Holland, 1998, 2001;

Hamilton y col, 2006).

En cuanto a la distribucién de las larvas en érganos y tejidos una vez que los animales han sido
infectados, en general se ha planteado que el comportamiento migratorio comprende en dos
fases, la fase hepatopulmonar y la fase mio-neurotrdpica. La primera ocurre durante la primera
semana después de la infeccidon cuando las larvas alcanzan el higado y pulmones; la segunda,
cuando las larvas migran a través del cuerpo y se acumulan en el Sistema osteomioarticular y
en el cerebro (Abo-Shehada yHerbert, 1984a). Se considera que una larva encapsulada puede

permanecer viable hasta 10 afios después (Sprent 1952, Beaver, 1962).

Sin embargo, una revisién que realizé Othman (2012) mostré que en realidad existen
controversias sobre la ruta migratoria y la acumulacién de larvas en diferentes 6rganos durante
las fases aguda y crénica. O sea que algunos autores encontraron una acumulacién progresiva
de larvas en el cerebro de los ratones a lo largo del tiempo (Kayes y Oaks, 1976; Dunsmore y
col, 1983), mientras que otros afirmaron que el maximo de acumulacién larval en el cerebro es

a los 14 dias pos infeccién seguido por un declive progresivo (Lamina, 1964; Piergili y col, 1989).

En un intento por reconciliar estas observaciones, Othman (2012) concluyé que la migracion de
las larvas es un proceso continuo, que muy probablemente no consiste solo en una simple ruta
unidireccional desde la pared del intestino, a través de los pulmones para finalizar en el cerebro

y propone que las larvas podrian acumularse en el cerebro pero, mientras tanto, se someten a
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un proceso de migracién y redistribucion continua dentro del hospedero paraténico. Por lo
tanto, las larvas pueden dejar el cerebro para migrar por los tejidos y continuar de nuevo su
camino hacia el cerebro. Esta hipdtesis esta implicita en los informes de varios autores (Lee,
1960, Ho y col, 1974, Cookston vy col, 1990, Kayes, 1997). Las evidencias que se han aportado
para esta suposicion son el examen histopatolégico del higado en el dia 35 pos infeccién, que
reveld la presencia de larvas migratorias que no estaban rodeadas por una reaccion
inflamatoria. Por otra parte, en la misma seccién de tejido, se detectaron granulomas de
diferentes edades (Othman y col, 2011). Esto indicé migracién larval continua a través del

higado, aunque probablemente se tratara de un nimero pequefio de larvas.

En los estudios publicados se suele expresar la carga larval en relacion a la dosis de parasitos
administrados, aun asi la comparacion con otros estudios se dificulta pues existe gran variedad
en la cepa de ratdn usada, en las dosis de pardsitos administrados y en el dia seleccionado para
la aplicacién de la eutanasia. Cuando se analiza la media de larvas encontradas por raton en
cada grupo en comparacion con la dosis administrada, uno pudiera considerar como baja la
cantidad de larvas detectadas, sin embargo no podemos descartar que pudiera haber larvas
migrando por otros érganos y tejidos como riflones, corazén y musculos que no fueron objeto
de andlisis en el presente trabajo. La carga larval encontrada en los ratones del G1 fue menor
gue la encontrada por Rodrigues y colaboradores (2017) que fue de 14,33%. Sin embargo, estos

autores estudiaron la carcasa del animal, pero no los pulmones.

El hecho de que la media del nimero de larvas por ratdn sea mayor en los animales infectados
con larvas que con huevos embrionados, para cada una de las dosis administradas, pudiera
estar relacionado con que no todas las larvas emergieran de los huevos, o no todas las que
emergieron llegaran al torrente sanguineo. Como evidencia de que no todas las larvas logran
mantenerse en los organos y tejido internos, se han detectado larvas en las heces de los

ratones entre el tercer y el quinto dia post infeccién (Abo-Shehada y Herbert, 1984).
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En la presente investigacion se encontraron larvas en el cerebro de todos los animales a los que
se les administrd el parasito y este drgano fue en el que se encontré una mayor carga larval.
Dunsmore y colaboradores (1983) publicaron evidencia cuantitativa de la acumulacién de larvas
en el cerebro. Esto se relaciond con observaciones realizadas por Sprent (1955) y Burren (1971)
de que la larva en el cerebro no esta encapsulada o rodeada de células inmunes, lo que se
sugiere es ventajoso para el parasito. Mas alla, se considera que la acumulacién de larvas en el
cerebro es una forma en la que el pardsito se mantiene vivo y se puede transmitir a un

hospedero definitivo que ingiera tejido cerebral procedente de un murino infectado.

Otros autores han reportado la afinidad de las larvas por el cerebro en los ratones infectados
(Cuéllar y col 1990, Guardis y col 2002, Janecek y col 2014). No obstante, en la investigacién
actual, el porcentaje de larvas en este érgano fue menor que el encontrado por Rodrigues y
colaboradores (2017) (6%) que también infectaron ratones BALB/c con una dosis de 50 huevos
embrionados, pero sometieron los animales a eutanasia a los 120 dias. Los resultados del
presente estudio fueron similares a los obtenidos por Cox y Holland (2001) que infectaron
ratones LACA entre 4 y 5 semanas de nacidos con 100 huevos embrionados y contaron los
parasitos que se encontraban en el cerebro a los 70 dias y recobraron 4,4% de la dosis inicial.

AUn con una dosis de 3000 huevos embrionados, solo recobraron 6,1% del indculo.

En el presente trabajo el pulmdn constituyd el segundo érgano con mayor carga larval entre los
estudiados. Nuevamente el escaso numero de investigaciones dificulta contrastar los
resultados. Se plantea que el nimero de larvas alcanza su maximo en este érgano, el tercer dia
de la infeccion (Abo-Shehada y Herbert, 1984; Resende y col, 2015). Zevallos y colaboradores
(2015) infectaron ratones BALB/c con una dosis de 300 huevos embrionados, y encontraron en
pulmoén una media de 0,4 larvas por animal, mas baja que la encontrada en la presente

investigacidn, pero determinaron la carga larval en pulmén a los 120 dias de infeccién.

El higado por su parte, de los drganos estudiados, fue el menos afectado. Similar resultado

encontraron Piergili Fioretti y colaboradores (1989) y Camparoto y colaboradores (2008). De
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igual manera, Havasiova-Reiterova y colaboradores (1995) que usaron ratones C57BI6/J y dosis
entre 5 y 500 huevos embrionados, encontraron que ninguno de los ratones infectados con
dosis bajas, presentaron larvas en el higado. Con una dosis mayor (1000 huevos), solo un ratén
albergaba larvas en el higado. En nuestro caso, la casi ausencia de los parasitos en el higado y
su mayor presencia en el cerebro nos indica que, los pardsitos pudieran encontrarse en la fase

mio-neurotrdpica de migracién.

Por su parte los hallazgos histopatoldgicos se correspondieron con los publicados por otros
autores. Los examenes patoldgicos de cerebros de ratones infectados han revelado

desmielinizacién focal, malacia e infiltracion de células mixtas (Epe y col, 1994; Kayes, 1997).

Con anterioridad otros autores describieron cambios neuropatolégicos similares que
predominaron en los tractos fuertemente mielinizados del cerebro como el cuerpo calloso,
capsulas internas y externas, pedunculos cerebelares y médula espinal (Summers y col, 1983;
Dolinsky y col, 1985). Estos resultados condujeron a la conclusidon de que la larva manifiesta
afinidad por la materia blanca del cerebro (Holland y Hamilton, 2006). Mas tarde, Cardillo y
colaboradores (2009) informaron areas de hemorragia, congestion y necrosis neuronal sin
reaccion de la microglia; ademas, focos hemorragicos en los pulmones de animales infectados,
y consolidacidn pulmonar hemorrdgica. También se observaron que las larvas en el musculo
esquelético y otros drganos de huéspedes paraténicos estan encerrados en granulomas, lo que
no ocurre en el cerebro, como se explicé anteriormente (Burren, 1968; Kayes y Oaks, 1978;
Parsons, 1987). La presencia de infiltrado inflamatorio y de areas de necrosis en el tejido

hepatico también habia sido notificado por Resende y colaboradores (2015).

Llama la atencion el hecho de que a pesar de que las larvas predominaron en el cerebro de los
animales en todos los grupos experimentales, no se encontraron en los cortes histolégicos
analizados, lo que pudiera deberse a que en los estudios histopatolégicos se analizaron cortes
muy finos tomados de manera aleatoria de la viscera embebida en parafina, por lo que las

larvas pudieran encontrarse en porciones no estudiadas de los 6rganos. El hecho de haber
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encontrado una larva en la luz de un vaso del tejido hepatico, transcurridos 45 dias de la
infeccion con T. canis, parece estar en linea con la teoria de Othman (2012) explicada
anteriormente, acerca de que las larvas se encuentran en un proceso de redistribucion continua

dentro del hospedero.

Es notorio que se haya observado la presencia de un granuloma en el tejido hepatico en
ausencia de la larva que le dio origen. Sin embargo, se ha planteado que las larvas pueden
abandonar los confines de un granuloma fibréticamente encapsulado, migrar a otro lugar y
comenzar el proceso granulomatoso de nuevo. Por lo que no es poco comun cortar secciones
en serie a través de un granuloma completo y no encontrar ninguna evidencia de la larva que
sirvié de origen a la reaccién inflamatoria abundante en eosindfilos. Esto puede reflejar lo que
se conoce como reactivacion de las larvas hipobiéticas (Holland y Smith, 2006). La causa de este

comportamiento no ha sido dilucidada aun.

Precisamente, las reacciones granulomatosas capaces de encapsular las larvas viables de tercer
estadio de Toxocara, no son mas que una manifestacion de la respuesta inmune dependiente
de células T que desencadena el parasito. Se ha comprobado que la infeccidn por T. canis
induce una respuesta inmune tipo Th2, con la produccion de IgG1 e IgE y de las citosinas IL-4, IL-
5 (Del Prete y col, 1991; Wang y col, 1995; Kayes, 1997; Kuroda y col, 2001). De manera general,
la citosina IL-4 estimula a las células B a cambiar de una respuesta IgM a una respuesta IgG, IgA
y a IgE (Kayes, 2006). La citosina IL-5 se considera una citosina eosinopoyética (lyer y Cheng,

2012).

La respuesta de anticuerpos que desencadena el parasito se puede detectar usando los TES.
Estos antigenos tiene un papel central en la interaccion con el hospedero. Incluso se ha
comprobado que la respuesta inmune tipo Th2 también puede ser inducida mediante la
inoculacién directa de TES en el hospedador, en ausencia de parasitos vivos (Sugane y Oshima,
1984). Las investigaciones que se han dedicado a estudiar la respuesta inmune luego de la

infeccion experimental en ratones han encontrado que la magnitud de la respuesta inmune es
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directamente proporcional al nimero de huevos administrados en el huésped paraténico

(Kayes, 2006).

Se ha encontrado que indculos tan bajos como de 5 huevos son suficientes para provocar una
respuesta inmune detectable (Rodrigues y col, 2017). Por su parte ya desde 1985, Kayes y
colaboradores, trabajando con ratones consanguineos CBA/J, notificaron que los niveles de
anticuerpos se incrementaron proporcionalmente a la vez que se incrementd la cantidad de
parasitos administrados, lo que contrasta con nuestros resultados, aunque estos autores

usaron dosis que oscilaron entre 5y 250 huevos embrionados.

Estos autores también encontraron que los niveles de anticuerpos detectados al administrar
entre 5y 125 huevos embrionados se incrementaron desde la segunda hasta la cuarta semana
pos infeccion. Nuestros resultados estdn en concordancia con estos hallazgos. Similares
resultados obtuvieron Reis y colaboradores (2017) y Rodriguez-Caballero y colaboradores
(2017), que infectaron ratones BALB/c con 50 huevos embrionados, mientras que los segundos

usaron ademas la dosis de 100 huevos embrionados.

Cuando los ratones se infectaron con larvas, los niveles de anticuerpos se incrementaron antes
con respecto a los animales infectados con huevos embrionados, este hecho ya habia sido
descrito por Rodriguez-Caballero y colaboradores (2017). Esto pudiera deberse a que las larvas
inoculadas por via intraperitoneal alcanzan el torrente sanguineo mas rapido que aquellas que

emergen de los huevos en el intestino del hospedero.

En todos los animales a los que se les administré el parasito, se detectd la presencia de
antigenos circulantes desde el tercer dia pos infeccidn, los niveles de antigenos permanecieron
detectables hasta el final del experimento, lo que indicé la presencia de larvas vivas, como se
demostré transcurridos 45 dias pos infeccién en las visceras analizadas. Los niveles de
antigenos circulantes descendieron ligeramente después de la primera semana pos infeccion,

para luego mantenerse mas o menos estables hasta el final del experimento. Este
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comportamiento fue mas notorio en los animales infectados con larvas. Este hecho pudiera
corresponderse con el incremento de los niveles de anticuerpos IgG en suero que pudieran unir
los antigenos y removerlos de la circulaciéon. Similares hallazgos notificaron otros autores que
también desarrollaron inmunoensayos para la deteccidon de antigenos circulantes (Bowman vy
col, 1986; Robertson y col 1988; Rodriguez-Caballero y col, 2017). Sin embargo, Robertson y
colaboradores (1988) luego de infectar ratones BALB/c con una dosis de 1000 huevos
embrionados encontraron que los antigenos reconocidos en el ELISA de dos sitios que habian

desarrollado, fueron detectables solo hasta el séptimo dia de la infeccion.

Llama la atencién el hecho de que para que fuera posible detectar los antigenos de excrecién-
secrecion hasta el momento ha sido necesario realizar la disociacion de inmunocomplejos
presentes en el suero de los animales de experimentacion, para incrementar la posibilidad de
su captura. Sin embargo, en nuestro caso esto no fue necesario, lo que indica la gran
sensibilidad del ELISA basado en el uso de nanocuerpos, cuyo limite de deteccién esta en el

rango de los picogramos deTES.

El andlisis de los resultados en conjunto nos indica que aun en animales infectados con una baja
carga del parasito es posible detectar antigenos séricos circulantes con el nuevo ELISA sandwich
desarrollado sin necesidad de disociar los inmunocomplejos circulantes, lo que indica la gran
sensibilidad del inmunoensayo. Los antigenos diana ademads, perduran en el tiempo y sus
niveles parecen estar relacionados con la cantidad de larvas presentes en los tejidos, cuestion
qgue debe ser objeto de una investigacidn que abarque un rango mdas amplio en cuanto al

tamano del in6culo.
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Conclusiones

6. Conclusiones

La carga larval por animal fue directamente proporcional a la dosis parasitaria
administrada.

El cerebro fue el 6rgano con mayor carga larval, seguido por pulmones e higado.

El principal cambio histopatoldgico encontrado fue la presencia de infiltrado
inflamatorio crénico a ligero predominio de linfocitos.

No se evidencid relacion entre los hallazgos histopatoldgicos y el tamafio del inéculo.
Los niveles de antigenos de excrecidn-secrecidn larvales circulantes en el suero de los
animales infectados se incrementaron paulatinamente a partir del tercer dia pos
infeccion hasta alcanzar valores estables, esto ultimo coincidié con el incremento de la
producciéon de inmunoglobulinas IgG especificas contra estos antigenos.

Se encontrd relacidon entre los niveles de antigenos de excrecidn-secrecion larvales
circulantes en el suero y el tamario del inéculo.

No se encontro relacién entre los niveles de inmunoglobulinas IgG y la dosis de parasitos

administrada.
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Recomendaciones

Recomendaciones

Estudiar la cinética de antigenos circulantes en la toxocariasis murina experimental
utilizando dosis de infeccion mas bajas, con el empleo del ELISA sandwich basado en
nanocuerpos.

Estudiar la circulacién de antigenos de excrecion-secrecion larvales en el suero de
ratones en fase crénica de infeccién con la utilizacién de la técnica de ELISA sandwich
basado en nanocuerpos, antes y después de aplicado el tratamiento medicamentoso

recomendado.
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