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RESUMEN

DEL RiO ARAIZA VICTOR HUGO. “Interacciones neuroinmunoenddcrinas
durante la toxocariosis por Toxocara canis: El papel de la prolactina”

Toxocara canis es el helminto nematodo causante de la toxocariosis,
enfermedad parasitaria de importancia médico-veterinaria. Dentro del ciclo de vida
del parasito, se ha mencionado que la prolactina (PRL) es la hormona responsable
de la reactivacion y migracion de las larvas hacia el utero y la glandula mamaria,
durante el ultimo tercio de la gestacion. En el presente trabajo, se evaluo el efecto
de la PRL sobre la reactivacion de la larva somatica de T. canis, aunado al estudio
de los porcentajes de subpoblaciones del sistema inmune a cargo de la
eliminaciéon del parasito, asi como sobre la expresion del receptor de PRL sobre
esas mismas células en un modelo murino durante la infeccién crénica. Para ello,
se utilizaron ratas macho hipoprolactinemicas e hiperprolactinémicas a las cuales
se les determinaron las cargas parasitarias en distintos 6rganos (glandula
mamaria, pulmén y cerebro). Ademas, se analizaron los titulos de anticuerpos
especificos en suero y las diferencias histolégicas en los infiltrados inflamatorios
en pulmoén, higado y rifidn. Adicionalmente, también se evaluaron los porcentajes
de células del sistema inmunoldgico y la expresion relativa del receptor de PRL en
las mismas. No se recuperaron larvas de la glandula mamaria en ninguno de los
grupos experimentales, y solo hubo una disminucién en el numero de larvas
recuperadas de los pulmones en las ratas hipofisectomizadas (P<0.001). En
cuanto a la determinacién de anticuerpos especificos contra el parasito, se
observa que existe produccién de anticuerpos especificos en todos los grupos
infectados, menos en los animales hipofisectomizados (P<0.001). En la evaluacion
de los procesos inflamatorios, a nivel pulmonar se observaron los tipicos
granulomas eosinofilicos que se presentan durante la infeccion cronica en todos
los grupos experimentales. Por el caso contrario, dichas lesiones solo se
presentaron en el higado y el rindn de las ratas intactas. Los hallazgos de la
participacion de la PRL y la infeccidn sobre las células del sistema inmunoldgico y
la expresion del receptor de PRL difirieron dependiendo del tipo de cirugia a la
cual fueron sometidas las ratas. En conclusion, la PRL por si sola no fue capaz de
generar la reactivacion y migracion de las larvas somaticas de Toxocara canis.
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ABSTRACT

DEL RiO ARAIZA VICTOR HUGO “Neuroimmunoendocrine interactions during
toxocariosis by Toxocara canis: The role of prolactin”

Toxocara canis is the worm nematode that causes toxocariosis, a parasitic
disease of medical and veterinary relevance. Within the life cycle of the parasite, it
has been mentioned that prolactin (PRL), is the responsible hormone for
reactivation and larval migration to the uterus and mammary gland, during the last
third of gestation in mammals. In this dissertation, the effect of PRL on this
phenomenon, and on the percent of immune cells in charge of controling and
eliminating the parasite, as well as the specific expression of RPRL on these cells,
in a chronic infection rat model, was evaluated. In order to do this,
hypoprolactinemic and hyperprolactinemic male rats, infected or not, were used. In
these groups, it were determined the parasite load in different organs (breast, lung
and brain), the specific antibody titers in serum and the histological differences in
the inflammatory infiltrates in lung, liver and kidney. Additionally, the percentages
of cells of the immune system in charge of elimination of the parasite, and the
relative PRL receptor expression in the same cells, were also evaluated. Our
results showed that no larvae were recovered neither in the mammary gland or in
any of the other tissues analyzed in all the experimental groups. However, there
was only a decrease in the number of larvae recovered from the lungs in
hypophysectomized rats (P <0.001). As for the determination of specific antibodies
against the parasite, specific antibodies were detected in serum of all infected
groups, except in the hypophysectomized animals (P <0.001). The evaluation of
the inflammatory processes in the lung, showed a eosinophilic granuloma, which is
presented during chronic infection in all experimental groups. On the contrary,
injury is presented only in the liver and kidney of intact rats. Our findings, involving
PRL and infection, on the PRL receptor expression on immune cells, differed
depending on the type of surgery to which rats were subjected. In conclusion, PRL
alone was not able to generate the recovery and migration of somatic larvae of
Toxocara canis, but induced important changes in the percentage of immune cells
in different compartments in the rat.
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INTRODUCCION

1. Toxocara canis (T. canis)

T. canis (Werner, 1782) es el helminto nematodo causante de la
toxocariosis, enfermedad parasitaria de importancia tanto en medicina humana
como veterinaria. Este parasito tiene como hospedero definitivo a los perros,
zorros, coyotes y lobos (principalmente los cachorros). En México, y en muchas
otras partes del mundo, es el helminto mas comunmente encontrado en perros
(Cordero et al., 1999). También posee hospederos paraténicos, dentro de los
cuales podemos encontrar a la mayoria de los mamiferos (hombre, cerdos, ovejas,
rata, ratén, entre otros), aves y ademas, algunos invertebrados, como las
lombrices de tierra y artropodos como las pulgas (Alba-Hurtado y Mufioz-Guzman,
2011). Esta helmintiasis es considerada una de las zoonosis con mayor
distribucion en el mundo, debido a la amplia convivencia que ha generado el

hombre con perros y gatos domésticos (Despommier, 2003).
1.1 Clasificacion taxonémica

Los miembros del género Toxocara son gusanos que presentan dimorfismo
sexual, son de color blanquecino con forma cilindrica y extremos puntiagudos,
presentan tres labios y dos aletas cervicales en la parte posterior. Las especies
pertenecientes a este género pueden ser distinguidas entre si teniendo como base
la morfologia de los labios, las aletas cervicales, la longitud de las espiculas y las

caracteristicas del aparato reproductor femenino.

Reino Animalia
Phylum Nematoda
Orden Ascaridida

Superfamilia Ascaridoidea
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=
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Nombre cientifico

Familia Toxocaridae
Genero Toxocara

Especie canis

Cuadro 1. Otras especies del género Toxocara

Toxocara alienata

Rudolphi, 1819

Toxocara anakumae

Noda, 1966

Toxocara apodemi

Olsen, 1957

Toxocara canarisi

Puylaert, 1967

Toxocara canis

Werner, 1782

Toxocara cati

Schrank, 1788

Toxocara cynonycteridis

Parona, 1889

Toxocara elephantis

Rudolphi, 1819

Toxocara genettae

Warren, 1972

Toxocara hippopotami

Canavan, 1931

Toxocara indica

Naidu, 1981

Toxocara lyncis

Macchioni, 1999

Toxocara mackerrasae

Sprent, 1957

Toxocara malaysiensis

Gibbons, Jacobs & Sani, 2001

Toxocara manzadiensis

Vuylsteke, 1956

Toxocara mystax Zeder, 1800
Toxocara paradoxura Kou, 1958
Toxocara pearsei Chitwood, 1935
Toxocara pteropodis Baylis, 1936
Toxocara sprenti Warren, 1972
Toxocara suricattae Ortlepp, 1940

Toxocara tanuki

Yamaguti, 1941

Toxocara vajrasthirae

Sprent, 1972

Toxocara vincenti

Puylaert, 1967

Toxocara vitulorum

Goeze, 1782

Toxocara warreni

Durette-Desset & Chabaud, 1974

Fuente: http://insects.tamu.edu/research/collection/hallan/Nematoda/Family/Ascarididae.txt




1.2 Morfologia
1.2.1 Huevos

Son de forma oval, miden de 70 a 90 um aproximadamente, y son de color
blanquecino. Presentan tres capas dispuestas en forma concéntrica formando una
cubierta gruesa con presencia de fosetas (Alba-Hurtado et al.,, 1994). Esta
caracteristica, les confiere una gran resistencia a agentes fisicos, quimicos y
mecanicos presentes en el ambiente. La primera capa es de origen albuminoso,
enseguida y por debajo de ésta, viene la capa quitinosa, y, finalmente, una capa
lipoide formada por granulos refringentes provenientes del citoplasma. Existe una
cuarta cubierta formada por la adherencia de las secreciones uterinas del parasito
al huevo. Al ser expulsado, el huevo entra en contacto con la bilis del tracto

intestinal y esta ultima capa se endurece confiriéndole un color marron (Figura 1).

A R

Figura 1. Microscopia optica 10x, huevos de T. canis: A) Huevo sin larva y blastomerado B)

Huevo larvado.
1.2.2 Larvas

Las larvas de segundo estadio (L2) que se forman dentro del huevo son la
fase infectante del parasito (Figura 2). No obstante, algunos autores mencionan
que la fase infectante es la larva de tercer estadio, esto debido a la observacion de
que la larva sufre dos mudas dentro del huevo antes de volverse infectante




(Brunaska et al., 1995). Son de color transparente, tienen una longitud aproximada

de 400um y un diametro a nivel del es6fago de 18 a 21 pm (Nichols, 1956).

- ¥ 50.0 ym

Figura 2. Microscopia optica 10x, larva infectante de T. canis. La flecha negra indica la

porcion anterior de la larva.

1.2.3 Adultos

T. cannis, es un nematodo dimorfico de color blanquecino. Los machos
miden de 4 a 10 cm de longitud, y las hembras llegan a medir hasta 18 cm (Figura
3). En la parte anterior, presentan tres .

- e

. ra
labios que no sobresalen del cuerpo. La L,.«*/-
superficie interna de los labios presenta i /—/

una cresta dentada o pequenos dientes.

Presenta aletas cervicales que le ,_/-

confieren la forma de “punta de flecha”.

Los machos terminan en forma

Figura 3. Adultos de T. canis. Tomado de;
enroscada y en la porcic’m ventral http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiol

ogia/parasitologia/larva-migrans-visceral.html

presentan dos espiculas. En las
hembras, la vulva se encuentra en el primer tercio del cuerpo y pueden producir
hasta 200,000 huevos al dia por hembra gravida pero, estos huevos no estan

embrionados al momento de salir (Alba-Hurtado y Mufioz-Guzman, 2011).




1.3 Ciclo de vida

La relacion existente entre este parasito y sus hospederos es
extremadamente compleja. El ciclo de vida (Figura 4) comienza con la eliminacion
de huevos no larvados en las heces de perros infectados y va a variar
dependiendo del tipo de hospedero (definitivo o paraténico), de la edad del
hospedero (cachorro o adulto) y del estado fisiolégico (gestante o no gestante). En
condiciones normales, el desarrollo de la larva infectante requiere de 9 a 11 dias a
24T y de 3 a 5 dias a 30T en presencia de oxigeno y humedad relativa del 75%
(Cordero et al., 1999; Alba-Hurtado y Mufioz-Guzman, 2011).

Larvas migrantes en los
tejidos del perro adulto

= . | Perra Gx

Ingestion de HP (L2 transplacentaria)

Hospederos paraténicos

Cachorros
infectados

Perralactando
(L2 lactogénica)

S11da2d*C

Hecesde
o ™ cachorros
= Sastgll I infectados
Huevo Huevo no
larvado (L2) larvado

Figura 4. Ciclo bioldgico de T. canis. Desarrollo del huevo larvado infectante (L2), ingestion de
huevos por parte de hospederos paraténicos (HP) (rata, humano, etc.) o definitivos (perros),
ingestion de HP con larvas sométicas, transmisiéon de las L2 transplacentaria en hembras

gestantes y lactogénica en hembras lactantes.




1.3.1 Ciclo de vida en hospederos definitivos
a) En cachorros

Los cachorros menores de tres meses de edad son los principales
portadores de las fases adultas del parasito. El contagio en ellos puede ser por
distintas vias: transmision materna (transplacentaria o lactogénica), o por la
ingesta de huevos larvados (HL). La forma de infeccibn mas frecuentemente
observada en los cachorros es la via trans-placentaria y se ha observado que las
hembras con larvas somaticas pueden infectar a sus cachorros durante varias
gestaciones consecutivas (Soulsby, 1983). Cuando los cachorros ingieren HL o
larvas presentes en el calostro y la leche, atraviesan la pared intestinal entrando al
flujo linfatico y por vena porta llegan al higado dos dias después. Posteriormente
viajan por vena cava al corazon derecho y por medio de la arteria pulmonar
penetran a los pulmones (migracion hepato-cardio-pulmonar). Después de
permanecer un tiempo en los capilares pulmonares las larvas pasan a los
alveolos, migran por la traquea hacia la faringe en donde son redeglutidas
(migracion traqueal) y se establecen en el estomago. Durante esta migracion, la
larva sufre una muda y se transforma en larva de tercer estadio (L3). En el
estbmago, las larvas permanecen un tiempo (aproximadamente hasta el dia 10
post-infeccion) y pasan al duodeno donde ocurre la muda al cuarto y quinto
estadio para convertirse en parasitos adultos entre los 19 y 27 dias post-infeccion.
Si los cachorros fueron infectados por via trans-placentaria, las larvas llegan al
higado fetal y se transforman en L3. Al nacimiento, las larvas se encuentran en los
pulmones y permaneceran ahi durante la primera semana de vida. La muda hacia
el cuarto estadio se puede dar durante la primera o segunda semana de edad y
hacia el final de esta semana, mudan al quinto estadio para después convertirse
en adultos (Figura 5). En este tipo de transmisién, la eliminacion de huevos en
heces da inicio a partir de los 15 dias de edad. Por otra parte, si la transmision fue
por via lactogénica, o por ingesta de HL, la eliminacion de huevos sucede de 4 a 5
semanas post-infeccion (Quiroz, 2003; Alba-Hurtado y Mufioz-Guzman, 2011).




Mudaa L3
L2 permanecen
por un periodo
corto

transplacentaria
L2 lactogénica

Adultos en ID

Mudaa L4

Migracidn traqueal Mudaal3y

Eliminacion de

4 huevos a partirde los
| 15 dias de edad
Eliminacidén de
huevos en heces 4-5
semanas p.i.

Figura 5. Ciclo biolégico en cachorros (transmision transplacentaria y lactogénica).

b) En perros adultos, durante la gestacion y la lactancia

La infeccion ocurre por dos vias: por la depredacién de hospederos
paraténicos con larvas somaticas enquistadas; y/o por la ingesta de HL. Al ingerir
hospederos paraténicos, las larvas se transforman en adultos sin la necesidad de
realizar una migracion somatica y estos perros tienen la capacidad de eliminar
huevos por un corto periodo de tiempo. Por otra parte, si la infeccién es
ocasionada por medio de HL, las larvas eclosionan a nivel intestinal y atraviesan
esta pared. Posteriormente, realizan una migraciéon hepato-cardio-pulmonar y
regresan al corazon para distribuirse a los distintos organos y tejidos
(principalmente higado, cerebro, pulmones, rifién y musculo) donde permaneceran
como L2 enquistadas (Figura 6). En hembras gestantes, las larvas somaticas
sufren un proceso de reactivacion, el cual consiste en la migracion de las larvas
hacia el utero y glandula mamaria. Se ha mencionado que dicho proceso al
parecer es desencadenado por el aumento en la concentracion de Prolactina

(PRL) en sangre (Overgaauw et al., 1998). Actualmente, existen escasos reportes

—



del papel de la PRL en la infeccién por T. canis, no obstante, un estudio realizado
en un modelo murino, sugiere que la reactivacion y migracion de las larvas
somaticas hacia el utero y la glandula mamaria podrian estar desencadenados por
un aumento en la concentracion de esta hormona, favoreciendo la transmisién
transplacentaria y lactogénica a la descendencia (Jin et al., 2008). Con base en lo
anterior, podria existir un patron de reactivacion similar en los canidos, donde, el
aumento en la concentracion de PRL se presenta a partir del ultimo tercio de
gestacion (dia 40-42).

1.3.2 Ciclo de vida en hospederos paraténicos

La infeccidon es hospederos paraténicos es muy similar a la ocurrida en
perros adultos, con la diferencia de que no existe desarrollo de parasitos adultos.
Las larvas se establecen en los distintos 6rganos y tejidos donde entran en un
estado de latencia y permanecen viables por largos periodos de tiempo esperando
a ser ingeridas por un hospedero definitivo (Figura 6), de no ser ingeridas las
larvas mueren y se calcifican (Quiroz, 2003; Alba-Hurtado y Munoz-Guzman,
2011).

Eclosion de L2

Migracion de larvas a

distintos érganos y tejidos




2. Toxocariosis

La toxocariosis es una infeccidon zoondtica cosmopolita producida por T.
canis y en menor grado por Toxocara cati. En los cachorros esta enfermedad
puede ocasionar manifestaciones clinicas digestivas o nerviosas y ocasionalmente
la muerte. La enfermedad en el hombre se produce por la ingesta accidental de
huevos larvados acumulados en el agua y alimentos contaminados. Es mas
comun en nifios que juegan en areas verdes altamente contaminadas y que por
deficiencias minerales tienen habitos como la geofagia (Holland, et al., 1991;
Overgaauw, 1997). Para una mejor comprension de la enfermedad, ésta se
clasifica en base a las formas clinicas que presenta. Estas fases son: Larva
Migrans Visceral (LMV) (Beaver, et al., 1952), Larva Migrans Ocular (LMO)
(Wilder, 1950), Toxocariosis Neuroldogica (TN) (Glickman, et al., 1981),

Toxocariosis Encubierta (TE) y Toxocariosis Asintomatica (TA).
2.1 Patogenia y lesiones en perros

La presencia de los parasitos adultos en el lumen intestinal, produce
irritacion, con una consecuente disminucion en la absorcién de nutrientes. Lo
anterior, aunado al hecho de que los adultos se alimentan del contenido intestinal,
puede generar diferentes grados de desnutricion, presencia de diarrea, vomito y
en casos severos, obstruccion intestinal que conlleva a la muerte del cachorro
(Quiroz, 2003).

La migracion de las larvas (tanto en perros como en hospederos
paraténicos), ejerce una accion traumatica, y las lesiones van a depender del
numero de larvas y del érgano afectado. En los cachorros con infeccion prenatal, y
lactogénica, las lesiones producidas por el paso de las larvas por el higado y los

pulmones, puede provocarles la muerte (Alba-Hurtado y Mufioz-Guzman, 2011).

Los productos de secrecidn-excrecion de las larvas, tienen un efecto

enzimatico sobre los tejidos para facilitar su migracion, ademas de generar




granulomas con infiltrado eosinofilico, que pueden generar una reaccion
anafilactica (Bardon, 1992).

2.2 Signos clinicos en perros

Los animales con infecciones leves, no presentan manifestaciones clinicas
aparentes. En infecciones severas, los cachorros son los que principalmente
muestran signos clinicos, debido a la migracién de las larvas por los distintos
organos y tejidos. A su paso por los pulmones, pueden generar signos
respiratorios como tos, taquipnea y flujo nasal. También se pueden observar
signos nerviosos, como incoordinacion y convulsiones, ambos generados por el
paso de las larvas por el sistema nervioso central. Los gusanos adultos en el
intestino, producen pérdida de peso, distencién abdominal, diarrea, vomito (que
puede contener parasitos) y en cuadros masivos puede haber peritonitis causada

por la ruptura del intestino (Cordero et al., 1999).
2.3 Cuadro clinico en humanos
2.3.1 Larva Migrans Visceral (LMV)

Este sindrome fue descrito por primera vez en la década de los 50’s. Es
ocasionado por la migracion de las larvas a través de los distintos érganos y
tejidos. Se caracteriza por presentar eosinofilia cronica (50-90%), hepatomegalia e
hipergamaglobulinemia, ademas de otros signos como dolor abdominal, fiebre y
tos cronica. La gravedad de la enfermedad, va a variar dependiendo del numero
de huevos larvados ingeridos asi como de la localizacion de las larvas (Beaver, et
al., 1952). Los principales 6rganos afectados, son el higado, el pulmén y los
rinones, pudiendo presentar lesiones inflamatorias de tipo agudo o crénico. En las
lesiones agudas, podemos encontrar neutrofilos y una pequefia cantidad de
eosinofilos. Por otra parte, en los procesos crénicos, la lesidn caracteristica es el
granuloma eosinofilico, con infiltracién de células mononucleares y fibroblastos
(Pearson, et al., 1986).
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2.3.2 Larva Migrans Ocular (LMO)

Este sindrome fue descrito por Wilder (1950), cuando al hacer la revisién de
ojos enucleados por sospecha de retinoblastoma, encontré presencia de larvas de
T. canis. Es también conocido como Toxocariosis ocular y es causado por las
migraciones esporadicas de una o varias larvas del parasito al ojo del paciente.
Las lesiones son de tipo granulomatoso, principalmente en la retina, y se asocian
con corioretinitis, panuveitis, deformacidon o desprendimiento de la retina y pérdida
de la vision (Glickman et al., 1987). La LMO por lo general se observa en ausencia
de otros signos y sintomas de LMV. Las manifestaciones clinicas que pueden
estar presentes son: estrabismo, falta de agudeza visual, leucorrea, irritacion

ocular y endoftalmitis (Alba-Hurtado y Mufioz-Guzman, 2011).
2.3.3 Toxocariosis Neurolégica (TN)

La frecuencia con la que se presenta la TN es desconocida, y afecta a
hospederos de cualquier género y edad. Estas afecciones en el sistema nervioso
central (SNC), son raras, y, el sitio de invasion, va a depender de varios factores,
como son: el numero de huevos larvados o larvas ingeridas, el fondo genético del
hospedero y la existencia de una exposicion previa con el parasito (Xinou et
al., 2003). Entre las manifestaciones neurolégicas podemos encontrar
meningoencefalitis eosinofilica (Moreira-Silva et al., 2004) y mielitis eosinofilica
(Goffette et al., 2000) entre otros. Los sintomas dependeran de la cantidad de
larvas que lleguen al cerebro, su localizacién, la gravedad de las lesiones y los
procesos inflamatorios (Xinou et al., 2003). En los humanos, se puede llegar a
presentar dolor de cabeza, sensibilidad a la luz, confusion, debilidad, cansancio y
trastornos visuales. En ratones, se han reportado cambios en el comportamiento y
aprendizaje en relacion al numero de larvas acumuladas en el cerebro (Hamilton
et al., 2006).
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2.3.4 Toxocariosis Encubierta (TE)

Se caracteriza por signos y sintomas no especificos, que ademas no estan
incluidos dentro de los anteriores cuadros clinicos (LMV, LMO y TN). Este tipo de
afectacion permanece sin diagnosticar generalmente, y los 6rganos afectados son
aquellos por los cuales las larvas realizan su migracién. En el caso de dafio a los
pulmones, puede haber compromiso del sistema respiratorio con manifestaciones
como bronquitis, pulmonitis y asma. Cabe sefalar que no se ha encontrado una
relacion significativa entre la infeccion con T. canis y el padecimiento de asma
(Kincekova et al., 1999), no obstante, el asma puede ser un sintoma incluido en la
patogenia de la toxocariosis (Buijs et al., 1995). Los pacientes con asma y con
presencia de anticuerpos IgG e IgE especificos contra Toxocara, son
considerados como casos de toxocariosis (Buijs et al. 1997). Otras de las
manifestaciones de la TE pueden ser afecciones dérmicas (urticaria y prurigo)
(Humbert et al., 2000), articulares (artritis eosinofilica y linfocitica) (Reyes et al.,

2001), sindrome del intestino irritado y vasculitis sistémica (Hamidou et al., 2002).
2.3.5 Toxocariosis Asintomatica (TA)

Generalmente, la infeccién por T. canis cursa de forma asintomatica y es
diagnosticada por medio de serologia positiva, sin que haya la necesidad de dar
algun tratamiento. En algunos casos, puede haber una ligera eosinofilia que no
constituye peligro alguno para el paciente, sin embargo, es importante tener en
cuenta esta condicion, sobre todo para los estudios epidemiolégicos de esta
zoonosis que cada vez resulta ser mas frecuente en nuestro pais (Bass et al.,
1983; Huapaya et al., 2009).

2.4 Diagnostico
2.4.1 Diagnostico en hospederos definitivos

Para el diagnostico, se debe tomar en cuenta la edad de los canidos, ya
que los cachorros son los mas afectados. La presencia de signos clinicos
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sugerentes de dano pulmonar, el
grado de dilatacion abdominal, la
presencia de signos nerviosos y en
algunas ocasiones la presencia de
gusanos adultos en el vomito, o las
heces, nos sirven como métodos de

diagndstico (Figura 7).

Técnicas coproparasitoscopicas como

Faust o McMaster, se utilizan para la
deteccidon de huevos en las heces. T. canis en las heces de un cachorro
Ambas son técnicas faciles de infectado naturalmente.

realizar, y de bajo costo. Sin embargo, esto solo se puede realizar cuando existe
presencia de gusanos adultos en el intestino, y la ausencia de los huevos en las
heces no excluye la presencia de larvas somaticas (Overgaauw, 1997; Alba,
2011). Para diagnosticar la presencia de larvas somaticas, se utilizan técnicas
inmunolégicas como el ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA, por

sus siglas en inglés) y Western Blot (Mufioz-Guzman y Alba-Hurtado, 2010).
2.4.2 Diagnéstico en el suelo

Para determinar la presencia de huevos de T. canis en el suelo se emplean
técnicas que se basan en la filtracién, y en una combinaciéon de procesos de
sedimentacién y flotacidon en soluciones sobresaturadas. La recuperacién de
huevos del suelo, va a depender de factores ambientales (humedad, temperatura),
de la textura del suelo, del sitio de muestreo, y de la técnica de diagndstico
empleada, entre otras (Oge et al.,, 2000). También, se han utilizado técnicas
moleculares como el PCR para el diagnéstico de estadios o fracciones de ADN
contenidos en el suelo (Kramer et al.,, 2002). El conocimiento del grado de
infestacion del suelo, nos da una idea del riesgo potencial para la transmision de la

toxocariosis en una poblacion establecida.




2.4.3 Diagnéstico en hospederos paraténicos

El diagnostico en hospederos paraténicos, se puede realizar por medio de

distintas técnicas como pueden ser:

a) Histopatologia: Por medio de tinciones con Hematoxilina — Eosina (H-E), se
puede observar la presencia de los parasitos adultos, en aquellos 6rganos y
tejidos por los cuales realiza su migracion (Kolbekova et al., 2011). Otra
opcion, consiste en la deteccion de los antigenos de excrecidén-secrecion de
T. canis (AgESTc) por inmunohistoquimica, en los casos en los que no
existen larvas identificables en los tejidos.

b) Serologia: La prueba de eleccién para realizar el diagnéstico serolégico es
el ELISA, con el cual se ha reportado una sensibilidad del 78% y una
especificidad del 93%. Adicionalmente, se han utilizado otras pruebas como
el Western Blot (Magnaval et al., 2002) y el ensayo de union multiple de
antigenos (MABA) (Noya et al., 1998) incluyendo AgGESTc. Recientemente,
se investigan nuevas técnicas inmunodiagnésticas que incluyen la
clonacion de antigenos recombinantes para uso seroldgico, particularmente
ELISA y Western Blot con el fin de mejorar su sensibilidad y especificidad
(Norhaida et al., 2008).

2.5 Epidemiologia

T. canis es uno de los parasitos mas frecuentemente encontrado en los
perros domésticos, principalmente en los cachorros. Debido a la alta
convivencia que se ha generado entre el perro y el ser humano, la toxocariosis
es una de las zoonosis helminticas con mayor difusion a nivel mundial
(Despommier, 2003). La prevalencia en los hospederos definitivos es alta, esto
debido a la transmisién prenatal con la cual la mayoria de los cachorros nacen
infestados. Distintos estudios a lo largo de todo el mundo arrojan frecuencias

muy variables que van desde un 2.9% hasta un 86.6% (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Prevalencia de parasitos adultos de T. canis en distintas partes del mundo.

Afio ﬂ Lugar n No. Casosn Metodo diagnésticon Prevalencia (%) n

1975 Canada 239 Coproparasitoscopico 43.5 Seahetal., 1975
1975 Accra, Ghana 100 Necropsia 40 Anteson y Corkish, 1975
1976 Canada 332 Coproparasitoscopico 34 Ghadirian et al., 1976
1976 Brasil 158 Coproparasitoscopico 443 Chieffi y Miiller, 1976
1977 Egipto ND Coproparasitoscopico 80.6 Khalil, 1977

1977 Londres, Inglaterra 1000 Coproparasitoscopico 7.2 Turnery Pegg, 1977
1978 lowa, EUA 33594 Coproparasitoscopico 3 Lightner et al., 1978
1978 LA, EUA 158 Coproparasitoscopico 49.5 Marron y Schroeder, 1978
1979 Pretoria, Sudafrica 253 Necropsia 32 Verster, 1979

1980 Bangkok, Thailandia 107 Coproparasitoscopico 6.5 Hinz, 1980

1980 Nueva Zelanda 147 Coproparasitoscopico 2.8 Dodge, 1980

1981 Nigeria ND Coproparasitoscopico 18.55 Fashuyi, 1981

1982 Japon 15 Coproparasitoscopico 86.6 Matsumura y Endo, 1982
1982 Praga, Checoslovaquia 500 Coproparasitoscopico 3.2 Valkounovd, 1982
1984 Sabah, Malasia 175 Coproparasitoscopico 81 MacAdam et al., 1984
1984 Freetown, Sierra Leona 2938 Coproparasitoscopico 9 Hassan, 1984

1985 Hessia Neckar, Alemania 155 Coproparasitoscopico 5.8 Hinz y Blatz, 1985
1985 Calabar, Nigeria 254 Coproparasitoscopico 26.7 Uguchukwu y Ejimadu, 1985
1986 Bagdad, Irak 20 Necropsia 40 Tarish et al., 1986
1988 La Plata, Argentina 2895 Coproparasitoscopico 14.2 Venturini y Radman, 1988
1988 Curazao 133 Coproparasitoscopico 7.5 Saleh etal., 1988
1988 Grecia 232 Coproparasitoscopico 22.4 Haralabidis et al., 1988
1991 Bélgica 212 Necropsia 38.9 Vanparijs et al., 1991
1993 Nairobi, Kenia 156 Necropsia 3 Wachira etal., 1993
1993 Oklahoma St. USA 21583 Coproparasitoscopico 4 Jordanetal., 1993
1993 Hannover, Alemania 3329 Coproparasitoscopico 6.9 Epe etal., 1993

1993 Melboun, Australia 493 Coproparasitoscopico 17.4 Johnston y Gasser, 1993
1994 Dublin, Irlanda 350 Coproparasitoscopico 82.6 O’Lorcain, 1994

1997 Ibaraki, Japon 916 Necropsia 79.9 Saeki et al., 1997
1997 Holanda 272 Coproparasitoscopico 2.9 Overgaauw, 1997 (b)
2002 St Paulo, Brasil 271 Coproparasitoscopico 5.5 Oliveira-Sequeira et al., 2002
2003 Italia 295 Coproparasitoscopico 33.6 Habluetzel et al., 2003
2004 Venezuela 614 Coproparasitoscopico 114 Ramirez-Barrios et al., 2004
2006 Finlandia 541 Coproparasitoscopico 3.1 Pullolaetal., 2006
2006 China 178 Necropsia 36.5 Wang et al ., 2006
2007 Cérdoba, Espaia 1800 Coproparasitoscopico 17.72 Martinez-Moreno et al., 2007
2007 Etiopia 100 Coproparasitoscopico 21 Yacob et al., 2007
2009 Nigeria 269 Coproparasitoscopico 33.8 Sowemimo, 2009
2010 Islas Galapagos 97 Coproparasitoscopico 16.5 Gingrich et al., 2010
2010 Polonia 763 Coproparasitoscopico 20.6 Tylkowska et al.,, 2010
2010 Sudafrica 240 Coproparasitoscopico 7.9 Mukaratirwa y Singh, 2010
2011 Tirana, Albania 111 Necropsia 75.7 Xhiaxhiu et al., 2011
2011 Zambia 452 Coproparasitoscopico 11.3 Bwalyaetal, 2011
2011 Palestina 132 Coproparasitoscopico 36.4 Othman, 2011

2012 Kerman, Iran 70 Coproparasitoscopico 4.3 Mirzaei y Foolandi, 2012
2012 Alemania 445 Coproparasitoscopico 4 Becker et al., 2012

=
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Esta variacion es debida al lugar de procedencia de los animales, la edad
de los mismos, las condiciones sanitarias y los métodos de diagndstico
empleados. En el caso de la Republica Mexicana se muestra la misma variacion

en estudios realizados en distintos estados (Cuadro 3).

Cuadro 3. Prevalencia de parasitos adultos de T. canis en distintas partes de México.

Ao Lugar No. Casos Metodo diagndstico Prevalencia (%) Autor

1955 México D.F. 100 Necropsia 30 Flores, 1955
1967 México D.F. 120 Coproparasitoscopico 93 Quiroz, 1982
1970 Veracruz, Ver. 300 Coproparasitoscopico 9.6 Franyutti, 1970
1971 Cérdova, Ver. 200 Coproparasitoscopico 13.5 Sosa, 1971
1972 Monterrey, N.L. 100 Necropsia 5 Garza, 1972
1973 Guadalajara, Jal. 450 Coproparasitoscopico 16.2 Mora, 1973
1973 Cd Victoria, Tmps 50 Coproparasitoscopico 30 Hinojosa, 1973
1973 México D.F. 979 Coproparasitoscopico 28 Mejia, 1973
1974 Cuernavaca, Mor. 719 Coproparasitoscopico 15 Vargas, 1974
1983 Aguascalientes 294 Coproparasitoscopico 47.6 Valdiviaetal., 1983
1986 México D.F. 200 Coproparasitoscopico 21 Cruzy col, 1986
1987 México D.F. 176 Necropsia 58.6 Cruzy col, 1987
1989 Veracruz, Ver. 447 Coproparasitoscopico 74 Zarmefioy col., 1989
1992 México D.F. 240 Coproparasitoscopico 3.6 Penagos y col., 1992
1996 Culiacan, Sin. 100 Coproparasitoscopico 7 Gaxiolay col., 1996
1998 México D.F. 100 Necropsia 15 Martinez y col., 1998
1998 México D.F. 470 Coproparasitoscopico 19.8 Eguia-Aguilar, 1998
2005 México D.F. 120 Necropsia 13.3 Eguia-Aguilar, 2005
2011 Querétaro 378 Necropsia 15.1 Canto etal., 2011
2011 Yucatan, Méx. 130 Coproparasitoscopico 6.2 Rodriguez-Vivas et al., 2011

El efecto de la lluvia que puede arrastrar los huevos grandes distancias
contaminando alimentos y agua, es un factor determinante para la diseminacion
de la enfermedad, sobre todo en hospederos paraténicos. En diferentes estudios,
se ha mostrado presencia de huevos en areas verdes (Holland et al., 1991;
Martinez-Barbosa et al., 1998). Esto, en conjunto con el habito de algunos nifios a
la geofagia, los vuelve la poblacion mas susceptible a padecer la enfermedad.
Alrededor del 40% de la poblacion con complicaciones oculares relacionadas con
este parasito, revelaron una historia clinica de geofagia (Overgaauw, 1997). Otro
riesgo potencial no se encuentra solo en las heces y en la tierra contaminada, sino

también en los huevos que se adhieren al pelo de los perros (Roddie et al., 2008).
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Esta fuente de infeccion no debe ser subestimada, ya que muchos animales

comparten casa y cama con sus duefos.

La alta incidencia de personas con anticuerpos anti-Toxocara, en diferentes
partes del mundo varia entre 2.6 a 81.5 % lo que indica el alto grado de infestacién
por esta parasitosis. Sin embargo, la mayoria de las personas no muestran
manifestaciones clinicas y estas solo aparecen cuando son ingeridas grandes
cantidades de huevos, o cuando las larvas se encuentran en lugares criticos,
como son el cerebro (TN) o los ojos (LMO) (Smith, 2006).

3. Antigenos de Excrecién y Secrecion de T. canis (AgESTc)

Hay similitud entre las proteinas que forman el cuerpo de T. canis con las
proteinas del hospedero por lo que no son reconocidas como extrafas. Sin
embargo, hay otras moléculas que son reconocidas como extrafnas y que son
capaces de provocar una respuesta inmune. Este parasito tiene dos tipos de

antigenos: los antigenos somaticos y los AgESTc.

Los antigenos somaticos, son aquellas moléculas que forman parte del
cuerpo del parasito. Estos antigenos, carecen de importancia diagnostica, ya que
han demostrado tener reacciones cruzadas con los antigenos de otros helmintos
(Smith et al., 1982; Peixoto et al., 2011). Por otra parte, los AGESTc son moléculas
producidas y eliminadas por el parasito. Los mas estudiados, son los producidos
por las L2. Su naturaleza quimica, revela que son complejos de glicoproteinas.
Entre los carbohidratos mas frecuentemente unidos, se encuentran la N-
acetilgalactosamina y la galactosa, mientras que otras tales como el arabinol, la
manosa, la N - acetilglucosamina, la glucosa y la fucosa no son tan frecuentes
(Meghji et al., 1986). Estos hidratos de carbono, estan presentes en diferentes
proporciones o en la totalidad de los AQESTc, y se encuentran formando epitopes
que estan vinculados con el complejo de la proteina del antigeno, ya sea de una
manera fuerte o débil. Algunos de estos antigenos permanecen adheridos a la

cuticula de la larva para después ser liberados, lo cual es visto como un
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mecanismo de evasion de la respuesta inmunoldogica (Maizels et al., 1984).
Ademas, se ha establecido que la respuesta inmune se dirige principalmente hacia
los complejos glicosilados de estos antigenos (Maizels et al., 1987).

4. Respuesta inmunolégica a T. canis

Durante la migracion de las larvas dentro del hospedero se induce una
respuesta de tipo adaptativo con aumento de linfocitos T (LT) cooperadores (LTh)
y T citotéxicos (LTc). Por otra parte los AGESTc estimulan a los macréfagos a
producir interleucinas (IL). La IL-4, promueve una respuesta de tipo Th2 con
aumento de citocinas como la IL-5, IL-6 e IL-13 (Finkelman et al., 2004; Valli et al.,
2010; Allen et al., 2011). El aumento de la IL-4 a su vez, estimula la proliferacion y
la maduracion de los linfocitos B (LB), la variacion de isotipo de IgM a IgE y la
produccion de anticuerpos IgG especificos (Sher, 1995), ademas de contribuir a la
estimulacion de las células cebadas (Cc) que, cuando degranulan, aumentan la

respuesta inflamatoria (Figura 8).

Los AgESTc también inducen un aumento en las concentraciones de la IL-
5, que es una poderosa inductora de eosinofilia, la cual es caracteristica de esta
infeccion (Yamaguchi et al., 1998). Ademas de estimular una respuesta Th2, en
modelos murinos, se ha observado un aumento en los niveles plasmaticos de IFN-
Y, que es caracteristico de una respuesta inmune tipo Th1 (Pecinali et al., 2005).
El IFN-y, actua sobre linfocitos T, linfocitos B, células NK y macréfagos, siendo el
mediador clave de la inmunidad mediada por células. Se ha descrito una
asociacion entre el IFN-y y la IL-13, sobre todo en la formacion de granulomas
eosinofilicos, y en otras patologias como enfermedades producidas por patdégenos
(esquistosomiasis) o enfermedades autoinmunes (asma, colitis ulcerativa). Estos
granulomas, también se presentan por la presencia crénica de larvas de T. canis
en los distintos 6rganos vy tejidos por los cuales realizan su migracion (Meeusen y
Balic, 2000; Nagy et al., 2012).
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Figura 8. Respuesta inmune a L2 de Toxocara canis. Los antigenos del parasito estimulan la
produccion de citocinas Th2 (IL-4, 1I-5, IL-6 e IL-13) por parte de los linfocitos T cooperadores
(LTh2).

En modelos de infeccion con T. canis, al mismo tiempo que los procesos
pro-inflamatorios se activan, las células T reguladoras (Treg) también se activan y
comienzan a producir IL-10 (Torina et al., 2005). Esta citocina, se caracteriza por
ser inmunosupresora y anti-inflamatoria, e inhibe la respuesta granulomatosa a las
larvas del parasito. La IL-10, regula la inflamacion y la fibrosis actuando
directamente sobre los fibroblastos reduciendo la producciéon de colageno (Arai et
al.,, 2000; Moore et al., 2001). Este efecto regulador, es aparentemente
responsable del control de la respuesta inmune exagerada en el hospedero
cuando las larvas de T. canis migran a través del organismo. Del mismo modo, se
ha demostrado que el elevado numero de eosinofilos pueden causar la activacion

de células Treg induciendo con ello la produccion de IL-10 (Nagy et al., 2012).

A nivel intestinal en los hospederos definitivos, la presencia y el dafo
producido por el parasito en el epitelio intestinal inducen la produccion de

alarminas (IL-25, IL-33) por parte de estas células. Estas alarminas, a su vez,




estimulan a los linfocitos T a producir IL-4, IL-9 e IL-13, que polarizan la respuesta
inmune hacia Th2. La IL-13, ejerce su efecto sobre las células caliciformes, y estas
comienzan a producir una gran cantidad de moco, que contribuye a la eliminacion
del parasito (Allen et al., 2011). Por otra parte, las células Treg aumentan a nivel
de la pared intestinal de los perros cuando se producen infecciones intestinales
por nematodos (Junginger et al., 2012) lo que sugiere que la tolerancia de la

mucosa intestinal esta involucrada en la persistencia de la infeccion.
4.1 Respuesta inmune humoral

En la toxocariosis canina, los titulos de anticuerpos especificos IgG e IgM,
se mantienen al cabo de varios meses después del contacto con el parasito. Estos
titulos de anticuerpos, no se correlacionan con la cantidad de parasitos adultos en
el intestino, pero si estan relacionados con la cantidad de antigenos circulantes
(Matsumura, 1983). En hospederos paraténicos, la produccion de anticuerpos en
un principio es similar a la observada en los hospederos definitivos, pero, los
anticuerpos isotipo IgM, disminuyen durante los primeros 10 dias post-infeccion,
mientras que los anticuerpos IgG, aumentan progresivamente hasta los 30 dias
post-infeccion, y estos niveles permanecen constantes durante varios meses mas.
Estudios clinicos, muestran que los pacientes con LMV o LMO tienen cantidades
mayores de anticuerpos de la subclase IgG1 especificos contra T. canis. También
se ha observado que la cantidad total de anticuerpos IgE se encuentra
incrementada (Kayes, 2006).

4.2 Eosinofilia

La eosinofilia generalizada, es uno de los signos mas representativos de la
infeccion con T. canis. Las caracteristicas de esta eosindfilia, varian dependiendo
el tipo de hospedero: en los ratones y los jerbos, se producen picos durante los
primeros 40 dias post-infeccion (Sugane y Oshima, 1982; Alba-Hurtado et al.,
2009) mientras que en los seres humanos, hay una eosinofilia persistente hasta

por un ano (Beaver, 1952; Limaye et al., 1990). En el caso de los hospederos
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definitivos, la eosinofilia aparece a los 7 dias post-infeccion y desaparece a los 42
(Zimmermann et al., 1985). En las crias con infeccidn transplacentaria, se observa
un pico de eosinofilos 7 dias después del nacimiento, y disminuye lentamente,
hasta que llega a niveles fisioldgicos 42 dias después del nacimiento (Vossmann y
Stoye, 1986).

La eosinofilia puede ser inducida por pequefias cantidades de larvas, y es
dependiente de la IL-5. En modelos experimentales de la infeccion, se ha
demostrado que la administracion de anticuerpos anti-IL-5, suprime el aumento de
eosinofilos en sangre (Coffman et al., 1989; Limaye et al., 1990). También, se ha
demostrado que los linfocitos Th2, son los principales productores de IL-5, ya que
cuando se aplican anticuerpos anti-CD4 en modelos murinos, el segundo pico de
eosindfilos timodependiente se reduce. En general, el papel de los eosindfilos en
la defensa contra infecciones causadas por helmintos ha generado controversia.
Por una parte, experimentos in vitro indican que los eosindfilos pueden tener un
efecto toxico en ciertos parasitos, y la eosinofilia se ha asociado a la eliminacion
de otros nematodos como en el caso de Haemonchus contortus (Alba-Hurtado y
Mufoz-Guzman, 2013). Sin embargo, en las infecciones por T. canis, los
eosindfilos aumentan a lo largo de la infeccién, y rodean a las larvas en los tejidos,
pero, aparentemente, no producen dafios graves a las mismas. En otro
experimento in vitro, se reportd que la incubacion de larvas de T. canis con
eosindfilos y suero hiperinmune, causa la fijacibn y degranulacion de los
eosindfilos en la cuticula de las larvas, pero, esto no afecta la motilidad o viabilidad

de las mismas (Fattah et al., 1986).

4.3 Consecuencias de la activacion hiperinmune durante la infeccién: T.

canis y asma

El asma es una enfermedad inflamatoria cronica del tracto respiratorio
inferior que se caracteriza por un aumento en los niveles de IgE inducidos por la

inflamacion eosinofilica, la hipersecrecién de moco y la hiperreactividad bronquial
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después de someterse a la exposicion a alérgenos. Esta enfermedad es el
resultado de una respuesta de tipo Th2 a alérgenos aéreos (Weiss, 2000). Durante
la enfermedad, hay un aumento de IL-4, IL-5 e IL-13, que van a mediar la sintesis
de IgE, la degranulacion de eosindfilos y la hiperreactividad de las vias

respiratorias (Holt et al., 1999).

Existen estudios que relacionan la seroprevalencia a Toxocara, con
manifestaciones alérgicas como el asma. Sin embargo, también hay estudios en
los cuales no se encontré dicha relacion. Estas diferencias, principalmente,
pueden deberse a la forma en la cual se llevaron a cabo los estudios (Buijs et al.,
1994; Chan et al., 2001; Sharghi et al., 2001; Mufioz et al., 2010). Entre estas
diferencias, encontramos aspectos como el tipo de prueba serolégica utilizada, la
diferencia de criterios para determinar la seropositividad, la edad y el sexo de la
poblacién en estudio. En general, se acepta que la infeccién con larvas de
Toxocara esta relacionada con la aparicion de asma (Cooper, 2008), aunque,
algunos investigadores han sugerido que las infecciones parasitarias por helmintos
reducen el riesgo de padecer alergias debido a sus propiedades
inmunosupresoras (Maizels, 2005). Sin embargo, la adaptacion de los parasitos a
sus hospederos debe ser tomada en cuenta en el caso especifico de T. canis, ya
que se adapta mejor a los hospederos definitivos, que a los paraténicos, los cuales
responden con mayor fuerza contra el parasito, por lo tanto, producen un efecto

patogénico mas grave (Maizels, 2013).

En modelos experimentales, las larvas de T. canis que se encuentran en los
pulmones, inducen una respuesta inmune de tipo Th2, en conjunto con un
aumento en el numero de eosindfilos, macrofagos, linfocitos e IgE. Aunque la
mayoria de las larvas van a migrar de los pulmones a otros 6rganos, algunas
permanecen atrapadas dentro de granulomas bien definidos, con lo cual, la
inflamacion pulmonar puede permanecer hasta por tres meses (Buijs et al., 1994).
Del mismo modo, algunas larvas pueden continuar su migracion, y regresar a los

pulmones, de tal manera que puede haber lesiones cronicas y agudas al mismo
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tiempo (Figura 9). El tipo de infiltrado celular en el tejido pulmonar de ratones
infectados experimentalmente con T. canis, es similar al observado en modelos
experimentales de ratones con asma alérgica producida por la sensibilizacién con

ovoalbumina (Hessel et al., 1995, Pinelli et al., 2001).
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Figura 9. Esquema que muestra la respuesta por parte del hospedero a las larvas de T.
canis, estas incluyen actividades anti-inflamatorias, pro-inflamatorias y pro-fibréticas que
van encaminadas a la localizaciéon y eliminaciéon del parasito. Macréfagos (Mo), células
dendriticas (DC), células asesinas naturales (NK), linfocitos T citotéxicos (CD8+), linfocitos T
cooperadores (CD4+). linfocitos B (LB).

Como se ha mencionado, la infeccion por T. canis desencadena una
respuesta de tipo Th2 que se caracteriza por la produccion de IL-4, IL-5, IL-13 e
infiltracion de eosindfilos, macréfagos y células cebadas. La presencia de larvas
vivas o muertas y la circulacién de antigenos de parasitos tienen una actividad
mitogénica en los linfocitos, por lo tanto, este tipo de respuesta inmune permanece

durante largos periodos, ademas la IgE especifica contra el parasito se
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incrementa. En individuos alérgicos, cuando el alérgeno penetra por las vias
respiratorias, la IgE reacciona y se une a receptores de alta y baja afinidad de
células cebadas, eosindfilos y macréfagos, que a su vez, secretan mediadores
implicados en la respuesta asmatica temprana (factor de activacion de las
plaquetas y los leucotrienos C4) y en la respuesta tardia (prostaglandina y
leucotrienos C4). Basado en este modelo (Figura 10), la respuesta inmune
inducida después de la infeccion con T. canis, puede desencadenar
manifestaciones alérgicas en personas que son alérgicas o que tienen
predisposicion genética a las alergias (Cooper, 2008, Pinelli y Aranzamendi,
2012).
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Figura 10. Mecanismo propuesto donde se resalta la asociacién entre la infeccién por T.
canis y el asma alérgica. Después de la exposicién al alérgeno la IgE se unen a los receptores
de alta y baja afinidad en las células cebadas (Cc) y eosinodfilos (Eos), estos secretan varios
mediadores implicados en la induccién de la respuesta asmatica temprana (factor de activacion
de plaquetas (PAF), leucotrienos C4 (LTC4)) y en la respuesta asmatica tardia (histamina,
prostaglandinas (PG) y LTC4).




5. Prolactina (PRL)

La PRL es una hormona proteica formada por 199 residuos de aminoacidos
(23 kDa), es sintetizada y segregada por los lactotropos de la adenohipofisis. Esta
hormona ha sido identificada en todos los animales vertebrados. Se le han
asociado mas de 300 funciones biologicas diferentes, incluyendo el equilibrio
hidrico y electrolitico, el crecimiento y desarrollo, metabolismo y regulacidon
endocrina, comportamiento, inmunomodulacion y reproduccién. Aunque la
mayoria de PRL circulante es de origen hipofisiario, el gen de la PRL se expresa
en varios sitios extrahipofisiarios en los mamiferos, incluyendo la glandula
mamaria (Shaw-Bruha et al., 1997; Kurtz et al., 1993), la decidua uterina (Prigent-
Tessier et al., 1999), la prostata (Nevalainen et al., 1997), las células del sistema
inmune (Shah et al., 1991; Kooijman et al., 2000), el tejido adiposo (Zinger et al.,
2003), y las células endoteliales umbilicales (Corbacho et al., 2000).

5.1. Receptores de PRL (RPRL)

El RPRL fue identificado por primera vez en 1974 (Posner, et al.) y se
reportd como un receptor de membrana unido a proteinas que es especifico,
saturable y de alta afinidad. La secuencia del RPRL fue descrita en 1988 y esta
muy estrechamente relacionado con el receptor de la hormona de crecimiento
(GH-R) (Boutin et al., 1988). Tanto el PRL-R como el GH-R son miembros de la
familia de receptores de tipo 1 de citocinas, que también incluye al receptor para la
eritropoyetina y para muchas de las interleucinas (Bazan, 1989; Cosman et al.,
1990).

Existen varias isoformas del RPRL y se conocen como largo, corto e
intermedio en funcién de su longitud total. Estas isoformas difieren en el tamafio
(corto, intermedio y largo) y la composicién de la porcion intracelular. Exhiben un
dominio extracelular idéntico de aproximadamente 200 aminoacidos. ElI dominio
transmembranal posee 24 aminoacidos, mientras el intracelular presenta

diferentes tamafos y composiciones, dependiendo de la isoforma del receptor. La
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isoforma larga posee 598 aminoacidos de longitud; la isoforma intermedia, 325
aminoacidos y 2 isoformas pequefias de 352 y 264 aminoacidos cada una (Tan y
Walker, 2010). Se ha demostrado la expresion del receptor en células de cerebro,
retina, cartilago, piel, pulmén, corazén, pancreas, higado, bazo, timo, tracto

intestinal, rindn, sistema reproductivo, linfocitos (T y B), macréfagos, etc.
5.2. Regulacién de la secrecion de PRL hipofisiaria

La secrecion de PRL se regula de manera compleja por una variedad de
hormonas y neurotransmisores (Lamberts y Macleod, 1990; Freeman et al., 2000),

ademas es influenciada por el fotoperiodo, los patrones de suefio y el estrés. En

los mamiferos los lactotropos
hipofisiarios son secretores que NO |, i 42mo
requieren de un estimulo agudo
para mantener la secrecién. Prueba
de ello es la sintesis y liberacion de
grandes cantidades de PRL en RS
tejido de adenohipofisis que ha sido
retirado de control hipotalamico,
como en los trasplantes de
adenohipodfisis a sitios ectdpicos.
Esto nos indica que por lo tanto, el

.. . Tejidos blanco PRL
principal insumo regulador para los

lactotropos de mamiferos es

inhibitorio. Esta inhibicion de |a Figura 11. llustraciéon esquematica de la
interaccion entre el hipotalamo, la adenohipdfisis

secrecion de PRL esta mediada y os tejidos blancos de la PRL en la regulacién de
casi en su totalidad por Ia la secrecion de PRL en mamiferos.

dopamina (DA) producida por las neuronas tuberoinfundibulares en el nucleo
arqueado del hipotdlamo. La DA es liberada de terminales nerviosas en la
eminencia media y se dirige a la adenohipdfisis a través de los vasos portales
hipofisarios (Ben-Jonathan y Hnasko, 2001). La PRL a su vez, se alimenta de
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nuevo en las neuronas del hipotalamo para regular la liberacién de DAy, en ultima
instancia, su propia liberacidén (Gudelsky y Porter, 1980) (Figura 11).

5.3. PRL y sistema inmunolégico

La relacion entre la PRL y el sistema inmune se evidencido cuando se
observo atrofia timica en ratas que habian sido hipofisectomizadas (Smith, 1930).
Posteriormente, Nagy y Berczy (1978) publicaron su trabajo acerca de la
inmunodeficiencia en ratas hipofisectomizadas, donde la administracion de PRL,
de hormona de crecimiento y de lactégeno placentario restablecié la actividad
inmunologica. Experimentos similares utilizando bromocriptina (agonista
dopaminérgico) para inhibir selectivamente la secrecion de PRL, mostraron
resultados similares al trabajo anterior. Es decir, la disminucién en la respuesta
inmune tanto celular como humoral, que se restablece al suspender la
bromocriptina (Nagy et al.,, 1983). Ademas, se ha encontrado que el sistema
inmune es capaz de regular la secrecién de prolactina (Matera, 1997). Las
citocinas IL-1, IL-6 y TNFa pueden actuar como reguladores enddcrinos en la

liberacion de PRL hipofisiaria (Spangelo y Macleod, 1990).

En los linfocitos, reguladores conocidos de la sintesis de la PRL hipofisaria
como los estrogenos, el péptido intestinal vasoactivo, la hormona liberadora de
tirotropina y un agonista de receptores D2 de la dopamina (bromocriptina) no
modifican la expresion del gen de la PRL. Por el contrario, la dexametasona y la
ciclosporina inhiben la expresion de la PRL linfocitaria, y el acido retinoico la

estimula (Gellersen et al., 1989).

En otros estudios, se observo que la utilizacion de anticuerpos anti-PRL
inhibe la proliferacion de células linfoides en presencia, tanto de mitdbgenos
especificos de LT y LB, como de citocinas como la IL-2 e IL-4 que tambien actuan
como factores de crecimiento (Hartmann et al., 1989). Tambien se observé que la
adicion de PRL combinada con IL-2, fitohemaglutinina o concavalina A estimula la

mitosis de LT, LB y de células NK mantenidos en cultivo (Clevenger et al., 1990).
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Utilizando la técnica de Northern blot en una linea linfoblastoide de células
B, también se demostré la presencia del RNAm de PRL vy, posteriormente,
mediante la técnica de RT-PCR se encontré que no solamente en lineas celulares
linfoides se expresa el mensajero de PRL, sino también en células linfocitarias
normales, como timocitos y células mononucleares de sangre periférica humana
(Mendez et al., 2005). En los granulocitos, la PRL regula la sintesis de la sintasa
de 6xido nitrico inducible (iINOS), enzima que produce 6xido nitrico que media la
respuesta inmunoldgica y la inflamacioén (Dogusan et al., 2001). La PRL también
estimula la sintesis de la IL-2 y su receptor en esplenocitos y timocitos, ademas de
colaborar en las acciones de la IL-2 e IL-12 estimulando la sintesis de IFN-y en los
LT y en las células NK (Viselli et al., 1991)

En la actualidad la PRL es considerada no solo como una hormona, si no
tambien como una citocina que polariza una respuesta inmune celular,
estimulando la secrecidén de citocinas tipo Th1 (IL-2, 1I-12, IFN-y), ademas de
participar en la regulacién de la densidad de la poblacion celular controlando tanto

la proliferacién como la muerte.
6. La red neuroinmunoenddcrina en las enfermedades parasitarias

La interaccion entre los sistema inmune, enddcrino y nervioso, forma una
compleja red de comunicacion directa y bidireccional que actua de manera
conjunta durante los procesos infecciosos para la eliminacion adecuada de los
patégenos y el mantenimiento de la homeostasis (Besedovsky y Del Rey, 1996).
Anteriormente se consideraba que el sistema inmunologico se regulaba de forma
autonoma, dejando de lado la trascendental comunicacion multidireccional que
este sistema tiene con el sistema neuroenddcrino. Esta relacidon se puso de
manifiesto en estudios realizados donde se observd que el tamano del timo era
mayor en conejos castrados y que la restitucion con andrégenos exdgenos
revertia la hipertrofia timica (Chiodi, 1940). También se ha observado que la tasa

de produccién de anticuerpos es mayor en hembras que en machos, esto debido a
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la capacidad que tienen los estrogenos de estimular a los linfocitos B. Esto se ve
reflejado en la predisposicion que tienen las mujeres al padecimiento de
enfermedades autoinmunes (esclerosis multiple, artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico, etc), donde, en algunas de estas enfermedades 9 de 10

casos se presentan en mujeres ( De Leon y Morales-Montor, 2006).

Aunado a esto se sabe que citocinas como la IL-6, la IL-18 y el factor
inhibidor de la migracion de macrofagos tienen efectos sobre neuronas
hipocampales e hipofisiarias (Tonelly y Postolache, 2005). Estas estructuras
producen a su vez neuropéptidos como el péptido intestinal vasoactivo (VIP), la
somatostatina y la sustancia P, todas ellas con importantes repercusiones en la
regulacion de la inflamacion sistémica y a nivel de mucosas (Agro y Stanisz,
1995). Por otra parte, los glucocorticoides pueden reprimir la respuesta
inflamatoria por medio de una disminucién en los niveles de IFN-y y de IL-12
(Elenkov, 2004).

Estos ejemplos nos demuestran que el sistema inmunolégico se regula y es
regulado por el macrosistema neuroinmunoendocrino, a través del pleitropismo de
los distintos mensajeros quimicos que lo conforman, asi como de la gama de
receptores y moléculas efectoras compartidas entre los tres sistemas. Sin
embargo el grado de complejidad no termina ahi: Un parasito, conformado por sus
propias ceélulas, tejidos, organos, etc representa un nivel mas en el

escalonamiento de complejidad de la red neuroinmunoenddcrina.
6.1 Hormonas esteroideas y enfermedades parasitarias

Las hormonas esteroideas ademas de participar y coordinar diversas
funciones como el crecimiento, la reproduccion, etc, tambien son capaces de
regular la respuesta inmunoldgica contra patégenos (Akmaev, 1996). Por otra
parte, los parasitos han desarrollado diversos mecanismos de sobrevivencia en el
hospedero para facilitar la infeccién. Estos mecanismos se dividen en 3 tipos: la
evasion de la respuesta inmunolégica a través de distintas estrategias como la
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exclusion anatomica, el enmascaramiento y variacion antigénica y el mimetismo
molecular (Morales-Montor, 1995), la polarizacion de la respuesta inmune del
hospedero hacia una respuesta permisiva de la infeccion y la explotacion de algun

componente del hospedero por parte del parasito (Damian, 1997).

Evidencias recientes sugieren un nuevo mecanismo de explotacion del
hospedero por parte del parasito, en donde éste ultimo aprovecha directa o
indirectamente hormonas y factores de crecimiento del hospedero que le permiten
un rapido establecimiento y una mayor efectividad en su tasa reproductiva, ambos,
procesos claves en el mantenimiento del ciclo vital del parasito (Freilich et al.,
2000; Morales-Montor et al., 2001). De manera especifica, las hormonas
producidas por el hospedero pueden regular funciones vitales del parasito. Este
fendbmeno, aunado a la respuesta inmunolégica, podria decidir el rumbo de una

infeccidn parasitaria.

Estudios realizados con Leishmania sp. en modelos murinos, sefialan que
los machos desarrollan una fuerte respuesta inmune tipo Th1, mientras que en las
hembras hay una respuesta mas equilibrada o con una leve inclinacion hacia un
perfil Th2 (Roberts et al., 2001). También se ha reportado que durante la gestacién
se incrementa la suceptibilidad de los ratones a Leishmania major, esto se asocia
a un aumento en los niveles de estrogenos y progesterona, con una fuerte

polarizacion hacia una respuesta inmune Th2 (Krishnan et al., 1996).

Experimentos in vitro con el parasito Schistosoma mansoni demuestran que
el tratamiento con dehidroepiandrosterona (DHEA), en cercarias, esquistosomulas
y gusanos adultos inhibe hasta en un 100% la viabilidad y ovoposicién, mientras
que el tratamiento con cortisol afecta soélo la ovoposicién en el gusano adulto
(Morales-Montor et al., 2001). Por otro lado, amastigotes de Trypanosoma cruzi
tratados in vitro con factor de crecimiento epidermal (EGF) murino, incrementan
considerablemente su sintesis de ADN, crecimiento y actividad metabdlica
(Ghansan et al., 2002).
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En el caso de Taenia crassiceps se ha demostrado que el 17B-estradiol
esta implicado en el crecimiento y reproduccion del parasito, con lo cual, existe
una mayor carga parasitaria en las hembras. La infeccion de ratones macho con
este parasito disminuye las concentraciones de testosterona, aumentando las
concentraciones de estradiol y con ello inhibiendo conductas sexuales como la

monta, la intromisién y la respuesta eyaculatoria (Morales-Montor et al., 1996).
6.2 PRL y enfermedades parasitarias

A raiz del descubrimiento de que la PRL polariza una respuesta inmune tipo
Th1 se han realizado distintos experimentos en los cuales se ha visto el papel de
esta hormona en el desarrollo de distintas enfermedades. Varios de estos estudios

van enfocados a enfermedades parasitarias de importancia médica y veterinaria.

El efecto de la PRL durante las infecciones por protozoarios ha sido
ampliamente estudiado en comparacion de otros parasitos. Experimentos
realizados en un modelo murino de toxoplasmosis sugieren que tanto el TNF-a
como la PRL pueden estimular a las células microgliales para montar una
respuesta anti-toxoplasma induciendo la destruccion intracelular de los parasitos y

la liberacion de citocinas como IL-18, IL-3 e IL-6 (Benedetto et al., 2001).

Recientemente, se estudio la seroprevalencia de anticuerpos anti-T. gondii
en mujeres con niveles normales de PRL, con hiperprolactinemia e
hipoprolactinemia. Las mujeres con hiperprolactinemia mostraron una
seroprevalencia mas baja que aquellas con niveles de PRL normales (Dzitko et al.,
2008), esto sugiere que altos niveles de PRL pueden ser uno de los factores

importantes para la prevencién de la infeccidén con T. gondii en mujeres.

En el caso de la Leishmaniasis, la posible participacion de la PRL no se ha
determinado totalmente. En un trabajo realizado por Gémez et al. en el 2003, se
establece que hembras lactantes de hamster sirio que fueron infectadas con

Leishmania infantum no desarrollaron la enfermedad, en comparacién con las
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hembras infectadas no lactantes. Esto nos sugiere una funcién protectora de la
PRL durante la infeccion por Leishmania, sin embargo, aun se necesitan mas
estudios para determinar las funciones especificas de la PRL para inducir la

proteccion (Gomez et al., 2003).

La malaria (enfermedad ocasionada por el protozoario Plasmodium
falciparum) es un grave problema de salud entre las mujeres gestantes en zonas
endémicas, en comparacion con las mujeres no gestantes. En un estudio realizado
por Bayoumi et al. en el 2009, reportaron niveles de PRL bajos en mujeres
embarazadas infectadas en comparacibn con mujeres embarazadas no
infectadas. También encontré una correlacion negativa entre la PRL y la IL-4 e IL-
10, pero no encontréo una correlacion significativa entre la PRL y el cortisol,
sugiriendo que los bajos niveles hormonales de PRL pueden incrementar la
susceptibilidad a la infeccion (Bayoumi et al., 2009).

Como ya se mencion6 anteriormente, en el caso de T. canis se sugiere que
la PRL es la hormona responsable del fendmeno de reactivacion larvaria. En el
estudio realizado por Overgaauw (1998), relaciona el aumento de la PRL durante
la gestacion de las perras, con un aumento en los titulos de anticuerpos
especificos anti-T. canis. En otro estudio realizado en ratones donde se administrd
PRL, se sugiere que esta hormona es la causal de la migracion larvaria hacia la
glandula mamaria (Jin et al., 2008). Estos son dos de los hallazgos mas
importantes encontrados en la literatura pero cabe mencionar que estos estudios
han sido realizados en hembras, donde el ambiente hormonal no solo esta
formado por PRL sino también por otras hormonas como la progesterona y el

estradiol.
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JUSTIFICACION

Aunque existen reportes del papel de la PRL en la reactivacion de las larvas
somaticas de T. canis, hasta la fecha no se ha determinado completamente el
papel de esta hormona, ni los mecanismos utilizados en la regulacion de la
respuesta inmune ni del sistema neuroendocrino que estan involucrados en el
desarrollo del parasito dentro de un hospedero. En el presente estudio, se
pretende evaluar el comportamiento del sistema inmune y el fenbmeno de
migracion de las larvas somaticas de T. canis en condiciones normales, de
hiperprolactinemia y de hipoprolactinemia en un modelo murino, con la finalidad de
tener una mejor comprension entre la respuesta generada por el hospedero y los

posibles mecanismos de transregulacion del parasito.
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HIPOTESIS

La prolactina es un factor que estimulara la reactivacion de las larvas
somaticas de T. canis inhibiendo la respuesta inmunolégica encargada del control

y la eliminacién del parasito.
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OBJETIVOS

1. Objetivo general

Determinar la funcién de la prolactina sobre la reactivacion de las larvas de T.

canis mediante la evaluacion de la respuesta inmune especifica contra el parasito

en un modelo murino.

2. Objetivos especificos

a)

b)

d)

Determinar las cargas parasitarias en glandula mamaria, cerebro y pulmon
por medio de digestion artificial en los grupos de ratas macho infectadas.
Evaluar por citometria de flujo el porcentaje de las subpoblaciones celulares
en LT (CD3+, CD4+, CD8+), LB (CD45+), células NK y LTyd obtenidos de
bazo, GLM y GLP en los grupos de ratas macho infectadas y control.
Analizar la expresion del receptor de PRL por citometria de flujo en LT
(CD3+, CD4+, CD8+), LB (CD45+), células NK (CD161+) y LTyd (TCRyd)
obtenidos de bazo, ganglios linfaticos mesentéricos (GLM) y ganglios
linfaticos periféricos (GLP) en los grupos de ratas macho infectadas y
control.

Determinar por ELISA los titulos de anticuerpos especificos anti- T. canis en
los grupos de ratas macho infectadas y control.

Observar el efecto de la hipofisectomia sobre la reactivacion de las larvas
de T. canis por analisis histologico y tinciones con H-E en pulmén, higado y
rifdn.

Observar el papel de la hiperprolactinemia sobre la reactivacion de las
larvas de T. canis por analisis histolégico y tinciones H-E en pulmén, higado

y riidn.
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MATERIAL Y METODOS

1. Localizacién
El estudio se llevd a cabo en el Instituto de Investigaciones Biomédicas

(1IB), sede del circuito escolar de la UNAM.

2. Animales y alimentacion
Se utilizaron 56 ratas Wistar machos de 2 meses de edad otorgados por el
de

experimentacion esta aprobado por el comité de ética de la FMVZ (CICUAE) y del

bioterio del IIB de la UNAM. El protocolo para el uso de animales

IIB (CICUAL) de la UNAM. Se formaron 10 grupos y se alojaron en cajas de
policarbonato (50cm largo x 23cm de ancho y 21 cm de altura). Los grupos se

dividieron de la siguiente forma:

Cuadro 4. Grupos experimentales

Ratas sin infeccion Ratas infectadas

Intactas n=5 Intactas n=5

Cirugia simulada de hipofisectomia | Cirugia simulada de hipofisectomia
(Sham) n=5 (Sham) n=5

Hipofisectomia n=5 Hipofisectomia n=5

Cirugia simulada de implante de | Cirugia simulada de implante de

adenohipdfisis en capsula renal (Sham)
n=5

adenohipodfisis en capsula renal (Sham)
n=5

Implante de adenohipodfisis en capsula

renal n=6

Implante de adenohipdfisis en capsula
renal n=10

Los animales se mantuvieron en

ciclos de 12 horas luz/obscuridad. Las

camas proporcionadas fueron de aserrin estéril con cambios cada tercer dia. Con
el fin de cubrir los requerimientos de crecimiento y mantenimiento el agua vy el
alimento se ofrecieron ad libitum en condiciones estériles. El alimento posee una

composicion quimica de: proteina cruda 19%, grasa cruda 9%min, fibra cruda
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5%max (Harlan 2019S Teklad Global 19% Protein Extruded Rodent Diet
Sterilizable).

3. Obtencion y procesamiento de los huevos de T. canis

Los huevos se obtuvieron a partir de parasitos adultos obtenidos del
intestino delgado de cachorros de entre uno y cuatro meses infectados
naturalmente y sacrificados de forma humanitaria en el Centro de Control Canino
de Cuautitlan, Estado de México. Las hembras fueron separadas de los machos,
se enjuagaron con agua corriente y se colocaron en buffer de fosfatos salino
(PBS) 1x. Posteriormente se procedié a obtener los uteros haciendo una incision
al final del primer tercio del cuerpo. Los uteros se colocaron en solucién salina
fisiolégica (SSF), se obtuvieron los huevos y con un colador de poro fino se
eliminaron los restos del parasito. Los huevos se sometieron a varios lavados con
PBS 1x centrifugando a 2500 rpm durante 5 minutos. Los huevos sedimentados se
resuspendieron en solucion PBS-formaldehido al 2% y se incubaron a 27<C por 28
dias para la obtencién de la forma infectiva (huevos larvados). Al finalizar se
verificd la viabilidad mediante la observacion al microscopio de larvas moviles
dentro del huevo.

La determinacion de la viabilidad se realiz6 de la siguiente manera por
triplicado; Se colocaron 20 pl en un portaobjetos y se contdé al microscopio el
numero de huevos con una larva movil en su interior, se sumaron, se saco el
promedio y se multiplico por 50 para obtener el numero de huevos viables por mi
de cultivo.

4. Infeccién de las ratas

Previo a realizar la infeccidn se realizaron 3 lavados del in6culo para retirar
la solucion PBS-formaldehido. Al finalizar los huevos quedaron resuspendidos en
SSF y se concentraron a 2000 HL por ml. La infeccién se llevd a cabo
intragastricamente con una sonda metalica tipo Foley a los dos meses de edad

inoculando 2000 HL por rata.
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5. Procedimientos quirargicos

Los procedimientos quirurgicos se realizaron a los 45 dias post-infeccion
(dpi) con la colaboracién del Dr. Andrés Quintanar Stephano, miembro del
departamento de fisiologia y farmacologia de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes. Las cirugias realizadas fueron; cirugias simuladas (sham) de
hipofisectomia y de trasplante de adenohipdfisis en capsula renal, hipofisectomias

totales e implantes de adenohipdfisis en capsula renal.

5.1 Hipofisectomia

5.1.1 Material e instrumental

Cuadro 5. Material e instrumental para hipofisectomia

Instrumental Material

Abatelenguas Mesa de cirugia

Canula traqueal con mandril Motor de dentista de baja frecuencia
Bisturi Broca de bola del #8 o #5

Pinza de diseccién fina sin dientes Hilos para sujetar patas

Tijeras rectas finas Hilo y aguja para suturar
Disectores de metal Rasuradora

Legras para hueso Microscopio estereoscopico con luz
Separadores de metal Bomba de vacio

Aspirador de sangre y moco Jeringa de 1ml

Tijeras mayo rectas Camara de recuperacion

Pinza de diseccién fina con dientes Oxigeno clinico

Porta agujas Colchén térmico




HIPOFISECTOMIA

Figura 12. Parte del material e instrumental quirdrgico utilizado para la
hipofisectomia. 1) abatelenguas, 2) canula traqueal con mandril, 3) bisturi, 4) pinzas de
diseccion finas sin dientes, 4) tijeras rectas finas, 5) disectores de metal, 6) separadores de
metal, 7) legra para hueso, 8) aspirador de sangre y moco, 9) tijeras mayo rectas, 10) pinzas

de diseccioén con dientes, 11) porta agujas, 12) hilo y aguja para suturar.

5.1.2 Manejo preoperatorio

Se anestesia la rata con pentobarbital sédico a una dosis de 20mg/500gr
de pesol/intraperitoneal y se administra atropina (40ug/100gr de peso/subcutanea).
5.1.3 Cirugia

Al iniciar se rasura el pelo de la cara anterior del cuello. La rata se coloca
en decubito dorsal sobre la mesa de operaciones. Para intubar la traquea se
coloca la mesa de operaciones en un angulo de 70° Con ayuda del abatelenguas
se sujeta entre los dedos indice y pulgar la lengua y se jala hacia afuera y




adelante. Con la ayuda del mandril se coloca la sonda traqueal y se comprueba
que el catéter haya quedado en la via aérea.

La cara anterior del cuello se limpia con cloruro de benzalconio y se hace
una incision de 2 a 3 cm sobre la linea media de la piel desde 1cm por atras del
borde inferior de la mandibula hacia el mango del esternon. Se corta la fascia
superficial que cubre a los musculos digastricos y esternohioideos. Usando como

referencia el tenddn del musculo

digastrico izquierdo, con los disectores
de metal se hace una separaciéon roma
de las siguientes estructuras: vena
yugular interna izquierda y cara interna
del musculo masetero del mismo lado,
musculo  digastrico 'y conductos
faringoesofagico y laringotraqueal. De
este punto en adelante la cirugia se
realiza bajo el microscopio

estereoscopico con aumento de 7.5 o

i M .
10X. Con el separador curvo se jalan Mdscuto ester

las estructuras internas y en el fondo

de la cavidad aparecera la Figura 13. Esquema que representa los muasculos del
nasofaringe. Para llegar al hueso cuello y la zona de trepanacién del craneo para

extirpar la hipéfisis (Quintanar, 1994).
basiesfenoides se rompe la

nasofaringe. Con el disector se raspa y se desprende del hueso la porcion basal
del musculo faringeo; al hacer esto aparecera una linea trasversal, generalmente
de color azul claro que corresponde a la articulacién esfeno-occipital (Figura 13).
Tomando como referencia la articulacion, se continta limpiando el hueso hacia
delante de la linea azul. Conforme se hace la diseccion la nasofaringe y las
estructuras aledanas se van rechazando hacia la derecha con el separador.

Se procede a colocar los separadores de metal de tal modo que la herida

quede lo suficientemente amplia y permita realizar con buena visibilidad las
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maniobras posteriores. El numero de separadores y el lugar de su localizaciéon
dependeran de la visibilidad de la zona operatoria. Con la broca de bola se
trepana el hueso basiesfenoides en la parte media e inmediatamente por encima
de la linea azul, y hasta llegar a la duramadre teniendo cuidado de no romperla.
Con la legra para hueso se levantan y desprenden los restos de la lamina interna
del hueso; con la misma legra se redondean los bordes del orificio hasta que
quede con un didmetro de 3mm aproximadamente. La hipdfisis se transparenta en
el fondo cubierta por la duramadre (Figura 14). Con la aguja para meninges se
rompe la duramadre en forma de cruz. Para extraer la hipdfisis se utiliza el
aspirador de hipofisis conectado a la bomba de vacio. Para regular la fuerza del
vacio se coloca un dedo en el orificio lateral del aspirador y con suavidad se aspira

la hipdfisis la cual debe salir completa.

 Adenochipofisis
N
{ (i

Lobulo

intermedio bk

i
Tallo hipofisario
-y i

Figura 14. Vista al exponer la glandula hipoéfisis. Tomado y modificado de:
“Hypophysectomy and neurointermediate  pituitary lobectomy reduce serum
immunoglobulin M (IgM) and IgG and intestinal IgA responses to Salmonella enterica
serovar Typhimurium infection in rats”.

Una vez que la hemorragia para, se aspira el coagulo y el moco acumulado
en la parte nasal de la faringe. Posteriormente se procede a retirar los
separadores de metal y a suturar la piel (Quintanar, 1994).
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5.1.4 Cuidados postoperatorios

Antes de retirar la canula traqueal se aspira el moco de la faringe a través
del hocico y de la nasofaringe a través de los orificios nasales. Después de esto el
animal es colocado en la camara de recuperacion la cual esta formada con un
colchdn térmico y una tapa de fibra de vidrio. Por la parte lateral penetra un tubo
conectado a una toma de gas carbdgeno (95%02 y 5% COz2). Se inyectan 6000 Ul
de penicilina procaina IM cada 24 horas/3 dias. Una vez recuperado el animal se
pasa a su jaula y a la dieta normal se le agrega solucién glucosada al 5% en el

agua de beber (Quintanar, 1994).

5.2 Implante de adenohipéfisis en capsula renal

Las adenohipodfisis para realizar los implantes provienen de hembras
emparentadas con los machos receptores. Se implantaron 4 adenohipdfisis por
rata. Entre el momento que se obtiene la adenohipdfisis de las hembras

sacrificadas y la colocacion del implante no pueden pasar mas de 3 minutos.
5.2.1 Material e instrumental

Cuadro 6. Material e instrumental para implante de adenohipéfisis en capsula renal

Instrumental Material

Bisturi Mesa de cirugia
Pinza de diseccion fina sin dientes Hilos para sujetar patas
Tijeras mayo curvas finas Hilo y aguja para suturar
Pinza de diseccion fina con dientes Rasuradora
Porta agujas Microscopio estereoscopico con luz
Tijeras mayo rectas Aguja 25* 5/8"
Trasplantadores de metal finos Camara de recuperacion
Oxigeno clinico
Colchon térmico




Figura 15. Parte del instrumental utilizado para realizar los trasplantes de
adenohipofisis a la capsula renal. 1) bisturi, 2) pinza de diseccién con dientes, 3)
pinza de diseccion fina sin dientes, 4) tijera mayo curva fina, 5) trasplantadores de
metal finos, 6) porta agujas, 7) tijera mayo recta, 8) aguja para suturar.

5.2.2 Manejo preoperatorio

Se anestesia la rata con pentobarbital sédico a una dosis de 20mg/500gr de
peso/intraperitoneal.

5.2.3 Cirugia

Se rasura el dorso de la rata a la altura de los rifiones y se coloca en la
mesa de cirugia en decubito ventral. Se limpia la zona con cloruro de benzalconio
y se hace una incision de 2 a 3 cm sobre la linea media de la piel. Posteriormente
se expone el rindn derecho dorsalmente y con la aguja de insulina se hace una
pequefa incision en la capsula renal. Con los trasplantadores finos se forma un
saco entre la capsula y el rifion siendo muy cuidadosos para no romperla. Al tener

listo el saco se colocan las adenohipéfisis profundamente dentro de él, se regresa




el rindén a su posicion original y se procede a suturar la herida dorsal (Figura 16)
(Lombardero et al., 2006).

Figura 16. Implante de adenohipéfisis en capsula renal. A) Colocacion de la rata en la cama
de cirugia, b) exposicion dorsal del rifion derecho, C) formacion del saco en la capsula renal, D)
Sutura de la herida.

5.2.4 Cuidados postoperatorios

Al finalizar la cirugia se pone a la rata en la camara de recuperacion (02
clinico + colchoén térmico). Se inyectan 5000UI de penicilina procainica IM cada 24

horas/3 dias (inmediatamente después de la cirugia y dos dias después).
5.3 Cirugia simulada (Sham) de hipofisectomia

Esta cirugia se realiza como se describié anteriormente (hipofisectomia),
hasta llegar al momento de la trepanacion del craneo y visualizacion de la
hipdfisis. Después de visualizarla y sin retirarla, se aspira el moco acumulado en la

parte nasal de la faringe y posteriormente se procede a retirar los separadores de




metal y a suturar la piel. Los cuidados postoperatorios son iguales a lo descrito

anteriormente, sin la administracion de solucién glucosada en el agua de bebida.
5.4 Cirugia simulada (sham) de implante de adenohipéfisis en capsula renal

De igual forma, se realiza de acuerdo a lo previamente descrito (implante de
adenohipofisis en capsula renal) hasta llegar al punto de hacer la incision sobre la
capsula renal. Después de realizar la incisién el rindn se regresa a su posicion

original y se sutura la piel. Los cuidados postoperatorios son los mismos.
6. Toma y procesamiento de las muestras

El sacrificio de los animales se realizd6 25 dias después de haber sido
realizadas la cirugias mediante sobredosis de anestesia con sevoflurano
(Sevorane®) con posterior decapitacion. Al momento del sacrificio se obtuvo la
sangre, el bazo, el higado, los pulmones, el cerebro, el rindbn derecho, los ganglios
linfaticos mesentéricos (GLM) y periféricos (GLP). En el caso de los animales
infectados se obtuvo la glandula mamaria por medio de un raspado del tejido

subcutaneo del area correspondiente.
7. Digestion artificial

Al momento del sacrificio los pulmones, el cerebro y la glandula mamaria de
los animales infectados se pesaron y maceraron, se tomo 1gr de tejido y se
sometioé a digestion artificial en 10 ml de una solucion de pepsina (SIGMA®) y
acido clorhidrico al 1% por 24 horas. Pasadas las 24 horas se centrifugaron las
muestras a 2500 rpm por 5 minutos, se desechod el sobrenadante y se agregdé 1mi
de paraformaldehido al 4%. Para el conteo de parasitos se realizaron 10 conteos
por muestra de 20ul cada uno, el total de larvas contadas se multiplicé por 50 para
obtener el numero de larvas por mililitro y a su vez el numero de larvas por gramo
de tejido, este numero se multiplicé por el peso total del 6rgano y se obtuvo el

numero de larvas totales.
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8. Citometria de flujo

Los bazos, los ganglios linfaticos mesentéricos y los ganglios linfaticos
periféricos obtenidos al momento del sacrificio se disgregaron con una malla de
nylon de 70 ym estéril y un émbolo de jeringa en PBS 1x amortiguado a pH 7.4 a
4C. La suspension celular obtenida fue centrifugada a 1200 rpm durante 3
minutos, se decantd el sobrenadante y se agregaron 500 pl de buffer de lisis de
eritrocitos (solo para el bazo) y se incubaron por 10 minutos a temperatura
ambiente, después se les agregd 700 pl de buffer de FACS y se centrifugaron
nuevamente a 1200 rpm durante 3 minutos. Se decantaron y resuspendieron
nuevamente en 500 ul de buffer de FACS para finalmente tomar 25 pl de cada

muestra para la tincion.

Se colocaron 25 ul de muestra por pozo mas 25 pl de paraformaldehido al
4% en placas de poliestireno de 96 pozos con fondo en “U” (Costar ®) y se
dejaron incubar por 10 minutos a 37C, después se c entrifugé a 1000 rpm por 5
minutos, se decantd y se agregaron 200 ul de buffer de FACS para lavar y quitar
los restos de paraformaldehido. Se volvié a centrifugar a 1200 rpm y se decanto,
posteriormente se agregaron 150 pyl de metanol absoluto y se incub6 durante 10
minutos a 4T. Después se centrifuga nuevamente a 2 000 rpm por 3 minutos y se
decanta para proceder a agregar 200 pl de buffer de FACS, volver a centrifugar
(2000 rpm por 3 min) y decantar. Posteriormente se procedio a afiadir 150ul de los
anticuerpos primarios en los pozos correspondientes, estos se dividieron en 3

tinciones (T1, T2, T3) y se incubaron por 10 minutos a 4TC.

a) T1: CD3-Alexa 488, CD4-APCy5, CD8-PE + RPRL Sec Alexa 647
b) T2: CD3-Alexa 488, CD45-PE + RPRL Sec Alexa 647
c) T3: NK-APC, Tyd-PE + RPRL Sec Alexa 488

Después de la incubacion se agregaron 150 pl de buffer de FACS, se
centrifugdé (2000 rpm por 3 min) y se decantd para luego agregar 25 pul de los
anticuerpos secundarios. Se volvieron a afadir 150 pl de buffer de FACS vy la
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placa se centrifugd y decantd. Para finalizar se resuspendié en 200 pl de Buffer

de FACS y se almacend a 4T en obscuridad total.

Para el analisis e interpretacién de resultados se utilizé el programa FlowJo

version 7.6.

9. Determinacion de los niveles séricos de anticuerpos especificos anti- T.

canis
9.1 Produccién de AgESTc

Para la produccion de AgESTc se cultivaron
larvas en medio RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) estéril y se colecto el sobrenadante de las
cajas de cultivo por medio de aspiracién. Este
proceso se realizé semanalmente hasta obtener una
cantidad considerable de sobrenadante el cual,
posteriormente se concentré por medio de un equipo
' de filtracion (AMICON) (Figura 17) con una
membrana de 10000 Da. Al terminar de realizar la
filtracion de los sobrenadantes se determind la
concentracion final de los antigenos mediante la
técnica de Bradford (1976).

Figura 17. Equipo para realizar la
concentracion de los AgESTc.

9.2 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Para realizar la técnica de Bradford se prepararon diluciones en PBS 1x de
los AQESTc que se mezclaron con reactivo de Bradford. La concentracién de
proteina se determiné comparando la densidad éptica (D.O) de la muestra en una
curva patron realizada con Albumina sérica bovina (BSA de SIGMA). Las
concentraciones preparadas fueron; 10, 20, 40, 60, 80 y 100 pg/ml. La

concentracion de antigenos totales obtenidas en la prueba fue de 357.48 mg/ml.




9.3 Electroforesis de AgES obtenidos a partir de medios de cultivo de L2 de
T. canis

Los AgES de L2 de T. canis fueron separados por electroforesis utilizando
SDS-PAGE en sistema discontinuo (gel concentrador al 4% y gel separador al
12%). Se utilizd la cdmara para electroforesis Mini-Protean |l Electrophoresis cell
(Bio-Rad Labs). Las muestras se mezclaron con buffer reductor de Laemmli en
una relacion 1:1 y se sometieron a bafio maria durante 2 minutos. De esta mezcla
se colocaron 4.5 ug por pozo. Las constantes del corrimiento fueron 150 voltios y
120 miliamperes para el gel concentrador y 150 voltios y 80 miliamperes para el
gel separador. Todo el corrimiento se realizé6 en camara fria y las proteinas en el

gel fueron visualizadas con la tincion de azul de Comassie.

9.4 Ensayo inmunoenzimatico para la determinacién de IgG especifica a T.

canis

Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos con fondo plano (Maxisorp,
NUNC Labs) sensibilizadas con 1mg/ml de AgESTc durante 24 horas a 4T.
Posteriormente las placas fueron lavadas tres veces con PBS1x-Tween 20 al
0.01%, se bloquearon con albumina sérica bovina (BSA) al 3% y se conservaron a
4C por 24 horas. Pasado el tiempo del bloqueo se realizaron tres lavados PBS-
Tween 20 al 0.01% y se almacenaron hasta su uso a 4C. Para cada muestra se
utilizaron por duplicado 50ul por pozo en una dilucion 1:200 del suero con PBS 1X
y se incubaron a 37T por dos horas. Pasadas las do s horas, las placas fueron
lavadas tres veces con PBS-Tween 20 al 0.01%, a cada pozo se le adicionaron
50ul de conjugado IgG de rata a una dilucién de 1:10,000 y se colocaron en
incubacion a 37C por una hora. Las placas se lavaron 5 veces con la misma
solucién (PBS-Tween 20 al 0.01%) y el desarrollo del color se realizé6 con OPD al
0.05% vy perdxido de hidrogeno al 0.001% en solucidn reguladora de citratos. Se
incub6é por quince minutos en obscuridad total a 37°C y posteriormente se

adicionaron 50 pl por pozo de acido ortofosforico al 0.06%. La lectura de las

48

——
 —



placas se realiz6 a 492 nm con 15 segundos de agitacion en el lector de ELISA
(Multiscan Ascent).

10. Procesamiento de érganos para tincion con Hematoxilina-Eosina

Se tomaron porciones de pulmén, higado, riidn y glandula mamaria de
aproximadamente 2 cm, los érganos fueron lavados con PBS 1x y posteriormente
fueron perfundidos con PBS1x-Paraformaldehido 4% amortiguado a un pH de 7.4
durante 24 horas. Después de esto, los tejidos se deshidrataron en un tren de
alcoholes del 30%, 50%, 60%, 70% 80%, 90%, 96% y alcohol absoluto, fueron
aclarados en xilol y se mantuvieron en parafina durante al menos 24 horas antes

de ser colocados en el anillo de inclusién con parafina.

Los cortes histologicos se realizaron con navajas de bajo perfil en el
micrétomo a 4 micras, se montaron en laminillas previamente tratadas con alcohol-
acido y una solucion de polilisina 1:10. Se desparafinaron en la estufa a 60C y
se procesaron en un tren con los reactivos para la tincion con hematoxilina-eosina:
xilol, alcohol absoluto, alcohol al 70%, 50%, 30%, agua destilada, hematoxilina,
agua corriente, hidréxido de amonio al 0.5%, agua corriente, eosina, alcohol al
30%, 50%, 70%, alcohol absoluto y xilol, se fijaron con resina. Se observaron al
microscopio a un aumento 10X y 20X.

11. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de las cargas parasitarias, de los titulos de
anticuerpos especificos y de las subpoblaciones celulares del sistema
inmunoldgico se muestran en graficas de columnas de barras, sefialando la media
y la desviacion estandar. Se evaluaron estadisticamente mediante un analisis de
varianza de dos factores (2-way ANOVA) y una comparacion multiple de
Bonferroni entre todos los grupos. Los datos se muestran como la media + la
desviacion estandar. Se considerd diferencia significativa cuando P<0.05; se

utilizé el programa GraphPad Prism versién 6.0.
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12. Disefo experimental

La secuencia de actividades para la realizacion del presente trabajo se
presenta en la figura 18. La determinacion de los niveles de IgG especifica se
realizd6 mediante el uso del suero obtenido al momento del sacrificio. Los bazos,
GLM y GLP se procesaron para realizar citometria de flujo, la glandula mamaria, el

cerebro y el pulmon para conteos de larvas. Finalmente al higado, al rifion y al

pulmon se les realizaron cortes para tinciones con H-E (Figura 18).

Conteo de larvas
recuperadas

}

Digestidn artificial de
GM, cerebro y pulmon

+ Hipofisectomia
+ |mplante en cépsula renal
+  Sham

Grupos infectados. |

Infeccion con 2,000 huevos
larvados de T. canis.

Histologia

i)

Obtencion de higado, pulmon y
rifion.

Grupos sin infeccion ﬂ \ /

SaCl’IfICIO Suero |:>

Pruebas de
ELISA

@

Obtencion de Bazo,

GLMyGLP

Y,

Citometria de
flujo

Figura 18. Metodologia para la obtencion de los distintos érganos y tejidos utilizados

para la realizaciéon del experimento.
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RESULTADOS
1. Numero total de larvas en pulmoén, cerebro y glandula mamaria

Para evaluar el efecto de la PRL sobre la migracién de las larvas, se
determinaron las cargas parasitarias en pulmoén, cerebro y glandula mamaria. No
se recuperaron larvas de glandula mamaria en ninguno de los grupos
experimentales, por otra parte, solo se observé una disminucién estadisticamente
significativa (P<0.001) de aproximadamente el 50%, en el numero de larvas
recuperadas de pulmén, en los animales hipofisectomizados (Figura 19). Los
porcentajes de recuperacion larval en los pulmones a los 70 dias post-infeccidon
fueron; a) intactos: 3.18%, b) Sh-Hpx: 2.9%, c) Hpx: 1.42%, d) Sh-HPRL: 2.34% y
e) HPRL 3.25%. En el cerebro los porcentajes fueron; a) intactos: 4.35%, b) Sh-
Hpx: 2.91%, c¢) Hpx: 2.56 %, d) Sh-HPRL: 2.74% y €) HPRL: 2.8%.

150 -
8 Pulmén
% Bl Cerebro
; 100- - Gland. mam.
T B 5 B
©
I I I B I
o 50- A I
)
= -
‘=
Z
0
@ & i % \/
'bc;@ \\g& R QQ- QgQ.
& % &

Grupo experimental

Figura 19. Numero total de larvas recuperadas por medio de digestion artificial en
pulmén, cerebro y glandula mamaria de ratas macho infectadas con T. canis. No
se recuperaron larvas de glandula mamaria. Los datos representan la media + la
desviacion estandar. P<0.001. Sh-Hpx; ratas con cirugia simulada de hipofisectomia,
Hpx; ratas hipofisectomizadas, Sh-HPRL; ratas con cirugia simulada de implante de
adenohipdfisis en la capsula renal, HPRL; ratas con Implantes de adenohipdfisis en
capsula renal.
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2. Analisis de las subpoblaciones celulares del sistema inmunolégico

Con la finalidad de determinar el efecto de la infeccion y de la PRL sobre el
sistema inmunoldgico, se evaluaron las principales células encargadas de montar
la respuesta inmune contra el parasito T. canis (linfocitos T totales (CD3+),
linfocitos T cooperadores (CD4+), linfocitos T citotoxicos (CD8+), Linfocitos B
(CD45+), células NK (CD161+) y linfocitos T yd (TCRyd+). Ademas de lo anterior,
se determind sobre esas subpoblaciones celulares, la expresion relativa del
receptor a prolactina (RPRL), utilizando la intensidad media de fluorescencia
(IMF).

2.1 Porcentajes de linfocitos T totales (CD3+) en Bazo, GLP y GLM

La subpoblacion de linfocitos T totales (CD3+) en el bazo mostré una
disminucién (P<0.001) en el grupo de ratas HPRL no infectadas, pero, al momento
de ser infectados, esa disminucion se ve compensada y se igualan los porcentajes

con respecto a los demas grupos experimentales (Figura 20).

En los GLP, no se observan diferencias significativas asociadas a los
tratamientos, pero si se observa un incremento en las proporciones de estas
células en los grupos Sh-Hpx (P<0.001) y Sh-HPRL (P<0.001) ocasionado por la

infeccion (Figura 20).

Por otra parte, en los GLM del grupo Hpx no infectado, se observé un
aumento (P<0.05) en la proporcion de linfocitos CD3+ mientras que, en los grupos
Sh-Hpx y Sh-HPRL sin infeccién hay una disminucién (P<0.001) en la proporcién
de los mismos. En los dos grupos anteriores hubo aumentos en los porcentajes

debidos a la infeccion al igual que en el grupo HPRL (Figura 20).
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Figura 20. Porcentaje de linfocitos T totales (CD3+) en bazo, GLP y GLM provenientes de
ratas con y sin infeccion. Los datos representan la media + la desviacién estandar. Los *
muestran las diferencias significativas (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) debidas al efecto de la
infeccion vy las letras (A, B, C) muestran las diferencias significativas (P<0.05) ocasionadas por
efecto de los tratamientos (cirugias). Sh-Hpx; ratas con cirugia simulada de hipofisectomia, Hpx;
ratas hipofisectomizadas, Sh-HPRL; ratas con cirugia simulada de implante de adenohipdfisis en
la capsula renal, HPRL; ratas con Implantes de adenohipdfisis en capsula renal.

53

=
—



2.1.1 Expresién del RPRL en linfocitos T totales (CD3+) obtenidos de Bazo,
GLP y GLM

La subpoblacion de linfocitos T totales que expresan el receptor de
prolactina (RPRL+) en el bazo de las ratas de los grupos Sh-Hpx y Sh-HPRL sin
infeccion se vieron disminuidos, y solo se observd un incremento en la expresiéon
debido a la infeccion en los animales intactos (P<0.05) y Sh-Hpx (P<0.05). En
cuanto a la expresion relativa del receptor no se observaron cambios en los
grupos sin infeccion. En las ratas infectadas, hay una disminucién (P<0.001) en
los animales de los grupos Sh-Hpx, Hpx, Sh-HPRL y HPRL. Por otro lado, hubo
incrementos (P<0.001) en la expresion a causa de la infeccion en los grupos
intactos, Hpx y HPRL (Figura 21).

En los GLP se observé un aumento (P<0.05) en el porcentaje del grupo Hpx
sin infeccidn, mientras que hubo una disminucion (P<0.01) en el grupo HPRL.
Respecto al efecto de la infeccién, hay un aumento en los porcentajes en los
grupos intactos (P<0.01) y Sh-HPRL (P<0.05). Del mismo modo que en el bazo,
los grupos sin infeccidn no mostraron diferencias significativas en la expresion del
RPRL, pero, en los grupos infectados, hubo una disminucion (P<0.001) en la
expresion relativa del receptor en los tratamientos Sh-Hpx, Hpx, Sh-HPRL y
HPRL. Por otra parte, el efecto de la infeccion ocasiond un aumento (P<0.05) en la

expresion relativa en todos los grupos (Figura 21).

En los GLM no se observaron cambios en los porcentajes de células, sin
embargo, la expresion relativa disminuy6 en el grupo HPRL (P<0.05) y hubo un
aumento debido a la infeccion en los grupos intactos (P<0.001), Hpx (P<0.001) y
Sh-HPRL (P<0.01) (Figura 21).
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Figura 21. Porcentaje de linfocitos T totales (CD3+) RPRL+ e IMF en bazo, GLP y GLM
provenientes de ratas con y sin infeccion. Los datos representan la media + la desviacién
estandar. Los * muestran las diferencias significativas (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) debidas
al efecto de la infeccion y las letras (A, B, C) muestran las diferencias significativas (P<0.05)
ocasionadas por efecto de los tratamientos (cirugias). Sh-Hpx; ratas con cirugia simulada de
hipofisectomia, Hpx; ratas hipofisectomizadas, Sh-HPRL; ratas con cirugia simulada de implante
de adenohipdfisis en la capsula renal, HPRL; ratas con Implantes de adenohipdfisis en capsula
renal.
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2.2 Porcentaje de linfocitos T cooperadores (CD4+) en Bazo, GLP y GLM

No se observaron diferencias en los porcentajes de células obtenidas de
bazo de las ratas de los grupos sin infeccidn, mientras que en las ratas de los
grupos infectados hubo una disminucién (P<0.05) en los porcentajes de estas
células en los tratamientos Sh-Hpx, Hpx, Sh-HPRL y HPRL. También se
mostraron aumentos (P<0.001) en los porcentajes debidos a la infeccion en los
bazos de los grupos intactos, Sh-Hpx y Sh-HPRL (Figura 22).

En los GLP no hubo diferencias significativas (P>0.05) entre los grupos sin
infeccion, mientras que en los grupos Sh-Hpx, Sh-HPRL y HPRL infectados, hubo
una disminucion en los porcentajes de estas células. Por el contrario, en el grupo
Hpx infectado hubo un aumento. En todos los grupos, la infeccidn ocasioné

aumento en las proporciones (Figura 22).

En el caso de los GLM no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos con Yy sin infeccion pero, en todos los casos la infeccion generé aumento

en las proporciones celulares (Figura 22).

56

——
 —



Bazo

40-
A Sin infeccién
*kk
+ Il Infeccion
< 301 B
D *kk
o B
[72] Fkk
o 204
E B o
‘@
o
2 1091 1 T
T
= -
O T T T T T
] & N %
& LT &£
& s o
Grupo experimental
GLP
C GLM
80- i 60- o
A ok Fekk Fkk
*kk * —/ 1
+ +
3 90 B 3
o . B B G
[72] [72]
S 40- =
3 3
3 321 .
® 201 4 ! S T
- = - T
0 T = T T T T 0 T T T T
& & N N o & & v N
Grupo experimental Grupo experimental

Figura 22. Porcentaje de linfocitos T cooperadores (CD4+) en bazo, GLP y GLM
provenientes de ratas con y sin infeccion. Los datos representan la media + la desviacién
estandar. Los * muestran diferencias significativas (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) debidas al
efecto de la infeccién vy las letras (A, B, C) muestran las diferencias significativas ocasionadas
por efecto de los tratamientos (cirugias). Sh-Hpx; ratas con cirugia simulada de hipofisectomia,
Hpx; ratas hipofisectomizadas, Sh-HPRL; ratas con cirugia simulada de implante de
adenohipdfisis en la capsula renal, HPRL; ratas con Implantes de adenohipdfisis en capsula
renal.
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2.2.1 Expresion del RPRL en linfocitos T cooperadores (CD4+) obtenidos de
Bazo, GLP y GLM

La subpoblacién de linfocitos T cooperadores que expresan el receptor de
prolactina en bazo muestra diferencias significativas al comparar el grupo Hpx con
los grupos Sh-Hpx y Sh-HPRL sin infeccién. Por otra parte, en los grupos
infectados hay una disminucién en las proporciones en los grupos Sh-Hpx, Sh-
HPRL y HPRL. Ademas de lo anterior, la infeccion ocasiona un aumento en los
grupos intactos y una ligera disminucion en los grupos HPRL. La expresion
relativa del receptor no muestra diferencias en los grupos sin infeccion y en los
grupos infectados hay una disminucion en los tratamientos Sh-Hpx, Hpx, Sh-HPRL
y HPRL. Los cambios debidos a la infeccion se observan en los grupos intactos e
Hpx, donde hay un aumento en la fluorescencia (Figura 23).

En los GLP se observa un aumento en la proporcion en el grupo Hpx sin
infeccion, mientras que, en los grupos Sh-Hpx, Sh-HPRL y HPRL infectados hay
una disminucion. También hay cambios significativos debidos a la infeccién en los
grupos intactos. No hay cambios significativos (P>0.05) en la expresion del
receptor en los grupos sin infeccidn y se observa una disminucion en los distintos
tratamientos de los grupos infectados (Sh-Hpx, Hpx, Sh-HPRL y HPRL) (Figura
23).

No se observaron cambios significativos en los porcentajes de linfocitos T
cooperadores RPRL+ en GLM tanto entre animales no infectados vs infectados
como entre los distintos tratamientos. En la expresion del receptor no se
observaron diferencias significativas (P>0.05) entre los grupos sin infeccion,
mientras que en los animales infectados solo se observé una disminucién de
células CD4+ en los GLM de las ratas de los grupos Sh-Hpx, Sh-HPRL y HPRL al
compararlos con el grupo Hpx. También hay un efecto de la infeccion en los
grupos intactos (P<0.01) e Hpx (P<0.001), en los cuales se observoé un aumento

en esta subpoblacion (Figura 23).
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Figura 23. Porcentaje de linfocitos T cooperadores (CD4+) RPRL+ e IMF en bazo, GLP y GLM
provenientes de ratas con y sin infeccion. Los datos representan la media + la desviacion
estandar. Los * muestran diferencias significativas (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001)
efecto de la infeccién y las letras (A, B, C) muestran las diferencias significativas ocasionadas por
efecto de los tratamientos (cirugias). Sh-Hpx; ratas con cirugia simulada de hipofisectomia, Hpx;
ratas hipofisectomizadas, Sh-HPRL; ratas con cirugia simulada de implante de adenohipdfisis en la
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capsula renal, HPRL; ratas con Implantes de adenohipofisis en capsula renal.
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2.3 Porcentaje de linfocitos T citotéxicos (CD8+) en Bazo, GLP y GLM

En el bazo no se encontraron diferencias entre los grupos sin infeccion
(P>0.05). En los grupos con infeccion se observé un aumento en los porcentajes
de los tratamientos Sh-Hpx, Hpx, Sh-HPRL y HPRL. El efecto debido a la infeccion

sobre estas células se observo en los grupos Hpx y HPRL (Figura 24).

En el caso de los GLP no se observaron diferencias en los porcentajes de
células CD8+ entre los diferentes tratamientos de los grupos con y sin infeccion,
solo se observaron diferencias en los porcentajes de estas células que fueron
debidas a la infeccion en los grupos Sh-Hpx, Sh-HPRL y HPRL (Figura 24).

Tampoco se vieron cambios significativos en los GLM de los grupos de
ratas sin infeccion, por otra parte, en los animales infectados se observa un
aumento (P<0.001) en el porcentaje de la subpoblacién CD8+ en los grupos Sh-
Hpx, Sh-HPRL y HPRL. Los cambios debidos a la infeccion se presentan en los
grupos Sh-Hpx, Sh-HPRL y HPRL (Figura 24).
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Figura 24. Porcentaje de linfocitos T citotéxicos (CD8+) en bazo, GLP y GLM provenientes
de ratas con y sin infeccidn. Los datos representan la media + la desviacién estandar. Los *
muestran diferencias significativas (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) debidas al efecto de la
infeccion y las letras (A, B, C) muestran las diferencias significativas ocasionadas por efecto de
los tratamientos (cirugias). Sh-Hpx; ratas con cirugia simulada de hipofisectomia, Hpx; ratas
hipofisectomizadas, Sh-HPRL; ratas con cirugia simulada de implante de adenohipdfisis en la
capsula renal, HPRL; ratas con Implantes de adenohipofisis en capsula renal.
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2.3.1 Expresion del RPRL en linfocitos T citotéxicos (CD8+) obtenidos de
Bazo, GLP y GLM

Los resultados muestran que no existen diferencias en el porcentaje de
linfocitos T citotéxicos RPRL+ en el bazo de las ratas de los grupos infectados, sin
embargo, en el bazo las ratas de los grupos sin infeccion se observa una
disminucién (P<0.001) en los grupos SH-Hpx y Sh-HPRL. Los cambios debidos a
la infeccion se notan en los grupos intactos, Sh-Hpx, SH-HPRL y HPRL. No se
observan cambios significativos (P>0.05) en la expresion relativa del RPRL en los
grupos sin infeccién pero, si se pueden notar un aumento (P<0.001) en la

expresion debido a la infeccion en los grupos intactos, Hpx y HPRL (Figura 25).

En los linfocitos T citotoxicos RPRL+ de GLP no se observan cambios en
los grupos infectados, pero si hay cambios debidos a la infeccién en los grupos
intactos, Sh-Hpx, Sh-HPRL y HPRL. En la expresion relativa del receptor en estas
células, existen diferencias en todos los grupos que son debidas a la infeccidon
(Figura 25).

En el caso de los GLM hubo diferencias significativas (P<0.001) en los
porcentajes que son debidas a la infeccion en los grupos intactos e Hpx. En
cuanto a la expresion relativa del receptor se observa un incremento debido a la
infeccion en los grupos intactos, Sh-Hpx, Hpx y Sh-HPRL, siendo mas evidente

este aumento en el grupo Hpx (Figura 25).
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Figura 25. Porcentaje de linfocitos T citotéxicos (CD8+) RPRL+ e IMF en bazo, GLP y GLM
provenientes de ratas con y sin infecciéon. Los datos representan la media + la desviacién
estandar. Los * muestran diferencias significativas (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) debidas al
efecto de la infeccion vy las letras (A, B, C) muestran las diferencias significativas ocasionadas por
efecto de los tratamientos (cirugias). Sh-Hpx; ratas con cirugia simulada de hipofisectomia, Hpx;
ratas hipofisectomizadas, Sh-HPRL; ratas con cirugia simulada de implante de adenohipdfisis en
la capsula renal, HPRL; ratas con Implantes de adenohipdfisis en capsula renal.
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2.4 Porcentaje de Linfocitos B (CD45+) en Bazo, GLP y GLM

Tanto en el bazo, como en los GLP y en los GLM se observan incrementos
en los porcentajes (P<0.001) debidos a la infeccion, en la proporcion de células
CD45+ en los grupos intactos, Hpx y HPRL. También se observan aumentos
(P<0.001) en los tratamientos Sh-Hpx y Sh-HPRL en los grupos no infectados
(Figura 26).
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Figura 26. Porcentaje de linfocitos B (CD45+) en bazo, GLP y GLM provenientes de
ratas con y sin infeccion. Los datos representan la media + la desviacion estandar. Los *
muestran diferencias significativas (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) debidas al efecto de la
infeccion y las letras (A, B, C) muestran las diferencias significativas ocasionadas por efecto
de los tratamientos (cirugias). Sh-Hpx; ratas con cirugia simulada de hipofisectomia, Hpx;
ratas hipofisectomizadas, Sh-HPRL; ratas con cirugia simulada de implante de adenohipdfisis
en la capsula renal, HPRL; ratas con Implantes de adenohipdfisis en capsula renal.
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2.4.1 Expresion del RPRL en linfocitos B (CD45+) obtenidos de Bazo, GLM y
GLP

Con respecto a la expresion del RPRL en linfocitos B, existe un incremento
en el porcentaje en las células obtenidas de bazo en los grupos intactos (P<0.01)
y HPRL (P<0.001) que se debe a la infeccién. En cuanto a la expresion relativa del
RPRL, hay diferencias significativas en los grupos intactos, Hpx y HPRL que son
debidas al efecto de la infeccion (Figura 27).

En los GLP se observa un aumento en el porcentaje en los grupos intactos
y HPRL causado por la infeccion, y en la expresion relativa del receptor hay

aumentos en los grupos intactos, Hpx, Sh-HPRL y HPRL (Figura 27).

En los GLM existen aumentos (P<0.001) en los porcentajes debidos a los
tratamientos en los grupos Sh-Hpx y Sh-HPRL no infectados, mientras que en los
grupos infectados, hay una disminucién (P<0.05) en el grupo HPRL. Los cambios
generados por la infeccion se observan en los grupos intactos (P<0.001) e Hpx
(P<0.01). En cuanto a la expresion relativa del receptor hay cambios significativos
(P<0.001) debidos a la infeccidén en los grupos intactos e Hpx. Entre los cambios
ocasionados por el tratamiento, solo se observa en los grupos Sh-HPRL y HPRL
donde hay una disminucion (Figura 27).
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Figura 27. Porcentaje de linfocitos B (CD45+) RPRL+ e IMF en bazo, GLP y GLM
provenientes de ratas con y sin infeccion. Los datos representan la media + la desviacién
estandar. Los * muestran diferencias significativas (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) debidas al
efecto de la infeccion y las letras (A, B, C) muestran las diferencias ocasionadas por efecto de
los tratamientos (cirugias). Sh-Hpx; ratas con cirugia simulada de hipofisectomia, Hpx; ratas
hipofisectomizadas, Sh-HPRL,; ratas con cirugia simulada de implante de adenohipdfisis en la
capsula renal, HPRL; ratas con Implantes de adenohipdfisis en capsula renal.
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2.5 Porcentaje de células NK (CD161+) en Bazo, GLP y GLM

Las diferencias en los porcentajes de células NK debidas a la infeccion en
el bazo se presentan en el grupo intacto, donde hay un aumento (P<0.01) en el
porcentaje y en el grupo Hpx, en el cual hay una disminuciéon (P<0.05). Los
cambios debidos al tratamiento en los grupos de animales no infectados se
pueden observar en los grupos Sh-Hpx, Sh-HPRL y HPRL en los cuales hay una
disminucién en los porcentajes. En los grupos de animales infectados también hay
cambios debidos al tratamiento, los grupos Sh-Hpx, Hpx, Sh-HPRL y HPRL
muestran una disminucion (P<0.001) en el porcentaje respecto a su control (Figura
28).

En los GLP hay un aumento (P<0.001) en los porcentajes debidas a la
infeccion en los grupos Sh-Hpx y Sh-HPRL. En los animales sin infeccion hubo
cambios en los grupos Sh-Hpx y Sh-HPRL, donde disminuyeron los porcentajes
(Figura 28).

Los cambios en la subpoblacion proveniente de los GLM que fueron
debidos a la infeccidn se presentaron en los grupos intactos e Hpx, donde hubo un
aumento en los porcentajes (P<0°001), mientras que las diferencias debidas a los
tratamientos solo se observaron en los grupos Sh-Hpx, Hpx, Sh-HPRL y HPRL
infectados (Figura 28).
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Figura 28. Porcentaje de células NK (CD161+) en bazo, GLP y GLM provenientes de ratas
con y sin infeccién. Los datos representan la media + la desviacién estdndar. Los * muestran
diferencias significativas (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) debidas al efecto de la infeccién y
las letras (A, B, C) muestran las diferencias significativas ocasionadas por efecto de los
tratamientos (cirugias). Sh-Hpx; ratas con cirugia simulada de hipofisectomia, Hpx; ratas
hipofisectomizadas, Sh-HPRL; ratas con cirugia simulada de implante de adenohipdfisis en la
capsula renal, HPRL; ratas con Implantes de adenohipdfisis en capsula renal.
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2.5.1 Expresion del RPRL en células NK (CD161+) obtenidas de Bazo, GLM y
GLP

No se observaron diferencias debidas a la infeccién en el porcentaje de
células NK RPRL+ provenientes de bazo. Se observa un aumento en la en la
expresion relativa del receptor debido a la infeccion en los grupos intactos,
ademas de diferencias significativas debidas al tratamiento en los grupos Sh-Hpx,
Hpx, Sh-HPRL y HPRL infectados (Figura 29).

En los GLP de los grupos no infectados se observa un aumento (P<0.001)
en los porcentajes debido al tratamiento en los grupos Sh-Hpx y Sh-HPRL,
mientras que, solo hubo cambios debidos a la infeccién en el grupo Sh-Hpx, en el

cual hubo una disminucion (P<0.05) (Figura 29).

No existieron diferencias (P>0.05) tanto en el porcentaje de células RPRL+
como en la expresion relativa del receptor en las células provenientes de GLM
(Figura 29).
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Figura 29. Porcentaje de células NK (CD161+) RPRL+ e IMF en bazo, GLP y GLM
provenientes de ratas con y sin infeccion. Los datos representan la media + la desviacién
estandar. Los * muestran diferencias significativas (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) debidas al
efecto de la infeccion vy las letras (A, B, C) muestran las diferencias significativas ocasionadas
por efecto de los tratamientos (cirugias). Sh-Hpx; ratas con cirugia simulada de hipofisectomia,
Hpx; ratas hipofisectomizadas, Sh-HPRL; ratas con cirugia simulada de implante de
adenohipofisis en la capsula renal, HPRL; ratas con Implantes de adenohipdfisis en capsula
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2.6 Porcentaje de linfocitos Tyd (TCRyd+) en Bazo, GLP y GLM

Los linfocitos Tyd son células que cobran gran importancia en la inmunidad
a nivel de mucosas. En las células provenientes de bazo se pueden observar
cambios debidos al tratamiento en los grupos Sh-Hpx y Sh-HPRL sin infeccién. En
estos mismos grupos, ademas del HPRL se puede ver que existe una disminucion
en las proporciones debida a la infeccion (Figura 30). En los GLP no hay
diferencias significativas que se atribuyan al efecto del tratamiento o de la
infeccion (Figura 30). En los GLM solo existe un aumento significativo debido a la

infeccion en el grupo de animales Hpx (Figura 30).
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Figura 30. Porcentaje de células Tyd (TCRyd+) en bazo, GLP y GLM provenientes de ratas
con y sin infeccion. Los datos representan la media + la desviacién estandar. Los * muestran
diferencias significativas (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) debidas al efecto de la infeccién y las
letras (A, B, C) muestran las diferencias significativas ocasionadas por efecto de los
tratamientos (cirugias). Sh-Hpx; ratas con cirugia simulada de hipofisectomia, Hpx; ratas
hipofisectomizadas, Sh-HPRL; ratas con cirugia simulada de implante de adenohipdfisis en la
capsula renal, HPRL; ratas con Implantes de adenohipofisis en capsula renal.
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2.6.1 Expresion del RPRL en linfocitos Tyd (TCRyd+) obtenidos de Bazo,
GLMyGLP

En el bazo se observaron diferencias significativas (P<0.001) en los
porcentajes de linfocitos Tyd RPRL+ que son debidas a la infeccién en los grupos
Sh-Hpx, Sh-HPRL y HPRL. En los animales infectados se observaron diferencias
debidas al tratamiento en los grupos Sh-Hpx y HPRL, donde hubo un aumento en
el porcentaje. En cuanto a la expresion relativa del receptor, no se observaron
cambios significativos entre los distintos tratamientos y solo se presenta un

aumento (P<0.001) debido a la infeccién en el grupo HPRL (Figura 31).

Los GLP se presentaron una gran cantidad de cambios. Primeramente se
pueden notar distintos efectos de la infeccidn entre los tratamientos; En los grupos
intactos e Hpx hubo disminuciones significativas, mientras que en los grupos Sh-
Hpx, Sh-HPRL y HPRL las proporciones aumentaron. En los grupos sin infeccidn
se observa una disminucién en los grupos Sh-Hpx, Sh-HPRL y HPRL. En los
grupos infectados hay un aumento en los grupos Sh-Hpx, Sh-HPRL y HPRL. En
cuanto a la expresion relativa del receptor, solo se observa un aumento (P<0.001)
en la expresion debido a la infeccion en el grupo Sh-HPRL (Figura 31).

Por otra parte, en los GLM se observan cambios debidos al tratamiento en
los grupos con infeccion, donde hay un incremento (P<0.001) en el porcentaje en
los grupos Sh-Hpx, Sh-HPRL y HPRL. En estos mismos grupos se nota de igual
manera el efecto de la infeccion. En la expresion relativa del receptor solo hay
aumentos en la expresion debidos a la infeccion en los grupos Sh-Hpx, Hpx y Sh-
HPRL (Figura 31).
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Figura 31. Porcentaje de linfocitos Tyd (TCRyd+) RPRL+ e IMF en bazo, GLP y GLM
provenientes de ratas con y sin infeccion. Los datos representan la media + la desviacion
estandar. Los * muestran diferencias significativas (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) debidas al
efecto de la infeccién y las letras (A, B, C) muestran las diferencias significativas ocasionadas por
efecto de los tratamientos (cirugias). Sh-Hpx; ratas con cirugia simulada de hipofisectomia, Hpx;
ratas hipofisectomizadas, Sh-HPRL; ratas con cirugia simulada de implante de adenohipdfisis en
la capsula renal, HPRL; ratas con Implantes de adenohipofisis en capsula renal.
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3. Determinacion de titulos de anticuerpos IgG especificos anti-T. canis

Con el objetivo de evaluar la respuesta inmune especifica y el fenbmeno de
reactivacion larvaria de T. canis se determinaron los titulos de anticuerpos contra

el parasito.

La infeccién ocasiona un aumento en la produccion de IgG especifica. Los
promedios de DO de las ratas de los grupos Sh-Hpx, Hpx, Sh-HPRL y HPRL
fueron mayores (P<0.001) que los promedios de DO de las ratas Hpx en donde la

respuesta se vio abatida (Figura 32).
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Figura 32. Titulos de anticuerpos especificos anti-T. canis en ratas macho control e
infectadas. Los datos representan la media + la desviaciéon estandar. P<0.001. Sh-Hpx;
ratas con cirugia simulada de hipofisectomia, Hpx; ratas hipofisectomizadas, Sh-HPRL; ratas
con cirugia simulada de implante de adenohipdfisis en la capsula renal, HPRL; ratas con
Implantes de adenohipdfisis en capsula renal.
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4. Tinciones con Hematoxilina-Eosina

Para evaluar el efecto de la PRL sobre la reactivacion de las larvas de T.
canis se examinaron las diferencias histologicas en cuanto al infiltrado inflamatorio
en pulmén, higado y riidn entre los distintos grupos experimentales que fueron

infectados.
4.1 Pulmén

Se observa la presencia de granulomas compuestos de una densa capa de
colageno y un nucleo que contiene células epitelioides, células gigantes
multinucleadas y macréfagos, asi como la presencia de larvas o restos de las
mismas. Las larvas se encuentran a menudo dentro de un manto de eosindfilos.
Fuera de la capsula de colageno de cada granuloma que contenia una larva habia
presencia de un infiltrado mixto, predominantemente linfocitario con un nuamero
moderado de eosindfilos y neutrdfilos. Los granulomas sin larva también tenian
una capsula de colageno rodeada de linfocitos y células plasmaticas, pero en el
nucleo interno se encontraban restos de células necréticas en lugar de
macrofagos, células epitelioides o eosindfilos. Las células gigantes multinucleadas
se observan ocasionalmente en granulomas que no contienen larvas. No se
observaron diferencias en los infiltrados inflamatorios entre los distintos grupos
experimentales. Estos infiltrados corresponden a una inflamacion cronica, en la

cual no hay indicios de reactivacion larvaria (Figura 33).
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Figura 33. Vista histolégica del pulmoén en los distintos grupos de ratas infectadas. A.
Intactos, B. Sh-Hpx, C. Hpx, D. Sh-HPRL, E. HPRL. 20x. Las flechas negras sefalan la
presencia de L2 de T. canis. Se observan los caracteristicos granulomas eosinofilicos con
presencia de abundante infiltrado inflamatorio. La zona exterior se compone principalmente
de fibrocitos y colageno. En la zona interior se observan eosindfilos y larvas. ). Sh-Hpx; ratas
con cirugia simulada de hipofisectomia, Hpx; ratas hipofisectomizadas, Sh-HPRL; ratas con
cirugia simulada de implante de adenohipodfisis en la capsula renal, HPRL; ratas con

Implantes de adenohipdfisis en capsula renal.




4.2 Higado

Las lesiones mas evidentes se observan en el grupo de ratas intactas,
donde hubo presencia de lesiones granulomatosas. Estas lesiones presentan la
misma organizacion que se describié previamente en el pulmén, pero, se
presentaron en menor cantidad y magnitud. Hay presencia de macrofagos vy
eosindfilos con cierto grado de fibrosis (Figura 34). Las lesiones se encuentran en
menor numero debido a que es una infeccidn cronica y el higado es un 6rgano de
paso durante la migracion somatica de las larvas en etapas tempranas de la

infeccion.
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Figura 34. Vista histologica del higado en los distintos grupos de ratas infectadas.
A. Intactos, B. Sh-Hpx, C. Hpx, D. Sh-HPRL, E. HPRL. 20x. La flecha negra sefalan la
presencia de L2 de T. canis. Se observa la presencia de infilirado inflamatorio y una larva
en el grupo control. En los grupos restantes se observan pequefias zonas de infiltrado
inflamatorio sin presencia de larvas. ). Sh-Hpx; ratas con cirugia simulada de
hipofisectomia, Hpx; ratas hipofisectomizadas, Sh-HPRL; ratas con cirugia simulada de
implante de adenohipéfisis en la capsula renal, HPRL; ratas con Implantes de

adenohipofisis en capsula renal.




4.3 Rifon

Los procesos inflamatorios se observaron unicamente en el grupo de ratas
intactas a nivel de la zona de la corteza renal. Del mismo modo, se puede notar la
presencia de granulomas eosinofilicos compuestos con una densa capa de
colageno y un nucleo que contiene células epitelioides. En los demas grupos

experimentales se observa el tejido intacto (Figura 35).
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Figura 35. Vista histolégica del rinén en los distintos grupos de ratas infectadas. A.
Intactos, B. Sh-Hpx, C. Hpx, D. Sh-HPRL, E. HPRL. 20x. En el grupo control se observa
un granuloma subcapsular sin presencia de larvas. En los demas grupos no se observan
lesiones en la corteza renal y tampoco se encontré presencia de larvas. ). Sh-Hpx; ratas
con cirugia simulada de hipofisectomia, Hpx; ratas hipofisectomizadas, Sh-HPRL; ratas con
cirugia simulada de implante de adenohipdfisis en la capsula renal, HPRL; ratas con

Implantes de adenohipdfisis en capsula renal.




DISCUSION

En el presente trabajo, se evalu6 el efecto de la PRL sobre la reactivacion
de las larvas somaticas de T. canis durante una infeccion crénica en un modelo
murino en machos. Previamente, se ha sugerido que la PRL es la hormona
responsable de reactivar a la larva tanto en hospederos definitivos como en
paraténicos. Overgaauw y cols. (1998), realizaron una comparacion entre hembras
caninas gestantes y no gestantes infectadas con T. canis e hicieron una
correlacion entre los niveles de PRL en suero y los titulos de anticuerpos
especificos contra el parasito. Ellos plantearon la hipotesis de que el aumento en
la PRL a partir del dia 40 de gestacién, es el responsable de la reactivacion de las
larvas somaticas de este parasito. En el caso de los hospederos paraténicos, Jin y
cols. (2008), realizaron un experimento en hembras BALB/c no gestantes con
infeccion crénica, y a las cuales se les administr6 PRL exdgena por 14 dias. Ellos
reportaron que al momento del sacrificio se lograron recuperar larvas de la
glandula mamaria de estos animales, en comparacion con los controles, a los

cuales solo se les habia administrado solucion salina fisiolégica (SSF).

Sin embargo, es importante resaltar, que esos estudios estan hechos en
hospederos hembras. Las desventajas de abordar este problema en hembras
son: a) presentan variaciones hormonales (ciclos estrales), b) el desarrollo de la
glandula mamaria es mayor en comparacion con los machos y c) los niveles de
esteroides sexuales femeninos y PRL son elevados. Por otra parte, las ventajas
del uso de machos son: a) la ausencia de ciclos estrales, b) los bajos niveles de
esteroides sexuales femeninos y PRL y c) la ausencia de desarrollo de la glandula
mamaria en condiciones normales. Las diferencias en los niveles de esteroides
sexuales se deben a los érganos donde se producen, pero esta produccion no es
estricta, ya que como se sabe, existen otros érganos donde se producen en menor
medida los esteroides principales de cada sexo. Por ejemplo, la corteza
suprarrenal, puede producir pequenas cantidades de esteroides gonadales, al
igual que el testiculo lo hace con los estrogenos y el ovario con los androgenos.
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Asi mismo, todas las glandulas esteroidogénicas son capaces de producir
progesterona, aunque no la circulen como tal por tratarse de una molécula
precursora de otras hormonas esteroideas. En el caso de la PRL, los estrogenos
son importantes reguladores de su secrecion, ya que los altos niveles de estos son
estimulantes para los lactotropos hipofisiarios, y son los responsables de los
mayores niveles séricos de esta hormona en hembras que en machos. Los
lactotropos hipofisiarios expresan la forma a del receptor nuclear a estrégenos
(Couse et al., 1997). Krege y cols. (1998), estudiaron la expresidon del receptor a
estrogenos 3 en la glandula mamaria en desarrollo, y observaron, que los ratones
mostraron un desarrollo de la glandula mamaria normal al igual que la lactancia,
por lo tanto, ellos sugirieron que la forma B del receptor a estrégenos juega un
papel muy pequeio o nulo en la regulacion de la secrecion de PRL. Los
estrogenos estan actuando directamente sobre los lactotropos de distintas formas:
a) aumentando la expresion del gen para PRL (Maurer, 1982); y, aunque al
parecer, los estrogenos no estimulan directamente la exositosis de la hormona, el
aumento dramatico en su sintesis conduce tanto a una mayor liberacion
espontanea, como a un mayor almacenamiento, que al momento de retirar el
estimulo inhibitorio que ejerce la dopamina la hormona se libera. Ademas de lo
anterior, los estrogenos también poseen acciones mitoticas directas sobre los
lactotropos (Chun et al., 1998; Spady et al., 1999), lo cual genera que la poblacién

de los lactotropos sea mayor en hembras que en machos.

Nuestro abordaje para analizar la reactivacion larvaria se realizé desde tres
angulos diferentes: a) mediante la evaluacidn de las cargas parasitarias en
distintos 6rganos, particularmente en la glandula mamaria, b) determinando los
niveles en los titulos de anticuerpos especificos contra el parasito y c¢) haciendo
una observacion de los procesos inflamatorios presentes durante la infeccion. Por
otra parte, se analizd el papel de la PRL en distintas células del sistema
inmunoldgico, donde se determind el comportamiento de las mismas en

condiciones normales y de infeccion, asi como en condiciones de
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hiperprolactinemia e hipoprolactinemia. Las ventajas de realizar el abordaje de
este problema en machos y bajo nuestros términos se centran en el hecho de la
eliminacion de los niveles hormonales del eje hipotalamo-hipéfisis-gonada (eje H-
H-G), del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (eje H-H-A) y del eje hipotalamo-
hipdfisis-tiroides (eje H-H-T), ademas de disminuir al minimo los niveles de PRL,
todo esto se logra mediante la hipofisectomia. Ademas de lo anterior, tenemos
ratas macho con implantes de adenohipéfisis en capsula renal que producen
exclusivamente PRL en exceso. Aunque no se logré un desarrollo pleno de la
glandula mamaria en estos animales, la condicidn de hiperprolactinemia si generé
cierto grado de crecimiento, y al ser un tejido que normalmente no estaba
desarrollado al establecerse la infeccion, y que por accién de la PRL aument6 de
tamano, se podria estar generando la migracion de las larvas a este tejido, sin
embargo no se recuperaron larvas de la glandula mamaria de ninguno de los

grupos experimentales.

En nuestros resultados, los porcentajes de recuperacion larval en los
pulmones a los 70 dias post-infeccion son menores a lo reportado por Havasiova
et al., quien reporta un 10.23% de recuperacion en cerebro a los 70 dias post-
infeccion en ratones C57BL6/J infectados con 1000 HL (Havasiova et al., 1995).
En otro experimento realizado en ratas Wistar infectadas con 500 HL vy
sacrificadas a los 60 dias post-infeccion, se reporta aproximadamente un 1% de
recuperacion de larvas en pulmon y un 3.94% en cerebro (Lescano et al., 2004).
Otros datos obtenidos de jerbos infectados con 1000 HL y sacrificados a los 60
dias post-infeccion arrojan un 4.5% de larvas recuperadas de cerebro, mientras
que no se recuperaron larvas del tejido pulmonar (Alba et al., 2009). Los datos
anteriores demuestran que la migracion de las L2 de T. canis puede variar
dependiendo de factores como son la especie animal utilizada y el tiempo de
infeccion ademas de lo mencionado anteriormente (tipo de hospedero, edad,
sexo). Se puede decir que en general, el patron de migracién en los hospederos

paraténicos es similar al ocurrido en el hospedero definitivo. Sin embargo, la
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distribucion de las larvas depende en gran medida de las especies infectadas ya
que cada una parece tener sitios de migracion predilectos.

La determinacion de los titulos de anticuerpos IgG especificos es
fundamental para evaluar la respuesta inmune humoral a los AGQESTc. Cambios en
los niveles de anticuerpos anti-T. canis durante una infeccion crénica, aunados a
un aumento de hormonas como el que ocurre durante la gestacion, pueden ser
indicativos de una posible reactivacién larvaria. Por este hecho, fue de nuestro
interés evaluar estos niveles en condiciones normales, de hiperprolactinemia y de
hipoprolactinemia. No se realizé un seguimiento de los niveles de anticuerpos en
suero durante el transcurso de la infeccidén y la unica medicién que se realizé fue
al momento del sacrificio (70 dias post-infeccion). En un experimento realizado en
jerbos, se reporta que los anticuerpos reactivos contra los AGESTc en el suero se
detectaron a partir de los 10 dias post-infeccion, y estos niveles persistieron hasta
los 130 dias post-infeccion (Alba et al., 2009). Este aumento y persistencia de la
respuesta de anticuerpos es similar a la observada en los seres humanos con
LMV (Fenoy et al.,, 1992) y es debido al continuo estimulo antigénico durante la
migracion de las larvas y su localizacién en los distintos tejidos. En los resultados
se observa que existe produccion de anticuerpos especificos en todos los grupos
infectados, menos en los animales hipofisectomizados. Esta inhibicién en la
produccion de anticuerpos podria estar indicando que la respuesta inmune contra
T. canis es dependiente de hormonas hipofisarias, sin que hasta el momento
existan reportes en la literatura de que una respuesta inmune especifica hacia
cualquier agente infeccioso (virus, bacteria, parasito, etc.) esté regulada por algun
estimulo hormonal. A diferencia de lo esperado, que era observar mayores niveles
de anticuerpos en los animales hiperprolactinémicos, no se encontraron
diferencias entre los demas grupos experimentales. Esta ausencia en las
diferencias probablemente sea debida a que el tiempo de infeccion fue “muy corto”
y no se permiti6 que los niveles de anticuerpos bajaran lo suficiente como para

observar diferencias.
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Como ya se mencion6 anteriormente, la PRL tiene distintos efectos que
estan relacionados con diversas areas como la reproduccion, el desarrollo y
crecimiento, el equilibrio de liquidos y electrélitos y la modulacién del sistema
inmunoldgico. En este sistema, la PRL ejerce efectos paracrinos y autdcrinos y ha
sido relacionada con algunos procesos de autoinmunidad. Actualmente la PRL es
considerada no so6lo como una hormona, sino también como una citocina.
También se ha demostrado que los linfocitos son sitios de sintesis de PRL. En los
primeros estudios, se indicd que la adicion de un anticuerpo anti-PRL inhibia la
proliferacion de LT y LB de rata que habia sido inducida por factores mitogénicos
(Hartmann et al., 1989). Posteriormente, y debido a que este efecto se encontrd en
ausencia de suero en el medio de cultivo y que ademas de ser revertido por la
adicion de PRL exdgena, se sugiri6 que una molécula parecida a la PRL era
producida por los linfocitos y afectaba la progresion de su ciclo celular.
Montgomery y cols. (1987) también observaron la presencia de una molécula en el
medio de cultivo de esplenocitos murinos que inducia actividad biolégica en a
linea celular Nb2 que es dependiente de PRL para su proliferacion y cuyo efecto
fue revertido en presencia de un anticuerpo anti-PRL. Lo anterior, nos deja de
manifiesto que una de las funciones mas relevantes de la PRL a nivel del sistema
inmunologico es la de ser un factor de supervivencia, ya que participa en la
regulacion de la densidad de poblacion celular controlando tanto la proliferacién

como la muerte.

En la literatura no existe una descripcion detallada de como la PRL puede
estar afectando las subpoblaciones celulares del sistema inmunologico en
condiciones de una hipoprolactinemia causada por hipofisectomia o wuna
hiperprolactinemia causada por trasplantes de adenohipdfisis. Tampoco existen
datos de cuando aunado a estas condiciones se agrega otro factor adicional como
puede ser un reto antigénico (como en este caso el parasito T. canis), sin
embargo, enalgunos experimentos se ha observado que ratas hipofisectomizadas

con bajos niveles de PRL circulante mostraron un aumento en los niveles de PRL
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circulante 2-3 semanas después de la cirugia, lo cual permitié6 a estos animales
sobrevivir (Nagy y Berczi, 1991). Esto nos indica que, cuando la fuente principal
de PRL (la hipdfisis) fue eliminada, una forma de PRL extrahipofisiaria se produjo
y esta puede ser "exportada" a la circulacién general con el fin de cumplir con las
importantes funciones biolégicas de esta hormona en otros 6rganos, incluido el
sistema inmunolégico. En otros experimentos se vio que las ratas
hipofisectomizadas muestran anemia, leucopenia, trombocitopenia y un déficit
inmunoldgico del cual se recuperaron después de la administracion de PRL
exdgena o de la colocacion de un trasplante de hipdfisis (Nagy et al., 1983). Por lo
tanto, se sugiere que la inmunopoyesis puede estar influenciada ya sea por la PRL

de origen hipofisiario o extrahipofisiario.

Los hallazgos de este trabajo en cuanto a la participacion de la PRL en los
porcentajes de las subpoblaciones celulares difiere dependiendo del tipo de
cirugia a la que se sometieron, del érgano en el que se estan observando (bazo,
GLP, GLM) y de la infeccion. En el caso de los LT totales (CD3+) se puede
observar una disminucion en el porcentaje de estas células en el bazo de los
animales HPRL sin infeccion, y dicha disminucion se ve compensada al momento
de que se realiza la infeccion. En los GLM hay un aumento en los animales
hipofisectomizados sin infeccién, lo cual podria indicar que el aumento en la
proporcion de estas células es independiente de las hormonas hipofisiarias o que
el tejido linfoide asociado al intestino responde de manera diferencial. Por otra
parte, en los LT cooperadores (CD4+) se observa un aumento en esta
subpoblaciéon tanto en el bazo, como en los GLP y en los GLM debido a la
infeccion. Esto concuerda con el aumento reportado no solo en infecciones
ocasionadas por este parasito, sino también con lo que se ha documentado en
muchos otros parasitos (Sher, 1995; Finkelman et al., 2004; Vally et al., 2010;
Allen et al., 2012). En los LT citotéxicos (CD8+) se observan diferencias debidas a
la infeccidn tanto en bazo, como en GLM y GLP. El aumento en esta subpoblacion

durante la infeccidon cronica concordaria con la polarizacion de la respuesta
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inmunologica hacia Th1 que se da durante esta etapa en modelos murinos para
producir IFN-y (Pecinali et al., 2005) y con ello colaborar con la formacion del
granuloma eosinofilico. Los LB (CD45+) son muy importantes en la respuesta
inmune contra T. canis ya que son los responsables de producir los anticuerpos
especificos contra el parasito. Aunque no existen reportes en la literatura acerca
de la cantidad de LB durante la infeccion, existen datos que muestran que hay un
incremento en los niveles de anticuerpos como IgM, IgG (Matsumura, 1983) e IgE
(Kayes, 2006). Nuestros resultados muestran que, efectivamente, la infeccidon
causa un aumento en el porcentaje de LB en el bazo, en los GLM y GLP en los
grupos intactos, Hpx y HPRL, lo cual nos indica que el numero de LB no esta
influenciado por el efecto del nivel de PRL u otras hormonas hipofisiarias.
Respecto a las células NK, se ha reportado que estas responden a la estimulacién
por PRL de un modo dosis-dependiente: Las concentraciones de PRL
correspondientes a un valor normal plasmatico inducen el desarrollo de
citotoxicidad (Cesano et al.,, 1994), mientras que concentraciones 10 veces
mayores ejercen una clara actividad inhibitoria sobre el desarrollo, la actividad y la
proliferacion tras su activacion por IL-2 (Matera et al.,, 1992). En este aspecto,
nuestros resultados muestran que el porcentaje de células NK fue independiente
de la concentracion plasmatica de PRL, pero si se encontraron aumentos en estos

porcentajes debido a la infeccién en algunos grupos experimentales.

La presencia del RPRL en las células del sistema inmunolégico ha sido
reportada en varios estudios. Russell y cols. (1985), demostraron la expresion del
RPRL en LT y LB obtenidos de esplenocitos humanos. Ademas, por
inmunofluorescencia, se observd que el RPRL se expresa en células NK CD56+
uterinas in situ, y mediante RT-PCR y Western blot se demostrd su expresion en
células NK CDS56+ deciduales (Gubbay et al., 2002). Nuestros resultados
demuestran que efectivamente los LT, LB y las células NK son células donde se

expresa el RPRL, y que ademas esta expresibn aumenta cuando las
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concentraciones de PRL son muy bajas y también durante la infeccién cronica con

T. canis.

En cuanto a los procesos inflamatorios, nuestros resultados concuerdan
con lo reportado por Pearson y cols. quienes reportaron el mismo tipo de lesiones
hepaticas durante la toxocariosis crénica (8 meses de infeccién) en ratones
BALB/c (Pearson et al., 1986). Martinez, en un experimento realizado con jerbos,
reporto lesiones similares en los tres érganos a los 60 dias de infeccion (Martinez,
2004). En los grupos con cirugia, no se encontraron lesiones en los rifiones e
higado, esto puede ser debido a que hizo falta realizar mas cortes hasta llegar a
los procesos inflamatorios 0 a que las larvas ya no se encuentren en esos 6rganos
y se localicen en el tejido muscular, que es el tejido donde se localizan en mayor
numero durante la infeccion cronica. En ninguno de los grupos experimentales se
observaron procesos inflamatorios agudos que pudieran estar sugiriendo el
movimiento de las larvas hacia otros tejidos como son el utero y la glandula

mamaria.

Durante la toxocariosis no existen evidencias claras de que la PRL u otras
hormonas sean fundamentales para el desarrollo de la infeccion como se ha
reportado en otros parasitos. Como ya se hizo mencion, la PRL se ha estudiado
ampliamente en las infecciones causadas por protozoarios, donde se ha visto que
tiene la capacidad de montar una respuesta tipo Th1 capaz de proteger contra las
mismas, como es el caso de la toxoplasmosis (Benedetto et al., 2001; Dzitko et al.,
2008), la leishmaniasis (Gomez et al., 2003) y la malaria (Bayuomi et al., 2009)
entre otras. En el caso de los esteroides sexuales, se ha demostrado que pueden
tener distintos efectos sobre el advenimiento de distintas enfermedades
parasitarias. Como ya se mencion0, en los experimentos realizados por Morales-
Montor y cols. (1996) se ha demostrado que el 17B-estradiol favorece el
crecimiento y la reproduccién del parasito T. crassiceps. Esto genera la existencia
de una mayor carga parasitaria en las hembras, haciendo de esta parasitosis una
enfermedad asociada al sexo. Por otra parte, los efectos que ejercen los
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esteroides sexuales en el sistema inmunologico se ven evidenciados durante la
gestacion, generando un impacto sobre la susceptibilidad o resistencia a las
infecciones parasitarias en las hembras gestantes (Krishnan et al., 1996). Aunado
a estos cambios en los niveles de esteroides sexuales durante la gestacion, no
podemos dejar de fuera a la PRL ya que también es una hormona muy importante
durante esta etapa.

El efecto de la PRL y los esteroides sexuales no solo podria ser sobre el
sistema inmunologico, sino también sobre el parasito. En este sentido, se ha
sugerido que existe un mecanismo de explotacion del hospedero por el parasito,
en donde éste ultimo aprovecha directamente hormonas y factores de crecimiento
del hospedero que le permiten un rapido establecimiento y mayor efectividad en su
reproduccion, culminando asi con una infeccion progresivamente mas exitosa.
Estos fendmenos de trans-regulacion han sido poco explorados en parasitos. Sin
embargo, existen evidencias que apoyan la nocion de que una regulacion de
hospedero a parasito o transregulaciéon es posible, tanto que a la fecha se ha
descrito en ocho especies parasitarias distintas y con diversas hormonas de
naturaleza esteroide y proteica. Se sabe que el tratamiento in vitro con cortisol de
merozoitos del parasito Plasmodium falcipardum aumenta el numero y el tamafo
de los gametocitos (Maswoswe et al., 1985). De igual forma, los merozoitos
tratados con insulina, estradiol, progesterona y testosterona incrementaron
considerablemente el numero de gametocitos producidos in vitro, aumentando
también, al igual que el cortisol, el crecimiento y reproduccion del parasito en este
estadio. Caso opuesto sucede cuando estos parasitos son tratados con 16a-
bromoepiandrosterona, analogo de la dehidroepiandrosterona (DHEA), donde se
observa una disminucion en el crecimiento de hasta un 25% (Freilich et al., 2000).
Por otra parte, y como ya se menciond, el tratamiento con DHEA de cercarias,
esquistosomulas y parasitos adultos de Schistosoma mansoni inhibe la viabilidad y
ovoposicion (Morales-Montor et al., 2001), mientras que, los amastigotes de

Tripanosoma cruzi tratados con EGF, incrementan su proliferacion (Ghansah et
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al., 2002). Tomando en cuenta la informacion que aportan estos ejemplos, resulta
importante resaltar el potente efecto trans-regulador que las hormonas del
hospedero tienen sobre el parasito. En el caso de T. canis hasta la fecha no
existen reportes de como las hormonas pueden estar afectando o favoreciendo el
crecimiento y desarrollo del parasito en cualquiera de sus estadios. Por lo tanto,
resulta de gran importancia realizar este tipo de estudios ya que la PRL y otras
hormonas esteroideas que se encuentran elevadas durante la gestacion (estradiol,
progesterona) podrian estar actuando en combinacién directamente sobre la larva
durante el fenbmeno de reactivacion, asi como también en el crecimiento,

desarrollo y establecimiento del parasito en un hospedero inmunocompetente.
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CONCLUSION

Nuestros resultados muestran que la PRL por si sola no fue capaz de
reactivar las larvas de T. canis. Esto sugiere que esta reactivacion, no esta dada
por la accion de una sola hormona, si no que todo el microambiente hormonal que
existe durante la gestacion favorece la misma, ya sea mediante la modulacion de
la respuesta inmune del hospedero o a través de otro tipo de mecanismos como
puede ser la existencia de “receptores hormonales” en los parasitos, los cuales
estimulen su motilidad hacia los sitios especificos de transmision, y de tal forma

continuar con su ciclo y asegurar su supervivencia.
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