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RESUMEN

El ciclo de vida de los nematodos estd conformado por cuatro estadios larvarios (L1, Ly, L3y Lg) y un
quinto estadio, el adulto (Ls). Durante este desarrollo se llevan a cabo cuatro procesos de muda. Sin
embargo, al parecer esta caracteristica no es compartida por todos los nematodos. En el caso
particular de Gnathostoma binucleatum Almeyda-Artigas, 1991, a la fecha se conocen tres de sus
estadios larvarios y su fase adulta, por lo que la existencia de un cuarto estadio es incierta. El
objetivo de esta investigacion fue esclarecer por vez primera los procesos de muda y los estadios que
conforman el ciclo de vida de este parasito, causante de gnatostomiasis humana en México. Para tal
fin, su ciclo vital fue recreado experimentalmente, a partir de huevos fecundados expulsados por
hembras aisladas de tumores gastricos de perros Canis lupus familiaris de Temascal, Oaxaca. La
primera muda fue observada entre la larva de primer estadio y la larva de segundo estadio (Li1—L.),
dentro del huevo; la segunda muda ocurrié entre la L, y la larva de tercer estadio temprano (EaLs) en
el celoma del primer hospedero intermediario (Copepoda: Cyclopoida). A su vez, se descartdé un
tercer proceso de muda entre la EaLs y su fase avanzada (AdvLs) en higados de segundos hospederos
intermediarios empleados (Mammalia: Rodentia). Por lo anterior, las mudas restantes (tercera y
cuarta) fueron investigadas en hospederos definitivos tanto inadecuados (ratones inmunosuprimidos
con un corticosteroide) como adecuados (gatos). Fue en éstos ultimos en donde se observé una
muda, al haberse obtenido gusanos de tres tipos: premudados (AdvLsz), en proceso de muda y
postmudados (Ls). Con base en la comparacién morfoldgica de dichos gusanos, se concluye que
estos nematodos s6lo mudan una vez en el hospedero definitivo (AdvLz;—Ls); es decir, esta especie
de Gnathostoma carece de larva de cuarto estadio. Asi, el ciclo de vida de G. binucleatum queda
conformado por tres estadios larvarios (Ly, L, y L) y por formas adultas (Ls).

ABSTRACT

Nematodes life-cycle consists of four larval stages (Li, Lo, L3, and L) and a fifth, adult stage (Ls).
During this development four molt processes occur. Nevertheless, it seems that this feature is not
shared by all nematodes. To date, three larval stages and the adult stage are known for the particular
case of Gnathostoma binucleatum Almeyda-Artigas, 1991; thus, the existence of its fourth stage is
uncertain. The aim of this investigation was to clarify for the first time the molt processes and the
stages that take part in its life cycle, etiological agent of human gnathostomiasis in Mexico. For such
purpose, its life cycle was experimentally recreated beginning with fertilized eggs laid by females
isolated from gastric tumors of dogs Canis lupus familiaris trapped in Temascal, Oaxaca. The first
molt was observed between the first-stage larva and the second-stage larva (Li-L>), inside the egg;
the second molt occurred between the L, and the early-third stage larva (EaLs) in the hemocoel of its
first intermediate host (Copepoda: Cyclopoida). In turn, the third molt process was discarded
between the EalLs; and the advanced third stage (AdvLs), in livers of second intermediate hosts
(Mammalia: Rodentia). Therefore, the remaining molts (third and fourth) were investigated in
definitive inadequate (immunosuppressed mice with the aid of a corticosteroid) and suitable (cats)
hosts. A single molt was observed in the latter, due to the presence of three types of worms: premolt,
molting, and postmolt (Ls). Based on the morphological comparison of the above mentioned worms,
it is concluded that these nematodes molt only once in its definitive host (AdvLs-Ls); in other words,
this Gnathostoma species lacks a fourth-stage larva. Thus, nowadays the life cycle of G. binucleatum
comprises three larval stages (L1, L, and L3) and adult forms (Ls).

Vi
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I.- INTRODUCCION

El estudio del desarrollo y la transmision de neméatodos parasitos inicié a mediados del siglo XIX
con investigaciones sobre la transmision de Trichinella spiralis (Owen, 1835) realizados por Herbst,
Virchow, Leuckart, Zenker y otros. Mas tarde, entre 1865 y 1866, estos trabajos tuvieron continuidad
con los de Metchnikoff y Leuckart sobre la alternancia de generaciones de Rhabdias bufonis
(Schrank, 1788) en anfibios. Al mismo tiempo, Leuckart y Marchi descubrieron que Mastophorus
muris (Gmelin, 1790) del estomago de ratones se desarrollaba en escarabajos de la harina (tenebrios)
y Metchnikoff y Leuckart demostraron que Camallanus lacustris (Zoega, 1776) de peces de agua
dulce se desarrollaba en copépodos (Anderson, 2000).

Una de las investigaciones méas importantes sobre el desarrollo de neméatodos de vida libre fue la
conducida por Maupas a finales del siglo XIX (1899-1900), quien not6 que las hembras de
nematodos rabditidos, habitantes comunes del suelo, depositaban huevos en los que se desarrollaban
pequefias larvas de primer estadio que eclosionaban e inmediatamente se alimentaban de bacterias.
Pocas horas despues, entraban en un letargo —con una duracion de entre 1 y 2 horas—, periodo en el
que permanecian inmoviles. Durante este lapso mudaban y posteriormente retomaban su
alimentacion. Este proceso de alimentacion, letargo y muda ocurria cuatro veces, siendo en la cuarta
y Gltima muda cuando aparecian las caracteristicas de los adultos (Ls), debido a que el desarrollo de
los 6rganos reproductivos de los caracteres sexuales secundarios, que habian iniciado durante el
desarrollo de la larva de tercer estadio avanzado, culminaba en el cuarto estadio avanzado. Asi,
Maupas supuso que todos los nematodos pasaban por cinco estadios separados por cuatro mudas y
mas de un siglo de investigaciones al respecto han apoyado su prediccién (Anderson, 2000).

Lee (2002) establece que la historia de vida de todos los neméatodos consiste de un huevo, cuatro
estadios larvarios (L, Ly, L3 y Lg) y un quinto estadio, el adulto (Ls), siendo en éste en donde las
estructuras reproductivas llegan a un desarrollo total y funcional. Durante su desarrollo, se llevan a

cabo cuatro procesos de muda (Fig. 1).

Muda Muda Muda Muda
Huevo > L, > L, > L, > L, —> L (Adulto)

Figura 1.- Ciclo de vida basico de los nematodos (modificado de Lee, 2002).

Los nematodos muestran una variedad de ciclos de vida, algunos simples y directos (monoxenos) y
algunos complejos e indirectos (heteroxenos) con uno o mas hospederos intermediarios (Anderson,
1988), con o sin migracidn tisular (Read y Skorping, 1995; Morand, 1996). A pesar de la diversidad

1
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y la complejidad de los ciclos de vida de los nematodos, pueden estar relacionados en dos fases. La
primera se lleva a cabo en el interior del hospedero definitivo, donde la maduraciéon y la
reproduccion suele ocurrir, y la segunda —la fase pre-parasitaria— en funcién de una larva de vida
libre ya sea en el exterior o en el interior de un hospedero intermediario.

La regla del tercer estadio infectivo de nematodos parasitos surgio a partir de que Chabaud analizé
informacion sobre la transmision y el desarrollo de nematodos paréasitos de vertebrados, a mediados
del siglo XX (1954-1955). Para el caso particular de los Secernentea, la fase infectiva casi siempre es
la larva de tercer estadio temprano (EalLs) —inmediatamente después de la segunda muda—
(Chabaud, 1955). Lo anterior implica que las dos mudas restantes (la tercera y la cuarta) deben
presentarse en el hospedero definitivo (HD).

A pesar de que el género Gnathostoma fue descrito desde 1836, a la fecha quedan incognitas en
cuanto a su ciclo de vida; por ejemplo, se desconocen algunas fases y hospederos. Para el caso
particular de G. binucleatum la larva de primer estadio (L;) se desarrolla dentro del huevo y sufre
una primera muda generandose la larva de segundo estadio (L,); una vez ingerida por el primer
hospedero intermediario pasa por un segundo proceso de muda, dando lugar a la EaLs. Al entrar en
un segundo hospedero intermediario la larva crece sin sufrir cambios aparentes —denominandose
entonces larva de tercer estadio avanzado (AdvLs). Sin embargo, el desarrollo de la AdvL; a la fase
siguiente es incierta, por lo que en esta investigacion llevo a cabo experimentalmente el ciclo de vida
de Gnathostoma binucleatum para monitorear su desarrollo larvario para esclarecer por vez primera
los procesos de muda restantes (tercero y cuarto), ya sea en un hospedero intermediario o0 en un
definitivo permitiendo la formacion, si fuese el caso, de la larva de cuarto estadio (Ls) Yy

posteriormente la fase adulta (Ls).
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I1.- REVISION DE LA LITERATURA

El género Gnathostoma, erigido por Owen, tiene como especie-tipo a G. spinigerum Owen, 1836
(Tabla 1). Este nematodo espirarido fue descubierto en el estbmago de un tigre de Bengala asiatico
muerto en el zooldgico de Londres. A la descripcion de G. spinigerum han seguido otras de mas de
20 especies, de las cuales Almeyda-Artigas (1998) y Almeyda-Artigas et al. (2000) consideran como
validas Unicamente a 15. Ademas de G. spinigerum, parésito gastrico de canidos y félidos, las otras
cinco especies del Viejo Mundo (principalmente de Asia) son: G. hispidum Fedchenko, 1872 y G.
doloresi Tubangui, 1925, de jabalies y cerdos; G. nipponicum Yamaguti, 1941, de comadrejas
(esofago); G. malaysiae Miyazaki y Dunn, 1965, de roedores y G. viethamicum Le-Van-Hoa, 1965,
de nutrias (riflones). En el Continente Americano se han registrado nueve especies del género, a
saber: G. sociale Leidy, 1858, de mustélidos; G. miyazakii Anderson, 1964, de nutrias (rifiones); G.
americanum Travassos, 1925, de gatos silvestres; G. turgidum Stossich, 1902, de tlacuaches; G.
procyonis Chandler, 1942, de mapaches; G. binucleatum Almeyda-Artigas, 1991, de felidos
domeésticos y silvestres y perros; G. lamothei Bertoni-Ruiz et al., 2005 [= Gnathostoma sp. | sensu
Almeyda-Artigas et al. (2000)], de mapaches; Gnathostoma sp. Il sensu Almeyda-Artigas et al.
(2000), de cuatro ojillos, y Gnathostoma sp. Il sensu Almeyda-Artigas et al. (2000), de tlacuaches.
De éstas, las seis ultimas han sido registradas por Almeyda-Artigas y colaboradores para México,
infectando a diversos mamiferos, principalmente de la parte baja de la Cuenca del Rio Papaloapan y
sus afluentes, aunque también de varios estados de su region Neotropical (vertientes del Golfo de
Meéxico y del Océano Pacifico).

Debido a su morfologia y ciclo de vida, el género Gnathostoma es Unico y de igual forma se vuelve

significativo para la salud humana y animal.

Tabla 1.- Clasificacion taxonémica del género Gnathostoma.

Superreino Eucariota
Reino Animal
Subreino Metazoa
Phylum Nematoda
Clase Sercernentea
Orden Spirurida
Superfamilia Gnathostomatoidea
Familia Gnathostomatidae
Subfamilia Gnathostomatinae
Género Gnathostoma Owen, 1836
Especie 15 especies validas (Almeyda-Artigas, 1998)
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Gnathostoma spinigerum ha sido citada como parasito de mamiferos (tlacuaches, mapaches, ocelotes
y visones); sin embargo, debido a que las diagnosis de los gusanos son tan parcas o a que algunos
especimenes se encuentran en tan mal estado, la presencia de esta especie en América ha sido puesta
seriamente en duda (Kirkpatrick et al., 1987). Asi, por ejemplo, la comparacion de especimenes
aislados por Babero & Shepperson (1959) de Procyon lotor de Georgia, EE UU con ejemplares de G.
spinigerum de Japon, revelo caracteristicas idénticas a las de G. procyonis (Ash, 1962b), mientras
que los gnatostomos extraidos de tlacuaches de Georgia y Louisiana por Flores-Barroeta et al. (1961)
corresponden a G. turgidum, ya que los caracteres que invocan para sinonimizarlos con la especie
asiatica de ninguna manera apoyan dicha conclusion. En vista de tales consideraciones, no existe
evidencia aceptable que muestre su existencia en América.

A pesar de lo anterior, Ollague et al. (1988a, b) concluyeron que la especie responsable de
infecciones naturales de peces dulceacuicolas nativos de Ecuador con AdvLs era G. spinigerum,
mediante la infeccion experimental de un gato doméstico con 12 de éstas y la confirmacion
especifica de adultos obtenidos de un tumor estomacal. Sin embargo, Almeyda-Artigas et al. (2000)
demostraron, con bases moleculares, que la especie involucrada en casos de gnatostomiasis animal (y
muy probablemente de gnatostomiasis humana) es G. binucleatum.

En Japdn, Tailandia, China, Islas Filipinas, Vietnam, Israel y Australia, médicamente se considero a
G. spinigerum la especie méas importante del género Gnathostoma debido a la creencia de que era la
Unica capaz de invadir a la especie humana (Miyazaki, 1960). En 1889, Levinsen (fide Pelaez &
Pérez-Reyes, 1970) describio el primer caso de gnatostomiasis humana al estudiar una hembra
extraida de una mujer tailandesa; en la publicacion aparecié como Cheiracanthus siamensis n. sp.
Tiempo después esta designacion devino sinonimia, al comprobarse que 53 afios antes Owen ya
habia denominado a la especie. Después de éste, se han citado muchos méas de este importante
padecimiento, en su mayoria del sureste de Asia. Sin embargo, las areas de mayor incidencia son
Tailandia (Daengsvang, 1981) y Japén (Miyazaki, 1960, 1966).

En el Continente Americano, Pelaez & Pérez-Reyes (1970) registraron las primeras dos infestaciones
contraidas en México entre 1965 y 1967. Los pacientes, de 25 y 27 afios de edad, eran del sexo
masculino. El primero, habitante de la ciudad de México, era portador de una AdvL; alojada en la
pared abdominal; el segundo, residente en varios estados, ingiri6 pescado preparado en cebiche en
Guanajuato un mes antes de que se iniciaran los sintomas. De la camara anterior de su 0jo izquierdo
se extrajo una AdvLs;. Con base en la observacion de cortes histoldgicos, en su descripcion y

medidas, estos autores concluyeron que “...pudiera corresponder a la especie G. spinigerum, ya que
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difiere en sus caracteristicas de la larva de tercer estadio de G. procyonis, aunque cabe la posibilidad
de que pertenezca a alguna otra de las descritas para América o quizas a una nueva forma...” Doce
afios después, Hernandez-Ortiz et al. (1982) publicaron el segundo caso de Peladez & Pérez-Reyes
(1970) como el primero de gnatostomiasis ocular en México y aseveraron que se trataba de una
AdvL; de G. spinigerum. En la actualidad, se cree que G. binucleatum es la especie responsable
(Almeyda-Artigas et al., 2000; Ashford & Crewe, 2003).

Desde 1975 se empez6 a observar en ciudades de la parte baja de la cuenca del Rio Papaloapan
(principalmente en Temascal, Oaxaca y en Tierra Blanca, Veracruz), un incremento de enfermos con
edemas migratorios, caracteristicos de gnatostomiasis humana (Martinez-Cruz et al., 1989). Esta se
relaciond con la ingestion de carne cruda de peces ciclidos al6ctonos (mojarras tilapia) de la presa
“Presidente Miguel Aleman”, preparada en forma de cebiche, y se suponia que era causada por
AdvLs. Los autores concluyeron que “..la especie implicada, aunque aun no identificada con
absoluta seguridad, debe ser muy cercana a G. spinigerum...”. Actualmente se sabe que se trata de G.
binucleatum (Almeyda-Artigas et al., 2000; Ashford & Crewe, 2003).

Ciclo de vida general de Gnathostoma spp.

Huevo

El ciclo inicia cuando los huevos fecundados son arrojados junto con las heces del hospedero
definitivo (principalmente mamiferos carnivoros con habitos acuaticos y nocturnos), que defecan
durante la noche mientras bajan a beber agua a las orillas de cuerpos de agua. Presentan uno o dos
tapones, un cigoto grande no segmentado o en fase de dos/cuatro células en su interior y miden 58-74
pum de largo por 28-42 pm de ancho maximo; la superficie de su delgada céascara exhibe en ocasiones
una granulacién que varia de fina a pronunciada (Prommas and Daengsvang, 1933; Almeyda-
Avrtigas, 1998).

Larvas de primer y segundo estadio

Una vez en el agua y a una temperatura de 27°C, en su interior se desarrolla la L1, la cual muda
varios dias después para convertirse en L, (Ash, 1960; Ando et al., 1989; Daengsvang, 1980),
envuelta en una delicada vaina. En su extremidad anterior se observa un diente larvario, el cual
emplea para liberarse de dicha envoltura asi como para atravesar el tubo digestivo de su primer
hospedero intermediario. El cuerpo alcanza una longitud aproximada de 200-300 um y una anchura
méaxima de 12-20 pum, mientras que la longitud de la vaina es alrededor del 40% maés respecto de la
corporal (Almeyda-Artigas et al., 1995).
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A los diez dias abandona el huevo por el orificio antes ocupado por uno de los tapones y serpentea
incesantemente en el agua por espacio de 15 a 20 dias (en condiciones experimentales) antes de
morir. Si en este lapso es depredada por un copépodo del complejo Cyclops (pequefio crustaceo que
forma parte esencial del zooplancton y que es la dieta obligada, por ejemplo, de alevines y crias de
distintas especies de peces y de formas larvarias de anfibios anuros), atraviesa la pared del intestino y
se establece en su celoma entre 1 y 2 hs después de haber sido ingerida. Las etapas de nauplio tardio
y copepodito temprano son las que con mayor facilidad se parasitan. Un dia después de ser ingerida,
desaparece el diente larvario, desarrollandose en su lugar dos labios carnosos y bulbosos asimétricos
(Almeyda-Artigas, 1998; Mosqueda Cabrera et al., 2010).

Intervienen como primeros hospederos intermediarios experimentales una gran variedad de especies

de copépodos, incluidos en varios géneros no bien delimitados a la fecha.

Larva de tercer estadio temprano

Entre siete y diez dias despues, a una temperatura de 27°C muda, transformandose en EalLs (Ash,
1962a), siendo sus movimientos casi imperceptibles en el celoma del copépodo hospedero; mide
315-531 um de largo por 48-54 um de ancho maximo (Almeyda-Artigas et al., 1995). En el extremo
anterior se desarrolla un pequefio bulbo cefalico invaginable y trilobulado con papilas, el cual esta
provisto de cuatro hileras de ganchos de formas y tamafios variados y cuya cantidad varia de acuerdo
a su posicidn. Estos caracteres, junto con la diferencia de los promedios de las hileras IV y I, son
considerados Utiles en la diferenciacion de especies (Almeyda-Artigas, 1998).

El cuerpo esta cubierto en su totalidad por mas de 200 hileras transversales de pequefias espinas
simples, con sus puntas dirigidas hacia el extremo posterior. Un par de papilas cervicales se
encuentra en las primeras hileras corporales. En su interior se observan un esofago muy largo, un
intestino sinuoso y dos pares de sacos cervicales que varian en longitud, sobrepasando en ocasiones
el esfinter que comunica al eséfago con el intestino. El fluido celomico es casi siempre incoloro,
mientras que el intestino exhibe una coloracion que oscila entre ocre y marron. Aunque en
condiciones experimentales se han observado hasta 20 EalLj, en condiciones naturales lo mas

probable es que cada copépodo albergue solo una larva.

Larva de tercer estadio avanzado
Cuando un copépodo que alberga EalL; es depredado por un segundo hospedero intermediario (SHI),
las larvas atraviesan su pared géstrica y migran principalmente a la musculatura y més raramente al

higado, sitios en los que aumentan considerablemente de tamafio, en periodos que oscilan entre 30 y
6
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60 dias. En general, estas larvas —AdvLs;— son muy similares a las EaL 3, variando basicamente en
dimensiones, armadura cuticular y desarrollo del aparato reproductor. Presentan una longitud de
entre 2 y 6 mm; la cantidad de ganchos en las cuatro hileras del bulbo cefalico también varia de
acuerdo a su posicion, incrementandose ligeramente respecto del estadio anterior. Esta caracteristica,
junto con la forma y el tamafio de los ganchos, también son de importancia taxonémica, lo que
permite distinguir facilmente especies estrechamente emparentadas que comparten muchas
similitudes morfoldgicas en su estado adulto. Presenta, en términos generales, mas de 200 hileras
transversales de espinas simples, con sus extremos dirigidos en sentido antero-posterior, siendo las
anteriores mas grandes que las cercanas al ano. Las papilas cervicales, laterales, se ubican al nivel de
las primeras hileras de espinas. El poro excretor, visible en su region ventral, es posterior a las
papilas cervicales. Los primordios del aparato reproductor son mas evidentes en las hembras,
observandose la vulva y los inicios de la vagina a nivel de la unién del segundo y ultimo tercios del
cuerpo (Almeyda-Artigas, 1998; Mosqueda-Cabrera, 2003).

Esta via de infeccion es conocida como “infeccion primaria del segundo hospedero intermediario”,
entre los que se encuentran una gran variedad de especies de vertebrados superiores, principalmente
poiquilotermos (Pisces, Amphibia y Reptilia).

Las larvas se encuentran embebidas en la musculatura de sus hospederos, por lo general enroscadas y
enquistadas en una membrana fibrosa, siendo el diametro del quiste de 2-3 mm. En el caso de Pisces,
al parecer, no tiene predileccion por paquetes musculares especificos, hallandose en la mayor
proporcion en regiones aledafias al estbmago e inicios del intestino delgado, por ser éstas las méas
cercanas al sitio de su liberacion. El fluido celémico oscila entre incoloro y rojizo, lo que depende de
su localizacion en sus distintos hospederos, ya que, al parecer, se alimentan se sangre, dandole la
hemoglobina incorporada esa coloracion rojiza.

La otra via, la “infeccion secundaria”, se da cuando un hospedero —el llamado paraténico (HP) o de
transporte— ingiere AdvL; presentes en la musculatura de SHI —adquiridas por la via primaria— o
bien de otros HP. En el estbmago de éstos, la larva se desenquista por la accion de los jugos
gastricos, atraviesa la pared gastrica y migra hacia la musculatura, en la que vuelve a enquistarse. Se
ha demostrado, en el laboratorio, que las larvas pueden pasar indefinidamente de un HP a otro sin
perder su infectividad, inclusive de un grupo mas evolucionado a uno mas primitivo (p. ej., de
mamiferos a peces). Actlan como reservorios una gran cantidad de especies de vertebrados
superiores con habitos carnivoros, tanto poiquilotermos (Pisces, Amphibia y Reptilia) como

homeotermos (Aves y Mammalia), los cuales intervienen activamente en las cadenas tréficas de los
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distintos cuerpos de agua. Este hecho resalta la versatilidad de esta etapa para completar
exitosamente su ciclo de vida.

De manera experimental, es posible mantenerlas in vitro (p. ej., S&nchez-Miranda, 2001), incluso sin
perder su infectividad hasta por 30 dias (p. ej., Morakote et al., 1985) o bien lograr su crecimiento y
desarrollo, después de méas de 180 dias, hacia la siguiente fase [larva de cuarto estadio (Ls)] (p. €j.,
Maleewong et al., 1995). A este respecto, Imai & Hasegawa (2001) consideran que lo observado por
Maleewong et al. (1995) fue la Ls (es decir, adultos inmaduros); concluyeron que este grupo carece
de la fase L, —a diferencia de la mayor parte de los nematodos— o bien que la AdvL; es

indistinguible de la L4, muda que nunca ha sido registrada en la literatura.

Fase adulta

Cuando alguno de los vertebrados silvestres mencionados con anterioridad (principalmente peces) es
comido por el hospedero definitivo, las larvas migran temporalmente al higado para, después de una
migracion tisular —donde mudan una o dos veces mas— penetrar el estbmago desde afuera (en
ocasiones el eso6fagos y los rifiones, dependiendo de la especie), en donde crecen y se desarrollan
hasta que ambos sexos alcanzan la madurez sexual. Ademas de los rasgos que seran mencionados en
el siguiente apartado, uno de los méas importantes empleados en la diferenciacion de especies es su
armadura cuticular, la cual estd compuesta por decenas de hileras transversales de escamas de
formas, tamafios, densidades y extensiones muy variados. En su interior forman una o varias
cavernas o0 uno o varios tumores simples o crateriformes de paredes gruesas y de naturaleza fibrosa,
dentro de los cuales puede llegar a vivir una gran cantidad de gnatostomos, generalmente con sus
mitades anteriores enterradas en las capas submucosa y muscularis y sus extremos posteriores
descansando en el lumen del tumor o del estbmago. Una vez que los machos fecundan a las hembras,
los huevos alcanzan, en el caso de los tumores, primero el estbmago —a través de un pequefio
orificio en el tumor cuyo didmetro no excede de 3 mm— Yy despues el intestino, cerrdndose asi su
ciclo de vida (Ash, 1962b; Daengsvang, 1972; Almeyda-Artigas, 1998).

Procesos de muda
De acuerdo con Imai & Hasegawa (2001), la cuticula de los nematodos cambia drasticamente entre
mudas, principalmente en cuanto a las ornamentaciones como los ganchos y las espinas corporales.
Asi, se ha aceptado que no existe una muda entre la EaLsz y la AdvLs;. Maleewong et al. (1997)
observaron fragmentos de cuticula (la tercera muda) en el medio RPMI-1640 al cultivar EaL; de G.
spinigerum hasta AdvLs, la cual se mantuvo unida al cuerpo después de 3 dias de cultivo; indicaron,
8
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ademas, que los ganchos del bulbo cefalico de las EalL; eran ligeramente diferentes a los de las
AdvL;. Sin embargo, Imai & Hasegawa (2001) concluyeron que era poco probable que la EalL;
hubiera mudado, ya que los fragmentos aparentemente carecian de espinas o de ganchos, ademas de
que las diferencias morfoldgicas entre los ganchos del bulbo cefalico no eran contundentes.

Imai & Hasegawa (2001) hallaron 156 adultos maduros de G. doloresi en el estbmago de jabalies Sus
scrofa leucomystax infectados de manera natural, ademéas de 114 gusanos en su capa muscular, que
fueron clasificados en tres grupos: premudados, en proceso de muda y postmudados. Los
premudados mostraban caracteristicas de AdvL;obtenidas de SHI o HP naturales de estudios previos
(p. €j., el de menor tamafio era ligeramente mayor —4.2 mm— a la AdvL3; mas grande recuperada de
un HP —3.98 mm—), mientras que los postmudados presentaban una morfologia similar a la de la
fase adulta, exhibiendo, entre otras caracteristicas, una distribucién tipica de las papilas caudales y
espiculas desarrolladas en los machos y una vulva evidente en las hembras. Con respecto a los
gusanos en proceso de muda, la cuticula exterior era idéntica a la de una AdvLs, mientras que la
nueva cuticula, la interna, era idéntica a la de la fase adulta. Estos resultados les sugirieron
fuertemente que las AdvLs de G. doloresi mudan s6lo una vez (muda tercera) en el HD para alcanzar
el estado adulto (Ls). Si ese fuera el caso, el adulto seria el cuarto estadio en aparecer y, en
consecuencia, no existiria L4 en G. doloresi.

La existencia de la L, en otros gnatostomidos ha sido controversial. Por ejemplo, Maleewong et al.
(1995) se lo asignaron a gusanos postmudados de G. spinigerum cultivados en el medio RMPI1-1640.
Sin embargo, la cantidad de hileras de ganchos del bulbo cefélico (ocho), la armadura cuticular
corporal y el desarrollo del aparato reproductor eran similares a los de la fase adulta (ademas de que
la cuticula mudada parcialmente adherida tenia caracteristicas de AdvLs, con cuatro hileras en el
bulbo cefalico y espinas corporales simples), tal y como sucedi6 con los gusanos postmudados de G.
doloresi mencionados por Imai & Hasegawa (2001). Si dichos gusanos postmudados fueran Ly,
tendria que darse una muda adicional para poder alcanzar la fase adulta. Sin embargo, tal muda
nunca ha sido observada. Estos hechos indican que dichos gusanos no son larvas, sino adultos
inmaduros (Ls). Una explicacion alterna seria que las larvas premudadas halladas en el HD no fueran
AdvL; sino L,. En ese caso, la L4 tendria que ser morfoldgicamente indistinguible de la AdvLs. Sin
embargo, esto no es creible debido a que las ornamentaciones cuticulares se ven alteradas
drasticamente, invariablemente, con una muda. Debido a que un fendmeno similar ha sido observado
en un género, Spiroxys, cercanamente emparentado a Gnathostoma, Imai & Hasegawa (2001)

propusieron que presumiblemente todos los miembros de la Familia Gnathostomatidae presentan
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solamente cuatro estadios en su ciclo de vida: tres larvarios y uno adulto, en contraste con lo
mencionado por Maupas, por lo que la historia de vida propuesta para los gnatostémidos seria
particularmente excepcional.

En relacion con lo anterior, Medina-Vences (1988) infectd dos gatos —una hembra y un macho, con
diez y 11 AdvLzde G. binucleatum, respectivamente—; del gato recupero, a los 6 dias, una larva que
presentaba un ligero aumento en la longitud —5.6 mm. De la gata, a los 47 dias, recuper0 tres
adultos inmaduros —dos hembras y un macho mudados. Estos gusanos midieron 8.7-10.3 mm de
longitud y presentaban nueve hileras de ganchos en el bulbo cefélico.

Por otro lado, Diaz-Camacho et al. (2002) infectaron un gato con AdvLs de G. binucleatum, el cual
fue revisado 17 dias después; los gusanos —recuperados del estdémago, higado y musculo—
presentaban diferentes estadios de desarrollo [p. ej., uno (ya mudado) presentaba nueve hileras
ganchos en el bulbo cefalico y una cuticula en proceso de muda, al parecer con rasgos de AdvLs].
Ademas, infectaron un perro, del cual se recuperaron diez gusanos adultos inmaduros (mudados) de
la pared géstrica, a los 35 dias de la infeccion, con una longitud de 13 mm. Por su parte, Ash (1960)
infecté mapaches con AdvLs de G. procyonis y encontré cambios morfolégicos considerables en el
desarrollo a partir de la tercera semana (p. €j., un aumento en su longitud —hasta 7 mm—); en la
cuarta semana encontré hembras de 8.4 mm de longitud con nueve hileras de ganchos en el bulbo
cefalico y escamas corporales como las de los gusanos adultos (es decir, ya mudadas). En ninguno de
los casos mencionados hay evidencias que permitan suponer la existencia de dos mudas entre las
AdvL;administradas y los Ls recuperados.

En diversos reportes se ha hecho mencion de una larva de cuarto estadio (L4) en el ciclo de vida de
este género (p. ej., Ash, 1962b; Garcia Marquez et al., 2001; Gillespie, 2004; VVazquez Tsuji et al.,
2006; Diaz-Camacho et al., 2010). Sin embargo, en ningun caso se hace una descripcion o se
presentan imagenes que avalen dicho estadio (Fig. 2). No obstante, Le-Van-Hoa et al. (1965)
presentan un morfotipo de larvas naturales de G. hispidum recuperadas de la pared muscular del
estobmago de un cerdo, las cuales consideran como L4, mientras que Le Thi Xuan et al. (2002) hacen
mencion de una AdvLs “atipica” de G. spinigerum recuperada de un paciente, por diferir de la

morfologia “tipica” de las AdvLs de dicha especie.
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Figura 2.- Ciclo de vida general del género Gnathostoma, con énfasis en los procesos de muda
(M1, M2 y M3) y la ausencia de una larva de cuarto estadio (L4) (modificado del CDC, 2010).
Eal; —Larva de tercer estadio temprano, AdvL; —Larva de tercer estadio avanzado.

Corticosteroides
La aplicacion de acetato de cortisona en ratones permitié el establecimiento y sobrevivencia de
adultos de Trichuris muris Schrank, 1788 por al menos 70 dias, cuando generalmente los gusanos
son expulsados a los 20 dias de la infeccidon. El uso de corticosteroides impidid la respuesta de
linfocitos T. Numerosos reportes sobre la extension y longevidad de helmintos intestinales por el uso
de drogas inmunosupresoras evidencian la existencia de un bloqueo de la respuesta de “cura”, es
decir, el tratamiento inmunosupresor induce un estado de inmunotolerancia, debido a una reduccion
de anticuerpos, que permite continuar con la migracion y desarrollo de los estados larvarios. El éxito

de los tratamientos con cortisona estd determinado por el momento en el que los hospederos son
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tratados (previo o posterior a la infeccidn), la dosis (estrechamente relacionada con el peso de los
hospederos) asi como la periodicidad y la duracién de su aplicacion (Lee & Wakelin, 1982).

En particular, Nishikubo (1963) investigo el efecto del acetato de cortisona sobre el desarrollo de G.
spinigerum en un hospedero inadecuado. Obtuvo 130 AdvL3 de Channa argus (Pisces: Channidae) y
con ellas infect6 via oral 20 ratas Wistar (Rattus norvegicus) —con un peso de 100 g— con 5-8
larvas c/u, al tiempo que les administré una dosis de 1.25 mg de cortisona via subcutanea cada tercer
dia, desde el inicio y hasta su necropsia (12-148 dias después). La cortisona no produjo cambios
significativos en la ruta migratoria de las larvas, con excepcion de una mayor permanencia en el
higado (38 vs. 17 dias), alcanzando ahi dimensiones de hasta 9.56 mm. Aunque la mayor parte de las
AdvLg inicio el proceso de enquistamiento el Dia 29 en tejidos subcutaneos y musculatura, observé
una marcada reduccién de la respuesta inflamatoria de los tejidos y la supresion de los procesos
histopatoldgicos que conducen a su enquistamiento. Mas aun, algunas de las que no se enquistaron
—en tejidos subcutaneos, cavidad abdominal y pared bronquial—, se desarrollaron (mudaron) a
machos adultos inmaduros —bulbos cefalicos con 7-8 hileras transversales de ganchos, escamas
cuticulares con varias puntas, testiculos y espiculas—, a partir del Dia 98 de la infeccion, alcanzando
longitudes de 9.56-11.50 mm. Concluyd que la cortisona habia causado una marcada reduccion de la

respuesta celular hacia los gusanos, lo cual favorecié que éstos pudieran continuar su desarrollo.

Prednisona

La Prednisona es un esteroide sintético que actla controlando la velocidad de sintesis de proteinas, se
metaboliza en el higado a prednisolona, la forma activa. En comparacion con la cortisona, es cuatro
veces mas potente y muestra una duracion de su accion intermedia entre la hidrocortisona y la
dexametasona. Tiene principalmente un efecto glucocorticoide cuyas acciones son prevenir o inhibir
la inflamacion y las respuestas inmunoldgicas. Después de su administracién oral, la Prednisona se
absorbe rapidamente, alcanzandose los maximos niveles en sangre en 1-2 horas y los efectos se
prolongan entre 18 y 36 horas. Una vez en la circulacion sistemica se distribuye rapidamente en los
rifiones, intestinos, piel, higado y musculos (VADEMECUM, 2005).

Los efectos de este farmaco han sido evaluados en experimentos con roedores, ya sea sometiéndolos
a infecciones parasitarias, o bien a actividades que demandaban una actividad recurrente de la
respuesta inmune. Dichos efectos proponen a la Prednisona como un inmunosupresor efectivo y/o un
agente antiinflamatorio (Zwadlo-Klarwasser et al., 1998; Gonzalez-Pérez et al., 2001; Ramos-Remus
et al., 2002; Gonzalez-Castarieda et al., 2007).
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I11.- JUSTIFICACION
Se pretende —a través de una investigacion novedosa, original, concreta, de interés y relevancia
bioldgicos, esbozada en los parrafos anteriores— determinar de manera contundente los momentos
en los que se llevan a cabo los procesos de muda (tercera y/o cuarta) entre los miembros del género

Gnathostoma —empleando como modelo a una especie versatil y exitosa como G. binucleatum.

IV.- PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Cual es el efecto de la inmunosupresion causada por la aplicacién periddica de un derivado de la
cortisona en el proceso de convertir a un segundo hospedero intermediario (hospedero definitivo
inadecuado) —parasitado con AdvLz— en un hospedero definitivo apropiado —en el que mude por

lo menos una vez, de AdvlLza L,y de Ly a Ls 0 bien de AdvLs directamente a Ls?

V.- HIPOTESIS

» La aplicacion periédica de un corticosteroide a roedores infectados con Advl;
(actuando como segundo hospedero intermediario) provocara que éstos pasen de
hospedero definitivo inapropiado a hospedero definitivo apropiado, evidenciandose
lo anterior con la aparicién de al menos una muda en las larvas presentes y un
cambio en la morfologia.

» Las AdvL; de G. binucleatum presentes en roedores inmunosuprimidos mudaran
primero a la fase de L, y posteriormente a la fase de Ls.

» Las AdvL3 de G. binucleatum presentes en gatos mudaran primero a la fase de L, y

posteriormente a la fase de Ls.

VI.- OBJETIVOS
v’ Establecer la existencia o ausencia de las mudas tercera y/o cuarta durante el
desarrollo de G. binucleatum en un “hospedero definitivo simulado” (aparentemente
inadecuado).
v’ Establecer la existencia o ausencia de las mudas tercera y/o cuarta durante el
desarrollo de G. binucleatum en un “hospedero definitivo adecuado”.

v" Contribuir al conocimiento del ciclo de vida del género Gnathostoma en México.

13
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VIl.- ZONAS DE RECOLECTA

Tlacotalpan

Ubicado en el centro del estado de Veracruz y en el litoral del Golfo de Meéxico (Fig. 3), en la region
de “Los Tuxtlas”. Colinda al Norte con el municipio de Alvarado; al Este con los municipios de
Lerdo de Tejada, Salta Barranca y Santiago Tuxtla; al Sur con los de José Azueta y Amititlan y al
Oeste con Acula e Ixmatlahuacan. Sus coordenadas geograficas extremas son: latitud 18°42° Ny
18°20° S y longitud 95°30° E y 96°46° W. El municipio representa el 0.83% de la superficie total del
estado y se encuentra a 10 m sobre el nivel del mar. Cuenta con una cuenca hidrologica, la del
Papaloapan, y tres subcuencas: Rio Papaloapan, Rio Tesechoacan y Rio Camaron. EI municipio es
rico en recursos hidricos, ya que 12 rios riegan las tierras que abarca y cuenta con diez lagunas
(INEGI, 2009).
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Figura 3.- Mapa de las zonas de recolecta, marcadas por un 6valo rojo. Ambas zonas unidas por la
vertiente del rio Papaloapan.
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Temascal

Situado en el Municipio de San Miguel Soyaltepec, perteneciente a la region del Papaloapan, en el
estado de Oaxaca (Fig. 3). Limita al Norte con el municipio de Acatlan de Pérez Figueroa, al Sur con
San Juan Bautista Tuxtepec, San Lucas Ojitlan y San Felipe Jalapa de Diaz, al Este con el estado de
Veracruz y al Oeste con los municipios de San Pedro Ixcatlan, San José Independencia, San José
Tenango y Santa Maria Chilchotla. La geografia es muy caracteristica de las regiones selvéticas. En
el municipio confluyen los rios Arroyo de En Medio, Chihicazapa, Amapa y Tonto. Cuenta con una
presa denominada Presidente “Miguel Aleman”, la cual esta unida a la presa Cerro de Oro (INEGI,
2009).
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VII1.- DISENO DE LA INVESTIGACION
Recrear el desarrollo larvario y determinar procesos transitorios (mudas) conlleva el uso de

organismos apropiados que cumplan con ciertos requisitos. Para tal fin se realizaron dos protocolos:

Protocolo |

Se sustituyeron los hospederos definitivos propios del ciclo de vida de G. binucleatum (canidos y
félidos silvestres o domeésticos), contando con antecedentes poder afirmar que éstos pueden ser
remplazados por otros de mucho menor tamafio que permite mantenerlos mas facilmente en
condiciones de laboratorio.

La utilizacion de animales de laboratorio fue autorizado, con el nimero de registro 57, por el Comité
Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio de la Universidad Autonoma
Metropolitana-Xochimilco (CICUAL UAM-X) conforme a la NOM-062-Z00-1999 (Apéndice 1).
Para este proyecto en particular, se emplearon ratones Mus musculus domesticus libres de patégenos
especificos (SPF) de la linea Balb/c AnNCrl (Apéndice 2) y ratas Wistar Rattus norvegicus que de
antemano se sabe son compatibles (Apéndice 3) —en su calidad de segundos hospederos
intermediarios— con el parasito, que mediante la aplicacion de un derivado sintético de la cortisona
(Prednisona) se pretendié modificarlos para que pasaran de hospederos definitivos “inadecuados” a
“adecuados”. De este modo inducir los procesos de muda, ademas de que los gusanos estarian mas
concentrados, lo que ayudaria a aumentar la probabilidad de recuperar el 100% de los gusanos

administrados al momento de efectuar una revision exhaustiva.

Determinacién de variables

Para dicho propdsito, previamente fue indispensable determinar dos variables:

1.- “Hospedero definitivo mas apropiado” (ratas vs. ratones). Posterior a una primera infeccion
de copépodos Cyclopoida (descrita mas adelante en la Etapa I), éstos fueron empleados para infectar
via oral a ratas Rattus norvegicus y ratones Mus musculus domesticus dosificando 30 EalL; a cada
individuo. Después de 15 dias —tiempo requerido para obtener AdvLs;—Ilos roedores fueron
sacrificados por dislocacion cervical conforme a la NOM-062-ZO0-1999 y diseccionados,
colocando por separado en cajas de Petri la musculatura, el higado y los 6rganos restantes. Para cada
bloque se empled la técnica de digestion artificial (Apendice 4) y posteriormente se reviso

exhaustivamente bajo un microscopio estereoscopico; de esta manera se determind la
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presencia/ausencia, la cantidad y el sitio de recuperacion de las larvas. Conociendo el porcentaje de
recuperacion, se seleccion6 al roedor méas compatible para fungir primero como segundo hospedero

intermediario y més adelante como hospedero definitivo experimental.

2.- Dosis letal de AdvL; totalmente desarrolladas (ratas vs. ratones). Establecido el hospedero
que aportd el mayor porcentaje de recuperacion de AdvLls, se determind la cantidad de éstas que
podrian soportar los roedores y que permitiera su 6ptimo desarrollo sin causar dafio notorio e incluso
la muerte del hospedero. Para tal fin, se inocularon via oral diversas dosis de larvas y se
determinaron los efectos que pudieran ser generados —mediante una diseccion. Lo anterior permitid
establecer la cantidad de larvas y roedores requeridos para ser empleados en las etapas posteriores.

Establecidas las variables anteriores, la determinacion de los procesos de muda se llevd a cabo en

tres principales etapas, a saber:

Etapa I. Desarrollo de L, a EaL;

Obtencion de formas adultas. Durante visitas a las localidades de Temascal, Oax. y Tlacotalpan,
Ver. se monitorearon perros Canis lupus familiaris con el propésito de obtener hembras gravidas de
Gnathostoma binucleatum. De dichos perros se tomd una muestra de excremento para realizar un
estudio coproparasitoscopico con la técnica de flotacién de Willis (1921) (Apéndice 5) con la
finalidad de determinar i) la presencia de fases adultas maduras del parasito y asi obtener los huevos
requeridos para las posteriores infecciones que involucra esta investigacion y ii) los parametros
ecologicos (sensu Margolis et al., 1982).

Los perros que resultaron positivos fueron sometidos a una cirugia (realizada por un Meédico
Veterinario Zootecnista con experiencia) para extraerles el tumor gastrico donde se alojaban las fases
adultas. Los tumores fueron diseccionados, inmersos en solucion de Locke (Apéndice 6) para evitar
un cambio osmotico que pudiera dafiar a los adultos, bajo un microscopio estereoscéopico y asi aislar
las formas adultas de G. binucleatum con ayuda de un escalpelo, pinzas de diseccién y pinceles finos
(Fig. 4). Las hembras gravidas se colocaron en tubos de ensaye con tapon de rosca con solucion de
Locke y se mantuvieron a 37°C hasta que arrojasen los huevos. Los machos se fijaron en alcohol
etilico al 70% caliente (70-80°C) y se conservaron en viales con alcohol al 70%. Recuperados los
huevos, uno o dos dias después, las hembras se fijaron y se conservaron de la misma forma que los

machos.
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Figura 4.- Formas adultas de Gnathostoma binucleatum en tumor gastrico.

Desarrollo embrionario y obtencion de L,. Los huevos de G. binucleatum se transfirieron —con
ayuda de pipetas Pasteur largas— de la solucion de Locke a “agua de cultivo” (Apéndice 7) con
gentamicina (50 pg/ml) en cajas de Petri de 60 mm y se mantuvieron a una temperatura constante de
27°C en una estufa de cultivo. Durante los primeros 4 dias el agua de las cajas fue cambiada cada 24
horas para eliminar al maximo restos de la solucién de Locke que pudiesen ser un substrato propicio
para el proliferacion de hongos o bacterias que pudiesen perturbar el desarrollo dentro del huevo.
Una pequefia alicuota de los huevos fue colocada en una camara humeda con el fin de monitorear

diariamente el desarrollo embrionario.

Infeccion de copépodos y obtencién de Eals;. Los copépodos Cyclopoida empleados se
recolectaron después del crepusculo en la zona lacustre de Cuemanco —con una red de zooplancton
manual— y se mantuvieron en una cubeta equipada con una piedra difusora de aire conectada a una
bomba. Para su infeccidn, se sacaron con ayuda de la red de zooplancton y se colocaron en cajas de
Petri para facilitar su extraccion individual. Con pipetas Pasteur se seleccionaron los estadios
juveniles y se depositaron en grupos de tres en tubos de ensaye de 75 mm con agua de cultivo;
posteriormente se agregaron entre diez y 15 L, recién eclosionadas —con ayuda de una pipeta
Pasteur— y se colocaron en rejillas con capacidad de 90 tubos y se mantuvieron en una estufa de
cultivo a 27°C por un periodo de 24 hs Después de este tiempo, se seleccionaron algunos
aleatoriamente y se examinaron bajo un microscopio compuesto para determinar el estado de la
infeccion. Confirmada la infeccion, el contenido de los tubos se vertié en peceras con agua de
cultivo, proporcionandoles a dichos crustaceos alimento periédicamente para evitar el canibalismo,

una temperatura de 27°C y una zona oscura dentro del acuario para no alterar su fotoperiodo.
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Cabe mencionar que el material que estuvo relacionado con el cultivo de los huevos fue sumergido
varias horas en agua oxigenada al 3% y posteriormente lavado abundantemente con agua destilada

estéril, principalmente para evitar el crecimiento de hongos nocivos.

Etapa Il. Desarrollo de EaL; a AdvL;
Para dilucidar la existencia o ausencia del tercer proceso de muda durante el desarrollo de EalL; a
AdvL, se llevaron a cabo los siguientes procesos:

i) Una vez confirmado el méaximo desarrollo de las EalLs dentro de los copépodos, cada uno de
éstos fue revisado bajo un microscopio compuesto para determinar el numero de larvas
presentes y de esta manera poder distribuirlas homogéeneamente entre los roedores.

i) Con el fin de tener a ratones con diferentes procesos de desarrollo entre EalLz y AdvLs, ocho
ratones machos con 25 gr de peso (6-8 semanas) fueron inoculados via oral utilizando una
pipeta Pasteur de plastico en cuatro ocasiones cada 12 hs con un total de 40 larvas (Fig. 5).
Teniendo en cuenta que el desarrollo a AdvL; dura aproximadamente 15 dias, la diseccién de
cada raton estuvo determinada por la cantidad de dias postinfeccion. De este modo, en funcion
de cumulos de 48 hs cada raton fue revisado, teniendo asi al primer ratén revisado con larvas
de entre 12 y 48 hs de desarrollo y el Gltimo con larvas de 14.5 a 16 dias de desarrollo. Un
noveno raton fue infectado de la misma manera que los anteriores para excluir que el tercer

proceso de muda se hubiera llevado a cabo en las primeras 12 hs de infeccion.

Figura 5.- Inoculacion oral de roedores con copépodos infectados con EaL.

iii) Para la obtencion de las larvas, la musculatura, el higado y las visceras de los ratones fueron

sometidos a la técnica de digestion artificial; para determinar el proceso de muda, las larvas
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recuperadas primeramente fueron separadas en funcion de su tamafo, el cual estaria acorde al
tiempo de desarrollo. Posteriormente, en un microscopio compuesto fueron observadas
minuciosamente pretendiendo encontrar larvas en procesos de muda (lo cual estaria
determinado por la presencia de una doble cuticula o restos de la externa) o larvas mudadas

(determinado por la presencia de caracteristicas diferentes a la fase anterior).

Etapa I11. Obtencion de L, y/o de Ls (formas adultas)

Con el proposito de inducir la muda tercera entre las AdvLs a L, y despues de L4 a Ls (muda cuarta)
0 bien directamente de AdvL; a Ls (muda tercera), ademas de determinar la presencia/ausencia de un
quiste fibroso alrededor de las larvas, se llevo a cabo el siguiente procedimiento:

i) Se infectaron y mantuvieron copépodos como se indicé anteriormente. De igual forma que la
etapa anterior, se confirmé el maximo desarrollo de las EalL; dentro de los copépodos y éstos se
agruparon de acuerdo a la cantidad de larvas.

ii) Se infectaron dos grupos de ratones: experimental y control. A partir del dia 22 postinfeccion,
los experimentales recibieron 10 mg/kg de peso (250 pg/25 gr de peso) de Prednisona
(Sigma®©, P6254) suministrada diariamente en 100 pl de agua destilada por via oral con una

pipeta dosificadora (Fig. 6) y los controles recibieron un volumen similar de agua destilada.

Figura 6.- (a) Pipeta dosificadora, (b) Dosificacién de la Prednisona via oral.

Esta dosis es considerada como equivalente a una moderada para humanos —similar a las
prescritas para diversas condiciones clinicas—, la cual permite mantener con vida a los ratones
el tiempo requerido para las infecciones y a la vez tener efecto sobre el desarrollo de las larvas

(Fachet y Parrott, 1972; Jacobs et al., 1996; Nawada et al., 1996; Zwadlo-Klarwasser y
20



Tercer proceso de muda de Gnathostoma binucleatum

Schmutzler, 1998; Ramos-Remus et al., 2002). El establecimiento del inicio del tratamiento se
determiné al considerar que las AdvLs se encontraban totalmente desarrolladas al Dia 25
postinfeccion; por tal motivo, se pretendid iniciar el bloqueo de la respuesta inmune de los
ratones tres dias antes para que este crecimiento y el posterior proceso de muda tuvieran lugar.

iii) Para evitar la intervencion de algin patdgeno externo, los roedores fueron colocados en jaulas
de polisulfonato equipadas con sistemas micro-barrera (los controles en una sola jaula grande),
provistos de cama de madera y alimento estéril de importacion PMI 5001 y agua purificada en
bebederos de polisulfonato y un fotoperiodo 12/12. Este tipo de jaulas permiten mantener a los
roedores bajo las mismas condiciones del banco genético. Por tal motivo, cada cinco dias las
jaulas fueron cambiadas y esterilizadas en autoclave junto con el bebedero y la cama.

iv) Mediante la revision aleatoria de los ratones, éstos se sacrificaron por dislocacion cervical y
diseccionados sometiendo las visceras, higado, musculo y la piel a una minuciosa revisién bajo
un microscopio estereoscopico con solucién salina al 0.85% como medio de suspension. Cabe
mencionar que los dias de revision estuvieron determinados en primer lugar por la cantidad de
ratones infectados y, en segundo, por los resultados arrojados a partir de la primera diseccion.

En la Fig. 7 se esquematiza este primer protocolo desde la obtencion de fases adultas de G.

binucleatum hasta la obtencion del estadio correspondiente, L4 y/0 Ls.
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Figura 7.- Desarrollo de la infeccion durante el Protocolo | (las flechas continuas se refieren a la
“seleccion de hospedero”, mientras que las flechas discontinuas indican la “induccion de muda”.
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Protocolo 11

Considerando la prioridad especifica de determinar la presencia o ausencia del tercer y cuarto

procesos de muda y por ende la presencia o ausencia de la L4, se llevo a cabo la infeccion de ratones

de la linea Balb/c y gatos domeésticos Felis catus con AdvL; obtenidas de manera natural. Para tal

fin,

se realizaron varios muestreos de hospederos naturales —caracaras Caracara cheriway— de

Tlacotalpan, Ver. y asi obtener las larvas requeridas.

El musculo de estas aves fue revisado empleando la técnica a contraluz (Apéndice 8); de este modo

se detectaron las larvas (enquistadas), las cuales fueron aisladas con ayuda de agujas y tijeras de

diseccion y conservadas temporalmente en solucion salina al 0.85%.

Infeccion de roedores

i)

i)

Se infectaron diez ratones (experimentales), cada uno con diez larvas y cada 48 hs tratados con
Prednisona y mantenidos bajo las mismas condiciones indicadas en la Etapa Ill. Este grupo fue
tratado con el corticosteroide cinco dias antes de su infeccion, asi las larvas que lograsen
establecerse contarian con una reducida respuesta inmune del hospedero, lo que facilitaria su
optimo desarrollo.

Otros diez ratones fueron empleados como controles, inoculados con diez larvas cada uno.

iii) De cada grupo se reviso un roedor cada diez dias para determinar el desarrollo larvario bajo

estas caracteristicas, siguiendo el procedimiento indicado en el inciso “vi” de la Etapa III.
9

Infeccion de gatos

i)

» Primer grupo

Dos gatos domésticos F. catus fueron infectados ad libitum, uno de ellos (macho) en dos
ocasiones con diez larvas cada vez a un intervalo de cinco dias, mientras que el segundo
(hembra) fue infectado cinco veces con cinco larvas cada vez con el mismo intervalo de tiempo.
Lo anterior con el fin de tener en un mismo individuo larvas con diferente proceso de desarrollo,
similar al procedimiento de la Etapa Il. Para esta infeccion, las larvas fueron colocadas dentro de
trocitos de alimento (Whiskas®).

La primera infeccion se realiz6 con larvas recién obtenidas de los hospederos naturales, mientras
que para las infecciones subsecuentes un grupo extra de ratones fue empleado como reservorio,

recuperando las larvas en las fechas marcadas para la infeccion.

iii) El primer gato fue examinado a los diez dias postinfeccion, de modo que se obtuvieran larvas

con cinco y diez dias de desarrollo, mientras que el segundo se sometio a diseccion a los 35 dias
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postinfeccion, pretendiendo obtener larvas con 15, 20, 25, 30 y 35 dias de desarrollo. La
clasificacion de las larvas estaria acorde a sus dimensiones. La eutanasia de estos organismos
fue de acuerdo al la NOM-062-Z0O0-1999, con una sobredosis de anestésico (Anestesal de
Pfizer©).

» Segundo grupo

i) Cuatro gatos fueron infectados ad libitum en funcion de la cantidad de AdvL; disponibles. Para
la primera infeccidn se emplearon larvas recién obtenidas de los hospederos naturales, y para las
siguientes infecciones, las larvas fueron mantenidas en refrigeracion (4°C).

i) Las infecciones se realizaron en el siguiente orden:
Gato 1 (macho): en tres ocasiones con 11, 11 y diez larvas, respectivamente, a intervalos de 5
dias, examinado al Dia 25, pretendiendo tener gusanos de 15, 20 y 25 dias de desarrollo.
Los gatos 2, 3 y 4 recibieron diez larvas en la primera infeccion y 13 en la segunda, con un
intervalo de cinco dias. EI momento de su estudio estuvo determinado por los resultados
obtenidos del primer gato:
Gato 2 (hembra): Dia 22, con larvas de 17 y 22 dias.
Gato 3 (macho): Dia 27, con larvas de 22 y 27 dias.
Gato 4 (macho): Dia 77, con larvas de 72 y 77 dias.

La musculatura y las visceras de todos los gatos fueron revisadas exhaustivamente con la técnica de

contraluz y bajo un microscopio estereoscopico. En la Fig. 8 se esquematiza el segundo protocolo.
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Figura 8.- Desarrollo de la infeccion durante el Protocolo 1. Las flechas discontinuas refieren la
“induccidon de muda en un hospedero experimental”, mientras que las flechas continuas indican la
“induccién de muda en un hospedero natural”.
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Morfometria

Finalmente, se realiz6 una caracterizacién morfométrica de cada una de las larvas recuperadas de los
ratones experimentales y controles, asi como de los felinos, para determinar en qué fase de desarrollo
se encontraban al momento de las extracciones.

Posterior al proceso de fijacion y transparentacion temporal con lactofenol de Amann (Apéndice 9),
la caracterizacion tuvo principalmente tres bases: i) mediciones de longitud y ancho corporal, bulbo
cefélico y esdfago, ii) caracteristicas morfologicas de los ganchos del bulbo cefalico y de las hileras
de ganchos transversales del cuerpo, desarrollo de estructuras internas como el eséfago, intestino y
organos sexuales, y iii) presencia o ausencia de una doble cuticula, caracter contundente para
determinar el o los procesos de muda entre una fase de desarrollo y otra. Dicha caracterizacion se
realizd con un microscopio compuesto Optiphot 1l de Nikon© previamente calibrado.

Los datos morfométricos fueron la base de las descripciones de los gusanos; las medidas estan
presentadas en micras (um), con los rangos minimo-méaximo seguidos del promedio entre

paréntesis.

Identificacién de los hospederos
Los mamiferos empleados durante el transcurso de esta investigacion fueron identificados con base
en la referencia taxondmica de Wilson y Reeder (2005). Para el caso de las aves, el trabajo de Dove y
Banks (1999).

Estadisticos
Los datos se consideraron estadisticamente significativos a p < 0.05. Se calcularon las medias
aritméticas para describir los datos y desviaciones estandar () para describir la variabilidad de los
datos. La significancia de las diferencias entre la cantidad de larvas libres recuperadas de ratones
tratados y controles, asi como entre las longitudes de hembras y machos se determind mediante la
prueba de T-student. Los datos fueron sometidos a un anélisis de varianza (ANOVA) a p < 0.05 para

determinar la diferencia estadistica entre la fase de desarrollo y la longitud.
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IX.- RESULTADOS

Protocolo |
Determinacion de variables
1.- “Hospedero definitivo mas apropiado (ratas vs. ratones)”. Para este proposito se infectaron
cinco ratas y cinco ratones. Los resultados demuestran que los ratones son compatibles con el
desarrollo de EalLs a AdvLs aunado a que la recuperacion de larvas inoculadas fue del 100%, con
excepcion de un caso. Respecto a las ratas todas resultaron negativas al establecimiento de la

infeccion (Tabla 2).

Tabla 2.- Porcentaje de recuperacion de AdvLs.

Ratas Ratones
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Eal; 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
dpi* 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
Sitio de . . . . .
recuperacion - - - - - Higado Higado Higado Higado  Higado
AdvL; 0 0O 0 0 O 30 30 30 29 30
% 0 0 0 0 O 100 100 100 96.66 100

* Dias postinfeccion.

Para descartar de manera fehaciente a las ratas como hospederos, un segundo grupo fue infectado
con el fin de esclarecer si antes de los 15 dpi se habia establecido la infeccion; sin embargo, todas

resultaron negativas.

2.- Dosis letal de AdvL; totalmente desarrolladas. Establecidos los ratones como hospederos a
emplear, siete grupos con dos individuos cada uno se infectaron con dosis de 10-40 EalLs, marcando
como tiempo de infeccion 60 dias (Tabla 3), siendo el estimado a emplearse a futuro en la primera

parte de la Etapa I1.

Tabla 3.- Cantidad de AdvL; recuperadas y dias postinfeccion alcanzado.

Ratones iniciales 2 2 2 2 2 2 2
EaL; por raton 10 15 20 25 30 35 40
dpi estimado 60 60 60 60 60 60 60
dpi alcanzado Fhookk bk ek ok k% 20 19 18 18 16 14 14 13

AdvL; recuperadas 8 8 8 8 18 18 18 19 30 30 35 34 39 38

** La diseccién de estos roedores fue determinada aleatoriamente una vez que se obtuvo la informacién
requerida con los ratones que alcanzaron de 13 a 20 dpi.
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En relacion con los dafios generados, el principal efecto se observd en el higado (los 6rganos
restantes y el muasculo no presentaban dafio aparente). Los dafios fueron evidenciados por una
necrosis que aumentaba gradualmente en relacion con la cantidad de larvas (Fig. 9). La distribucién
de las larvas se vio reflejada en relacion a los dias postinfeccion, estando concentradas en el higado

inicialmente y dispersandose en forma gradual en la musculatura después del Dia 16.

Figura 9.- Higados de ratones. (a) Daflado por la presencia de larvas (experimental); (b) Sin dafio (control).

Etapa I. Desarrollo de L, a EalL s

Obtencion de formas adultas. Se hicieron tres visitas durante el afio de 2009 a Temascal, Oax. y a
Tlacotalpan, Ver., monitoreandose 107 perros, de los cuales Unicamente tres resultaron positivos a la
presencia de fases adultas. Los resultados generales de este monitoreo se presentan en la Tabla 4.

De la cirugia a la que fueron sometidos los perros positivos se recuperaron una hembra y dos machos

en el mes de junio y cuatro hembras y dos machos en el mes de octubre.

Tabla 4.- Resultado del monitoreo de perros para obtencion de fases adultas maduras del parasito.

Localidad Mes Pgrros Positivos a fases
revisados adultas maduras
Febrero 13 0
Temascal Junio 5 1
Octubre 14 2
Febrero 12 0
Tlacotalpan Junio 29 0
Octubre 34 0

En cuanto a los parametros ecologicos, la prevalencia fue de 2.8, mientras que la intensidad,
intensidad promedio y abundancia (considerando los dos hospederos sometidos a cirugia) fueron de

3-6, 4.5y 0.1, respectivamente.
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Desarrollo embrionario y obtenciéon de L,. El primer proceso de muda entre la L; y la L, tuvo

lugar entre el Dia 5 y el Dia 6. A partir del Dia 9, las L, iniciaron la eclosion (Fig. 10).

Figura 10.- Primeras fases larvarias (experimentales). (a) Larva de primer estadio previo a la primera muda, (b)
Larva de segundo estadio al momento de la eclosion.

Los huevos fertilizados son de forma oval con una evaginacién transparente en uno de sus extremos
que sobresale en forma de tapdn, por el cual las L, completamente desarrolladas escapan. Sus
dimensiones son de 62.93-66.99 (65.77) de longitud por 32.48-40.60 (36.14) de ancho, y con una
cascara de superficie lisa. En su interior se observan una o dos células de coloracion &mbar que daran
origen a la L; dentro de los primeros cinco dias. La distincién de esta fase es posible gracias al
movimiento ejecutado por la larva, ya que al no presentar estructuras que permitan diferenciarla es
complejo determinar alguna caracteristica particular méas alla de una delicada cuticula que le da su
forma. Posteriormente, el primer proceso de muda ocurre entre el quinto y sexto dia resultando la L,
que concluye su desarrollo alrededor del noveno dia, tiempo en que inicia su eclosion masiva a 27°C.
Las larvas de segundo estadio recién eclosionadas permanecen algunos minutos en el fondo (en este
caso de la caja Petri) para después iniciar su nado hacia la superficie. Esta fase se caracteriza por
presentar un cuerpo alargado con dimensiones de 323.5 de largo por 14.5 de ancho; en el extremo
anterior se observa un pequefio diente (Fig. 11a) que utiliza para desgastar el tapdn del huevo por
donde eclosionara. En algunos casos, se logra apreciar la cuticula de la L; atn adherida al cuerpo de
la L,. Esta larva particularmente cuenta con una proteccidn, ya que esta provista de una holgada

vaina que la cubre totalmente; sus dimensiones son 376.9 de largo por 23.6 de ancho (Fig. 11b).
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Figura 11.- Larva de segundo estadio. (a) Detalle del diente larvario; (b) Detalle del extremo anterior (C: cuticula de la
Ly; V: vaina).
Infeccion de copépodos y obtencion de EaL ;. Mediante la diseccion diaria y la seleccion al azar de
algunos copépodos, se observé bajo un microscopio compuesto el desarrollo de L, a Eals

monitoreando el segundo proceso de muda, el cual durd entre nueve y diez dias (Fig. 12).

Figura 12.- Proceso de muda entre L, y EalLs. (a) Dia 2 de desarrollo; (b) EaL; completamente desarrollada
dentro del primer hospedero intermediario (in vivo).

Las EaL; completamente mudadas median 512.2-587.5 (549.9) de longitud y presentaban
caracteristicas tipicas de esta fase, tales como estructuras externas: a) cuatro hileras de ganchos
en el bulbo cefélico, b) hileras transversales de espinas corporales, c) papilas cervicales, d)
poro excretor; y estructuras internas: e) presencia de sacos cervicales, f) esofago y g) intestino
(Fig. 13).
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Figura 13.- Larva de tercer estadio temprano. (a) Ejemplar in toto, vista lateral; (b) Detalle del bulbo cefalico.

Etapa Il. Desarrollo de EaL; a AdvL;

i) Se requiri6 un total de 360 EaLs, las cuales estuvieron distribuidas en nueve grupos (nimero
de ratones empleados) con una cantidad mas 0 menos semejante de copépodos.

i) Las larvas recuperadas en ningun momento del desarrollo presentaron diferencia cuticular en
cuanto a los ganchos del bulbo cefalico, espinas corporales, ubicacion de estructuras como
papilas cervicales y poro excretor o algo que indicara un posible proceso de muda entre EalLs
y AdvLs, es decir, el tercer proceso de muda. La principal diferencia de las larvas estuvo en
funcién de un crecimiento, dado por el aumento en longitud y ancho del bulbo cefalico,
cuerpo y estructuras internas como eséfago e intestino. Estas larvas presentaban longitudes de
3053.0 — 4838.0 (3760.3) entre el Dia 14.5y 16.

Tabla 5.- Protocolo de infeccidn de ratones con larvas de tercer estadio temprano

. Eal; Dias Larvas Sitio de Proceso/resto
Raton . L,
inoculadas de desarrollo recuperadas recuperacion de muda
1 40 0-12 hs 5 Visceras NO
2 40 0.5-2.0 0 — NO
3 40 2.5-4.0 6 Musculo NO
4 40 45-6.0 25 Visceras NO
5 40 6.5-8.0 21 Visceras NO
6 40 8.5-10.0 26 Visceras /Higado NO
7 40 10.5-12.0 15 Higado NO
8 40 12.5-14.0 35 Higado NO
9 40 14.5-16.0 36 Higado/Musculo NO

Cabe resaltar que las larvas presentaron una migracién particular una vez que lograron salir del
estbmago. Casi inmediatamente desde su llegada, migraron a visceras donde se mantuvieron hasta

29



Biol. Jorge Gaspar Navarro

alrededor del Dia 8. Posteriormente pasaron al higado, donde aparentemente se alimentaron por al
menos 5 dias y finalmente se dirigieron a la musculatura (Tabla 5). Para complementar la
informacion anterior, cabe hacer mencidn que se cuenta con un registro de que después del Dia 18 y

hasta por lo menos el Dia 30, las larvas fueron recuperadas en su totalidad de la musculatura.

Etapa I11. Obtencién de L4 y/o de Ls (formas adultas)
i) Debido a una escasez de copépodos infectados, y por consiguiente de EalLs, Unicamente se
inocularon 14 ratones, considerando a ocho para someterlos al tratamiento con Prednisona y a

seis como controles. Todos los ratones recibieron una dosis de ocho EaLs.

Tabla 6.- Cantidad de larvas recuperadas en ratones experimentales (o larva libre; ® larva enquistada;
— sitio de infeccion negativo; NP no procede, * desviacion estandar).

No. de larvas p taie d Longitud
. . ke orcentaje ae Min — Méax omedio
Raton  dpi  ddt Miusculo Higado Visceras recuperacion o ! (pr I.)
4842.96 - 5638.56
* -
00 30 5 000 00 62.5 (5276.26) + 308.57 NP
5038.80 - 5593.68
* - -
0 35 10 000000 75.0 (5238.72) + 192.65 NP
4745.04 - 5614.08
1 40 15 000 o _ 50.0 (5272 38) £ 370,99 NP
4985.76 - 5573.28
2 48 23 oooce _ — 50.0 (5286.11) 206,28 4643.04
4867.44-5380.68  4936.80 - 5450.88
3 64 39 °0 eoee — 50 (5128.56) + 360.28  (5152.20) + 248.97
5018.40 - 5410.08  5189.76 - 5597.76
4 8 5% cce oe - 625 (5221.71) £196.27 (5393.76) + 288.50
5t 80 55 — — — — — —
6 o 71 ooooes B 50 5348.88 - 5614.08  5340.72 - 5508.00

(5435.58) + 118.28

(5424.36) + 120.96

* No cuentan con control **ddt: dias de tratamiento + Rat6n muerto antes de fecha programada

Tabla 7.- Cantidad de larvas recuperadas en ratones controles (o larva libre; @ larva enquistada; — sitio
de infeccidn negativo; NP no procede, + desviacion estandar).

No. de larvas Porcentaje Longitud
Ratén  ddt . . . de Min — Méax (promedio)
Mdasculo  Higado  Visceras recuperacion o .
4692.06 - 5287.68

S °° © - 375 (5057.86) % 320.25 NP
5079.60 - 5512.08
2.2 eee © - 50.0 5671.20 (5339.36) + 229.00
4916.40 — 5728.32
3 39 (YY) (XYY} — 87.5 NP (5260.79) + 254.18
4504.32 - 5561.04
4 55 eoe (XYY} — 87.5 NP (4944.38) + 338.78

54 6l — — — — — —
6 71 sesees . B 475 NP 5259.12 - 5573.28

(5383.85) + 107.12

+ Ratdn muerto antes de fecha programada

30



Tercer proceso de muda de Gnathostoma binucleatum

i) En las Tablas 6 y 7 se exponen el dia de la diseccion, la cantidad de larvas recuperadas, asi

como el sitio de recuperacion y las dimensiones de las larvas.

Considerando que esta etapa tuvo lugar hasta el Dia 94 dpi/71 ddt y no se detectd hasta ese momento
un cambio morfoldgico en las larvas, nuevamente se infectaron diez ratones con el fin de dar

continuidad al desarrollo larvario bajo el tratamiento con Prednisona (Tabla 8).

Tabla 8.- Cantidad de larvas recuperadas en ratones experimentales (o larva libre; ® larva enquistada; — sitio
de infeccidn negativo; NP no procede, + desviacion estandar).

No. de larvas Porcentaje Longitud
, . de Min — M di
Raton dpi  ddt il Higado  Visceras recupseacion ) in —Max (promedio) .

4553.28 _ 5067.36

1% 23 19 0000 — 50.0 (4785.80) + 220,41 NP
5161.20 — 5295.84 4525.80 — 5385.60

2 71 67 cocees e - 5.0 (5228.52) + 95.20 (4967.40) + 365.86
5267.28 - 5193.84 4712.40 - 5230.56

3 8 cce oo — 625 (5230.56) + 51.93 (5000.72) + 263.98

4 87 83 cee ooo — 75.0 4451.28 (45617416%%; fg;%éa
4859.20 — 5960.88 4549.20 — 5916.00

5 9% 94 ococes  ee - 87.5 (5401.92) + 550.98 (5074.50) + 587.33
4900.08 — 4598.16

6 107 103 00 . — 375 (4745.12) + 213,04 4834.80

7 117 113 eeeeee oo — 100 NP &%2%%‘15;3?[%;2?

8 127 123 o coe . 62.5 5418.24 &595633232)‘5222(;%

9 137 133  eeee . . 75.0 NP gl“fo%‘;)* S

10 152 148 coe . — 50.0 NP &4770%8242)’:181%868888

+ Ratén muerto antes de fecha programada

NOTA: Particularmente este grupo experimental no conté con su grupo control, debido a la escasez de
copépodos con EalLs. Los resultados del grupo control del primer experimento, donde el 100% de las larvas
recuperadas a partir del Dia 39 y hasta el Dia 71 se encontraban enquistadas, sirvieron de fundamento para
estimar que las larvas que se hubiesen recuperado del grupo control del segundo experimento, hubieran sido
recuperadas enquistadas a partir del Dia 67 de tratamiento.

Protocolo 11
Para este fin, se capturaron cuatro caracaras en las inmediaciones del poblado de Tlacotalpan, Ver,

de los cuales se recuperaron 230, 30, 11 y 90 AdvLs, respectivamente.
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Infeccion de roedores

De los roedores infectados con AdvLs obtenidas de manera natural algunos murieron antes de las
fechas programadas por causas desconocidas, por lo que sus respectivos controles fueron mantenidos
con vida y empleados como fuente de larvas para complementar las faltantes, si asi fuera requerido,
en la infeccion de gatos (siguiente apartado). Lo anterior considerando la optimizacion de las larvas.
En las Tablas 9 y 10 se presentan los datos obtenidos del tratamiento con Prednisona y del grupo

control.

Tabla 9.- Cantidad de larvas recuperadas en ratones experimentales (o: larva libre; ®: larva enquistada; —: sitio de
infeccion negativo; NP: no procede, + desviacion estandar).

doi No. de larvas Porcentaje Longitud
6 P! Tejid de in—Ma i
Raton , . . €jido Min — Méx (promedio)
ddt Musculo Higado Visceras g,pcutaneo recuperacion 5 o
5181.60 — 5732.40
** - —
=3 oo0o ° 40 (5463.12) + 230.82 NP
5373.36 — 6124.08
*x _— - _
279 o000 40 (5752.80) + 408.37 NP
5471.20 - 6038.40
*x _
g 11 oo0 ° ° 50 (5678.54) + 251.08 NP
5593.68 - 5960.48
415 © - - © 20 (5777.08) + 259.37 NP
5+ 18 — — — — 0 NP NP
6 25 — — — o 10 5426.40 NP
5601.84 - 5964.96
7 35 ocoe — — — 30 (5783.40) + 256.76 5189.76
5181.60 - 5597.76
* —
8 45 oo ° ° 40 (5389.68) + 294.27 5752.80
9 60  ooee o o o 60 5691.60 —5720.16 5385.60 — 5940.48
(5705.88) + 20.19 (5663.04) + 392.36
10 76 00000 o 100 5642.64 — 6544.32 5565.12 - 6372.96
ecee - - (6106.94) + 389.00 (5859.70) + 334.04

* Larva dafiada durante la extraccion. ** Ratones muertos antes de fecha programada

Tabla 10.- Cantidad de larvas recuperadas en ratones controles (o: larva libre; e: larva enquistada; —: sitio de
infeccion negativo; NP: no procede, + desviacion estandar).

doi No. de larvas Porcentaje Longitud
on P! Tejid de in— Mé i
Ratén . i ) ejido Min — Méx (promedio)
ddt Mdsculo Higado Visceras  gpeutaneo recuperacion o N
5242.80 - 5687.62
1 14 oo - - - 30 NP (5465.21) + 314.54
2** 18 oo — — — 20 NP —
3** 18 (Y X — — 30 NP —
5646.72 - 5973.12
4 2% ee — - - 20 NP (5809.92) + 230.80
5026.56 - 5491.68
5 34  eee — — — 30 NP (5259.12) + 232.56
6 44 ° — — — 10 NP 5671.20
7 59 ° — — — 10 NP 5703.84
8 76 ] — — — 10 NO 5524.32

* Larvas destinadas al gato 1
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Infeccion de gatos
Primer grupo. A diferencia de lo que se esperaria al tratarse de un hospedero definitivo, el
establecimiento de las larvas inoculadas se vio alterado por razones aun en cuestionamiento. Los

resultados obtenidos de cada gato se presentan en la Tabla 11.

Tabla 11.- Protocolo de infeccidn de dos gatos con AdvL; obtenidas de manera natural.

AdvlL, . Larvas Sitio de Proceso/resto
Gato . dpi L
inoculadas recuperadas recuperacion de muda
1 20 10 9 8 estomago y 1 visceras NO
2 25 35 2 Estomago NO

Las larvas recuperadas no presentaron ningun indicio de proceso de muda hacia la siguiente fase. Sin
embargo, con la informacion obtenida hasta el momento, datos adicionales se han sumado con esta
infeccion, como el hecho de que las AdvLs pueden alcanzar longitudes superiores a las 6500.00
como se plasma en la Tabla 12, sugiriendo que de darse un proceso de muda hacia la siguiente fase,
ya sea L4 o directamente a Ls (adulto) se estaria llevando a cabo por encima de dichas dimensiones.

Tabla 12.- Cantidad de larvas recuperadas en gatos infectados con AdvL; obtenidas
de manera natural (+ desviacion estandar.)

Porcentaje Longitud
Gato . AdvLs dpi Larvas de Min — Max
inoculadas recuperadas L .
recuperacion (promedio)
4981.68 - 6552.48
! 20 10 9 450 (5912.37) + 476.46
5406.00 - 5716.08
2 25 3 2 57 (5561.04) + 219.26

Segundo grupo. En este grupo de gatos, se logré recuperar vermes en diferentes fases de desarrollo:

gusanos premudados, en proceso de muda y adultos inmaduros —postmudados— (Tabla 13).

Tabla 13.- Protocolo de infeccién de cuatro gatos con AdvL; obtenidas de manera
natural (—: en espera de la obtencion de hembras gravidas).

Gato . AdVLs dpi Vermes Proceso/resto de muda
inoculadas Recuperados
1 32 25 18 Premudados/En muda/Postmudados
2 23 22 7 Premudados/En muda
3 23 27 6 Premudados/Postmudados
4 23 77 9 Premudados/Postmudados

La agrupacion estuvo de acuerdo al proceso de muda, con base en caracteristicas morfoldgicas: i)
premudados —con caracteristicas de una fase larvaria—, ii) en proceso de muda —presencia de
doble cuticula— vy iii) postmudados —caracteristicas diferentes a los premudados. En las Tablas 14,

15y 16 se plasman los resultados por grupo.
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Tabla 14.- Cantidad de larvas premudadas recuperadas de gatos infectados experimentalmente (HGBC: hileras de
ganchos en el bulbo cefalico, + desviacién estandar).

- Longitud
Gato . AdVLs 4y Larvas Sitio de Min — Méx HGBC
inoculadas premudadas recuperacion (promedio)
1 32 25 8 1 Pared externa del estdmago 4920.48 — 6491.28 4
7 Paredes internas del estdbmago (5896.66) + 475.45
2 23 29 6 1 Pared externa del estomago 5846.64 — 6874.80 4
5 Paredes internas del estomago (6213.84) + 400.04
3 23 27 5 Paredes internas del estdmago (563?62315;%%;31%%%% 4
4 23 77 8 Paredes internas del estdmago (5527122?%) 5052288% 4

Tabla 15.- Cantidad de larvas en proceso de muda recuperadas de gatos infectados experimentalmente (HGBC: hileras
de ganchos en el bulbo cefalico, + desviacion estandar).

. Longitud HGBC HGBC
Gato ing:(ljj\f!a_éas dpi Lar;\l/f:jsaen recilsleorg(?ién Min — Méx Cuticula  Cuticula
(promedio) Externa  Interna
. . 6262.80 — 6936.00
1 32 25 2 2 Paredes internas del estdbmago (6599.40) + 476.02 4 10
2 23 22 1 1 Paredes internas del estomago 6572.88 4 9
3 23 27 — — — — —
4 23 77 — — — _ _

Tabla 16.- Cantidad de adultos inmaduros (gusanos Postmudados) recuperados de gatos infectados experimentalmente
(HGBGC: hileras de ganchos en el bulbo cefélico, + desviacion estandar).

Gato . Advl; dpi Gusanos Sitio de_ ) Longitud _ HGBC
inoculadas Postmudados recuperacion Min — Méax (promedio)  Cuticula
3 Paredes internas del estdmago 6638.16 — 9738.96
1 32 25 8 5 Lumen (8099.92) + 1194.74 1011
2 23 22 — — — —
3 23 27 1 Paredes internas del estémago 7172.64 10
4 23 77 1 Paredes internas del estomago 9318.72 10

Descripciones
A continuacion se presenta la descripcién de los vermes de cada grupo, recuperados tanto de
roedores como de gatos. Cabe mencionar que la agrupacion estuvo en funcion de la fase de

desarrollo y por el proceso de muda y no por los dias de desarrollo.

Larva de tercer estadio avanzado (Fig. 14)

Descripcion realizada a partir de 27 larvas libres (nueve machos y 18 hembras) de diez ratones
infectados —con AdvL; provenientes de caracaras— con 3 a 76 dias de tratamiento con Prednisona
(véase la Tabla 9). Miden 5181.60-6544.32 (5732.32) de longitud por 342.84-530.40 (438.51) de

ancho maximo. En el extremo anterior se encuentra un bulbo ceféalico de forma oval que mide
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114.24-146.88 (130.11) de largo por 269.28-310.18 (295.24) de ancho; estd provisto de cuatro
hieleras de ganchos cuya base se torna rectangular. Inmediatamente después se hacen presentes las
primeras hileras transversales de espinas simples que cubren todo el cuerpo de la larva, oscilando su
cantidad total entre 239 y 276 (261.93). Son mas abundantes y presentan un tamafio mayor en el
primer tercio del cuerpo, cuya separacion entre hileras es de 10.20; hacia el extremo posterior las
espinas disminuyen gradualmente su tamafio; la separacion entre las hileras en el segundo y tercer
tercio del cuerpo aumenta hasta 18.36. Presentan un par de papilas cervicales laterales; la derecha se
ubica entre las hileras 12 y 14 (13.11), mientras que la izquierda entre las hileras 13 y 15 (13.67).
También se observa un poro excretor, ventral, entre las hileras 27 y 31 (28.33). Entre el segundo y
tercer tercio del cuerpo se encuentra un par de pequefias papilas caudales, que al igual que las
cervicales son laterales; la derecha se encuentra alrededor del 55% vy la izquierda a 66% respecto de
la longitud total. La cola mide 61.20-73.44 (68.99). Se logran observar un par de fasmidios muy
cerca del extremo posterior, los cuales se hacen mas notorios con el aumento de la longitud de la
larva. En el interior se distinguen tres diferentes estructuras: sacos cervicales, esdfago e intestino.
Las dimensiones del segundo son: 1627.92-2370.40 (1964.55) de largo por 269.28-375.36 (322.32)

de ancho, lo que representa 34.37% y 73.96% respecto a la longitud total y ancho de la larva.

.y
_»

FOZ03ININAN

Figura. 14.- Larva de tercer estadio avanzado. (a) Ejemplar in toto, vista lateral; (b) Detalle del bulbo cefélico.

Para el caso de las hembras, el primordio genital se ubica entre las dos papilas caudales, por debajo
de la derecha y por encima de la izquierda, alrededor del 60.00 % respecto de la longitud total del

cuerpo.

35



Biol. Jorge Gaspar Navarro

Las AdvLgs libres (21 machos y 19 hembras) de 17 ratones infectados con EalLs —provenientes de
copépodos—entre 5 y 123 dias de tratamiento con Prednisona tienen longitudes oscilantes presentan
4451.3 - 5960.9 (5179.0).

Premudados (Fig. 15)

Descripcion realizada a partir de 27 gusanos (siete machos y 12 hembras) de cuatro gatos con 22, 25,
27 y 77 dpi (véase la Tabla 14). Miden 4920.48-6874.80 (6018.47) de largo por 387.60-489.60
(437.20) de ancho maximo. En el extremo anterior se encuentra un bulbo cefélico de forma oval que
mide 118.32-142.80 (133.57) de largo por 187.94-326.40 (299.66) de ancho; esta provisto de cuatro
hieleras de ganchos cuya base se torna rectangular. Inmediatamente después se hacen presentes las
primeras hileras transversales de espinas simples que cubren todo el cuerpo de la larva, oscilando su
cantidad total entre 240 y 278 (263.07). Son més abundantes y presentan un tamafio mayor en el
primer tercio del cuerpo, cuya separacion entre hileras es de 10.20; hacia el extremo posterior las
espinas disminuyen gradualmente su tamafio; la separacion entre las hileras en el segundo y tercer
tercio del cuerpo aumenta hasta 24.48. Presentan un par de papilas cervicales laterales; la derecha se
ubica entre las hileras 12 y 15 (13.89.), mientras que la izquierda se ubica entre las hileras 13 y 16
(13.78). También se observa un poro excretor, ventral, entre las hileras 27 y 30 (28.22). Entre el
segundo Yy tercer tercio del cuerpo se encuentra un par de pequefias papilas caudales, que al igual que
las cervicales son laterales; la derecha se encuentra a 37.84-67.88% (54.70%) y la izquierda a 55.54-
75.26% (67.63%) respecto de la longitud total del cuerpo. La cola mide 73.44-89.76 (80.96),

observandose un par de fasmidios muy cerca del extremo posterior.

Figura. 15.- Gusano premudado. (a) Bulbo cefalico; (b) Primeras hileras transversales corporales.
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En el interior de la larva se distinguen tres diferentes estructuras: sacos cervicales, esofago e
intestino. Las dimensiones del segundo son: 1880.88-2203.20 (2017.34) de largo por 169.20-375.36
(312.55) de ancho, lo que representa 32.99% y 71.49% respecto a la longitud total y ancho de la
larva, respectivamente.

Para el caso de las hembras, el primordio genital se ubica entre las dos papilas caudales, por debajo

de la derecha y por encima de la izquierda, a 51.36-66.31% (60.64%) respecto de la longitud total.

En proceso de muda (Fig. 16)

Descripcion basada en tres gusanos (un macho y dos hembras) de dos gatos con 22 y 25 dpi (véase la
Tabla 15). Miden 6262.80-6936.00 (6590.56) de largo por 412.08-452.88 (431.12) de ancho
maximo. En el extremo anterior se encuentra un bulbo cefélico de forma oval con una longitud de
134.64-150.96 (141.44) y un ancho méximo de 297.84-318.24 (307.36). La cuticula externa del
bulbo cefalico esta provista de cuatro hieleras de ganchos cuya base se torna rectangular, mientras
que la cuticula interna presenta entre nueve y diez hileras de ganchos que exhiben una base
semicircular y una punta pronunciada. Inmediatamente después del bulbo cefalico se hacen presentes
las primeras hileras transversales de espinas simples que cubren toda la cuticula externa de la larva,
oscilando su cantidad total entre 238 y 256 (252.7). Son mas abundantes y presentan un tamafio
mayor en el primer tercio del cuerpo, con una separacion entre hileras de de 10.20; hacia el extremo
posterior las espinas disminuyen gradualmente su tamafio; la separacion entre las hileras en el
segundo Y tercer tercio del cuerpo aumenta hasta 34.64. La cuticula interna esta armada de escamas
complejas en el primer tercio, cuya base se torna rectangular y con dos y tres puntas; hacia el
extremo posterior las escamas se vuelven simples y cada vez méas pequefias. La distancia entre las
hileras de escamas aumenta gradualmente hacia el extremo posterior, mientras que la cantidad de las
escamas por hilera disminuye gradualmente. Presentan un par de papilas cervicales laterales; la
derecha se ubica entre las hileras 14 y 16 (15.0.), mientras que la izquierda se ubica entre las hileras
12 y 14 (13.0). También se observa un poro excretor, ventral, entre las hileras 27 y 28 (27.7). Entre
el segundo vy tercer tercio del cuerpo se encuentra un par de pequefias papilas caudales, que al igual
que las cervicales son laterales; la derecha se encuentra a 55.00% Yy la izquierda a 66.00% respecto
de la longitud total. La cola mide 73.44-77.52 (76.19), en cuyo extremo final se observa un par de
fasmidios. En el interior de la larva se distinguen tres diferentes estructuras: sacos cervicales, es6fago
e intestino. Las dimensiones del segundo son: 1954.32-2040.00 (1984.24) de largo por 306.00-
354.96 (322.32) de ancho, lo que representa 30.16% y 74.89% respecto de la longitud total y ancho
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de los gusanos, respectivamente. Para el caso de las hembras, la vagina, plenamente desarrollada, se
ubica alrededor del 61.30 % respecto de la longitud total del cuerpo.

Cabe resaltar que uno de los tres ejemplares (macho) se encontraba en los inicios del proceso de
muda, por lo que la cuticula interna apenas se distinguia. En el bulbo cefalico se apreciaba
débilmente la formacion de los ganchos y las bases de las escamas corporales estaban en formacion.
El hecho de que no se hayan detectado las espiculas —aun en desarrollo—, también es indicio del
inicio de dicho proceso.

Figura. 16.- Gusanos en proceso de muda. (a y b) Detalle del bulbo cefélico; (c) Primeras hileras transversales
corporales (d) Hileras transversales de espinas/escamas en las inmediaciones del ecuador del cuerpo (la flecha roja
sefiala la cuticula externa y la flecha negra se refiere a la cuticula interna).

Postmudados (Fig. 17)

Descripcidn realizada a partir de nueve gusanos (cuatro machos y cinco hembras) de dos gatos con

25 y 27 dpi (véase la Tabla 16). Miden 6638.16-9738.96 (7996.80) de largo por 403.92612.00

(485.97) de ancho méximo. En el extremo anterior se encuentra un bulbo cefélico de forma oval que
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mide 146.88-204.00 (177.25) de largo por 330.48-469.20 (392.08) de ancho; esta provisto de diez
hileras de ganchos cuya base es semicircular y con puntas pronunciadas. Inmediatamente después se
presentan alrededor de 360 hileras transversales de escamas que cubren todo el cuerpo. En el primer
tercio tienen bases de ovaladas a rectangulares con dos y tres puntas —Ila punta central mas
pronunciada que las laterales—; hacia el extremo posterior las escamas se vuelven simples y cada
vez mas pequefias. La distancia entre las hileras de escamas aumenta gradualmente hacia el extremo
posterior, mientras que la cantidad de las escamas por hilera disminuye gradualmente. Presentan un
par de papilas cervicales laterales; la derecha se ubica entre las hileras 12 y 18 (15.11.), mientras que
la izquierda entre las hileras 13 y 18 (16.33). El poro excretor no es visible. La cola mide 72.52-
85.68 (80.69).

Figura 17.- Gusano postmudado. (a) Detalle de los ganchos centrales del bulbo cefalico; (b) Detalle de los
ganchos laterales del bulbo cefalico; (c) Escamas corporales a la altura de la papila cervical (flecha negra).
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En el interior se distinguen tres diferentes estructuras: sacos cervicales, esofago e intestino. Las
dimensiones del segundo son: 2162.24-2537.76 (2354.60) de largo por 261.12-385.60 (327.08) de
ancho, lo que representa 29.90 % y 68.15 % respecto de la longitud total y ancho de los gusanos,
respectivamente. La vagina se encuentra alrededor del 59.00 % respecto de la longitud total del
cuerpo. Los machos presentan un par de espiculas cerca del extremo posterior, cuyas longitudes son:
223.30-272.02 (244.11) (derecha) y 568.40-710.51 (630.32) (izquierda).
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X.- DISCUSION

Protocolo |

Determinacion de variables

El uso de roedores como modelos experimentales ha sido recurrente en diversas investigaciones.
Particularmente su papel como segundos hospederos experimentales, y posteriormente como
definitivos, estuvo sustentado por antecedentes personales y por la informacion presentada por otros
autores (p. ej., Nishikubo, 1963; Daengsvang, 1980; Anantaphruti et al. 1986; Rojekittikhun et al.,
1989; Maleewong et al., 1992; Rojekittikhun y Pubampen, 1998, Caballero-Garcia et al., 2005)
donde se ostenta el desarrollo 6ptimo de EaLs de G. spinigerum, G. hispidum y G. binucleatum hasta
alcanzar la fase de AdvLs, lo que fortalece la compatibilidad parésito-hospedero, en este caso
particular G. binucleatum—Mus musculus. Como estrategia para mantener a los ratones inoculados el
tiempo necesario, se consider6 el hecho de que cargas parasitarias altas y el tiempo de exposicion al
parésito merman el desarrollo de los parésitos debido a que incrementa la respuesta evasiva por parte
del hospedero (Mulcahy et al. 2005).

Etapa I. Desarrollo de L, a EalL s

Obtencién de formas adultas. Los resultados de los pardmetros ecolégicos de la infeccidn tan bajos
podrian deberse a un periodo prepatente de la infeccion (sensu Mehlhorn, 1988). El analisis
coproparasitologico estad sesgado a fases adultas, determinadas por la presencia de huevos en las
heces del hospedero, lo que excluye la presencia de fases larvarias, por lo que no se descarta la
posibilidad de que los canidos hayan estado infectados con estadios larvarios del parasito (AdvLs) o
con fases adultas (Ls) inmaduras. Un factor determinante de la infeccion es la complejidad inherente
del ciclo de vida de G. binucleatum [considerando que requiere de la participacion de una amplia
gama de hospederos intermediarios (silvestres) para garantizar el encuentro (Apéndice 3) con el
hospedero definitivo —canidos o félidos—] el cual bajo condiciones urbanas o rurales la posibilidad
de que el parasito y el hospedero se encuentren es baja, a diferencia de otros parasitos con ciclos de
vida directos (pj. Toxocara y Ancylostoma) que igualmente concluyen su ciclo en perros.

Desarrollo embrionario y obtencion de L,. Las diferencias entre especies del género relacionadas
al huevo y las L, se presentan en la Tabla 17, donde las caracteristicas de estas fases podrian ser

criterios suficientes para su identificacion en caso de desconocer el origen, es decir, el hospedero
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definitivo. De este modo, se podria distinguir a G. turgidum de G. binucleatum por la presencia de
dos tapones en la primera especie y uno en la segunda, o bien, porque las L, de G. turgidum son mas
pequenfias que las L, de G. binucleatum.

Tabla 17.- Comparacion de la fase de huevo y L, de las especies del género Gnathostoma.

Especie Huevo Lo
Tapones Dimensiones Cdascara  Dimensiones
G. spinigerum’ 1 69.3 x 38.5 Porosa 265.2 x 15.8°
G. hispidum? 1 66.0 x 38.0 Porosa —
G. doloresi? 2 64.0 x 32.0 Porosa 234.5x11.2
G. nipponicum® 1 73.0x42.0 Porosa 280.3x12.9
G. malaysiae® 2 67.5x36.0 Porosa —
G. vietnamicum? 1 70.0 x 40.0 Porosa 262.0x14.0
G. sociale® 1 68.0 x 40.0 — —
G. miyazakii® 1 69.0 x 42.0 — —
G. americanum® 2 63.0 x 28.0 — —
G. turgidum’ 2 66.0 x 32.3 Porosa 178.0x9.0
G. procyonis® 1 66.0 x 40.0 Porosa 276.0x14.0
G. binucleatum® 1 66.9 x 37.1 Lisa 230.0x 125
G. lamothei® 1 69.2 x 38.9 Lisa 323.5x 14.5
Gnathostoma sp. 11*° 2 62.8 x 38.6 Porosa  250.5x12.7
Gnathostoma sp. 111*° 2 — — —

1.- Miyazaki (1954). 2.- Daengsvang (1980). 3.- Ando et al. (1989). 4.- Miyazaki y Dunn (1965). 5.- Anderson (1964).
6.- Travassos (1925). 7.- Mosqueda-Cabrera et al. (2010). 8.- Ash (1962a). 9.- Presente estudio. 10.- Datos no publicados
(LSAyPM). — Dato no presentado.

Respecto al dia de la eclosidn, éste no representa un caracter de diferenciacion entre especies ya que
depende directamente de la temperatura a la que sea expuesto el desarrollo embrionario. Por ejemplo,
Ash (1962a) reporta la eclosion de L, de G. procyonis alrededor del Dia 12 a 23-25°C de incubacion,
mientras que Ando et al. (1989) hacen mencién de la eclosién de las L, de G. nipponicum al Dia 6
bajo temperaturas de 30 y 35°C.

Infeccion de copépodos y obtencidn de EaL ;. El segundo proceso de muda de L, a EaLs tiene lugar
exclusivamente en copépodos del complejo Cyclops, en etapa de copepodito, como primer hospedero
intermediario (Prommas and Daengsvang, 1933; Miyazaki, 1954; Ishi, 1956; Ash, 1962a; Ando et al.
1989; Almeyda-Artigas et al. 1995; Harnnoi, 2005). Este proceso inicia en las tres primeras horas
después de que la L, es ingerida. Una vez en el conducto digestivo del copépodo la larva lo perfora
para establecerse en la cavidad celémica dando paso a los primeros cambios, como la pérdida del
diente larvario que en su lugar se desarrolla una estructura globular que daran origen al bulbo
cefalico. Durante los siete u ocho dias posteriores, el cuerpo de lo que serd una EalL; esta protegido

por la cuticula de la L, que funciona como una cubierta o vaina. Entre el noveno y decimo dia se
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observan estructuras (cuatro hileras de ganchos en el bulbo cefélico, hileras transversales de espinas
corporales, papilas cervicales, poro excretor; sacos cervicales, esdfago e intestino) que indican un
desarrollo total de las EaLs.

Nuevamente, el unico factor que marcé la diferencia en la duracién de este proceso de muda y los
datos presentados por otros autores fue la temperatura. Las EalLz de G. nipponicum se desarrollaron
totalmente en seis dias a 30°C (Ando et al., 1989), mientras que las larvas de G. binucleatum
presentaron caracteristicas de una larva completamente desarrollada en el dia nueve después a 27°C.

Etapa Il. Desarrollo de EaL; a AdvL;

Se ha descartado que exista una muda entre las EalL3 y las AdvLs, ya que durante el monitoreo diario
ninguna de las larvas recuperadas mostro indicios de dicha muda, ya sea una doble cuticula, restos de
ésta o caracteres morfoldgicos distintos, por lo que se trata del mismo estadio larvario en diferente
fase de desarrollo. Cabe hacer mencién que hay registros (datos no publicados, LSAyPM) de AdvL;
con longitudes de 2539.0 — 3455.1 (3836.0) recuperadas de ratones experimentales con 25 a 30 dpi,
mientras que las larvas de 14.5 y 16 dias en promedio median 3760.3. Una observacién durante este
desarrollo fue la migracion tisular efectuada por las larvas, la cual se aborda a continuacion.

La ruta trazada por las larvas puede ser considerada como una estrategia evasiva por parte del
parésito en contra de la respuesta inmune del hospedero, estrategia que le permite continuar con el
desarrollo pese al hecho de requerir mayor costo energético y la necesidad de adaptarse a
condiciones fisico-quimicos del hospedero. Sin embargo, la migracion refleja un beneficio de
supervivencia especifico de las especies parésitas (Douglas y Baker 1959; Duncan, 1972; Mulcahy et
al. 2005). Al respecto, Read y Skorping (1995) compararon diversos grupos de nematodos (p. €j.
Ascaris y Strongylus) con o sin migracion, y concluyeron que el incremento en el tamafio del
parasito, o bien, una maduracién mas rapida se asociaban con la migracion. En general se piensa que
estas migraciones representan legados ancestrales de las estrategias de transmision (Sukhdeo et al.
1997). Sin embargo, ain se desconoce la razén por la cual algunos parasitos llevan a cabo una
migracidn en su hospedero. Existen dos hipétesis sobre los origenes evolutivos de los nematodos
parasitos que podrian explicar este hecho: (a) La técnica "original™ de los neméatodos para infectar a
su hospedero era penetrando la piel (transmision percutanea), (b) que la colonizacion de hospederos
vertebrados se produjo a través de la ingestion accidental (transmision oral) (Chabaud, 1955;
Adamson, 1986, 1989, Clark, 1994).

El primer paso hacia el parasitismo fue la penetracion de la piel por los neméatodos de vida libre

(transmision percutanea). Bajo este punto de vista, la piel himeda de los primeros tetrdpodos
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(anfibios) pudo haber facilitado la penetracion de los neméatodos de vida libre, generalmente
microbivoros, y por lo tanto, la penetracion a traves de la piel requiere una migracion tisular para
Ilegar a su fuente de alimento en la microflora intestinal (Fulleborn, 1929; Chabaud, 1955; Adamson,
1986). Posteriormente, el modo de transmision percutanea se perdid y se sustituyo con la infeccién
por la ingestion (transmision oral), pero la fase de migracidn vestigial se mantuvo (p. €j., Strongylus
vulgaris).

Respecto a la cantidad de larvas recuperadas en el higado, hay evidencia suficiente para suponer que
el paso de las larvas por este 6rgano es esencial para su desarrollo (p. ej., Miyazaki, 1960; Ash,
1962a; Daengsvang, 1971; Le Thi Xuan y Rojekittikhun. 2000), pese al hecho de no contar con los
estudios correspondientes sobre la real demanda del parésito. En un caso particular, y a diferencia de
otras especies del género que se mantienen en la fase de AdvLg, durante la estancia en el higado G.
turgidum logra mudar a adultos inmaduros —maduracion intrahepatica— antes de dirigirse al
estomago de tlacuaches (HD) donde concluye el desarrollo en adultos totalmente maduros (Ls)
(Mosqueda-Cabrera et al., 2009; Almeyda-Artigas et al., 2010; Diaz-Camacho et al., 2010).

Etapa I11. Obtencion de L, y/o de Ls (formas adultas)

Los resultados obtenidos de los ratones tratados con Prednisona no revelan un efecto determinante de
este farmaco sobre las AdvL; que pudiera indicar un proceso de muda hacia el siguiente estadio (L4 0
Ls) ya que al compararlas con las larvas de los ratones controles no presentan diferencias en cuanto a
morfologia se refiere. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que dicha muda pudiera tener
lugar en dias posteriores al Dia 152 de desarrollo y Dia 148 de tratamiento (Tabla 8). Para comprobar
esta hipotesis se habria requerido de mas ratones inmunosuprimidos y asi abarcar mas dias de
tratamiento.

Al comparar las AdvL; de esta etapa con las recuperadas en la Etapa Il, la diferencia radicé en el
aumento en longitud y ancho del bulbo cefalico, cuerpo (3760.3 vs. 5179.0), es6fago e intestino,
siendo éstos ultimos mas desarrollados. En todas las larvas, tanto de ratones experimentales como de
controles, se lograron observar pronunciadamente los fasmidios o glandulas precaudales (par de
organos glandulosensoriales unicelulares que desembocan separadamente a cada lado de la cola)
(Fig. 18) y en el caso particular de las hembras, se noté un mayor desarrollo del primordio genital
(Fig. 19), ademés de dimensiones corporales significativamente superiores (P<0.001) a las de los
machos (Tablas 18 y 19).
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Figura 18.- Fasmidios en el extremo posterior de dos AdvLs. (a) En desarrollo; (b) Completamente
desarrollados.

Figura 19.- Detalle del primordio genital de dos AdvL; hembras. (a) En desarrollo; (b) Completamente
desarrollado.
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Tabla 18.- Comparacidn entre longitudes de AdvL; hembras y machos libres o enquistadas de ratones
experimentales vs. controles (—: cero).

Experimentales Controles
Ratén Libres Enquistadas Libres Enquistadas
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
5384.58 4842.96

N =9 (=1 - - - - - -
0 5286.32  5191.12 o o - - - B
(n=3) (n=3)
1 5448.16  4745.04 . . 5193.84  4989.87 o B
(n=3) (n=1) (n=1) (n=2)
2 5573.28 5142.52 4643.04 . 5671.20 . 5536.56 5079.60
(n=1) (n=2) (n=1) (n=1) (n=2) (n=1)
3 5128.56 L 5152.20 . L L 5201.18 5409.80
(n=2) (n=4) (n=5) (n=2)
A B 5221.71  5393.76 o o o 519656  4755.24
(n=3) (n=2) (n=3) (n=4)
5 5508.00 5340.72 5508.00 5363.16 . . 5388.05 5373.36
(n=1) (n=1) (n=2) (n=2) (n=95) (n=2)
Tabla 19.- Comparacidn entre longitudes de AdvL; hembras y machos libres o enquistadas de ratones
experimentales (—: cero).
Experimentales Controles
Raton Libres Enquistadas Libres Enquistadas
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
1 - 4783.80 - - - o - -
(n=4)
) 529584 516120  5246.88  4687.98 B B B B
(n=1) (n=1) (n=2) (n=2)
3 5267.28  5193.84 514488 471240 B B B B
(n=1) (n=1) (n=1) (n=1)
4 - 445128 523464  5000.04 - - o o
(n=1) (n=3) (n=2)
5 5960.88 5122.45 5406.00 4743.00 . o o o
(n=1) (n=2) (n=2) (n=2)
6 4598.16  4900.08 . 4834.80 B B o o
(n=1) (n=1) (n=1)
7 o o 493272 4846.36 - - - -
(n=2) (n=6)
8 5418.24 - 482868  5097.96 N o o -
(n=1) (n=2) (n=2)
9 - - 540056  4939.52 - B B B
(n=3) (n=3)
10 o 4830.72 4575.72 o - -
(n=2) (n=2)

Un efecto probable de la Prednisona es la formacion de un quiste que rodea a la larva en ambos
grupos de ratones a los Dias 23 y 24 del experimento (Dias 48 y 49 postinfeccién). La formacion de
este quiste depende principalmente de la defensa del hospedero contra el paréasito, o bien se forma
una vez que la larva ha alcanzado su maximo desarrollo. Nishikubo (1963) hace notar la formacion
de quistes tanto en ratas experimentales como en controles a partir de los Dias 29 y 21,
respectivamente, lo que podria estar indicando un retraso en la formacion del quiste en los roedores

tratados con Prednisona (una en el Dia 23 de ratones experimentales vs. tres en ratones controles en
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el Dia 24; Tablas 6 y 7). Al comparar estadisticamente el efecto del tratamiento contra el grupo
control, considerando la cantidad de larvas recuperadas libres, si existe una diferencia entre ambos
grupos (P<0.006).

Respecto a las longitudes de las larvas, Nishikubo (1963) reporta promedios de 5184.00, 4752.00,
5562.00 y 5762.00 a los 12, 14, 19 y 25 dias de tratamiento, respectivamente, y en los controles
4610.00, 4970.00 y 4010.00 a los Dias 14, 20 y 26, respectivamente. De manera individual, al Dia 19
se obtuvo una larva de 7296.00. Considerando que las AdvL3z empleadas en el trabajo de Nishikubo
(1963) habian alcanzado un maximo desarrollo en un hospedero paraténico natural Channa argus,
larvas cuya longitud méaxima es de 3000 a 4000 segun Daengsvang (1981) y Maleewong et al.
(1995), al ser sometidas a los efectos del acetato de cortisona ganaron longitud e incluso alcanzaron
la fase Ls inmadura. Por su parte, las AdvL; empleadas en la Etapa 111 permanecieron en los ratones
desde su fase EalLs y se consideraron AdvLj; a partir del Dia 25 postinfeccion. Por tal motivo, el
tratamiento con Prednisona inicio una vez considerando el maximo desarrollo de las AdvLas.

Sin embargo, con los resultados obtenidos y al no detectar cambios morfoldgicos en las larvas
recuperadas se deduce que aln se mantienen en crecimiento; al comparar los resultados del Dia 71
donde las larvas que alcanzaron 5614.08 de longitud y al dar continuidad con el experimento, las
larvas lograron alcanzar longitudes de 5960.88 en el Dia 94 de tratamiento con el farmaco.

En cuanto al porcentaje de AdvL; recuperadas, Nishikubo (1963) presentdé un promedio general de
alrededor del 80 %, mientras que las larvas recuperadas en la Etapa I1l representan, en promedio, el
52.10% vy el 43.75% de recuperacion en ratones experimentales y controles, respectivamente,
considerandose hasta el Dia 71 de tratamiento. La diferencia entre estos porcentajes puede deberse a
diferentes razones, a saber: i) larvas inmaduras en los copépodos, ii) incompatibilidad entre ratones y
G. binucleatum, iii) dafios sufridos durante la inoculacion y iv) establecimiento en tracto digestivo y
migracion hacia el higado. De las posibles causas sefialadas, se descartan las tres primeras para el
caso particular del presente estudio —con base en los resultados de la Etapa Il y en el método
empleado al momento de la inoculacion. Durante su establecimiento y migracion, algunas de las
larvas pudieron haber estado expuestas un mayor tiempo a los jugos gastricos del hospedero, o bien
pudieron no haber alcanzado los sitios de alimentacion y crecimiento (desarrollo) en el tiempo
requerido, lo que estaria reflejandose en la baja de larvas al momento de las disecciones. El
porcentaje de recuperacion aumento en el experimento que dio continuidad con esta Etapa, en el cual
se presento un 70 % de larvas recuperadas y teniendo un caso de hasta el 100 % de recuperacion (Dia

117 de tratamiento), lo que apoya los supuestos anteriormente mencionados.
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Finalmente, otro factor que indica los efectos del farmaco es el expresado en el peso de los ratones.
Mientras que en promedio los ratones bajo tratamiento pesaban 22.09 gr hasta el Dia 71 de
tratamiento, los del grupo control incrementaron su peso hasta 30.4 gr. Los ratones empleados hasta
el Dia 152 de tratamiento, presentaron un peso de entre 19.9 y 22.7 gr, considerando la pérdida de
peso como uno de los efectos de la inmunosupresion resultante del uso de corticosteroides
(Whitmire, 1957; Mathies, 1962; Jacobs et al., 1996).

Protocolo 11
Infeccion de roedores
Las caracteristicas de las larvas recuperadas de roedores infectados con AdvLs naturales no revelan
indicio de muda hacia la fase siguiente. De acuerdo a lo reportado en el protocolo anterior (Etapa
I11), nuevamente se detectd un incremento en la longitud de algunas larvas, las cuales lograron
alcanzar 6544.32 hacia el Dia 76 de tratamiento, lo que estaria indicando que aln se encuentran en
desarrollo pese a que provienen de un hospedero natural donde se esperaria que hubiese alcanzado su
méaximo desarrollo, tal y como ocurrié con las larvas mencionadas por Nishikubo (1963). Cabe
sefialar que en ningun trabajo presentado a la fecha se hace mencién de AdvL; de dimensiones
corporales como las presentadas en el presente estudio.
Nuevamente no se descarta el efecto de la Prednisona, ya que hubo un retraso en el enquistamiento
en ratones experimentales, tres larvas enquistadas entre el Dia 35 y el Dia 45 de tratamiento,
mientras que en el grupo control la totalidad de las larvas recuperadas estaban enquistadas desde el
Dia 14. Ademas, el peso de los roedores también se vio afectado por el farmaco: mientras que en los
experimentales el peso oscilaba alrededor de los 22.1 gr, en los controles aumentaba con el paso de
los dias postinfeccion llegando hasta 27.6 gr.
La aplicacion de corticosteroides a murinos ha sido practicada para modelar infecciones de
nematodos en hospederos inadecuados, es decir, que no participan como hospederos habituales en el
ciclo de vida del parésito. Datos experimentales muestran que la cortisona y/o esteroides
generalmente reducen la resistencia de mamiferos a infecciones por virus, bacterias, protozoarios y
helmintos como resultado de la supresion o debilitamiento de los mecanismos inmunes del
hospedero —inhibicion de la actividad de eosindfilos, mastocitos y macrofagos—, permitiendo un
incremento en la duracion de la infeccion (Spain et al., 1952; Campbell, 1963; Gleich y Loegering,
1984; Abe y Nawa, 1988; Behm y Ovington, 2000; Meeusen y Balic, 2000).
En el caso particular de nematodos, ademas del trabajo de Nishikubo (1963) referente a

Gnathostoma, la aplicacion de estos farmacos ha tenido efectos positivos en el establecimiento de
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otras especies, por ejemplo: Nippostrongylus brasiliensis —parésito gastrointestinal de ratas—
presenta un bajo o nulo establecimiento en ratones, hamsters y conejos a diferencia de las ratas, pero
la aplicacion diaria de acetato de cortisona a conejillos de indias Cavia porcellus ha permitido el
establecimiento de larvas y gusanos adultos del parasito (Parke, 1961). Particularmente, las larvas de
N. brasiliensis en hospederos inadecuados son atrapadas por la respuesta inflamatoria del hospedero
impidiendo su migracion hacia el intestino donde completan su desarrollo, pero la cortisona suprime
dicha respuesta permitiendo la migracion ademas de incrementar los porcentajes de recuperacion de
parasitos, 1.1-5.9 % en controles y 12.0-18.3 % en experimentales. Trichuris muris parasita a ratones
pero con una expulsion temprana en una primera infeccion (20 dpi); sin embargo, la supresion de las
celulas T mediante la aplicacion de cortisona ha inhibido dicha expulsién manteniendo la infeccion
por un tiempo mas prolongado (70 dpi) ademas de incrementar la carga parasitaria (Wakelin y Selby,
1974; Phillips y Wakelin, 1976; Lee y Wakelin, 1982). Casos similares han sido reportados para
Aspergillus fumigatus (Duong et al., 1998), Aspiculuris tetraptera (Mathies, 1962) y Trichinella
spiralis (Coker, 1956; Markell, 1958), generando incrementos en las cargas parasitarias y

suprimiendo la respuesta inflamatoria.

Infeccidn de gatos

La infeccion de hospederos definitivos propios de G. binucleatum (perros y gatos) ha sido recurrente
para obtener su fase adulta (Medina-Vences, 1988; Almeyda-Artigas, 1991; Koga et al., 1999; Diaz-
Camacho et al., 2002; Alvarez-Guerrero et al. 2010), y como resultado se ha logrado obtener fases
larvarias, adultos inmaduros y adultos maduros. Sin embargo, en ninguno de los casos se hace
mencion de algin morfotipo larvario que pudiera manifestar la presencia de un cuarto estadio. En el
caso particular de Diaz-Camacho et al. (2002), se infectaron cinco gatos y un perro con 20 AdvLl;
cada uno —obtenidas de garzas y peces—, recuperando de un gato paréasitos en diferentes etapas de
desarrollo en estdbmago, higado y musculos toracicos a los 17 dpi. Uno de los gusanos, catalogado
como un ‘“adulto joven”, ademas de tener caracteristicas propias de la fase adulta (p. ej., nueve
hileras de ganchos en el bulbo cefalico) presentaba restos de una cuticula con caracteristicas de una
AdvL; que se extendia desde la parte media del cuerpo hacia el extremo posterior. Del perro lograron

recuperar diez gusanos (sin catalogar) a los 35 dpi.
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Descripciones

Larva de tercer estadio avanzado/Premudados

En términos generales, las caracteristicas morfologicas de las larvas de tercer estadio avanzado y
de los gusanos premudados de G. binucleatum recuperados tanto de ratones inmunosuprimidos de
los Protocolos |1 y Il como de gatos, no difieren entre si, ni respecto de datos morfologicos
presentados por diversos autores para AdvLs naturales. La Unica diferencia a considerar fue el
incremento en su longitud como una posible respuesta a la inmunosupresion o por haberse
desarrollado en un hospedero definitivo propio de la especie, alcanzando, p. €j., longitudes de 6874.8
en un gato con 22 dpi. Por su parte, las AdvL; recuperadas en hospederos intermediarios y
paraténicos muestran normalmente longitudes de entre 3100.0 y 4300.0 (Almeyda-Artigas, 1991;
Kifune et al., 2004; Alvarez-Guerrero y Alba-Hurtado, 2007; Garcia-Marquez et al., 2009), aunque
pueden alcanzar hasta 5800.0 —recuperada de un caracara— (dato no publicado, LSAyPM). Lo
anterior considerando que se trata de hospederos en los que las larvas no contintan con su desarrollo,
por lo que el aumento en longitud se ve mermado, contrario a las condiciones ofrecidas por los

ratones y los gatos, lo que les permitié incrementar su longitud e incluso mudar a fase siguiente (Ls).

En proceso de muda

Los reportes de gusanos en proceso de muda de G. hispidum, G. spinigerum, G. doloresi, G.
binucleatum y G. turgidum hacen alusion a una cuticula externa con caracteristicas propias de una
AdvLs (cuatro hileras de ganchos en el bulbo cefalico, hileras de espinas simples en el cuerpo),
mientras que la nueva cuticula, es decir, la interna, presenta caracteristicas de la fase adulta (p. €j.,
ocho a diez hileras de ganchos en el bulbo cefalico, hileras de escamas complejas en el cuerpo,
presencia de vagina y espiculas en desarrollo). En algunos casos, la cuticula externa permanecio
unida al cuerpo (Imai y Hasegawa, 2001; Diaz-Camacho et al., 2002; Mosqueda-Cabrera et al.,
2009), mientras que en otros, se habia desprendido casi en su totalidad (Maleewong et al., 1995). Los
gusanos en proceso de muda recuperados de los gatos se encontraban en una etapa inicial de este
proceso, por lo que las cuticulas estaban sobrepuestas manteniendo las caracteristicas de ambas fases
(AdvL; y Ls). Esta doble cuticula permite plantear dos hipotesis: i) existe una larva de cuarto estadio,
que es morfoldgicamente indistinguible de una AdvLz 0 de un Ls inmaduro; ii) la AdvLs muda
directamente a Ls. Las observaciones morfoldgicas de este trabajo, junto con el hecho de que el

crecimiento y desarrollo de los nematodos es mediado por procesos de muda (que consisten de dos
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pasos: la sintesis de una nueva cuticula y el desprendimiento de la antigua), y que entre cada proceso
se presentan cambios morfoldgicos que distinguen a la diferentes fases (Lee, 1970; Imai &
Hasegawa, 2001), permiten sustentar la segunda hipatesis.

Postmudados

Las caracteristicas morfologicas de los gusanos postmudados comparadas con las de adultos
inmaduros y/o adultos presentados en la literatura no muestran diferencias contundentes como para
suponer que los primeros pertenezcan a un estadio distinto a la fase adulta. En todos los casos se
hace mencion de gusanos con un bulbo ceféalico provisto de nueve o diez hileras completas de
ganchos, papilas cervicales, poro excretor, hileras de escamas que cubren en su totalidad el cuerpo,
las cuales son complejas en el extremo anterior (con dos o tres puntas) y simples hacia el extremo
posterior (una punta). Las hembras presentan una vulva ubicada alrededor de 60 % del cuerpo,
mientras que los machos tienen un par de espiculas y papilas caudales. Al comparar las longitudes de
gusanos adultos recuperados de hospederos naturales y experimentales, la cuales oscilan entre 13.0 y
57.0 mm (Almeyda-Artigas, 1991; Mosqueda-Cabrera, 2003; Alvarez-Guerrero et al. 2010; Diaz-
Camacho et al. 2002), se considera a los gusanos postmudados como adultos en crecimiento al

presentar longitudes de entre 6.6 y 9.7 mm.

Tiempo, Longitud y Desarrollo

Inicialmente se crey6 que habria una marcada relacién entre el tiempo de infeccion, la longitud y el
desarrollo del parasito, lo que permitiria agrupar a los gusanos recuperados en las diferentes etapas
de experimentacion, en caso de no presentarse una diferencia morfolégica (indicativo de muda); sin
embargo, no siempre sucedio asi.

Al inicio de los experimentos, hubo un desarrollo homogéneo entre los procesos de muda de los
primeros estadios (L;—L,—EaL3) respecto al tiempo, alcanzando el estadio siguiente de forma
sincronizada. No obstante, dicha relacion perdi6 sentido durante el desarrollo de la AdvLs hacia el
estadio siguiente (L4 0 Ls), ya fuese empleando hospederos definitivos inadecuados (roedores bajo
inmunosupresion) u hospederos definitivos naturales (gatos infectados experimentalmente). En todos
los hospederos (roedores y gatos), el comportamiento en el desarrollo fue irregular, ya que se hubiera
esperado encontrar gusanos con un mismo desarrollo, o al menos muy préximo, al momento de su
recuperacion en funcion del tiempo postinfeccion. No obstante, el estado de desarrollo de las larvas y

de los adultos inmaduros no reflejé una relacion particular con los dias postinfeccion, o bien,
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respecto a su longitud. Por ejemplo, en ratones infectados con EalL; al Dia 30 postinfeccion con
cinco dias de tratamiento con Prednisona, se obtuvieron larvas libres con longitudes de entre 4842.96
y 5638.56, mientras que larvas recuperadas a los 107 dpi con 103 dias de tratamiento median entre
4598.16 y 4900.08 de longitud, siendo mas pequefias que las primeras (4598.16 vs. 5638.56).
Respecto a las larvas libres de ratones infectados con AdvLs obtenidas de un hospedero natural
(caracara), las longitudes oscilaron entre 5180.60 y 6544.32 en un lapso de 76 dpi/ddt.

En los gatos el comportamiento del desarrollo también fue irregular, pese a que trataba de
hospederos definitivos adecuados. En el primer grupo de dos gatos, en los que se esperaria tener
larvas con cinco y diez dias de desarrollo en uno de ellos, las larvas midieron entre 4981.68 y
6552.48 de longitud, mientras que en el otro al Dia 35 tenian longitudes de entre 5406.00 y 5716.08
(Tabla 14). En el segundo grupo (de cuatro gatos), el crecimiento fue discontinuo al tener larvas con
longitudes de 6874.80 al Dia 22 y de 6058.80 al Dia 77. La fase de desarrollo no mantuvo relacion
respecto a los dias postinfeccion, teniendo asi gusanos premudados desde el Dia 17 y hasta el Dia 77;
en proceso de muda en los Dias 22 y 25, y gusanos mudados (adultos inmaduros) en los dias 25, 27 y
77. Ademas, en los Ultimos casos, la cantidad de gusanos mudados se vio disminuida (Tabla 18).

Al respecto, otros estudiosos del tema han reportado adultos inmaduros de G. binucleatum después
de los Dias 17, 35 y 47, e incluso en el séptimo, noveno y treceavo mes, asi como adultos maduros
desde el octavo mes (Medina-Vences, 1988; Almeyda-Artigas, 1991; Koga et al., 1999; Diaz-
Camacho et al., 2002; Alvarez-Guerrero et al. 2010). Asi, en la Tabla 20 se observa que dentro de
los primeros cuatro meses postinfeccion pueden ser recuperados indistintamente gusanos

premudados (AdvL3) o adultos inmaduros (p. €j., a partir del Dia 17).

Tabla 20.- Relacion entre desarrollo y tiempo postinfeccion en hospederos definitivos experimentales (*: terminologia
empleada en el presente estudio).

A. Maduros

Postmudados*
(= A. Inmaduros)

En muda

Premudados*
(= AdvLy)

6 17 22 25 27 35 47 77 4 7 9 13
Dias Meses
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La relacion entre las diferentes fases de desarrollo y sus longitudes (Tabla 21) refleja una
dependencia. Al comparar caracteres morfologicos, datos morfométricos y estadisticos, las AdvLs y
los gusanos premudados no presentan diferencias entre si que indiquen que se trata de fases distintas,
por lo que las AdvL; pueden alcanzar longitudes que oscilan entre 4553.28 y 68740.80; durante este
crecimiento aumenta el desarrollo de estructuras como el esofago, los fasmidios y, en el caso de las
hembras, la incipiente vagina.

Los gusanos en proceso de muda presentan longitudes significativamente diferentes (P<0.04) con
respecto a las AdvLgs, lo que permite su agrupacion, aunado a la presencia de la doble cuticula. En el
caso de los postmudados, existen diferencias significativas (P<0.001) entre sus longitudes y las de
adultos inmaduros y maduros; sin embargo, las caracteristicas morfoldgicas indican que se trata de la
misma fase, en crecimiento. No obstante, los gusanos postmudados y los adultos inmaduros pueden
distinguirse perfectamente de los adultos sexualmente maduros —con espiculas totalmente
desarrolladas (machos) y Gteros con huevos (hembras).

Finalmente, cabe resaltar que de acuerdo con Medina-Vences (1988), Almeyda-Artigas (1991), Koga
et al. (1999), Diaz-Camacho et al. (2002) y Alvarez-Guerrero et al. (2010), se pueden encontrar
AdvL; con longitudes de 6544.32 y al mismo tiempo gusanos de 6262.80 en proceso de muda, o bien
gusanos postmudados de 6638.13 y AdvL; de 6874.80 (Tabla 21).

Tabla 21.- Relacion entre las fases de desarrollo y sus longitudes (A: Adultos; *: terminologia
empleada en el presente estudio).

Minima  Maxima  Promedio

A. Maduros ~ 20950.00 57000.00  38975.00
A. Inmaduros  8694.00 26770.00 17732.00
Postmudados* 6638.16  9738.96 7996.80
En muda 6262.80  6936.00 6590.56
Premudados*  4920.48  6874.80 6018.47
AdvL; 455328  6544.32 5548.80

Larva de cuarto estadio
La presencia de una larva de cuarto estadio al interior del género Gnathostoma ha sido considerada
en la literatura principalmente de manera hipotética, o bien, teniendo bases en especimenes atipicos.
La hipdtesis sobre la presencia de este estadio retoma el supuesto de que los nematddos estan

conformados por cuatro estadios larvarios y un adulto, como ocurre por ejemplo en ascaridos,
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rabditidos, estrongilidos y espirdridos, lo que podria sugerir que esta caracteristica es compartida por
todos los nemétodos. Sin embargo, se presentan casos en los que esta regla no se cumple; por
ejemplo, Hasegawa et al. (2000) realizaron experimentalmente el ciclo in vivo de Spiroxys hanzaki
(Nematoda: Gnathostomatidae), determinando la ausencia del cuarto estadio al no encontrar gusanos
morfolégicamente distintos a las larvas de tercer estadio y a los adultos, y sugirieron que este hecho
podria ser caracteristico de otros gnatostomidos.

La descripcion de larvas atipicas de Gnathostoma se basa principalmente en diferencias cuticulares
de algunos ejemplares. Por ejemplo, Le-Van-Hoa et al. (1965) hicieron mencion de larvas de G.
hispidum recuperadas de su hospedero definitivo Sus scrofa domesticus, las cuales midieron entre
ocho y 12 mm de longitud, con cuatro hileras de ganchos en el bulbo ceféalico y con hileras de
espinas transversales en forma de “mamelones”. Ademas, lograron recuperar gusanos en proceso de
muda cuya cuticula externa tenia caracteristicas de una larva, aparentemente de cuarto estadio, con
longitudes de entre 12.5 y 13.7, 6rganos sexuales definidos y una cuticula externa con caracteristicas
tipicas del adulto; sin embargo, mas alla de las cuatro hileras en el bulbo cefalico no presentaron una
descripcion de las espinas cuticulares externas. Asi mismo, Le Thi Xuan et al. (2002), mencionron
una larva atipica de G. spinigerum considerando las diferencias en los ganchos del bulbo cefalico, ya
que la base de los ganchos de una AdvL; tipica es ovalada (p. €j., 13 x 8 y 16 x 8 um), mientras que
los de la reportada era casi circular (p. €j., 11 x 13 y 10 x 10 pum).

Por otro lado, Almeyda-Artigas et al. (2010) describieron un caso de precocidad de una AdvL; de G.
turgidum en un hospedero paraténico, aunque pudiera tratarse de una L,4; dicha duda surgié al
comparar la morfologia cuticular de una AdvL; tipica con la cuticula del gusano en cuestion. La
cuticula de las primeras presenta hileras transversales de espinas que cubren todo el cuerpo; sin
embargo, la cuticula evaluada presentaba hileras de espinas que so6lo cubrian alrededor del 25 % de
su cuerpo, ademas de presentar un bulbo cefalico con cuatro hileras de ganchos con una base casi
circular. Otra diferencia entre ambos grupos de larvas es el aumento en las dimensiones corporales,
ya que las AdvL; tipicas de G. turgidum alcanzan longitudes de entre 1.5 y 2 mm de largo, mientras
que la probable/supuesta L4 midié 9.7 mm.

En este sentido, los cambios morfoldgicos de los casos anteriores pudieran indicar que existe un
cuarto estadio con caracteristicas diferentes a una AdvL; y a la fase adulta. Sin embargo, las fases
larvarias recuperadas de gatos y ratones no presentaron alguna modificacion cuticular, sélo un
aumento en su longitud como ocurrio en los casos de G. hispidum y G. turgidum, por lo que de

existir un cuarto estadio larvario se hubiera recuperado al menos un gusano que morfoldégicamente
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indicara un estadio distinto, lo anterior considerando la cantidad de vermes recuperados y los
monitoreos periodicos del desarrollo, desde el embrionario hasta la obtencion de adultos inmaduros.
Respecto al aumento en la longitud, esto puede tener sentido bajo la luz del hecho de que en los
espiraridos, al wusar hospederos intermediarios, sus larvas de tercer estadio no crecen
considerablemente en ellos, mientras que en los gnatostomidos éstas ganan longitud corporal (de ahi
que se les conozca como AdvLs). No obstante, las larvas de tercer estadio de los espiruridos rara vez
crecen marcadamente en el hospedero definitivo, pero mudan al cuarto estadio, mientras que las
AdvL; de Gnathostoma crecen ampliamente antes de mudar. Esto sugiere que el inusual crecimiento
“preparatorio” estaria compensando la ausencia de una larva de cuarto estadio (Anderson, 2000; Imai

y Hasegawa, 2001).
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XI.- CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en las que se llevé a cabo el experimento se puede concluir que:

X/
L X4

X/
°

No es posible afirmar que el uso del corticosteroide en ratones infectados permita sustituir al
hospedero definitivo natural, ya que durante el periodo de tratamiento (148 dias para larvas
provenientes de copépodos y 76 dias para larvas provenientes de hospederos paraténicos

naturales) no se obtuvieron larvas mudadas o en proceso de muda.

Sin embargo, se puede afirmar que el uso del corticosteroide permitio el crecimiento y el
desarrollo de las larvas de tercer estadio avanzado que no se enquistaron, como consecuencia

del retraso de la respuesta inflamatoria.

Los gusanos premudados hallados en la pared muscular de gatos infectados corresponden a

larvas de tercer estadio avanzado.

La cuticula externa de los gusanos en proceso de muda es idéntica tanto a la de larvas de

tercer estadio avanzado tipicas asi como a la de los gusanos premudados.

Las caracteristicas de la cuticula interna de los gusanos en proceso de muda y de los gusanos

postmudados corresponden a adultos inmaduros (Ls).

Con base en la comparacion morfoldgica de gusanos premudados, en proceso de muda y
postmudados, se concluye que, para el caso de G. binucleatum, se presenta una sola muda en
el hospedero definitivo; es decir, no hay larva de cuarto estadio. Asi, su ciclo de vida queda

conformado por tres estadios larvarios (L;, L, y L3) y formas adultas (Ls).
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Euzet y Combes (1980) propusieron el concepto de “filtros” para simbolizar los mecanismos
responsables de la formacion del rango de hospederos. Por su parte, Combes (2001) los definié de la
siguiente manera: un “filtro de encuentro” excluye todas las especies vivas donde el parésito no
puede encontrarse por razones ecoldgicas o etoldgicas, mientras que un “filtro de compatibilidad”
elimina las especies que no permiten la coexistencia con el parésito, por razones morfoanatomicas,
metabolicas o inmunologicas. Los “filtros de encuentro” intervienen cada vez que un parasito cambia
de hospedero, dependiendo del tipo del ciclo de vida y de los modos de transmision. Los “filtros de
compatibilidad” determinan el rango de hospederos usados por el parasito.

4

Digestion artificial
6 gr de Pepsina (1:10,000)
6 ml de HCI
1 L de Agua destilada
Estufa de Cultivo (1-4 horas a 37-40°C)

2
Meétodo de concentracion por flotacion de Willis

Consiste en preparar el material fecal con solucién saturada de NaCl. Los huevos de helmintos de
peso especifico menor que la solucion saturada de NaCl tienden a subir y adherirse a una lamina
colocada en contacto con la superficie del liquido (p. ej., porta objetos).

Reactivo: solucidn saturada de NaCl a una densidad de 1.18.

Técnica:

1. Tomar 1 gr aproximadamente de materia fecal.

2. Colocar la muestra en un recipiente adecuado de boca ancha y mezclar homogéneamente
(eliminando elementos groseros) con la solucion saturada de NaCl con la ayuda de un
abatelenguas.

Tratar de llenar completamente el recipiente con la solucién.

Cubrir con un porta objetos limpio, de manera que el liquido haga contacto con la lamina. Si

es necesario, cologue mas solucion con ayuda de una piceta.

Esperar 20-25 minutos.

6. En ese lapso, los huevos de helmintos, cuyo peso especifico es menor al de la solucién,
flotaran y quedaran adheridos a la cara del porta objetos en contacto con la mezcla.

7. Retirar el porta objetos e invertirlo rdpidamente para evitar pérdida de material y cubrir con
un cubre objetos.

8. Examinar al microscopio inmediatamente.
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6
Solucién de Locke
9.00 gr de NaCl
0.40 gr de KCI
0.20 gr CaCl,

0.20 gr de NaHCO3
1 L de Agua destilada

l
Agua de cultivo

Agua libre de cloro, mantenida dias antes de su uso a 28°C, suministrandole oxigeno via una piedra
difusora conectada a través de una manguera a una bomba de aire “Elite” (modelo 802) para acuario.

8
Técnica a contraluz

Se monta un trozo de musculo entre dos placas de vidrio transparente y, ejerciendo ligera presion, se
examina frente a una fuente luminosa (p. €j., un foco de 100 vatios).

9
Lactofenol de Amann
16.5 ml de Acido lactico
20.0 gr de Fenol en cristales

32.0 ml de Glicerina neutra
20.0 ml de Agua destilada
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