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Hallazgos Histopatoldgicos en el Sistema Nervioso Central de

Rattus norvegicus Infectados con Angiostrongylus cantonensis

HistoPATHOLOGICAL FINDINGS IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM OF Rattus
norvegicus INFECTED WITH Angiostrongylus cantonensis

Luis Solérzano-Alava'?, Francisco Sanchez-Amador'?, Carolina Pérez!*

RESUMEN

Rattus norvegicus es el huésped definitivo del nematodo Angiostrongylus
cantonensis. El objetivo del estudio fue determinar las alteraciones macroscopicas y
lesiones histopatoldgicas en el sistema nervioso central (SNC) de ratas infectadas con 4.
cantonensis. Se trabajo con 35 R. norvegicus. De estas, 23 fueron infectadas experimen-
talmente con larvas L3 y 5 ratas quedaron sin inocular (controles), ambos grupos proce-
dentes de bioterio, y 7 ratas capturadas en la ciudad de Guayaquil, Ecuador, cuya infec-
cion natural fue comprobada en el laboratorio. Siete de 23 ratas experimentalmente infec-
tadas presentaron cambios de comportamiento (carreras en circulo) a partir del 29 dia
pos-infeccion (dpi). Tres de estas ratas fueron sacrificadas a los 30-33 dpi y las otras 4 a
los 48-105 dpi; asimismo, todas las ratas infectadas experimentalmente y las capturadas
fueron sacrificadas. Los encéfalos fueron extraidos, pesados, preservados con formol al
10% e histologicamente procesados. En las tres ratas con 30-33 dpi se encontré edema
cerebral, gliosis, congestion circular, hiperplasia de células endoteliales y desarrollo larval
(L4-L5). En los cerebros de las ratas con mas de 48 dpi se encontraron alteraciones
similares y dilatacion de vasos sanguineos. El peso del cerebro de ratas positivas a A.
cantonensis alos 33 y >48 dpi fue de 2.02 y 2.03 g, respectivamente, mientras que el peso
promedio en ejemplares sanos (controles) fue de 1.82 g. Se concluye que 4. cantonensis
causa lesiones en el SNC de R. norvegicus.
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Rattus norvegicus is the definitive host of Angiostrongylus cantonensis. The aim of
this study was to determine the type of macroscopic alterations and histopathological
findings in the central nervous system (CNS) of R. norvegicus infected with A. cantonensis.
A total of 35 rats were used. Among them, 23 rats from an animal facility were experimentally
infected with L3 larvae and 5 remained as controls (not infected), and 7 rats that were
captured in the city of Guayaquil, Ecuador, whose natural infection was confirmed in the
laboratory. Seven out of 23 artificially infected rats showed changes in behavior (walking
in circles) after 29 days post infection (dpi). Three of them were euthanized at 30-33 dpi
and the other four at 48-105 dpi; also, all experimental rats and the seven captured rats
were euthanized. The brains were dissected, weighed, perfused with 10% formalin and
histologically processed. In the 30-33 dpi rats were found brain edema, gliosis, congestion,
circular endothelial cell hyperplasia and development of L4-L5 larvae. In the brains after
48 dpi similar findings and dilation of blood vessels were observed. The average weight
of brains positive to 4. cantonensis at 30-33 and >48 dpi was 2.02 and 2.03 g respectively,
while in the controls was 1.82 g. It is concluded that 4. cantonensis causes lesions in the

CNS of Rattus norvegicus.
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INTRODUCCION

Angiostrongylus cantonensis fue des-
crito por primera vez en China en 1935 en los
pulmones de Rattus rattus y Rattus
norvegicus y reportado como Pulmonema
cantonensis (Chen, 1935).

R. rattus y R. norvegicus son los hués-
pedes definitivos de A. cantonensis. El pa-
rasito adulto se localiza en las arterias
pulmonares, donde producen larvas L1 que
son eliminadas con las heces, las cuales son
ingeridas por un molusco que constituye su
huésped intermediario (en Ecuador son
Achatina fulica y Pomacea spp). Las L1 se
convierten en larvas L2-L3, que son ingeri-
das por los roedores (Rattus spp). Estas lar-
vas llegan al cerebro como L4-L5 a las dos
semanas pos-infeccion, para descender cua-
tro semanas mas tarde al sistema
cardiopulmonar, donde alcanza su estado
adulto (Alicata, 1991; Dorta-Contrera et al.,
2007; Solorzano et al.,2013).
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El primer registro de 4. cantonensis en
roedores en las Américas fue en Cuba, don-
de se encontraron en 12 de 20 ratas (R.
norvegicus) en seis comunidades de La
Habana (Aguiar et al., 1981). Posteriormen-
te se encontrd en 20/94 R. norvegicus en
Louisiana, EEUU (Campbel y Little, 1988) y
en afios mas recientes en animales de vida
silvestre en la misma region (Kim et al., 2002),
asi como en animales domésticos (Costa et
al., 2000) y en primates no humanos (Duffy
et al., 2004). Wang et al. (2008) sefialaron
que roedores capturados en Cuba y la Repu-
blica Dominicana presentaban una alta pre-
valencia de A. cantonensis. Asimismo, se han
reportado roedores con angiostrongilosis en
Puerto Rico (Andersen et al., 1986), Repu-
blica Dominicana (Vargas, 1992), Jamaica
(Lindo et al., 2002), Haiti (Raccurt ef al.,
2003), Brasil (Caldeira et al., 2007) y Ecua-
dor (Martini et al., 2013).

Debido a los reportes en laregion y ala
escasez de estudios que especifiquen los da-
flos causados por el paso de A. cantonensis
en el sistema nervioso central, el objetivo del
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presente estudio fue determinar las altera-
ciones y lesiones anatomo-patologicas que
pudieran presentarse en el Sistema Nervio-
so Central (SNC) y el tiempo que puedan
perdurar estos cambios en las ratas silves-
tres y de laboratorio experimentalmente in-
fectadas.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevo a cabo en el Centro
de Referencia Nacional de Parasitologia del
Instituto Nacional de Salud Publica e Inves-
tigacion (INSPI) Leopoldo Izquicta Pérez,
Guayaquil, entre marzo de 2014 y febrero de
2016.

Se utilizaron 28 ejemplares de ratas R.
norvegicus adultas albinas machos de 30 dias
de edad, procedentes del bioterio del INSPI.
Cinco de ellas se usaron como modelo de
ratas sanas (control, sin inoculacion) y las 23
restantes conformaron el grupo experimen-
tal. Estos animales fueron inoculados con 4.
cantonensis (104 larvas L3 por roedor), ob-
tenidos a partir de la digestion de caracoles
Achatina fulica infectados de la localidad
LaTroncal, Ecuador. Adicionalmente, se eva-
luaron siete ratas pardas (R. norvegicus) in-
fectadas naturalmente con A. cantonensis,
conmas de 48 dias pos-infeccion (dpi) y con
estadios adultos en sus pulmones, que fue-
ron capturadas en la ciudad de Guayaquil.
Infecciones mayores de 48 dias fueron cons-
tatadas porque las ratas eliminaban larvas L1
en las heces. Los cambios morfologicos del
parasito A. cantonensis durante su ciclo de
vida fueron comparados ¢ identificados se-
gun los trabajos descriptivos de Cowie (2013)
y Thiengo et al. (2010).

En la captura de las ratas silvestres se
usaron 9 trampas Tomahawk (15 x 15 x 45
cm), que se colocaron estratégicamente en
lugares donde habia indicios de presencia de
roedores, tales como heces, materiales roi-
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dos y rincones oscuros. Las trampas fueron
armadas y ubicadas durante la noche y revi-
sadas temprano en la mafiana siguiente
(Ibafiez et al., 2012). Se les hizo examenes
de heces y observacion de comportamiento
(08:00-09:00 y 15:00-16:00) durante 5 dias.
Las ratas fueron sacrificadas con CO,
(Moreira et al., 2013).

Durante el experimento, los animales
recibieron alimento y agua ad libitum y se
mantuvieron en ciclos de luz/oscuridad de 12
horas (Caldeira et al., 2007; Ceruti et al.,
2010; Martini et al., 2013). Posterior a la ino-
culacion, fueron inspeccionadas todos los dias
laborables (309 dias laborables), tanto por las
maiianas (08:00-09:00) como por las tardes
(15:00-16:00), anotando cualquier cambio de
comportamiento que pudieran ocasionar los
parasitos a lo largo de su ciclo de vida. El
estudio contd con los permisos para el uso de
roedores del bioterio del INSPI-Veterinaria,
Guayaquil y se utilizo la «Guia de manejo y
cuidado de animales de laboratorio» del Mi-
nisterio de Salud de Peru (2008).

Las ratas de laboratorio fueron sacrifi-
cadas entre los 30-33 dias y entre 48-105 dpi,
periodos relacionados con el nivel de desa-
rrollo de las larvas de A. cantonensis en el
encéfalo; en tanto que las ratas de laborato-
rio fueron sacrificadas al término de los cin-
co dias de observacion. El sacrificio de las
ratas se realizé en una camara de CO,
(Moreira et al., 2013). Se colectaron los ce-
rebros segun protocolo usado en el CRN de
Parasitologia (Martini et al., 2013). Los 35
cerebros fueron pesados en una balanza ana-
litica (en miligramos) - Modelo MET AB54-
S/FACT.

Los tejidos del Sistema Nervioso Cen-
tral (SNC) fueron fijados y conservados en
formalina al 10%, incluidos en parafina, cor-
tadas y teflidas con hematoxilina-cosina para
su observacion, segin el procedimientos
estandar de Dufty et al. (2004).
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Figura 1. Larvas L4 y L5 de Angiostrongylus cantonensis en el lobulo izquierdo del cerebro de
Rattus norvegicus a los 33 dias de la inoculacion

RESULTADOS

Siete de las 23 ratas de laboratorio pre-
sentaron cambios temporales de comporta-
miento (carreras en circulos). Tres de ellas
luego de 30-33 dpi y las otras cuatro luego de
48 dpi. Ninguna de las ratas control ni las
siete ratas pardas capturadas con infeccion
natural de angiostrongilosis presentaron cam-
bios de comportamiento.

No se observaron alteraciones macros-
copicas visibles en el cerebro de las ratas in-
fectadas de manera natural o artificial. No
obstante, el peso del cerebro de ratas positi-
vas a A. cantonensis alos 33 y >48 dpi variod
entre 2.02 y 2.03 g, mientras que el peso pro-
medio en ejemplares sanos (controles) varid
entre 1.81y 1.83 g.

Cerebro a los 30-33 Dias Pos-Infeccion

En la necropsia de tres de las 23 ratas
inoculadas, se observaron larvas vivas L4-
L5 de A. cantonensis en la superficie de los
lobulos cerebrales, interior del cerebelo y ad-
heridas a las meninges del cerebro (Figura
1). En estas ratas se observaron cambios de
comportamiento durante tres dias (giros en
circulos por un intervalo de tiempo).

En la evaluacion histopatologica del ce-
rebro se encontrd hiperplasia de células
endoteliales, congestion circulatoria en
arteriolas, gliosis y edema intersticial. Ade-
mas, se observo dentro del encéfalo, en las
meninges y en el cerebelo, cortes de larvas
que corresponden al es6fago, intestino y or-
ganos sexuales inmaduros de larvas L4-L5
de A. cantonensis.
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Figura 2. Presencia de edema vacular (¥), células gliales (G) y neuronas (n) en el parénquima
cerebral de Rattus norvegicus con mas de 48 dias de infeccion experimental con
Angiostrongylus cantonensis

Figura 3. Arteriolas cerebrales dilatadas (flechas) con glébulos rojos en parénquima cerebral de
Rattus norvegicus con mas de 48 dias de infeccion experimental con Angiostrongylus
cantonensis
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Cerebro Posterior a los 48 Dias Pos-In-
feccion

En las 20 ratas restantes con
angiostrongilosis (larvas L1 en heces), solo
cuatro presentaron cambios de comporta-
miento los dias 48, 49, 58 y 105 dpi, respecti-
vamente. Las 16 ratas restantes fueron sa-
crificadas a los 48 (2), 49 (2), 58 (3), 60 (3),
90 (4) y 105 (2) dpi. No obstante, en la eva-
luacién histopatoldgica de las 20 ratas se en-
contrd hiperplasia de células endoteliales,
gliosis y edema intersticial. Ademas, dilata-
cion en los vasos sanguineos encefalicos,
creando una congestion vascular cerebral
mas severa que la observada en las ratas in-
fectadas a los 30-33 dpi.

En las siete ratas pardas capturadas
(positivas a angiostrongilosis con parasitos
adultos en arterias pulmonares) no se encon-
traron parasitos en el SNC. Por otro lado, a
nivel histoldgico se encontraron alteraciones
similares a las observadas en las 23 ratas in-
fectadas experimentalmente con larvas L1.

Evaluacion en Ratas Control

En la evaluacion macroscopica e
histopatologica de los encéfalos de ratas sa-
nas (sin inocular), no se encontraron cam-
bios patologicos evidentes ni presencia de
otros tipos de parasitos.

DiscusioN

La presencia de larvas L4-L5 en la bo-
veda cefalica a los 33 dpi, de parasitos adul-
tos en los pulmones posterior a los 48 dpi y
larvas L1 en heces concuerda con trabajos
previos de los autores (Solorzano et al.,
2013).

Wang et al. (2008) no observaron cam-
bios evidentes a los 7 dpi, pero encontraron
algunas células inflamatorias que se
incrementaron en las meninges a los 14 dpiy
otras aparecieron en el cerebro después de
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21 dpi en ratas infectadas con A.
cantonensis. Asimismo, Wei et al. (2015)
demostraron que los ratones y las ratas in-
fectadas con A. cantonensis exhiben sinto-
mas conductuales evidentes del SNC, aun-
que leves, y desaparecen a las tres semanas
de la infeccion. Es posible que las diferen-
cias con el presente estudio estén relaciona-
das a una diferente respuesta inmune, pues
los cambios de comportamiento fueron ob-
servados en los 48, 49, 56 y 60 dpi.

El mayor peso de cerebros de ratas con
angiostrongilosis en comparacion con anima-
les sanos pudo deberse al edema ¢ inflama-
cion (hiperplasia intersticial) que no permite
recuperar el peso inicial. Yoshimura et al.
(1988) indicaron que ratones y cobayos in-
fectados mostraron atrofia degenerativa o pér-
dida de células de Purkinje y vacuolizacion es-
ponjosa de la materia blanca en el cerebelo.

Las microglias pueden tener un impac-
to en la respuesta inflamatoria del SNC y
mejorar la funcion de los nervios del SNC en
la angiostrongiliasis (Wei et al., 2013). Simi-
lares resultados de edemas y gliosis fueron
encontrados en la evaluacion histopatologica
en 14 ratas (R. norvegicus) con angio-
strongilosis de 30-33 y >48 dpi.

Caldeira et al. (2007) reportaron la pre-
sencia de 4. cantonensis jovenes en las ve-
nas meningeas de R. norvegicus experimen-
talmente infectados. Ademas, observaron di-
latacion de venas y arterias por el paso del
parasito. En el presente estudio solo se en-
contraron arteriolas dilatadas en ratas poste-
riores a los 48 dpi, pero sin presencia del pa-
rasito.

Experiencias previas en el laboratorio
de los autores indican que ratas inoculadas
que poseen signos de alteraciones
neurologicas y que mueren espontaneamen-
te a los 30-33 dpi se les ha encontrado entre
20 y 50 larvas L4-L5 de A. cantonensis en
el SNC durante la necropsia. Asimismo, se
ha encontrado ratas con mas de un afio post-
inoculacion donde se han recuperado hasta
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105 parasitos adultos en las arterias
pulmonares, por lo que resulta dificil estable-
cer la carga parasitaria necesaria para pro-
ducir la muerte del huésped definitivo (R.
norvegicus). Las ratas poseen una resisten-
cia natural propia contra las enfermedades
parasitarias (Landete y Barja, 1998).

CONCLUSIONES

e Sec observaron cambios de comporta-
miento (pérdida de orientacion temporal)
en 7/23 ratas (Rattus norvegicus) a
partir del dia 29 de la infeccion experi-
mental con Angiostrongylus canto-
nensis.

e Se observo la presencia del parasito en
las meninges, pero sin cambios
macroscopicos de la morfologia del ce-
rebro; sin embargo, hubo diferencias en
el peso del cerebro de animales infecta-
dos vs. ratas controles.

e Se observo edema, hiperplasia de célu-
las endoteliales y gliosis a los 30-33 y 48
dias pos-infeccion y dilatacion de las
arteriolas cerebrales posterior a los 48
dias pos-infeccion.
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