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RESUMEN

Se identificd los antigenos del liquido seudocelomico (LS) de Toxocara canis mediante la técnica de
Electroinmunotransferencia o “Western Blot”, utilizando suero hiperinmune producido en Oryctolagus
cuniculus inmunizado experimentalmente. E1 LS se obtuvo de ejemplares hembras del parasito obtenidos por
desparasitacion con Mebendazol de cachorros de Canis familiaris y se utiliz6 para inmunizar, junto con el
adyuvante completo e incompleto de Freund, a un ejemplar de O. cuniculus, a fin de obtener el suero
hiperinmune. La técnica de Western blot se hizo con LS tratado y no tratado con Dithiothreitol (DTT).

Los pesos moleculares, en kilodaltons (KDa) de los antigenos tratados con DTT fueron: 125.8; 97.7; 66.8;
64.6; 57.5; 44.8; 43.4; 41.7; 34.8; 25.1; 21.9; 18.2; 15.5; 15.1; 14.1 y 9.1 KDa, mientras que los que no
fueron tratados presentaron los siguientes pesos: 125.8; 97.7; 66.8; 65.3; 64.6; 57.5; 45.2; 43.4; 35.1; 30.9;
24.5;23.0; 21.9; 18.2; 17.4; 15.5; 14.1 y 9.1 KDa. Se concluye que que el LS de 7. canis contiene proteinas
antigénicas que podrian se de utilidad en pruebas diagnosticas.

Palabras clave: Toxocara canis, Liquido seudocelémico; Electroinmunotransferencia
ABSTRACT

Pseudocelomic Fluid (PF) Antigens of 7oxocara canis by means of an Electro Inmuno Transfer Blotting
assay was identified using immune serum obtained in Oryctolagus cuniculus experimentally immunized. PF
was obtained from adult female of 7. canis obtained from nine dogs of Canis. familiaris, desparasitized with
mebendazole, which was used to immunized, with complete and incomplete Freund's adjuvant, a specimen of
O. cuniculus, in order to obtain the immune serum, which was used to detected Pseudocelomic Fluid Antigens
By means of Electro Inmuno Transfer Blotting, of which a part of Pseudocelomic Fluid was treated with
Dithiothreitol (DTT), whereas, the other part wasn't treated. Molecular weight of antigens treated with DTT



were: 125.8; 97.7; 66.8; 64.6; 57.5; 44.8; 43.4; 41.7; 34.8; 25.1; 21.9; 18.2; 15.5; 15.1; 14.1 y 9.1 KDa;
whereas, antigens weren't treated with DTT were: 125.8; 97.7; 66.8; 65.3; 64.6; 57.5; 45.2; 43.4; 35.1; 30.9;
24.5;23.0;21.9; 18.2; 17.4; 15.5; 14.1 y 9.1 KDa. These results indicate that Pseudocelomic Fluid of 7. canis
contain antigenic proteins
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INTRODUCCION

La toxocariosis es una infeccion parasitaria de diversas especies de animales y del hombre
causado por larvas de 7Toxocara canis 'y 7T. cati, ascaridios intestinales de perros y gatos, sus
huéspedes definitivos naturales!. En el hombre esta parasitosis afecta diversos 6rganos tales como
higado, pulmones, cerebro y ganglios produciendo patologias denominadas: sindrome de larva
migrans visceral, sindrome de larva migrans ocular, toxocariosis neurologica y toxocariosis
encubiertaz4. Se ha determinado que se presenta principalmente en nifios25; sin embargo, se han
detectado casos en humanos adultos34:6.

El suelo juega un rol muy importante en la diseminacion de esta zoonosis parasitaria, ya que, al
tratarse de un geohelminto, necesita de este ambiente para lograr que los huevos inmaduros
provenientes de las heces de perros parasitados, logren su estado infectivo. Esta caracteristica ha
conducido a la ejecucion de una serie de investigaciones dirigidas a detectarlos en suelos
principalmente de parques recreativos o patios traseros en el Pera’?, asi como en otros paises como,
Brasil!?, Chile!!l, argentina!2, México!3, Venezuelal4. También se ha realizado una investigacion en
la cual se evalua la antigenicidad e infectividad de los huevos de 7. canis después de un periodo de
conservacion 15

Actualmente, se debe tener en cuenta hasta cinco datos clinicos para catalogar una toxocariosis
sintomatica en humanos: las caracteristicas de la historia del paciente, los signos y sintomas clinicos
encontrados, una inmunoserologia positiva, la presencia de eosinofilia y niveles incrementados de
IgE total!s. Entonces, el diagndstico definitivo se logra mediante la deteccion de larvas en biopsias
del tejido afectado o en necropsias'®, debido a que no es posible utilizar métodos
coproparasitologicos para detectar huevos en heces porque el parasito no desarrolla la forma
adulta’é.’”; mediante imagenologial® o mediante la deteccion del ADN del nematodo mediante
técnicas moleculares como el PCR!8. Sin embargo, estas técnicas o son caras y no estan al alcance
de la poblacion afectada o son de dificil proceso. Ante esto, el uso de la serologia constituye una
herramienta util para confirmar la sospecha clinica del paciente 16,

Tanto para el diagnostico clinico como para estudios epidemiologicos de la toxocarosis se ha
utilizado diversas técnicas serologicas, dentro de las cuales la de ELISA con antigenos de
excrecion-secrecion ha demostrado ser la mas 1til para la deteccion de anticuerpos por su elevada
especificidad y sensibilidad en diferentes liquidos corporales3:16.19.20.212223.24. Para incrementar la
especificidad de la prueba se han desarrollado estrategias como la absorcién previa de los
anticuerpos inespecificos con extractos antigénicos de Ascaris suum, o las pruebas de avidez de los
anticuerpos IgG, de tal manera que solo los anticuerpos especificos puedan ser detectados durante el
ensayo inmunoenzimatico3521.26 y la utilizacion tanto del ELISA-IgG y ELISA-IgG4, que ayudan a
mejorar el serodiagnostico?’. Un resultado falso positivo puede darse en pacientes con ascariosis,
estrongiloidosis, triquinelosis, fasciolosis y otras helmintiasis relacionadas#16:21.28,



La técnica de Electroinmunotransferencia, también denominada Western Blot, es otra técnica
actualmente utilizada en la deteccion de anticuerpos anti- 7. canis y es considerada, por su elevada
especificidad, como una prueba de confirmacién de la toxocariosis en humanos 2-3! y en cachorros
de perro 32. Los antigenos con los cuales se han trabajado esta técnica son: del extracto adulto de 7.
canis donde identificaron antigenos de 42, 58, 68 y 97 KDa3; antigenos de excrecidon-secrecion de
larvas infectivas siendo los pesos moleculares encontradas en este caso de 200, 80, 48, 43, 34, 33,
31, 27, 25 y 13 KDa34; y antigenos de excrecion- secrecion de larvas infectivas y tisulares, siendo
los pesos moleculares de los antigenos para el primer caso de 12, 28- 30, 40, 42, 50, 55, 62, 66, 97,
102, 112, 116 y 132 KDa, y para el segundo caso de 15, 20, 32, 40, 50, 55, 66 y 132 KDa3%. Esta
técnica se ha utilizado también en la deteccion de anticuerpos inducidos por otros helmintos tales
como Ascaris suunr® Cysticercus cellulosae’’, Taenia soliun?s, Ecchinoccocus granulosus®,
Fasciola hepdtica® e Hymenolepis nana*'.

Considerando que la toxocariosis se desarrolla en forma asintomatica por varios afios, llegando a
manifestarse tardiamente a nivel ocular y neuronal, que el potencial de riesgo de contraer la
toxocariosis en nuestro pais es alto y que los trabajos son escasos. Ademas, que el diagndstico
clinico de la infeccién por 7. canis resulta dificultoso, debido a, su sintomatologia similar a otras
patologias, que no se pueden encontrar huevos en heces y que el hallazgo de larvas en tejidos
mediante biopsias de los granulomas es un hecho excepcional, la demostracion de anticuerpos en
suero es la unica herramienta util y confiable; asimismo, considerando que la obtencion del
antigeno para dichas pruebas es muy laborioso y por tanto costoso se hace necesario buscar fuentes
de antigenos tan utiles como las disponibles y de modo menos laborioso, pudiendo ser una de esas
fuentes el liquido seudoceldomico, teniendo en cuenta que puede obtenerse en mayores cantidades,
en menos tiempo y con menores costos que los mencionados antigenos de excrecion-secrecion que
son los mas usados. Para ello, es necesario determinar si dicho Liquido tiene naturaleza antigénica.

En este informe se presentan los resultados de una investigacion que estuvo dirigida a identificar
a los antigenos presentes en el liquido seudocelomico de 7. canis mediante la técnica de
Electroinmunotransferencia utilizando suero inmune contra el Liquido Pseudocelémico de 7. canis
obtenidos en Oryctolagus cuniculus inmunizado experimentalmente.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion de las formas adultas de 7. canis

Se obtuvieron mediante la desparasitacion de los ejemplares de Canis familiaris, mediante la
administracion, via oral, de mebendazol (200 mg/ 10 mL), parasitados naturalmente y verificado
este fenomenmo mediante el analisis de muestras fecales. Los ejemplares adultos del parasito se
recolectaron en un frasco con Solucion Salina Fisiologica (SSF), previo lavado para eliminar la
materia organica.

Obtencion del liquido seudocelomico (LSTc).

Los ejemplares hembras de 7. canis obtenidos fueron lavados cinco veces con SSF estéril y una
con SSF mas antibioticos (Gentamicina 0.5 ml/100mL y Penicilina G sédica 0.5 mL/100mL de
1.000 000 UI); luego en condiciones de esterilidad y con la ayuda de una tijera estéril se procedio a
realizar un corte en la parte final de la cola del parasito y se recolecto el Liquido Pseudocelomico en
un vial estéril; el cual fue conservado en refrigeracion a -20 °C hasta ser utilizado.

Determinacion de concentracion de proteinas

El Liquido Pseudocelomico fue centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos a 4 °C, luego se
determinoé la concentracion de proteinas por el método colorimétrico de Bradford 42.

Obtencion del suero anti-liquido seudocelomico de 7. canisen O. cuniculus



Se utilizé un conejo obtenido del Bioterio del Instituto Nacional de Salud del Pera (INS), al cual
se le inmunizd con 1 ml de liquido Pseudocelémico y 1 ml adyuvante completo de Freund la
primera inmunizacion y las tres restantes con adyuvante incompleto; se le inocul6 via subcutanea
en cada una de las caras externas e internas de las patas posteriores y en el lomo, cada 7 dias. Previo
a esto se obtuvo sangre mediante puncion cardiaca para la obtencion del suero preinmune. A las
cinco semanas de la primera inmunizacion se obtuvo una muestra de sangre del conejo por puncioén
cardiaca, la cual fue centrifugada a 3000 rpm por 15minutos para obtener el suero inmune que fue
conservado a -20°C hasta el momento de su procesamiento.

Determinacion de los pesos moleculares de los antigenos del liquido seudocelomico (LS)
por la técnica de Electroinmunotransferencia.

La ejecucion de la técnica de la Electroinmunotransferencia y la preparacion de los reactivos se
realiz6 siguiendo las indicaciones sugeridas por Escalante y cols 38, con las siguientes
particularidades: (i) los antigenos del LS fueron preparados a la concentracion de 0.05 ug/uL, una
parte de los antigenos fueron tratados con dithiothreitol (DDT), 1% de dodecil sulfato de sodio
(SDS), 6% de glicerol y 0.025% de azul de Bromofenol y la parte restante se preparo sin DDT, (ii)
la SPS-PAGE se realizé a la concentracion del 15% de acrilamida del gel separador y al 3% del gel
concentrador, colocando 15ul de antigeno en cada uno de los pocillos del gel concentrador, a 60V
en el gel de apilamiento por 10 minutos y a 200Ven el gel separador por 50 minutos, hasta que el
colorante trazador, azul de bromofenol, alcance el extremo inferior del gel, (iii) la transferencia se
hizo en una camara de electroforesis horizontal (Trans- Blot Cell, Bio Rad) a 100V por espacio de
una horas y a 4°C, utilizando un buffer de transferencia constituido por 0.2M Tris/HCL pH 8; 20%
de metanol y agua destilada y (iv) los pesos moleculares se determinaron por comparacion con el
marcador de bajo peso molecular conocido (SDS- PAGE Molecular Weight Standards Low Range),
hallandose la movilidad relativa (Rf) del marcador y de los antigenos en estudio.

RESULTADOS

Se obtuvo 1.5 mL de LS de 50 ejemplares hembras de 7. canis, la cual tuvo una concentracion
de proteinas de 8500 mg/mL.

Los pesos moleculares de los antigenos del LSTc. obtenidos a la concentracion de 0.05 ug/ul
tratados con DTT fueron: 125.8; 97.7; 66.8; 64.6; 57.5; 44.8; 43.4; 41.7; 34.8; 25.1; 21.9; 18.2;
15.5; 15.1; 14.1 y 9.1 KDa,; mientras que, los pesos moleculares de los antigenos del Liquido
Pseudocelomico que no se trataron con DTT fueron: 125.8; 97.7; 66.8; 65.3; 64.6; 57.5; 45.2;
43.4;35.1; 30.9; 24.5; 23.0; 21.9; 18.2; 17.4; 15.5; 14.1 y 9.1 KDa (Fig 1).

DISCUSION

Los huevos de 7. canis encontrados en las heces de los ejemplares de C. familiaris se
reconocieron por la presencia de numerosas focetas, caracteristica que lo diferencia claramente de
los huevos de otras especies de helmintos parasitos del perro, sobre todo de la especie del género
Toxascaris, T. leonina®. Este aspecto resulta de suma importancia porque asegura que se esta
trabajando con la especie elegida convalidando los resultados. La identificacion de 7. canis se
refuerza, finalmente, cuando se dispone del estado adulto y al observar las aletas cervicales, se
aprecia que son poco prominentes y no continuas comparadas con las de 7oxascaris leonina®.

Un aspecto de suma importancia en investigaciones de naturaleza semejante a la presente es
evaluar la fuente de antigeno y, en consecuencia, la naturaleza de la contraparte del sistema
inmunolégico: los anticuerpos. Al respecto, se ha verificado que, en primer lugar, el volumen del
antigeno depende del tamafio y de la cantidad de parasitos; asi, por ejemplo, cuando se utiliza



como fuente de antigeno a las larvas para obtener los denominados productos de excrecion-
secrecion, se requiere miles de larvas 2% 34 35, mientras que al utilizar la forma adulta para el
mismo proposito se utilizan menos#4; sin embargo, en ambos casos la cantidad de proteinas
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Fig 1. Pesos moleculares de bandas antigénicas del Liquido Pseudocelomico de ejemplares hembras de Toxocara canis
detectadas por suero inmune producidos en Oryctolagus cuniculus mediante la técnica de Electroinmunotransferencia.
A: PM (KDa)
B: Antigenos del liquido seudocelomico con Dithiothreitol
C: Antigenos del liquido seudocelomico sin Dithiothreitol
D: Control con suero preinmune

obtenidas (los probables antigenos) es generalmente escasa, lo que conduce a repetir la obtencion
de los mencionados productos de excrecidon-secrecion, con una mayor demanda de tiempo y
dinero, ya que tal obtencién se hace en un medio minimo esencial compuesto solamente por
aminoacidos como fuente de alimento 2% 34: 35 44, Frente a esto, resulta ventajoso el uso del LS que
se obtiene de pocos ejemplares (50 ejemplares) y en mayor volumen cuando las hembras alcanzan
mayor tamario.

Otro aspecto que merece atencion respecto de la fuente de antigeno, es el tiempo y la cantidad
en el que se dispone. En efecto, como ya se ha mencionado, para obtener antigenos totales se
requiere de un sonicador, ya que la sonicacion es la mejor manera de su obtencion comparada con
otros mecanismos 3644 y cuando se quiere obtener los productos excretados- secretados se requiere
del medio de cultivo minimo esencial, de una incubadora y por lo menos 18 horas 2% 35, Por el



contrario, el LS se obtiene como tal y solo requiere centrifugar, igual que en los otros casos,
ademas, se puede obtener de nematodos recientemente muertos.

La via utilizada para inmunizar al conejo con los antigenos del LSTc. en el presente trabajo, asi
como en otros de su naturaleza 2% 34:36: 4 fue la via subcutanea; debido a que, es la mas adecuada
para desencadenar una respuesta inmune eficiente y como consecuencia la mayor produccion de
anticuerpos en relacion con otras vias como la intravenosa y oral*>. La dosis de inmunizacién
también fue la adecuada, ya que para lograr una buena respuesta inmune en le conejo se necesita
una concentracion entre 50 y 1000 ug/ mL4. Al mismo tiempo, al no conocer la naturaleza
antigénica del LSTc. y para una buena producciéon de anticuerpos fue necesario el uso del
adyuvante de Freund, ya que, actia como potenciador de la respuesta inmune+’, en cuatro
inoculaciones: como adyuvante completo la primera inmunizacion e incompleto las tres restantes.
Este protocolo también result6 eficaz en otras investigaciones 34 35: 36,

La técnica de Electroinmunotransferencia, que es la combinacion de la electroforesis y la
técnica de ELISA%7, usada en la presente investigacion posee una elevada especificidad y
sensibilidad, por lo cual es utilizada para diagnosticar una serie de parasitosis 3% 32 37 38 Sin
embargo, también se utiliza para evaluar la eficacia de los antigenos a través de su especificidad y
sensibilidad, que es el primer paso para determinar si es o no de utilidad en el diagnostico; asi se
ha seguido en el proceso para disponer finalmente de un kit, como es el caso de la cisticercosis,
hidatidosis y fasciolosis.

Los antigenos deben mezclarse con Dodecilsulfato de Sodio (SDS), que carga negativamente a
las proteinas para que migren al &nodo durante el proceso de corrido, ademas, una parte del LSTec.
mezcld, también con DTT, que transforma a las proteinas de estructura compleja a simples 48 49;
sin embargo al procesar las proteinas del LSTc. tanto reducidos como sin reducir se obtuvo que las
ultimas resultaron mejor definidas; esto significa que los antigenos presentes son mayormente
proteinas simples.

La evidencia o ausencia de algunas de las bandas antigénicas puede deberse a la accion
desnaturalizante del DTT, ya que afecta a las proteinas, exponiendo sus epitopes, para facilitar su
interaccion con los anticuerpos, teniendo como consecuencia la aparicion de nuevas bandas
antigénicas; o simplemente puede alterar los epitopes de las proteinas y por ende desaparecer la
banda antigénica al ser revelado50.

En trabajos anteriores, utilizaron la Electroinmunotransferencia para poder detectar anticuerpos
contra la toxocariosis humana, utilizando antigenos de excrecion- secrecion y somaticos de
estadios adultos de 7. canis, y sueros de conejos inmunizados experimentalmente, se obtuvieron
10 bandas antigénicas de las cuales cinco eran comunes con bandas que reaccionaron con suero de
humanos. Los antigenos de peso molecular 35.1 y 30.9 KDa detectados en la presente
investigacion, coinciden con antigenos similares de dicho trabajo. Ademas, el antigeno de 30.9
KDa al ser similares al antigeno de 30.5 KDa, que aparecid tanto en los antigenos somaticos como
en los antigenos de excrecion secrecion#4, se podria sugerir que parte del Liquido Pseudocelomico
conforma los productos de excrecion. Las bandas de 66.8 y 97.7 KDa al ser cercanas se
relacionarian estrechamente con las bandas de 68 y 97 KDa detectadas en otra investigacion
donde utilizaron como antigenos extracto crudo de la forma adulta del parasito 33.

Los antigenos obtenidos del LSTc. también coinciden con antigenos de excrecion- secrecion de
estadios larvarios; asi tenemos que, las proteinas de 35.1 y 30.9 KDa estan relacionadas con las
proteinas de 35 y 30 KDa detectadas en otra investigacion, donde se sugirid que, la proteina de 35
KDa era altamente especifica para la infeccion con 7. canis’!. En otro estudio, se utilizo suero de



conejos inmunizados, también, con antigenos de excrecion- secrecion de larvas de 7. canis, se
obtuvieron antigenos de 92, 80, 66, 45, 35 y 28 KDa, de las cuales, tres de ellas, coinciden con
antigenos del Liquido Pseudocelomico (66.8, 45.2 y 35.1 KDa) del presente trabajo; ademds en el
mismo trabajo se identificaron dos bandas que se mantienen durante todo el curso de la infeccién
por 7. canis, 92 y 35 KDa, siendo esta ultima similar al antigeno de 35.2 KDa identificada en la
presente investigacion?.

Algunos de los antigenos hallados también tienen una estrecha relacion con antigenos de
excrecion- secrecion que reaccionaron con sueros de pacientes con toxocariosis, asi, las bandas de
66.8, 57.4, 43.4, 30.9 y 23.0 KDa encontradas coinciden con las bandas de dicha investigacion
(67.6, 55.6, 43.9, 32.4, 26.6 y 23.4 KDa)*. Otros autores, utilizando antigenos de excrecion-
secrecion, hallaron bandas de 29-38, 48- 54, 95- 116, 121- 162 y mayor a 205 KDa, las que se
pueden comparar con las bandas de 30.9, 35, 97.78 y 125.8 KDa5!.

La Electroinmunotransferencia también ha sido utilizada para detectar anticuerpos en sueros de
perros con toxocariosis. Es asi que, en una investigacion se obtuvo tres grupos de bandas
antigénicas el primero incluy¢ siete de bajo peso molecular (16, 20, 23, 24, 28, 32 y 38 KDa); el
segundo, tres de alto peso molecular (400, 200 y 120 KDa) y el tercero, antigenos de peso
molecular intermedio (86, 74, 66 y 47); siendo los mas reconocidos los antigenos de 32, 38, 66,
120 y 200 KDa, de las cuales los antigenos de 32 y 66 KDa son similares a las identificadas en
este trabajo (30.9 y 66.8 KDa)32. En otro trabajo, detectaron 11 bandas cuyos pesos moleculares
fueron: 200, 80, 60, 48, 43, 34, 33, 31, 27, 25 y 13 KDa, los cuales se observaron mejor sin
reducir; lo que es similar al presente trabajo donde se detectaron bandas de 43.4, 35.1, 309 y 14.1
KDa, que por ser cercanas con las reportadas estan estrechamente relacionadas con dichas
bandas34.

El LSTec. estuvo conformado por tres grupos de antigenos, los cuales serian antigenos de bajo
peso molecular, de peso molecular intermedio y antigenos de alto peso molecular; esto concuerda
con otros autores que clasifican a los antigenos de 7. canis también en estos grupos26: 2% 32, Pero se
sugirio que los antigenos de alto peso molecular pueden causar reacciones cruzadas y los
antigenos de bajo peso molecular serian mas especificos para 7Toxocara 2631,

El nimero de bandas, asi como el tamafio exacto de las bandas antigénicas, varia de una
publicacion a otra, las diferencias se pueden atribuir a las condiciones de marcha, la fuente de
marcadores de peso molecular y otros factores inherentes multiples para el ensayo3!.

El LSTc. podria actuar como una fuente de antigeno, ya que, comparte bandas similares con los
antigenos del estadio larvario asi como del estadio adulto, y ser usada con una técnica eficiente y
confirmatoria para poder diagnosticar la toxocariosis humana, sobre todo si se halla a nivel
cerebral u ocular donde se podrian confundir con otras patologias, como la cisticercosis cerebral.
Ademas, serviria para diagnosticar la toxocariosis en caninos, especialmente en cachorros
mayores de tres meses o en adultos, en los cuales ya no se encuentra la forma adulta, y por tanto
no se detectan huevos en heces.



CONCLUSION

El Liquido Pseudocelomico contiene proteinas antigénicas, siendo los pesos moleculares de los
que fueron tratados con DTT: 125.8; 97.7; 66.8; 64.6; 57.5; 44.8; 43.4; 41.7; 34.8; 25.1; 21.9; 18.2;
15.5; 15.1; 14.1 y 9.1 KDa; y sin tratar con DTT: 125.8; 97.7; 66.8; 65.3; 64.6; 57.5; 45.2; 43.4;
35.1; 30.9; 24.5; 23.0; 21.9; 18.2; 17.4; 15.5; 14.1 y 9.1 KDa.
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