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RESIJMl•:N 

Toxocara canis es un ncm~ltodo par;isitlJ t¡uc uliliza a los perros como hospederos 
definitivos y a otros animales incluyendo al humano con10 hospederos intcnncdiarios. Las 
larvas son capaces de secretar y excretar di frrcntcs tipos de pz-utcinas 4uc tienen diversas 
funciones. Algunas de estas proteínas son antigCnicas y pueden ~cr utilil' .. adas para el 
diagnóstico. El objcth·o del pn:scnte tr.:Jhajo fue lktcrmin::ir e:! peso rnolccul.:ir de Jos 
antígenos de cxcreci,)n-secrcción de T cuna (TES). que '.'.un reconocido'> por sueros de 
cnchonos infestados naturalmente. 

Se r-calizó la nccropsi;1 de J 1 c3chorros provenientes del Centro Anttrroibico de 
Cuautitlán Edo. de l\.!éxico. se obtuvieron udultos de T cuna y suero el cuúl se congeló a 
-20 ºC para su posterior uso. Los TES se obtuvieron al n1.1nlcncr larvas 2 de T canis en 
medio de cultivo RPr-..tl-1640 en condiciones de C!>lcrilid;id, el sobrcnad;m!e ~e concentró 
JOO veces por ultrafiltración con nten1brana'i de t\rn1con, y se alin;iccnü a -20 "C. Con los 
TES ya concentrados se hicieron corrinucntos clcctrofnrCticos en geles de SDS
polincrilnmida para ser separados y caracterizados por tinc1ones <le azul de Comas.sic y 
nitrato de plata; después. se n:aliz...aron cJcctrolransfcrcnci=is de estos antigcno~; a papel de 
nitrocelulosa y finalmente se realizó la técnica de Western hlot (WB) con los sueros 
almacenados de los cachorros sacrificados. Con la tinción de plata fue p1.>s1hle caracterí;r...ar 
1 I bandas de TES de T canis de 200, 120, 38, 32, 28, 24, ]] y 16 kf) Los m.is ahundantes 
fueron el TES-24 y TES-:23. TrunbiCn se detcct;iron con tincioncs Je plata tres bandas de 
menos de 7.5 kD que no f"ucron reconocidos por el suero de ningun0 de Jos cachorros. Por 
la técnica de WB se lograron determinar en totaJ <le 1 4 bamfas de 400, 200, 1 :!O, 86, 74, 66, 
47. 38. 32. 28, 24, 23. 20 y 16 kD. El TES-120 es un conjunto de tres b.:indas que migran 
muy cerradamcnte y que posiblemente son variantes de una misma mulé\:u]a. EJ TES-400 
no apareció con nitrato de plata pero si en J 1 sueros con Ja técnica de WB. El TES-66 
resultó la más frecuente siendo reconocida por 25 de Jos 27 sueros positivos. Los TES-86 y 
TES-20 fueron reconocidos solo por cuatro sueros. De los J 1 cachorros n1uestreados, 1 1 
resultaron negativos a la necropsia no encontrando en ellos adultos de T. canis, sin embargo 
7 de ellos si reconocieron algunas bandas de TES. lo que indica que probablemente tenian 
algunas larvas migrando por los tejidos o que puede haber inmunidad materna pasiva. El 
presente estudio muestra que bandas :::.on n:conocidas por suero de perros infestados con T. 
canis. dichas bandas son l:is que se Jebcn estudiar para delcrn1inar cual se puede utilizar 
para establecer técnicas parn el diagnóslico especifico Ue la larva migran.s canina. 
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INTRODUCCION 

Dentro del grupo de cnfcrn1cda<les parasitarias que afectan a los perros. Ja 

toxoc.nriasis es unn de las de n1ayor importancia~ se define como una infestación parasitaria 

debido a la acción y presencia de varias especies de ncrn;itu<loo;. de Jos géneros To-cocL1ra y 

Toxascarari:r (:?8) To:,.·ocara cturis es el a~c.:'.1rido rnás cornlrn del perro y tiene gran 

importancia en los cachorros ( 1 ). no solarucnte por las rcpcrcu!>ioncs que tr::1c en sí la 

enfcnncc.fod en los penos, ~ino por el peligro que representa p~1ta la salud hun1.:ina. ya que se 

trata de una cnfcrmcd:1d zoonútica que afcct~1 principahncntc a niüos (J.10.12,34) Este 

parásito es cosmopolita con alta incidencia. vir-ulcncia e impor1:mcia como problema de 

salud pública {34) 

1).- Gcncralic.J:u.Jcs del Toxocara ca11is 

El T canis es un nematodo par;isito perteneciente a la familia Ascarididae (J 1). El 

cuerpo es grueso y blanquecino. presenta tres labios en el extremo anterior y alas eervi~Jes 

largas. cstrccha.."i y scmilanccolal}as (28). Por esta razón son llan1ados algunas veces cabeza 

de Oecha o gusanos flecha ( 15). Los machos tienen <le 4 a 1 O cm de longitud. 2.2 a 2.5 mm 

de düin1etro y presentan dos cspículas~ en su cxlrcmo posterior se observan 20 a JO papilas 

prcnnales. cinco postanalcs y un estrechamiento terminal en fom1a de ;tpéndice. Las 

hembras miden de 5 a 18 cm de longitud y de 2.5 a 3.0 mm de diñmctro (28). 



Los huevos de T. canis miden aproximadamente 70 X 90 micrómetros (µm). son 

nrnruillo-bl3nquccinos y su forma varia de subcsférica n elipsoidal; udemás poseen una 

cubierta proteica Ja cual está unifonncmenre fosctada, a veces puede ser ncccSilrio hacer un 

enfoque cuidadoso uf microscopio para definir completamente dichas foseta..-. y no 

confbndirlas con pcqucr1:1s protuberancias. Poseen una ma.~1 protoplasn1ática que llena 

completamente el interior del huevo (JO) 

J .1.- Ciclo biológico 

El ciclo de vida de T cants es complejo y varia de acuerdo a la edad a Ja que el 

hospedero adquiere Ja infestación y a las diversa..-; fonnas en que el parásito puede Jlcg:ir a 

éste: Transplacentaria. calostral, transmisión directa o infestación por ingestión de un 

hospedero paraténico (J4) 

En Jos perros de más de seis meses de edad que se infestan por ingcslión de huevos 

con Ja larva 2 desarrolJada, ésta eclosiona en el intestino y penetra a la pared intestinal; la 

subsecuente migración está decennin.ada por el sexo. csrndo reproductivo e infcsbciones 

previas (28), pocas larvas rclncivamcnte pasan desde Jos pulmones a. la tráquea, Ja mayoría 

de eJJas entran en Ja vena pulmonar y de aquí por el corazón y la circulnción general van a 

Jos lejidos somálicos. En ellos pueden permanecer sin desarrollarse en esrado de donnancia 

durante loda la vida. del animnl pcnnaneciendo como Jarvn 2 (23) 
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Un n1odo altcn1ativo de infestaciOn ocurre cuando Jos huevos n1adun>s son ingeridos 

por hospederos parnténicos (r•1t;1s, raloncs. ovino~ y olros) en los cuáles .se desarrolla Ja 

larva 2 c:n sus tejidos. Al ser depredados estos hospederos paraténicos por canino.o;;, la larva 

2 reactiva su dcs¡¡nollu en ellos y se t:<.lrn.·icrtc _en adulto dircctarnente en el intestino sin 

llevar u cabo n1i¡.:rnci'-'m soma1ica (J·ll 

L"""lS larvas que pcrn1ancccn en los tCJ1dos <le las perras adultas con~tituyen el n1.:is 

importante rcscrvorio de T cunzs para la infc~taciún en los perros; ya que en J;.t.5 prin1cra..o; 

fases de Ja gestación estas lan.·as que habian pcrrnancn<lo aln1accn:idas en diversos tejidos 

se reactivan probablemente por factores horrnunalcs de la rni~ma pcrr~1 (J.t} y migran hacia 

el útero. atraviesan Ja placcnt;1 e infestan a los fc1os pu<l11:ndo ser dcrno5tradas larvas en los 

tejidos de eslos ;11 di.a 4:? de Ja gestación. TamhiCn se s:ibc quc si la hcmhra es cxpucst..'"l a 

heces contanlinadas c1.1n huevos duranlc la gc-st:iciUn las larvas pueden migrar 

directamente hasta el útero alcan:t ... an<lo e infcslandu a los fetos (10.23) Esta forma de 

infestación es llamada lransplaccntaria. las larvas aJc;:mJ".an el higadu de los fetos en donde 

ocurre la 1nuda a la larva 3 postcriom1cntc nlignin hacia Jos pulnloncs en donde se 

encuentra presente en Ja primera semana de vidn del cachorro, Ja muda a larva 4 ocurre en 

los pulmones. dcspuCs a través de las vias aCrcas alcanza Ja faringe. es deglutida y muda a 

larva S en intestino delgado, llega al cslado adulto en la tercera semana de vida del 

cachorro. Las larvas que se encuentran en los tejidos de la hembra también pueden migrar a 

Ja glándula marnaria y pasar a los cachorros en el periodo neonatal a lravés de una ruta 
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tnlnsm.nmnria o cnlostrnl y dcsanoJJarsc directamente ni estado ndullo en el intestino del 

cnchorro (34). 

En Jos cachonos ntenorcs a tres n1escs que ingieren hue .... os maduros. las larvas 2 

pasan por vía Jinfatica o sanguínea a ganglios linf{1ticos o al higado n través del sistema 

portal hepático. en él crecen liger:intentc pero no mudan (23). continUan al cor..izón y 

pulmones. la mayoria pasa por Jos bron4uios. tráquea y faringe en donde son deglutidas. 

llegando al estómago hacia el día 1 O. La muda para el tercer estado Jnr.,,.ario es en pulmón. 

tráquea o esófago (2J.28). En el intestino delgado se rcali7..a Ja siguiente muda que da Jugar a 

Je cu.arta larva. finalmente ocurre la última muda que Ja lugar a la larva 5. ésta crece y 

nlc.'.lnZa la madurez sexual. De cuatro a cinco scrnanas después hay presencia de huevos en 

Jns heces (28). 

Los huevos de T. canis salen con las heces y se dispersan en el ambiente. en 

condiciones óptimas de tempcrnrurn. humedad y oxigeno se desarrolla la segunda larva 

dentro de huevo en un periodo de dos semanas (28). La tasa de embrionación e infectividad 

depende del ambiente~ la rempcratura y Ja humedad (12). Las hembras adultas llegan a 

producir hasta 200.000 huevos al día (12). 
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1.2.- Mecanismos de acción patógena 

El T. ctJnis aduho tiene una acción cxpoliatriz. quimófoga. selectiva por nlgunos 

nutrientes como la vitrunina C. carbohidratos )' p¿p1iJos_ Provoca en infCst;1cioncs masiva.~ 

un mayor o nu:nor grado de ohstrucción intc~tinal y a veces del colCdoco. provocando 

estnsis biliar reflejándose en una mala digestión. las larvas tamhién provocan irritaciones a 

diferentes tejidos como son: Pared intestinal, parCn4uin1a hcp:ltico, cardiaco y pulmonar 

con ruptura de c;ipilarcs y alvéolos. En forma paralela ejercen acción cxpoliatriz histófaga 

y de líquidos tisulares, acción mcctlnica ohs1ruct1va )' aJcn13.s producen inflan1ación por la 

secreción activa de antígenos llarnaJos: Antígenos de excreción-secreción (TES) que 

pueden provocar anafilaxia {28). Cuando la migr¡1c10n larvaria se disemina a todo el 

organismo la cnf"Cnnedad resultante es llan1ado síndrome de larva mi>;rans v1scc-ral (LMV) 

(12). 

Las lc:siones provocadas por las larvas son el resultado de una C:'(agerada respuesta 

inmunológica contra los TES y la acción traumatica que produce la larva al migrar por los 

tejidos (12). Se estudió la distribución de las lan·as en los distintos órganos de ratones 

infectados con una dosis media de 1.000 huevos. encontrando lesiones en el intestino y 

presencia de larvas al día uno después de la infección. el hígado también fue afectado en el 

primer día. pulmón y riiloncs en el día uno y dos respectivamente. músculo esquelético en 

el día tres y SNC en el día cuatro (24). En otras investigaciones al inocular nueve monos 

mac:icos con dosis de 100.000 a 400.000 huevos viables. se encontró que seis de ellos no 

presentaron más que poca o moderada invasión larvaria a tejidos y SNC por lo que solo 



prcsc:ntn.ron moderada inapetencia y depresión por algunas sema.nns. Los otros tres monos 

sufrieron un cuadro gr..ivc. pre.sentando un gran número de larvas viables no solo en Ja 

cavidad torácica y abdominal. sino también en el SNC. El exruncn hcmalOlógico de Jos 

animales infestados reveló una rcduccit'Jn transitoria del conteo de eritrocitos y marcad3 

eosinotilia. incremento en la concentración de globulinas. bajos niveles de 3Jbúmina y 

niveles elevados de trans.aminas.as sC-ricas (35) Existen evidencias experimentales de larvas 

que han persistido viables hasta por diez Mos en lcjidos vivos de primates (7.JJ) 

J .3.· Signos clínicos 

El genero Toxocara en general afecta a Jos cachorros de perros y gatos más que a Jos 

animales adultos (IS). Los animales sufren retraso en el desarrollo y presentan abdomen 

abultado y Ja piel dcslúcida y áspera; hay emaciación. signos de anemia. inquietud y diarrea 

o constipación. Puede producirse Ja muerte por ·obstrucción inrcstinal aguda (34). Otros 

signos relacionados pueden ser: Tos con descargas nasales que pueden ser mortales o bien 

desaparecer en un periodo de tres semanas. En casos de infestación prenatal masiva. hay 

gran cantidad de gusanos en el intestino y estómago. En algunos casos se pueden presentar 

signos nerviosos consistentes en convulsiones de duración limitada provOC<lda.s por fo 

presencia de Ja.rvas migrando en el sistema nervioso central (28,JS). 



E.1 examen hcmato16gico de anin1alcs infestados revela un conteo reducido de 

eritrocitos y n1arcnda cosinofilia. incremento en la conccntr:tción de globulimts. bajos 

niveles de albúmina y niveles elevados de transaminasas l<>Cricas ( 15) 

2.- Larva migru11s 

La causa ntás frecuente del síndrontc de larva miJ..:rCJns '1.'Üc ... ·ral es T. canis el 

gusano común del perro. otros parásitos en los que también se han reportado al humano 

como hospedero paraténico causándoles enfcnnedad son: T. CCJfi, C.~apillaria hcpa1ica. 

Gna1hosom1:1 spp Dirofilaria spp. o como el hospedero definitivo A ... caris lumbr1coides y 

S1rongyloides surcolaris. toJos ellos son agentes capaces de generar LMV (12) 

Fullcborn en 1921. fue el primero en sugerir a las larvru> de ncntfltodos como una 

posible causa de enfermedad ( 12), pero p.:t.stlron 30 ai':los para que a travCs del 

descubrimiento de larvas migrantes de T. canis en los tejidos de varios nii\os. se 

estableciera por primera vez c:1 término de larva migrans visc1:ral 0.33.35). Se han reportado 

nwncrosos casos en todo el mundo de infecciones en humanos por larvas migrantes de T 

canis (35). 

La infección en los ojos por larvas <le T. canis producen enfermedad ocular llamada 

larva migrans ocular (LMO). frecuentemente en ausencia de manifestaciones de 

enfermedad visceral. la mani fcstación clínica especifica que resulta de la infección por las 
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larvas de ncmátodos. está dada c:n función de: el número <le larvns ingeridas. la frecuencia 

de In infección. la especie de la larva. la vía migr..tloria y la intensidad de la respuesta 

inmunológica del hospedero a las larvas en los tejidos (33) 

Uno <le Jos problemas en el estudio experimental de algun.oL"i de la..,. infecciones por 

larvas migrantes. puede ser la falta de mo<..klo.,. de lahor..ttorio adecuados para su e!>tudio. 

Una excepción a este problen1a es el caso de la lar\.'a mixrans causada por T. canis. este 

tipo de larvas puede infectar y estar pr-esentc en vados .animales domésticos e incluso en 

tejidos humanos (33) 

Se demostró en un estudio serocpidcmiológico rcali:r..ado en un Cohorte de Atlanta 

Georgia. que de 383 nir"\os de entr-e cinco y siete m1os de edad. 333 (87o/o) presentaron 

scr-opositividad (títulos Anti·Tcams > 1 :32) La prevalencia de los niños de la raza negra 

fue mayor en un 21.J~ó que la de los nir"\os de raza blanca (37) 

La pr-escntación clínica de la enfermedad en los humanos: como se mencionó 

anter-ionnente. var-ia mucho según el número de huevos larvados ingeridos. la dur.nción de la 

infestación. la pr-esem:ia de larvas en los lugar-es críticos y otros factores aun no entendidos 

(3). El síndrome clinico típico ocurre en ni~os de todas las edades. especialmente aquellos 

en el que existe el nntcccdente clínico de pica y convivencia con ca.chorr-os (J:!.37). Los 

signos respiratorios son comunes e incluyen jadeo y tos. Aproximadamente el 50 % de los 

pacientes que presentan signos respiratorios. presentan infiltración pulmonar demostrable 
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en sus radiogr..atias (12). Se ha establecido que significutivamentc fueron más los nii\os 

osmóticos que presentaron en .su circulución Jg-E cspecif1cos contra T canis (37). La 

cosinofilia en al tnenos el 20°/o de los casos, está ca~i siernpn.: pn.:scnlc y persiste. Otros 

hallazgos patológicos incluyen: Lcucocitusis, hiperganunaglohulinemia. incrcn1cnto en las 

isohcmnglutininas y niveles significativos de Jg-1~ {12) Raramente se han encontrado 

algunos casos <le desenlace fatal en h's que se han encontrado ;.1fcclado" el n1iocan.Jio y el 

sistema nervios,, central {I:!) 

En 1950 \Vilder. observó larvas de ncmátodos o sus re!-.tos en 16 de :?4 pacientes con 

pscudogliomas en los ojos, a los cualc:s se les practicó la enucleación pur una endoftalmitis 

y presumible: rctinoblastoma ( 12) El síndrome de larva miJ.:ran.~ ocular es una enfermedad 

ocular tipicamcntc unilateral que: afecta principalmente a Jos niños. rc!.ultantc de una 

invasión de el ojo por una o rn.:is larvas de T canis. ocasionalmente esto puede ocurrir en 

forma bilateral en los ar.Julll1s. La locali;r..ación y el nUmcro de larvas dentro del ojo. 

dctcnninan la naturalt:7..a y extensión de la enfermedad. ésta puede presentarse como una 

rctinocoroiditis posterior que se identifica como una nébula definida. Tambien puede haber 

lesión con infiltrado de células inflamatorias en el humor vítreo. con reacción intlrunatoria 

aguda. por la cual puede verse una masa blanca formada por células inflamatorias. Se puede 

presentar rctinocoroiditis periférica aguda y uvcorctinitis idiop;ítica. De manera incidental 

pueden verse granulomas inuarretinales periféricos (l:!). 
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Se ha demostrado que um1 simple infección con 1: cani.~ en rntoncs no afecta la 

sobn:vivcncin Je las lan·:L'> <le una scg,tmda infección. esto prub;.ablcmcntc como 

consccuenciu a un rnccanisn10 de inrnunodcprcsit'Jn. L.a !>.egund~1 infección. sin embargo. 

provoca un:1 inrnunid.;uJ suficiente parJ nmtar a una gran proporción de larvas <le una tercera 

infección y a las ya previamente cst.3.blccü.fas. T;unhién se ha visto un fenómeno sünilar en 

Jos conejos (2) 

Las inoculaciones de 5. 7. 1 O y 25 huevos infectantcs en ratones, dan una respuesta 

inmune hurnoral correlacionada con el número de huevos. llegando a su máximo en el <lia 

56 post-infccdón. Se ha dclcrminado que inoculaciones de 50. 500. 1000 y 2.500 huevos 

infectanles. producen muy nitos niveles de anticuerpos específicos sin que hayan <lifercncias 

entre Jos difercmcs grupos ( 1 J). 

Los ratones inoculados con huevos de T ccmis. Ascaris lumbricoide.s y Tríchinclla 

spiralis y posteriormente expuestos a una segunda infección con huevos de T canis, tienen 

un incremento en su resistencia registrando poca sobrevivcncia de las larvas y un retraso en 

su migrnción .::a través del hfgado. no siendo así para Jos rotenes inoculados con Trichinella 

.rpirali.r (24). 

Los rayos X son capaces de inhibir eJ desarrollo de las larvas dos de T. canis. 

afectando la síntesis de protcinas y la ac1ividad biJógica de las enzimas. Radiaciones de 60. 

90 y J SO Kr inhiben en forma dircctamcnle proporcional la migración larvaria a través del 
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hígado. pulmón y la ncumulación en la 1nusculatura de larvas. ta01bién se disminuye In 

virulencia del parásito y rnata algunos de ellos en un periodo de tres scinanas posteriores a 

la inoculación sin inlcrft.~rir con la producción Je inmunidad cspccífic;1 (~) 

3.- Anrigcnos de cs:crcción-sccrc.-ciiJn frES) 

3.1 Proc:c:dc:ncia y naturulc7-"1 quimica 

En 1975 se desarrolló un método con el cuál incubando Ja larva 2 de T canis 

mantcnidns con rnc<lio rninirno esencial podia rccolcclarsc alrededor de 0.5 a 1 .O mg de 

proteínas de un total de 1 X 107 Jan,.as 4ue fueron reconocidas antigénicamcntc por Jos 

hospederos; estas proleínas nntcrionncntc habían sido identificadas con un cxpcf"in1ento in 

situ encontrando prec1pit=:idos inn1unes en Jos ori licios oral y anal de: la larva 2, se les llamó 

antígenos de cxcrcción-sccrcción (rES) (32) Las larv;ls infcctantcs (L2) de T can1s tienen 

una gran capacidad para producir TES 1n \.'ilro (:?O). Estos antigenos constiluycn una serie 

de complejos glucoconjugados que presentan distintas caractcríslicas bioquímicas (:::? 1) y son 

de gran valor para el diagnóstico de la toxocariasis en ausencia de Ja evidencia par::asitaria 

(1). 

Se ha dctcm1inado a través de una técnica de anticuerpos monoclonales que Jos dos 

principales sitios donde se encuentran primariamente los TES son las glándulas esofágicas. 

las eunlcs licncn salida hacia esófago y por consecuencia a la cavidad oral y una larga rama 
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de células columnnrcs secretoras que dc~mbocan a un poro secretor en el exterior de la 

lnrva (25). 

La pru-ticipación <le los TES en Ja n:si~tcncia n;1tural del parásito. radica en la 

interferencia de los mecanismos inmunes del hospedero. afectando Ja adherencia 

irununomediada de eosinófilos. este> ya ha sido dc:tcnnin.:1da in vilro. La exposición de 

sueros positivos a toxocariasis con TES purificados ncutrali:r-'l algunos componentes del 

complemento e inmunoglobulinas del tipo l,gG que son específica.e¡; contra T canis y que 

particip:in en Ja fijación de elementos imnunoJógicos a la superficie de la farva (14) La 

liberación de estos productos antigCnicos, es tal vez, la mayor adaptación fisiológica del 

panisito al hospedero (25). 

A través de electroforesis han podido detectarse con nitrnto de plata un minirno de 

15 bnndas de entre 29 y 94 kD de una cantidad de 20 J.lg de TES simple. Las bandas fheron 

nwncradas del J al 1 S en orden decreciente de acuerdo al peso molecular (PM). se ha 

determinado que Jos mayores componentes de toda la masa anligénica son las bandas 1 O. J 1 

y 14 (76. 78 y 88 kD respectivamente) y que Jas bandas 1 y 3 (29 y 34 kD) son las 

siguientes más abundantes. Utilizando sueros de pacientes inf"ecta.dos con T. canis se 

observó con Ja técnica de Western blot (WB) que estos detectaban de 4 a 6 bandas más y 

calcularon que cnda larva produce un total de 8 ng de protcina por din utilizando medio de 

cullivo RPMI-1640 (1). 
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En otnL"i investigaciones se definieron p...,r ckctroforcsis una serie de cornponcntcs 

nntigénicos en el material sobn:nmfantc Je cultivos larvarios con P?\..-1 :1parentcs <le 32. 55, 

70. 120 y 400 kD (19) Postcriorn1cntc se u.·ah..:ú un e~tudio bioquímico Je estos 

componentes encontrando que !'>e tratan <le glucoconjugados que prt.'.'!'>cntan principaln"lcnte 

dos azúcares importantes la N·•U.::ctil~alacto~.11niJ;1 y l;.1 r . ..sl..s~to:-..:..1. en 111cnor abunJ::incia. 

otros como arabitol. manos.a. N-;1cettlglucusarnida. glucu:-.~1. tuco!'>a y xi los.a p I) Estos 

curbohi<lratos están presentes en diferentes proporciones en algunll~ o todos los TES 

formando epitopos que se encuentran hgaJos al cornplcjo pruh:icu del anligeno de manera 

fuerte o dCbil. Se han Jctcnnin:ido ocho cpílop\)'.'. difrrc.:ntc~ por rncdio <le anticuerpos 

monoclonales, in<lican<lu que la respuc~ta 111n1unolú~1c.1 e-. fundarncntalrnentc hacia los 

complejos glicosilados <le 1:1 molécula (:!O) 

El TES- 3:! (32 kD) es una glicuprutcina que puede ~c.:r tc11.i<la Cl)n nitrato de pl~"lta y 

azul de Coomas..,.ic; como es el rnayor cornponcnte reactivo al a7_uJ Je Coomassic es 

tantbién. presumiblemente. el mayor alcrgcnu <le todo el conjunto Je TES (19) Unicamcntc 

en este antígeno se encontró presente fuertemente unido un cpílopo tipo 3 y también están 

débilmente unidos los cpítopos tipos 1 y 8 <20) 

El TES-120 (120 kD) es un conjunto de tres ban<l:is que migran muy cerr.:idamcntc y 

presentan siempre una banda doble y una b¡m<la sencilla más lenta y tenue. este conjunto es 

reconocido por un solo anticuerpo monoclonal para el TES-120 (Tcn-2) lo que sugiere que 

se trata de un grupo <le v;uiantcs de una sola molCeula cnrnún ( 19) Los cpitopos 2. 6 y 8 se 
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encuentran fuertcrnc:nte ligados. los rcstantc:s lo están de manera débil. El TES-70 presenta 

al epitopo 3 unido déhilmemc: y a todos los dc:má.s con uniones fuertes (:!O). 

El TES-400 (400 kD) es un protcoglican con un pcqucf\o componente pcptídico. 

csla macromolécula no es dc:tectada por el nitrato <le plata a pesar de tener un gran número 

de residuos de mctionina- En contraste esta banda es tci\i<la con Pl\S. Además solamente 

posee dos epitopos unidos de manera füerte, el 2 y el 8 ( 19.20) 

Por Western blot se: han dctenninado <los patrones de TES que son reconocidos por 

sueros humanos a los que se les llan1ó 1.M\V (Low Molecular \Veigth) y HMW (fligth 

Molecular Weigth). estos grupos fueron correlacionados con una prueba de ELJSA 

ampliamente usada para el diagnóstico de coxocariasis. resultando el \VB una prueba más 

especifica con Ja que es posible reducir el margen de error del diagnóstico. ante el riesgo de 

un falso positivo por reacción cruzada con otros helmintos. En el patrón de HM W formado 

por bandas de 200. 147 y 132 .kD hay mayor reacción cruzada con otros helmintos. 

mientras que la fracción LMW formada por bandas de 24. 28. 30 y 35 kO es más cspccffica 

para el género Toxocara (16). 
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3.2 Utilidad e importancia 

Los TES son ahora an1pliamente usadas corno antígenos inmunodiagnósticos par..i 

la toxocnriasis hurnana. por lo que consccucntc1ncnlc. la determinación de sus 

caractcristicas rnokcularcs y antigénicas es de gran impor1ancia pr&ictica (19). Los n1é1odos 

utili7..ados nctualrncntc para el diagnóstico son d TES-.-'\g FnJ".imc-linkcd inmunisorhcnt 

assay (TES-ELISA) y más rcCÍC'ntemC'ntc se ha dcsarrolJ;.u..!u el Wc!>tern-hlot (WB 

inmunoblot) ( 17) 

ExistC'n varios grupos de autores a nivel nnmdial que han estudiado los TES en 

diversos modelos experimentales tales cumo roedores ( 1 ~). primates (36) y estudios 

epidemiológicos de campo hechos en hun1;u1os ( J 8) Sin embargo. hasta el presente no hay 

estudios sobre los TES en caninos . 

En el presente trabajo se pretende c.J.ctcrrninar, en primera instancia el 

comportamiento anügénico de el T. cunis en los cánidos, especifica.mente en Jos perros 

domésticos (Canis fami/iaris). buscar el patrón de reconocimiento anti génico más común y 

las posibles v;iriantes que pued;in existir. haciendo al mismo tiempo una comparación con 

Jo que se ha determinado ya por otros autores en otTaS especies y en el ser humano. Se 

considera importante el determinar las diferencias o scmejruu...as que puedan existir. por el 

hecho de: que los cánidos, particulam1cnte los cachorros. son los hospederos primarios de 

17 



este parásito. y por lo tanto. la fuente primuria de infestación hacia cualquier otro 

hospedero. No se pretende encontrar o cstnndari:r...ar un método diagnóstico a la enfermedad 

pero si. obtener datos que puedan dar las prin1eras bases para estudios posteriores que 

debidamente complementados puedan ser encaminados hacia el diagnóstico o la prevención 

de la larva migrans en los canideos. 
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OBJETIVOS 

GENERAL: 

Contribuir al desarrollo de una herramientas Util en los estudios epidemiológicos de 

ta. toxocariasis canina. 

PARTICULARES: 

1.- Obtener separados por geles de SDS-poliacrilamida en bandas de acuerdo n su peso 

molecular los antigcnos de excreción-secreción de la larva 2 de Toxocara canis. 

2.- Identificar por su Peso Molecular a tra'-'és de la técnica de \Vcstcm blot los antigenos 

reconocidos por sueros de cachorros infestados de manera natural. 
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MATERIAL V METODOS 

1).- Lua•r de rcalizmción 

El presente trabajo fue realizado en Ja Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán 

(FES-C) Cnmpo 4 de Ja UNAM. que se encuentra ubicada en Cuautitlán 17.cnlli. Estado de 

México. Se llevo a cabo en los laboratorios de Parasitologfa. Virologfa y Reproducción. 

2).- Obtención y mantenimiento de huevos de T. ca11is 

Se recolectaron ejemplares adultos de T. cani.'f" a partir de necropsias realizadas a 

cachorros de entre uno y tres meses de edad. provenientes del Centro Antirrábico de 

Cuautitlán. Edo. de México. Las hembras fueron separadas p:ira realizar una disección del 

útero y así obtener el mayor número de huevos posible. después con un colador fino se 

eliminaron los restos y membranas de Jos órganos del parásito; los huevos se separaron por 

ccnlrif"ugación (2000 rprn por S minu10) desechando el sobrenadanle por decantación. ta 

masa de huevos sedimentados se resuspcndió en una solución de fonnol al 2 % y se 

incubaron en cajas de Petri cslériles dentro de una estufa bacleriológic.n a una 1empcratura 

de 25 °C alrededor de 28 dias según se describe en Ja tC:cnica de Savigny (7.3:::!). 
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3).- Ob1enci6n y m•ntenimiento d~ lan·as 

La obtención de las larvas se hizo siguiendo el método desa"ollado por Savigny y 

modificado por Bo"'fl"lan <:?>.una vez transcurridos los 28 dias de incubación. los huevos se 

observaron al microscopio para verifica ... d dcsa"ollo de la larva infcstantc L2 pasiva '7>-

Después se hicieron tl"es lavados ¡x11" ccnuifugación y l"esuspcnsión en S.S.F. 

Postcrionnente un lavado en una solución de h1poclod1n dt.• :-.t1d1n al l % y poi" Ultimo. 

dentro de una campa.na de flujo lanlimir. cuatl"o lavados ;.1:-.épt1co"i con medio de culti"'º 

estéril RP~11 l<>-io bufcrndo con HEPES a un pll de 7.~ cqn 100 pg.lml de gcntamicma :> 

glucosa al 1 ~O ( 1'1.:::!0) Postcrionncnlc :-.1,.• :-.,,111te11cron " ag1tac1ún por medio de un agitado!" 

magnético por 10 1ninutos parn producir la eclo-.1ún d1,.• 1~1~ huevt1s. De la suspen!>ión 

l"esultante se separaron las larvas viables por .,..¡ nlCtodo de m1~roH.·1ún larvaria de Bacrmann 

(7) Se utili.raron 1111cn1aparatos de Baern1.1nn ..- ... 1crilc~ claht1rih.h'' 1.:011 pipetas PaMeur. a las 

cuales se les in1rodu10 un algodón. coh11,.·ad,, ... dcnlrt• Je tuho ... dc en ... ayc de JO mi cun tapa 

metálica sin sello hc-n11C1ico l .... -i suspcn ... 1ón ltu.: \:lllucada 1..•n b f"'artl! sU~l"ior del algodón 

por dcnuo J._. la'> pipetas Pasteur) en ..-1 1uh.1 de ..-11-.a~\.· 'C pu-.o 1nc1.:ho de culti"o C!-.IC'ril 

hasta tocar el al~udón por Ja pJr1c 1nfcrh1r IJ..· ... pué ... dc ~4 h11r;.i-. de 1m.:ubación a 37 ºC en 

estufa de CC...>~ se colectaron del fondo del tuh..1 de cn-..-:1yc Ja-. l~tr\. as viables y se realizó una 

segunda colecta ~l las 48 horas. Las larv¡1s r1,.•..:t.\lc.:ctad~1 ... y rcsuspcndidas en medio de culli"o 

RPMl-1640 fueron puestas en cajas de cul11\.t1 de 15 mi a un;.i ct.inccntrJción d'-· 1000 

larvas/mi e incuhadas en estufo a 37 '"C con ~ .... de CO;o )' q5 <>.,de humedad (7) 

~· 



4).- Ohlcnción y almacén de ~ucro~ 

A los 31 cnchorros que se utili2'.aron para obtener los parásitos ndultos. antes del 

sacrificio se les tomó una muestra sa.nguinca de la cual. por centrifugación (2.500 rpm por 

2 minutos) se sepa.raró el suero y Cste fue almacenado en viales a -20 ºC. Postcrionnentc se 

identificaron como positivos aquellos sueros obtenidos <le en.chorros a los cuales en la 

necropsia se les encontró T canis adultos siendo un total de 27. 

5).- Ohlrndón de TF-... <i;; 

El sobrenadante de las cajas se colectó por aspiración as¿ptica dentro de la campana 

de flujo laminar. sedimentando primero a las larvas en un extremo de Ja c."lja por gravedad. 

Postcrionncntc se restituyó medio de cultivo fresco a las cajas. El medio era reemplazado 

semanalmente (1.19). Se utilizó un equipo Amicon con membranas de 10.000 D con el cuál 

se conccntrnron l 00 veces los antígenos en el medio. La concentración final de protefnas 

fue determinada por la técnica de Bradford .realizada con un lector de ELISA portatil MR-

250 Portnblc Microplate Render. utilizando un filtro de 630 nm y comparando con la curva 

patrón de l:i albúmin:i sérica bovina. 
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6).- Scpanación de los TE.S en ~el de SllS·11olincrihunhh1 por .:lcctrnforc~i~ (SDS

PAGE) 

El equipo utlli;r,..ado fue una cámara de c1cctroforcsis MiniwPROTEAN lt 

clcctrophoresis ccll (Bio·Rad Lahs.) de 16 cm largo. 12 cm ancho y 18 cm de espesor. el 

trunai\.o del gel: 7 cm lnrgo y 8 cm de ancho y con Voltaje limite de 600 VDC. 

Los TES fueron sep.:uados en gclc:; de poliacrilnnlida con las siguientes 

caroctcristicns: El gel separador de aproxi1nadan1cnle 50 mn1 fue preparado a una 

concentración de acrilnmida del 12 °/o O 375 1\.1 Tris y plt de 8.8; se utilizó como gel 

concentrador uno de 10 n1m. preparJdo con 4 o/o de acrilamida 0.125 ro..1 Tris y pll de 6.8 

(Apéndice 1) (4) El anti geno fue corrido siempre con un carril de comparación con 

marcadores de peso molecular (:V1PM) prctci\idos. a 150 V con 120 mA para el gel 

concentrador por 1 O minutos y a 70 111/\ para el s,cl separador por 60 n·'linutos. Unn vez 

terminado el corrimiento se realizaron las tincioncs de Coma..'isie y nitrato de plata 

(apéndice 2). Los Pl'l.il de los antígenos obtenidos fueron dctcnninados por medio de una 

curva patrón. realizada graficando el logaritmo del PM de los marcadores pretei\idos. 

contra su n1igración a travCs del gel expresada en centímetros (6) Los r...1PM fueron: 

Miosina 203 kD; bcta-galactosidasa l 18 kD~ albúmina sérica bovina 86 kD; ovalbúmina 

51 kO; anhidrasa carbónica 34 kD~ inhibidor de la tripsina :29 kO; lisosima 19 kD y 

aprotinina 7 .5 kD. 
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7).- Transferencia de ..... :S a papel de nitrocclulo!la 

Se utili;r-6 un equipo Tr.:m.s-Blot Scrni-Dry Electrophoretic Transfcr Cell para 

clcctrotranforencia scmiscca que consta de dos platos electrodos de carbón. Se cortaron 

pic:zns de papel de nitrocelulosa al tamm1o de Jos geles de poliacrilamida y ambos se 

colocaron entre cnpa.s de papel filtro \\.'~1ttrn:m O.:? J.UU rcn1ojados en un bufTcr especial de 

trn.nsfcrencia y cortados al n1ismo t.anmi\o del gt:I. Los antígenos obtenidos de la 

electroforesis se tr.:msfiricrnn a 12 V con una corriente de 0.8 rnA/cm2 por un tiempo de 35 

minutos (Apéndice J) (S> 

Postcl'"iomu:ntc Ja trasferencia de los TES fue verificada por In presencia en el papel 

de los marcadores de peso molecular prctci\idos y con una tinción reversible de rojo de 

Ponccau S. sumergiendo el papel en el colorante por 5 minutos. un.a vez que aparecieron las 

bandas más aparentes la tinción se eliminó con agua destilada. El resto de la membrana fue 

bloqueado con Tris-Buffer Salino con 5 °/o de leche descremada en polvo a 4 ºC por toda la 

noche (JI). 

8).- Desarrollo drl 'westcm blof 

Una vez obtenidos Jos nntigenos en el papel de nitrocelulosa. éste se cortó en tiras de 

S mm y se sometieron n incubación por 2 horas con los sueros obtenidos de los ca.chorros 

infestados con T. canis. para cada uno se trabajó con dos diferentes diluciones: 1 :JO y 
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1 :20 (27). posterionnente se lnvnron con PBS-Twccn 0.1 o/a 5 veces por 3 minutos. después 

se incubaron con un conjugado cnbra anti-perro marcado con pcroxidasa por 1 hora. Se 

lavaron nuevamente con PBS-T 7 veces por 1 minuto para agregar después 1a solución del 

sustrato: Peróxido de hidrógeno al O.O 1 o/o v/v 4. cloro -J -n- naftol 0.05 % p/v en metnnol 

16.6 o/o en PBS 0.1 ~1 en el que permanecieron 24 horas hasta la aparición de las bandas 

(apéndice 4) (JI). 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

1).- Mantenimiento de larvas 

En total se ohtuvicron tres cajas con un estimado total de 70.000 larvas viables. las 

cuales se ntantuvicron por un periodo de 111{,s de dic;t. 111cscs en condiciones de esterilidad y 

un bajo porcentaje de ntortalidad. !>crti;mahncntc se n.:colcctú un pron1cdio de 25 ml de 

sobn:nadantc. En el pr-otocolo hecho por Savigny en 1975. rcpor-ta que ~e pueden mantener 

la.rvas viables por 18 meses con un estimado de pr,lJ.ucciún de 4 ;1 8 pg de proteína por

larva por- din. en el presente estudio se obtuvo un cstin1adu de 100 pg /011 en el concentrado 

y una producción cstinMda de 1 ng por larva por dia. E~t;¡, diferencia puede explicarse por el 

tipo de medio de cultivo utili7...ado en cada trnb;.sjo. Savigny utili:r_ó medio mínimo esencial 

el cual proporciona a las larvas n1cnor cantidad de nutriente~ que el rncdio RP!\.11- 1640 

utilizado en este estudio. Sin embargo, en otras invcstig;:icioncs se utilizó este mismo medio 

de cultivo se reporta una producción de 8 ng por larva al dia ( l ). lo que hace una diferencia 

de 7 ng con respecto a lo obtenido. Esto pudo ocurrir por diferencias en el método de 

conteo de las larvas o bien • por diferencias en cuanto a los dias de cultivo, ya que estos 

autores solo cuantificaron la pro1cína recolectada en dos meses de cultivo y en d presente 

estudio por el volumen requerido se trabajó con recolecciones de sds n1cscs en adelante. El 

método de cuantificación también fue diferente, en el trabajo de referencia utilizaron un 

espcctrofotómctro calibrado a 280 nm mientras que en el presente se utilizó un lector de 
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ELJSA cnlibrado a 630 nm Jo que finalmente pudo ocasionar diferencias en Ja 

cunntificación de pro1cina. 

2).- Srp•ración de TES rn ..-J SIJS-P.AGI-: 

a).- Azul de Comassjc 

Ninguna prolcina pudo ser lcrlida mcdranre csr.a técnica de nrnncra cJara. Solarncnlc 

reveló nH•)' Jcvcmcnlc una banda de t."nlrt~ :!5 ~ 20 J...f). lo qut.• indica que cslc rango de P~f 

t.•s cJ rnds ahundanlc en el conjunto d<.· TJ:S Cabe nicncion.ar 4uc esta 1écnica l1cnc una 

scns1hiJidad del rangt> dt." Jos nlicrogran1n!'.. :<.1 "e con~1Jcr<.J que en C•tda carril se corrh-i un 

estirnado de ~ a 3 J.&!! se puede con~1d1:rar norni;d 1.a aus.~nc1a tl b pohrc 11nc1ón dt.• J;i~ 

protcinas scp.;ir<1d.h 

h).- Nitrato de pJa1a 

~fediant~ t.•!'>la tínclún que es 1000 \cC:c!'> rna::. scns1hh..· 4ut.· t.•I azul de Com.t!'>~1c 

(rango de los nanogramos) (4). se pudieron idcruificar un total de 1 l bandas de manera 

consranrc: en cada corrimiento. cuyos P!\.f fuc:r'1n de1crrni1wdo" c:o11 una curva patrón J.uJa 

por los marcadorc:!'> Je peso 1nolccular 1 \.JP:\1 J Je rcfc..•rt.·ncia (figura 1) y con Ja con1par:11.·1ó11 

directa con Jos \\ .. IJ. Las bandas Jch:r1111n•1d;1 .... i.:-orrc~po111Jic..·ron ~· Jos siguientes P~f 2'00. 

120. 38. 32. 28. 24 . .:!J. 16 y tres banda!'> dt.• 1111.:nos Je 7 5 J...D r>1.· nuevo J¡1s hanJa.., m:.J~ 



fuertemente 1ci\iúas fueron las del r;mgo úe los 23 y ::!4 klJ lo que indica que son hL<i más 

abundantes en el conjunto Je TES (_Jig.ura 3 ). Se ha rcpurt;:uJo al TES·32 como la protcinn 

mtis abund•mtc del complejo (:20), en este ln1ho1jo se logró determinarla. sin c1nbargo no fue 

In má..-. abundante. 

Existe una constancia en cuanto a los antigcnos presentes en el sohrcnadantc con 

n:specto al tu:mpo Je tnantcnimicnto pero tarnhiCn un.1 vanaciUn en cuanto a las cantidades 

de cada prolcina pro<luciJ:i. lo que puede explicar la d1ICn:ncia en cuanto a este antigcno (1). 

El an•ilisis y la caractcri:r . .ación de los ·r ES obtenidos en cultivo sic1nprc ha tenido 

variaciones y discrepancias entre distintos autores en cuo1nto a su número de con1poncntcs y 

Pll-1. esto puede deberse en gran parte a det.allcs di fcrcncialcs de las metodologías 

empleadas. Se han reportado diferencias entre dos lott~s de TES obtenidos y analizados bajo 

el mismo protocolo en dos laboratorios di~t1ntos. La variación de los TES obtenidos en 

diferentes lugares no tiene una base hiológic;i dcfinil.Ja. sin cmhargo. esto aparentemente no 

afecta Ja sensibilidad de las pruebas diagnósticas aunque si constituye una desventaja para 

el estudio uislado de cada antigcno e 1) 

Los componenlcs de menos de 7.5 kD migraron por debajo del último MPM 

(aprotinina 7.5 kD) por lo que no fue posible estimar su PM • .además ninguna de estas 

bandas fue reconocida por los sueros y su tinción con nitrnto de plata fue pobre. Ninguna de 

estas bandas ha sido reportó.lda de manera importante en el patrón de otros autores como 
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Mnizds y col. o 1'vfngana'\'UI. estas h:mdas pueden lr~1t::trsc ctCctivamentc de proteínas 

sccrct:Jdas por la larva pero no ncccsarian1cntc son untigénicus. ta111hiéu puede lrntarsc de 

fr-Jgmcntos de otras prnleinas no dcfinit.las. 

3).- '\V~stcrn hlors 

Un total de 16 handas fueron identifica1.Ja!'> y car.actel'"ÍL..;uJas de .:1cw:rdo a su PM: 

398.11. 199.53. 165.96. 147.91. 95.5. 85.9. 7·l.l.l. 66 07. 46.77, 38. 0 i6, J0.9. 2H.97. 25.12, 

23.17. 19.95. 16.22 klJ (cuadro l). Seis <le c:stos P~f son muy cercanos a los reportados por 

otros autores. por Jo que se considera que se trata de las rnis111:1"> hundas. Se ha reportado un 

conjunto de tres bandas las cu.:1Jcs n1igran n1uy ct.·rr:tdanu:ntc y que ~un reconocidas por un 

solo Ac-n1onoclnnal, por Jo que las han <lcsign~1<lo corno un ~olu con1plcjo de 120 kD (20). 

En el presente estudio fue posible identificar tres hand.:ts dcJ65.96 l·J7.QJ y 95.5 kD 

(cuadro 1 sueros 6 y 7) que tienen las siguientes caractcrio.;tic;1s sc111cjantc:-; a las Jescriras 

por Maizcls en J 984: n1igran de: n1ancra muy cercan,1. a f.:i tinción con Plata, es aún mas 

estrecha la relación entre ellas apareciendo con10 una !>ola bazH.Ja gruesa. invariablemente en 

Jos WB aparecen las tres bandas o ninguna y el promedio de sus PM es 1 36.45 kD. En base 

a lo anterior estas tres bandas fueron ajustadas al valor de 120 kD p~1ra ser n1ancjadas con el 

mismo valor de TES-120 (figura 2). 

Los TES finales dctcnninados entonces fueron: TES-400, 200. 120. 86. 74. 66. 47. 

38. 32. 28. 24. 23. 20 y 16. Jo que hacen un total de 14 bandas (figura 4). su distribución y 

29 



moda se n1ucstrnn en la figunt :?. l.os anlígcnos más frccuenlcs en orden dcsccndcnlc fueron 

TES-66 (92.5%). TES-38 (81..1%), TES-200 (77.7%) y TES-32 (74.07%): los TES-120 

(70.J~"o). TES-28 (62.'J(,o/o). TES-16 (55.S'Yu), TES--IOO (40.7·1~ ...... ). TES-24 (37.03'%) y TES-

23 (33.3°/o) que fueron reconocidos por tn:Í"i dC" 1 O cachorros y lin;1lmcnlc los menos 

frecuentes fuC"ron TES-74 (22.:?'!á), J"ES-86 ( 1·1.8'%) y TES-20 ( J .t..Ho/o). 

El TES-66 (figura 5) fue rcconoi.::iJo por 25 de los 27 (92.S'!á) sueros positivos 

siendo el n1ás reconocido <lcl patrón En c:'>tudios hechos con sueros de nilón se reportan 

banda.."i de 55 y 70 k.D (20). por lo que cs pnlhahlC' que c . .-orrcsponda con al~una de estas 

bandas. sin cn1bargo. no nccc~ariarncntc <lcbc de ~crin ya que este, es un estudio hecho en 

canidcos. Esta es la proteína nu'ts C1ln1únmcntc r-=conucida del complejo antigCníco. sin 

embargo. para determinar la irnportancia lh: c~ta o cualquiera de l;.1s hand:s.s encontradas en 

cuanto a la especificidad hncia T canis. es necesario rcali7:ir una con1paraciUn por \VB 

entre los sueros de perros inoculados con T cani.'i, Ancylo.<;/onu1 caninun1 y /Jipylidium 

caninum ya que se reportan algunas rc.::icciones cru7..adas con otros helmintos corno Ascari.s 

lumbricoides y fases evolutivas de Taenw hydali¡:ena. Esto ocurre sobre todo con los 

nntfgenos de alto PM (> 1 OOkD) ( 18). También se ha visto resistencia incrementada de 

ratones contra T. canis cuando son inoculados previamente con Ascaris lumbricoides (24). 

Asf pues. es claro que los TES pueden reaccionar de manera cru7...ada con antígenos de 

otros helmintos incluyendo céstodos. Por medio de un estudio comparativo de WD con 

sueros humanos. se determinó que los TES más específicos para T. canis son los de bajo 

PM (<40k0) (18). En el presente trabajo se clasificaron las bandas detectadas por \VB en 
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tres complejos untig.:nicos: Uno de alto PM con bandus de 400. 200, 120 kD; uno 

intermedio más abierto formando por bandas de 86. 74. 33. 47 y 38 kD y otro grupo 

cerrado de b."lndns con bajo PI\.1 de 32. 28. 24, 23. 20 y 16 ~D (figura 6). 

El TES-400 es un protcoglican con un pcqud)n cotnponcntc pt:ptidico que no es 

dctcctahk cnn el nitrato de plata por lo cual no apmeciú en el gel de SDS-PAGE, sin 

embargo. si aparece en algunos WB (figura 6) Pcru ~In un indice alto de reconocimiento 

por los cachorros (40.74~"o). 

De 1;1.-. nccrop:!>ias realizada~~' ln.s cachorro~ 11 fuel'"<.m neg¡1h'- O~. de esto~. 4 fueron 

negativos tarnbiCn al \Vil (ligurn 7). los rcst:intc~ 7 detcclaron h~md~1~ del antígeno de TES 

aUn estando ausente c1 paras110 adulto en intcst1110 E~hl puede deberse ;;1 '-arios factores 

co1no inmunu.tad pa~i'"a nH1h.:tn;1 aJ.1..¡uiruJa ya ~c~1 por l.1 '"'ª 1ran~pL.u.:cnt;u1a u a tra"\.CS del 

calostro 110.~~1. 01r~1 causa pn,hablc e~ 4uc hubieran lan .1:-. o..·n nli!!ra\.:1011 l."ll -.u:-. tc)ldos por 

lo 4uc el i.:•10..hlll'"fl ... p10Jujo .u11icuerpos contra l;:1 lar"•':- por ulllnl,1. po .. 1hh::-. reacciones 

cru7...aJas Cl ... 11 utrllS parois1h.\~ prini.:1palnu:nte .-fncyltnlum.1 ''"'"""" !'- /J:p_1/1d11,1n C'1n111unr 

l 181. los cual'-·=--- fucn.1n cm.:ontraJo~ en vario~ cm:horn1~. ~111 '-"n1harg,, 1H1 ~e lk·"ú el registro 

de ellos. 

El \\"B da un nia!'-·or porcentaje de scgurit.l;:iJ p~!í:J el diag.nó!.tico d.....-tinitivo de la 

toxocari.:isi!>. hun1nna que la prueba de E.LISA, por l•1s n:;:1ccioncs cru:r.adas que.: existen entre 

este parásito :- otros hclrnintos e 18). Sc.:ri;1 interesante dc1crn11n.u· si este fcnón1eno ocurre en 
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ln mismn proporción en los canidcos. es decir. si hay la misma difercnci:t entre estas dos 

prueba.. .... lo que fimllmcntc seda un reflejo de la antigcnicidad cru7.ada que puede existir en 

esta especie, esta dchc ser diferente.:: en teoría ya que la gan1a de parásitos que atacan a 

humanos o perros es diferente. Sin cn1hargo, actuahncnte no hay una pnJeha de ELISA 

est.andar-i:r.aJa en los penos, pero puede cst~i.ndari:r..;ir~c de la 1ni->rna forn1a en que fue 

rculi;..aJo C!<>tC trnbajo, ya <.¡uc ahor;i se s.ahc que efectivarncntc h;1y por lo n1cno:-. 1-t 

antigcnos que son reconocidos por los pt.•rros y que algunos Je ellos snn del rnisn10 P~1 a 

los rcconl'lCi<los por otras especies C<nno roedores y hurnanns ( 1 M.:'O). a<lcrnás tarnbién 

reconoce: de manera muy irnportanh: otro antígeno que no csto'1 n:portado en ninguna. /\ 

partir de este antigcno puede empc:r~rsc a inve~tigar en cuanto a espccitidda<l para T canu; 

lo que puede resultar en una prueba diagnóstica elica.J'. para 1:1 larva miJ.:rans que puede ser 

aplicado en penos con .ausencia de evidencia parasi ta.ria. 
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CONCLUSIONES 

l) .- El suero de todos los perros po.silivos .a T cani.\ en necropsia rcl.'.onociú ;1Jguna .... ban<las 

de TES por J:i técnica de '\Vcstcrn hlot. 

2) .- 7 sueros de 11 perros m.·gativns a 1~1 Ut."Ch'P"ia reconocieron <le J ¡1 1:? handas de TES. 

3) .- Los pesos rnolccularcs de los TES que fu<..·run rccn1u11.:iJus ptir ~•ucrns de los perros 

fueron: -ioo. 200, L~o. 86, 74. t.ó. ·17, JS, 32. 28, 2·l. 2"1. 20 y Jh kf) 

4) .- El antígeno reconoci•.hl con 111.:iyor frccucncioi fue TJ .. S-6fi 

5) .- Los ~intígcno-. rccnncn..:idos con n1cnor frccucta:ia fueron ·¡ FS-86 y TF.S-20 

6) .- Para dc!>cartar J.;Js banda.s que prc~cntan antigcnil.:il.!.1J 1.:ru./'_..1Ja se deben realizar 

pruebas cu111parativas con otros hclinintos corno pueden sc-r .-lncy/ostoma caninum y 

Dipylid111m caninum Jos cu~tlcs fueron cncontra.Jos en las necropsias realizadas. 
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BANDAS RECONOCIDAS POR LOS PERROS 
No. Clll LOG(M\V) l'M AJUSTE MODA REFERENCIA 

tkD) (kDl 
0.2 2.6 39!1.l I 400 11 400 

2 0.7 2.3 19'1.53 200 21 200 1 

2.2:? 165.96 166 l'l 1201 

4 1.1 :!.17 1-i7.91 148 I'> 

1..1 1.98 95.50 95 I'> 

6 1.5 1.93 85.90 >!C. 4 

7 1.8 1.87 74.13 74 6 

8 2 1.82 66.07 66 25 

9 2.7 1.67 46.77 47 12 

10 3 1.585 38.46 38 22 

11 3.6 1.49 30.90 32 20 32' 

12 3.8 1.462 28.97 28 17 282 

13 4 1.4 25.12 24 10 24;?: 

14 4.15 1.365 23.17 23 9 

15 4.3 1.33 19.95 20 2 

16 4.7 1.21 16.22 16 15 

Muñoz G.M.A. ( 1997) 

CUADRO 1.- Bandas de TES reconocidas por sueros caninos con infección natural de T. e-anís por 
medio de WB tcftidos con una l~cnica de permdda.sa.s. Los valores con similitud a an1lgcnos repon.a.dos por 
Maiz.els 1;(1984). y Magnava11;(1991), fueron tomados como 1:Jlcs. Los dcm:1s valores fueron redondeados a 
níamcros enteros. 



SUERO NEC" 

2 

4 
5 

" 
~ 

JO 
JI 
12 
JJ 
14 
15 
16 
17 

•• 
J9 
w 
21 
22 
2] 
24 
25 
26 
27 
28 
29 1 
JO 2 
JI 

RESULTADOS DE WESTERN BLOT 
BANDAS RECClNOClDi\S lkfl) TOTAL 

200, l 20, 74,(16,47 .JH,32.28,2.f.2 J. I h 

200.120. 7°1,66,·'7 ,J8,J 2,20, J •J 

200, l 20, 7-1,66.JK.32,:?K,20. I (> 

38,32.28 
·100,200. l 20,Mt1,6t.,•l 7 .J8,.1:.?.2M.::'.I, 
400,200, l 20, 7-.1.<>tJ,·I 7 ,J 8,_12,.:'8.2·1,2 J, 16 
-100~00. l 20.86.t>6.,JK • .J2 .2H.~'·l .2 J, I to 
·I00,200,6to,•l 7.::'R.:"t> 
·100,200,I :!O,KJ /•6.47.1 M, l:.?,:':K.:"-1.21.1 (, 
n1n~11r1.1 

200,120.66,_18 
·tU0.200, 120,Kh,f•<•,·17,_11'!, l"! ,:?M,16 
7-l,66,)8,:'J 
n1ngu11.1 
·I00.200, l ::?O,t..h,.f7 ,JK,J 2 .28, I t• 
0100,::'00, l 2U,86.f16, ;s, 12.28.::?_l,J t> 

400,:'.'00. 120.f•(t 
:'U0,120.t>t. 
lllOJ..:Ull:I 

200, 120,66,38, 12,:'K,2·1,2-1, 16 
66,JS,12 
:wo.120.t>t>.Js.12.1 f) 

200.120. 7-l,6b,·l 7,J8, l:!.::? 8.2·1.23, l 6 
6b,J8,J:",2S 
200. l:?0,66,47.38,J:",2R 
:!00.1:"0,t>b,47.JS 
:?OO. l 20,bb.47.J8,J2.28.24.2J, 16 
400,66,J:>.28.2·1, l 6 
400,200, 120,66,)8,J:!;?B.24,2),16 
ninguna 
400.200,I ::!0,74.66.JX •. 12.28,24,2J :!0, 16 

JI ., 
o 
J 
JO 
12 
12 
6 
12 
o 

10 
4 
o 
'J 
JO 

9 
J 
6 
11 

5 
IO 

JU 
o 
12 

X - 8.JISJ84615 
S 1 

- 1 D.26'123077 
s -- J.20-l56405J 

Mm1o7. G. M. A. (1997) 

• Se le dio a Jos positivos el valor de 1 y a Jos nc-gati\IOS el valor 2 
-. Solo se lom.aron p>1ra la medi.J antmética los positi\los al WlJ. 

s 1 
- Varianza 

S • dcsvi.ació11 Eslándar. 

CUADRO 2.• Resultados de los WO hechos a los J J cachorros mueslrcados. Se presenta el patrón 
individu.JI de reconocimienco de Jos TES de T. t:on1s en cada suero. cuatro sueros no reconocieron ninguno de 
Jos TES. 
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OETERMJNACION DE PESOS MOLECUl.ARl!S (PM) 

,,.., ,,.,., ,. .. 
2000 .... 
"~ 

l '""' 
:!: 
~ 
;¡ 

·~ § . """ 

•.»:~.:".!····"····----···-·······-~·-··--~---J .. ,. 
• 1.7~) 

·· ..... • 1 s.p. 

.... . , .. 
·= ·= .... ..... ········. ·-· ...................................... 1 

,\.tut'lu.• e; ~f ,., (lrJ<J7) 

FJGUHA 1.- La dcrctTTiinacíón de los pews mo!C"cularc,. {1'1'.t) fue reali.l"~'lda por mc4.Jm de un;¡ 
curva parrón con Jos marcadorc-s de pe~ mu/ecul.u (f\.tP.\.fJ. coloc.indusc en el CJ<C Y C'I logarumo de los PM 
conocidos de los marcadores y en el C'JC X su migración o dcsplaram1enfu a rrayé,. del gel en millmetros. 
Como puede ob$Crvarsc en d ejemplo. el logaritmo que se dcternuna para una hJndJ que se desplaZó J Brnm 
C$. 1.83 lo que nos d.:1 un antilog;antmo de 66 por lo que el P"-1 ~timado de es.la band.:a es 66 kO. Los l\.fPM 
fueron: 1\.fiosin.:11 203 kD~ bcta·galactosid.ua J Ja lD; albUmina 1ér1ca t>ovina 86 kD. ovalbUm1na .S lkD~ 
anhidr:as.a carbónica 34 kO. inh1b1dor de Ja lnpsina 29 li.D. lisos1ma 19 kD yaprolm1na 7.S .kD 
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OISTRIOUCION DE LOS TES Rl!CONOCIOOS 

ª 
;, ~ ~ ~ ~ 

~ " .-. ;! 

- ~ .. 

FIGUk.A 2.- Frecuencia c-ncontrada Je cada unn de lu'ii TES de T .-,u111 que fuctun reconocidos 
por sueros de 27 cachono'ii pc:n.iti ... os La dc1..-rmm.1c1ún ~e rcaliJ'ó por la 1C..:n,.::."1 d..- \.\'c:1oh:n' blol 
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FIGlJH.A .3.· ~cp.1r.1t..1<>n Je lo-. 1 ! <;;de r <·""" ,-,.., ckl1tu:.,rc·,1~ l"n ;·.l·lc·. d~· :-.D~ -1•.,Jt.icrd.unu.l-1 re1)u.kl., 
cun l.t tCcnu;.a Je 1".'.Hr.1rv <!e l'l.1t.1 .. \l l.1.J,, dcrc:-.:.ho .1p.irclcn h··· :\1f':'l.t 
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FIGURA . .a •• P.1!1ón de h.111da,. n::c<•110.:1J.1., P"r lo .. c.10..lmflO\ en lo-.. ._IJB 1.o'> J"ES de T canu fueron 
separado .. por eleciroforc:~ ... , en gclc:'> de SDS-polt.1cnl~11nuJ;i } 11;1n .. 1cr1do .. a papel de nirroc:elulosa. para la. 
rea.hl'a.c16n de lo'IO WB l.n\ ~uCf<>'> 6 y 7 rcc<>110<.:1cron .1 l.t 111.l)"r1.1 Je lo,. TES de T C<llflS El suero 7 a. 
diícrenc1a del '".LICIO 6 no reLOllOCe lo'IO -, LS· 7.1 :'." 11-s .. 17 pc10 .,¡el 1 ¡-_~·~6 
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FIGUHA S.- ltc!i.ul!adus de lo'> \\.'Jl_ Los ·1 l:S de r •-"""'' lucrt•n '>cp.u.uJo-. por clcc1rulurc-.1s en ~eles de 
SDS-pohacrilamida y 1rano;fcn.tos a papel de 111trocclulu-..1 par.1 l."l rc.1h1"~'lc10n de los \\'B, del lado 1zqu1crdo 
aparecen los Pl\-1 de los marcadorco¡ ut1iu·..ados en los corrnn1cn1u-. l.u-. 11un1cru" l.~.J. etc corresponden a los 
11n1lgcnos reconocido'5 por sueros de d1fcrcntcs cacliorru ... 
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.... · 

FJGUHA & •• HcJ>ullado'i. Je lo'i. V•B l.o-. ·11..., de / c.Jrr1< ÍllC"f<>ll .. ..-p.n.1dn" í'<.'t clcc1rníorc!.1s en geles de 
SDS·pollacrifan11d_. )' translcru..lul> ·•¡upe! ;k muu.;-chdv'o.1 p.ir.1 J.1 rc.11••·''"""' ... ;.._ ;,..., ·.;.·¡_; i.:11 ci >uo:1u IS es 
n1uy cv1Jen1c IJ h.1nd.:s de -100 i...1> úd l.1Jo 1b¡111cnlo Del !.id<> 1.kn.·<.ln• ,\J l'.1:1<•11 Lk ;1110 l'f>-1. IJ) • l'<itrún 
de PJ\.1 intcrmcJ10) C) • P.urón de ha;u l'!'l.t 
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FIGUJtA 7.- Sucr11•. ncl:.ll•~"" .ll \1,:(! 1 ., .•. 11t·n,-. de J"·· c_.:d •. .rr, .. !ll, ! l. I''-. ;n 11u tCL<•rl<11,:1cron ninguna 
b0111dJ de lu-s T l:S. de T c,u11< /\1 l.1Ju >h¡¡Hcr.J,, ~·I ·,ucr" ~1 C<>llt" rc1~·r~·n1:1.1 p .. ·.111~.1 



Al'ENDICE 1 

l\.1ntcrial para la preparación del gel: 

-l\crilarnida-hi~•u:rilamida ( 30:0 8): 

Se prcpar-a Jisol ... icndu .10 g de m:rdan11do1 y O 8 g dc his;u.:nlarnida en un volumen 

total de 100 mi de agu;.1 Ucsioni.1"..:11..fa. Se filtra la ~oluciún a través Je papel tihro \Vhatman 

No. 1 y se nl1naccna "4 "('en una l-°l<ltcll•1 árnh;:1r 

-Dodccil sulfa10 ~údico (SDS) 1 O º'o ,, .. ,r,,. 

Se prepara Lli~olvic:ndu 10 g i..h: SJ)S c..·n 100 rnl de agua dcsioni7;iJ~1. La solución 

debe ser cla1;1 e im .. ·olnrot Si J.1 tcn1pcratura Jd ;:1gua es rnuy baja. no todo el SOS se 

disolver y ser nccc~ario c.llcnt~1r la solución. 

-Buffer del gel separador 3.0 l\.I Tris-1 (CI (pi 1 8.8): 

Mezclar 36.6 g de Tris (Tris(hydroxymcthylJ aminomclano) en 48 mi de J .O l\.f de 

llCI y ajustar a un volumen final de 100 mi. lJna vez disuelta la solución se filtrn n través 

de papel fihro \Vhnm1.:m No. 1 y se almacena a 4 ºC. 
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-lluffcr del gel conccntrndor 0.5 !\.-f Tris-J ICI (pJ 1 6.8): 

Disolver 6.0 g de Tris en 40 mi de agua dcsionizad¡1, se agrega J .O M de l ICJ gola a 

gota ( 48 n1J ha.. ... 1•1 ak¡tn:r-ar un pJI de 6.H. se ajusta .;:1 un volumen final de JO() mi. Una vc;.o: 

disuelta Ja solucil'>n se filtra a travC-s de p:ipd filtro \\'h;:1trnan Nu. 1 y se odtnacena ;.1 4 ºC. 

llufTcrdc corrida 0.25MTris11(.'J J.9:? M Glicín.'1. 1 '}Q SDS (pll 8.J). 

Disolver 30.3 g Tris. 1·14.0 g glicina y JO.O g Je SIJS en un l11ro de agua <.ksulada. 

Esta solución cst diez veces concentrada (solución 1 OX) y se alrnaccna a temperatura 

ambiente. Pa.-a pn:-pa.-ar 500 mi de huffcl" Je corrid;1 se tllnlan 50 mi de J.;:1 solui:rón J OX y se 

ajusta a 500 rnl. 

-Buffe.- de muestra o buftCr Lacmmli: 

0.0625 i\.f Tl"is-JICI (pJI 6.8): 2 ~~ SDS. 5 'Vo 2-mcrcaptoclanol. 10 %. Glic:c.-ol. 

0.002 o/o azul de bn>mofcnol. Estas son las conccntrnciones finales que deben lene.- cada 

reactivo. Para facilita.- la p.-cp.aración de csre buffc.- es conveniente utili; ... .ar soluciones 

prchcchns con una conccnrración n1:1yor. 

Persulfato de amonio: 

15 °/o w/v ; se disuelven J.5 g de pcrsulfaro de amonio en JO mi de agua 

desioni7...ada. Esta substancia es incst.uble y debe ser p.-cpamdajusto antes de ser usada. 
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-TEll.fED (N.N .N'.N'-1c1nunc1hylcncdiuminc: 

Se us:1 lal corno se cnrnpra. es cstahlc cuando no se diluye. se debe nlmnccnar n 4 .. C 

y en bo1clln ámbar. 
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Prcparnción Jd gel de Poliacrilarnída: 

· n).· Gel Separador.

Agua desioniT..ada 

Tris-llCI pll 8.8 J.0 M 

1 O "ó SOS slok 

AcriJamidn (30:0.8) 

Pcrsulfolo de amonio 

TEMED 

b).· Gel Concentrador.· 

Agua desioniz.ada 

Tris-HCI pll 6.8 0.5 M 

10% SOS slok 

AcriJamida 

Persulfoto de amonio 

TEMED 

4.5 mi 

l.25ml 

JOO µI 

4.0 mi 

500 µI 

5 µI 

6.0 mi 

2.5 mi 

100 µI 

4.0 mi 

500 µI 

5 µJ 
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Al'ENDICE2 

A).- Tinción de Azul de Cornassie 

Azul de Comassic G 250 

Etanol absoluto 

Ac. ortofosfórico 

Agua dcioniz.ada 

- Sol. Tcí\idorn 

SOmg 

2S ntl 

50 n1l 

c.b.p. 500 mi 

- Sol. Destci\idoru 

25ml 

50m1 

c.b.p. 500 mi. 

1.- Sumergir d gel en sol. colorante por 30 min. en agitación. 

2.- Sumergir en sol. destc1"\idora y cambiar cada 15 min hasta que solo queden visibles las 

bandas. 

3.- Conservar en oicido acético al 1 o/o. 

B).- Tinción de plata 

t.- Agregar 12.5 µl de una solución de DL- Dithiothreitol 20 mg/ml a 100 mi de etanol 

SOo/o v/v. pn.ra un gel. rw1antcncr en agitación a 50 rpm durante 1-2 horas. 

2.- Lavar con agua destilada 1 SO mi/gel .:i SO rpm durante: 1 hora. 

3.- Sumergir en solución: 200 Jll Tiosulfoto de Sodio Pcntahidratado ( 100 mg/ml) en 100 

mi de agua destilada durante 1 mínuto. 
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4.- Luvnr con ugun destilada 3 X 20 segundos. 

S.- Preparar 20 mi del lidróxido de Sodio ni 0.4 %. mezclur con 1.5 mi de sol. de Amonin 

(0.88 sg Nll.,OH) y agregar 1:1 sol. de plata ~ota a gota con agitación continua. 

rosterionncnte ajustar In solución a J 00 mi. ~1antener el gel sumergido en ugitación 70 rpm 

por 30 min. Para preparar la solución de plata se disuelve 0.8 g de Nitrato de rlata (AgN03) 

en 4 mi de ngua destilada. 

6.- Lavar con agua destil:tda 150 mi/gel a 70 rpm 3 veces X 5 min. 

7.- Revelado: 200 mcl de solución de Fonnaldehido (40o/o p/v (1-ICHO) mezclarlo con 2.5 

mi de Ac. ch,-ico al 1 º/o. agregar 20 ~ti de la solución de Tiosulfalo de Sodio y ajustar a 500 

mi. Utilizar 1 SO mi/gel. Cambiar el revelador de 1 a 3 veces cada diez minutos segün 

aparezcan las protein:is tefüdns. 

8.- Para detener la Tinción se desecha la solución reveladora y se agrega 1'-1ctanol al SO o/o y 

ácido Acético al 5 o/o 100 mi/gel durante JO min. 

9.- El gel teñido se puede conservar en Etanol o Metano) al 1 O o/o a 4 ºC 1 00 mi/gel. 
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APENDICE3 

Buffer de transferencia pi 1 M.3 .-

Tris 25 rnM 

glicina 192mM 

sos 0.05 o/o (P/V) 

mctwiol 

Tris buffer salino (TOS) .-

30 mi de unn Sol. de NaCI S fv1 

20 mi de una Sol. Tris-l-ICI 1 M pi 1 7.S 

llevar a un litro con agua destilada. 

Separe sus muestras en gc:lcs de SDS-PAGE estándar. AJ finalizar la electroforesis. 

retire cJ gel de las placas. corte el gel concentrador y marque el gel de tal manera que 

conozca su orientación. sumerja el gel en buffer de transferencia. 

t.- Limpie las placas de carbón del aparato con agua dcslilada. 

2.- Corte seis pic7.as de papel absorbente: (Whatman 2 mm o equivalente) y una de 

membrana de Nitrocelulosa del tarn01ño del gel. Si el papel sobrepasa el borde del gel, 

mrs 
Dt U 

NO llElf 
BliUOTECA 
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disminuir Ja corriente que pasa a tmvés del gel. obteniendo de esta mnnera una 

transferencia eficienle. 

3.- sumerja la membrana de Nitrocelulosa en agua destilada. Esta se debe mojar 

colociíndola cuidndosarnenlc sobre la supc:rticie del agua. La Nitrocelulosa. s.c moja por 

capilaridad desde la parte inferior (varios minulos). sumerja después la membrana por dos 

minutos en buffer de transferencia. Remoje el papel ahsorhct1'c sumergiéndolo en buffer de 

transferencia. 

4.- Ensamble el pap:I. gel. Nitrocelulosa y papel absorbcnlc lle la siguiente manca: 

-electrodo inferior 

-tres capas de pilpcl absorbente rc1nojados en buffer de transferencia 

- membrana de Nitrocelulosa remojada de agua y equilibrada en buffer de transferencia 

-gel de poliacrilamida remojada en buffer de transferencia 

-tres capas de papel absorbente rcn1ojado en buffer de transferencia. 

S.- Evite la fonnación de burbujas. en caso de estar presentes r-ctírclas rodando una pipeta 

Pastear sobn: el sandwich. Seque el exceso de buffer que rodea al sandwich no separe la 

membrana del gel para evitar Ja sobr-eposición de bandas. 

6.- coloque cuidadosamente la tapa de carbón (electrodo superior) sobre el sandwich. 

Conecte los electrodos y comience la transferencia. 

7.- Al finalizar la tansfcrcncia. desconecte la fuente cJc poder. Desensamble cuidadosamente 

el aparato. Marque Ja membrana de nitrocelulosa para saber su orientación. 
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8.- El gel de poliacrilamida se puede tci\ir con A7.ul de Coomasic para ved ficar la eficiencia 

de la transferencia. 

9.- 1--i membrana se tii'llc con ~olución de Rojo de Punccau S para vcnficnr la transferencia. 

Se tii\c durante 5 min con ;1g11aciOn. y se d1..0 !>l11"'11..· con agua destilada Esta t1nc1ón es 

rc"·crsiblc y no interfiere cnn el rcconucinlicruo an11gC111cu Je hL<> banda~ 

10.- Los sitios de unión de pro1l"ina rcstantcs en la n1cn1hrana se N1trocclulo-..:1 c;c hloqucan 

incubando la n1cmbrana con 5 ~U de leche scmiJcscn:111ada en TBS durante toJ¡¡ 101 noche a 

4 ·c. 

NOTA: La unión de las prolc111.1' J la r11cn1brana 1..·~ hlu1..1uc;11.Ja por acc11c.- ... u otra<> proteinas. 

Se deben utili;r.ar guanlcs dur~11111..· todo el prllccso di..· tran~fcrcnc1.1 -. n1c1nhr~1nas nuevas. 

nunca reutilizarlas El buffer .J1..· 1ransfrl'"cnc1a NO e~ rcuuli..-.ahlc 
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APENDICE4 

INMUNOBLOTS.-

1.- Bloquear los sitios de unión de proteína restantes incubándola con S 0/o de leche 

scmidcscrcrnada en TDS durante toda la noche a 4 ºC. 

2.- El papel transferido y bloqueado se puede corlar 

inmunoblots con Jos mismos antígenos. 

tiras pnra n:ali7 .. ar varios 

3.- Recubrir las tiras con 2 mi de Ja dilución del suero problema en regulador de Bloqueo 

(PBS adicionado con albúmina o caseína bovina leche Svcltes 3 %. durante 2 a 3 horas a 37 

C en agitación o toda la noche a 4 ºC. 

4.- Se lava con PBS-Twecn 20 al 0.1 o/o 5 veces I 3 min. e/u. 

S.- Se agregan 2 mi de la dilución oplima del conjugado de pcroxidasa detector 1 hora a 37 

C o toda la noche a 4 ºC. 

6.- Se hacen siete lavados de 1 min. e/u con PBS-T . 

7.- Después de lavar se revelan con una solución de sustrato: Peróxido de hidrógeno al 

0.01 % v/v en 4-cloro-1-n-Nafiol al O.OS % plv en mctanol al 16.6 °/v en PBS 0.1 M en 

agitación a temperatura ambiente hasta la aparición de las bandas. 

8.- Se enjuaga muy bien con agua de la llave y se deja secar. 
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