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RESUMEN 

Toxocara amis es un nemátodo parásito que utiliza a los perros como 

hospederos definitivos y a otros animales induyendo al hombre como hospederos 

paraténicos. En estos, resulta Importante conocer como se monta la respuesta 

inmunológica, ante la lógica imposibilidad de realizar inoculaciones experimentales 

en humanos se ha recurrido al uso de modelos experimentales en las que el 

parásito tenga un comportamiento similar. 

El suero de conejo se ha utiilzado como referencia positiva en pruebas 

comerciales de EUSA sin embargo en la literatura no existen reportes de la 

cinética de reconocimiento de los Ag-EST por lo que para poder desarrollar estas 

técnicas en México se necesita conocer el comportamiento de la respuesta sérlca 

en una Infección experimental en conejos. 

Por lo anterior el objetivo del presente trabajo fue determinar los antígenos 

de excreción y secreciÓn de T. c;mis (Ag-ESl), que son reconocidos por sueros de 

conejos infestados experimentalmente. Se inocularón vía oral dos lotes de 5 

conejos cada uno con 5000 y 10,000 huevos larvados de T. amis (hrTc) 

respectivamente. Se colectó el suero de todos los animales a los días O, 8, 15, 22, 

29, 36, 43, 50, 57, 64, 71, 78, 85 y 127 post-infección y se congelaron (-20 ° C) 

hasta su uso, a los 105 días se reinocularón los dos grupos con 5000 y 10,000 hfTc 

respectivamente. 



Los Ag-EST se obtuvieron al cultivar larvas 2 de T. can/s en medios de 

cultivos RPMl-1640 en esterilidad, el sobrenadante se concentró 100 veces por 

ultrafiltración con membranas de Amicon. Con los Ag-EST concentrados se hicieron 

corrimientos electroforéticos en geles de 505-poliacrilamlda, finalmente se realizó 

la técnica de Western Blot (técnica de lnmunodetección (ID)) con los sueros 

almacenados. 

La determinación de los Ag-EST reconocidos por los sueros de los conejos 

inoculados experimentalmente con hlTc se llevó a cabo mediante la técnica de 

Western blot ó lnmunodetecdón (ID), las bandas proteicas reconocidas por los 

conejos Infestados con 5,000 hlTc (lote # 1) tiene un reconocimiento secuencial de 

estos antígenos, al día 15 reconocen una banda de 66 kDa de PM, al día 22 se 

reconocen dos bandas, estas bandas con PM de 55 y 66 kDa, entre los días 29 y 

50 p.i. se reconocen bandas de 32, 35, 45, 55, 66 y 120 kDa, a partir del día 57 y 

hasta el final del experimento (día 127 p.i.) se observaron bandas de 32, 35, 45, 

55, 66, 120 y 400 kDa de PM. Las bandas de Ag- EST reconocidas por suero de los 

conejos infestados experimentalmente con 10,000 hlTc (lote # 2) también tienen 

reconocimiento secuencial, al día 15 p.i. se reconocieron bandas de 32, 45, 55 y 66 

kDa de PM, entre los días 22 y 36 se reconocen bandas de 32, 35, 45, 55, 66 y 

120 kDa de PM, entre el día 43 y hasta el día 127 p.i. se detectaron bandas de 32, 

35, 45, 55, 66, 120 y 400 kDa de PM. 
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Los sueros de los conejos Infestados con 5,000 o 10,000 hITC pueden ser 

utilizados como sueros de referencia en el lnmunodiagnóstico de la toxocarlasls 

humana. 

/ 
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INTRODUCCIÓN 

Toxocara canis es un nematodo que en su estado adulto afecta el Intestino 

delgado del perro y de otros canídeos. Sus fases larvarias pueden afectar 

diferentes especies que pueden actuar como hospederos paraténlcos entre los que 

se encuentra el hombre (Beaver et al.1987) 

GENERAUDADES DEL Género Toxot2ra arn/s 

Toxocara canis se encuentra dentro de la siguiente clasiflcadón: 

SUBREINO: METAZOA 

PHYLUM: NEMAlliELMINTI-iES 

a.ASE:NEMATODA 

ORDEN: ASCAROIDEA 

FAMILIA: ASCARIDAE 

Género: Toxocara 

Los miembros del orden Ascarldlda, superfamllia AscariodOldea, son por lo 

general relativamente grandes y están provistos de tres labios bien desarrollados, 

un esófago cilíndrico y músculos corporales celomiarios. Los huevos tienen una 

cáscara gruesa y no están ernbrionados cuando se depositan (Luengo et al. 1997). 



Las especies del género TOXOCilra, tienen aletas cervicales diferenciadas y 

labios prominentes que suelen presentar rebordes dentígeros finos; carecen de 

inter1ablos, y tienen en el esófago un ventriculo posterior evidente, pero carecen 

de divertículo ventricular y ciego intestinal. El macho muestra un apéndice caudal 

digitiforme, y en algunas especies existen aletas caudales. Hay 5 pares de papilas 

caudales posteriores a la cloaca y muchas anteriores, y existe una papila 

subventral doble posterior a la cloaca a ambos lados. La vulva de la hembra está 

en la porción anterior del cuerpo; los huevos presentan depresiones superficiales 

(Beaver et al. 1987). 

MORFOLOGIA 

Los machos miden de 4-10 cm y las hembras de 5-18 cm, se han observado 

longitudes máximas de 13 y 20 cm. Las aletas cervicales son mucho más largas 

que anchas (2-4mm por unos O.Zmm). el esófago suele medir Smm, incluido el 

ventriculo, que tiene O.Smm tanto de longitud como de anchura. La vulva se sitúa 

a la altura del primer tercio del cuerpo (Beaver et al., 1987). 
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Los huevos son subglobulosos, de unos 85 por 75 ¡1m, presentan 

depresiones en la cáscara y no están embrionados cuando se depositan, son 

amarrillo-blanquecino; también poseen una cubierta protéica la cuál está 

uniformemente fosetada, poseen una masa protoplásmatica que llena 

completamente el interior del huevo (Georgi J.R. 1991 ). 

.. • e 
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CICLO BIOLÓGICO 

El ddo de vida de T. canis es complejo y varia de acuerdo a la edad a la 

que el hospedero adquiere la Infestación y a las diversas formas en que el parásito 

puede llegar a éste: Transplacentaria, calostral, transmisión directa o Infestación 

por Ingestión de un hospedero paraténico (Muñoz, 1997). 

El delo se inicia con la eliminación de huevos de T. canls en el excremento 

de los perros parasttados (principalmente cachorros), estos huevos son resistentes 

y duraderos en el ambiente. Sin embargo, la exposición a la luz solar y a una 

temperatura de 55.5 ° C los mata. El desarrollo de la larva lnfestante, requiere de 

9 a 11 días a 24 o e y de 3 a 5 días a 30 o e, en presencia de oxígeno atmosférico 

y una humedad relativa del 75 % (otsen,1977; Olson 1979; Beaver et al. 1951). 

La Infestación ocurre cuando los perros, humanos u otros hospederos 

susceptibles ingieren huevos larvados, la eclosión ocurre en el duodeno y el 

segundo estadio larvario atraviesa la pared Intestinal; las larvas pasan al flujo 

linfático o a capilares sanguíneos y por la vena porta llegan al hígado dos días 

después. Al cuarto día llegan al pulmón viajando por la vena cava, corazón 

derecho y arteria pulmonar. A partir de este punto, la ruta de migración y 

desarrollo de las larvas varía dependiendo de que el perro sea joven o adulto, 

hembra gestante, humano u otra especie animal (Olsen,1974). 
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En perros adultos, las larvas de segundo estadio que llegan al pulmón 

regresan al corazón y se distribuyen por todo el cuerpo, llegando principalmente al 

músculo estriado, hígado, pulmones y riñones, donde permanecen en estado de 

latencia (Sprent, 1958, Beaver et al. 1951; Soulsby, 1982). 

En cachorros, las larvas abandonan los capilares pulmonares, penetran en 

los alvéolos y migran por las vías respiratorias hasta la faringe (migración 

traqueal), en donde son deglutidas. Las larvas viven en el estómago hasta el 

décimo día post-Infestación, posteriormente. En este tiempo los parásitos son 

sexualmente maduros, se aparean y se inicia la producción de huevos fértiles entre 

las 4 y las 5 semanas post-infestación (Olsen,19n; Soulsby, 1982). 

Además de la infestación post-natal por la ingestión de huevos 

embrlonados, los cachorros casi siempre se infestan prenatalmente en condiciones 

naturales. Esto último quizá bajo la influencia de las hormonas de las hembras de 

gestación, las larvas somátic.as son reactivadas y penetran a los fetos entre los 

días 42 y 43 de la gestación (Douglas y Beker, 1959; Olsen, 1977). Esta última 

condición se ha podido reproducir experimentalmente al aplicar prolactina, 

hidrocortlsona y oxitocina. Cuando las larvas alcanzan el hígado del feto tiene lugar 

una muda, transformándose en larvas de tercer estado, las cuales, al nacer los 

cachorros, aparecen en los pulmones y asi permanecen durante la primera semana 

de vida. La muda al cuarto estadio se produce durante la primera semana, cuando 
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las larvas están en pulmones o posteriormente en estómago. Hacia el fin de la 

segunda semana, las larvas mudan al quinto estadio. Posteriormente, 

experimentan un rápido crecimiento y los adultos pueden encontrarse al final de la 

tercera semana. El período de patencia de las Infestaciones prenatales varía entre 

los 23 y los 40 días después del nacimiento (Soulsby, 1982; Klrk, 1984). 

Hasta ahora sólo se han mencionado las larvas de segundo estadio somático 

en perros adultos (adquiridas por la Ingestión de huevos larvados). Estos 

raramente tlenen parásitos adultos en el Intestino. Sin embargo, después del 

parto, las larvas somáticas reactivadas pueden llegar al Intestino de perras exentas 

de parásitos adultos. Estos parásitos maduran a los 25 o 26 días post-parto y 

persisten en un promedio de 60 días antes de ser expulsado espontáneamente 

(Shrand, 1964; Oisen, 1974). No todas las larvas somáticas abandonan los tejidos 

durante la primera gestación, pues las subsecuentes camadas pueden nacer 

infestadas, difiriéndose las infestaciones (Soulsby, 1982). 

La reactivación de las larvas somáticas continúa en la perra lactante y las 

larvas ganan acceso a la glándula mamaria, siendo expulsada en la leche e 

infestando a la camada. La infestación postnatal de cachorros durante la lactancia 

es cuantitativamente tanto o más importante que la infestación prenatal in ~ 

(Martínez, 1989). 

• 



El humano se puede infestar por la ingestión de huevos larvados de T. 

c.anls, estas evaden los alvéolos del pulmón y migran a diversos órganos como 

hígado, otras partes del pulmón, cerebro y ojo (Olsen, 1977; Cypess, 1977; 

Soulsby, 1982). 

11 



CICLO DE VIDA DE Toxocara canis 
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EPIDEMIOLOGIA 

La toxocarlasis es una de las principales enfermedades parasitarias de los 

perros. Su distribución geográfica es mundial, por su incidencia y patogeniddad al 

humano es un Importante problema de salud pública (Schantz, 1979; Souslby, 

1982). 

En dimas templados, la toxocarlasis humana es probablemente la más 

común helmintiasis zoonótlca, Beaver et al. (1951) describe el primer caso de 

Larva Migrans Vtseeral (LMV) debido a T. c.anis. El género Toxocara Incluye a T. 

canis y T. CiJtJ; ascáridos del perro y gato, respectivamente. Estos tienen un 

problema crónico, en animales jóvenes, y el estado de susceptibilidad dura 6 

meses tras ese lapso, los gusanos desaparecen y automáticamente se vuelven 

hospederos paraténieos, alojándose en: músculo esquelético, cerebro, bazo, 

hígado, riñón, pulmón, corazón (Gueglio, 1994). 

Para el diagnóstico de la toxocarlasis es esencial tener tanto datos 

epidemiológicos como biológicos, porque la elección de la terapia es difícil. 

Los experimentos realizados Implican el ciclo de maduración del huevo de T. 

c.anisque ha sido llevado a cabo por de Savigny (1975). 

Esto ha permitido el desarrollo de muchas pruebas serológicas sensibles y 

específicas utilizando el antígeno excreción y secreción de T. cams(Ag-EST). 
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Debido a los detenninantes antigénicos comunes entre los diferentes 

nemátodos tropicales y Toxocara spp., la Interpretación serológica puede ser dificil 

sí el paciente ha vivido en áreas tropicales, es por esta razón que el 

inmunodiagnóstlco de la toxoc:artasis es utilizado principalmente para pacientes en 

zonas templadas, especialmente en casos de eosinotilia (Gueglio, 1994). 

Estudios reallzados en México y en otros lugares del mundo demuestran la 

alta incidencia de esta parasltosis en perros (Cuadro 1 y 2). Aunque estos se 

realizaron de manera aislada y presentaron diferencias en cuanto a la manera en 

la que se llevaron a cabo, dejan daro que son mucho más afectados por gusanos 

adultos los cachorros menores de seis meses que los perros adultos. Una causa de 

la alta incidencia de esta parasitosis es el alto poder biótico que presentan estos 

parásitos, ya que las hembras depositan hasta 200,000 huevos diarios (Shrancl, 

1964; Warren et al. 19n). Los huevos son altamente resistentes a las condiciones 

ambientales y son la fuente de infestación de perros, humanos y otros hospederos 

paraténicos (Soulsby, 1982). 

La infestación por Toxocara se presenta en casi todas las crias de perros y 

gatos. Estos animales, que a menudo viven en los hogares en los que hay niños, 

expulsan a diario y durante meses cantidades enormes de huevos en las heces, 

aunque estas heces se eliminan en un lapso corto, los huevos que contienen se 

acumulan en el entorno. Cuando están protegidos de la luz solar directa y la 

desecación, los huevos se desarro1¡3n hasta alcanzar la fase infestante en unas 

tres semanas y persisten en el suelo meses. De este modo et suelo de las zonas en 
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las que defecan los perros y gatos con huevos de Toxocara se considera una 

fuente de Infestación constante. Además, debido a la acción de las llwlas, es 

posible que los huevos se transporten a lugares distantes y alcancen grandes 

concentraciones en algunos puntos. Unos miligramos de tierra recogida de la 

superficie de estos sitios pueden contener centenares de huevos lnfestantes, lo 

que hace posible que un niño se lleve tierra a la boca ingiera miles de estos 

huevos y que niños mayores o adultos adquieran infestaciones ligeras, al ingerir 

cantidades imperceptibles de material altamente contaminado. El examen def suelo 

de parques y campos de juego de distintas ciudades ha demostrado la presencia 

de huevos infestivos de T. canls, que constituyen una fuente de infestación a niños 

y contribuyen a los elevados índices de parasitosis en perros y gatos, así como de 

otros hospederos (Borg & Woodruff, 1973; Dada & Unquist, 1979; Dunsmore et 

al., 1984; Duwel, 1984; Emehelu & Kakae, 1986; Salinas et al., 1987; Umeche, 

1989; Hom et al, 1990; Choo, 1990; Abo-Shehada 1991; Holland et al, 1991). 
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CUADRO# 1 .._. r.---·-...... del-

1 #PERROS 1 
TIPO DE FRECUENCIA 

WGAR AÑO : EXAMINADOS EXAMEN (%} 

Canadá 1975 239 CPS 43.5 

Acera, Ghana 1975 100 N 40.0 

Londres, Ing. 1977 
1 

1000 CPS 7.2 

Indiana, EEUU 1978 108 N 18.3 

Halifax, Escoda 1978 474 CPS 26.6 

lowa st. EEUU 1978 33594 CPS 3.0 

Zaria, Nigeria 1979 180 CPS 41.1 

Pretoria, 

Suda frica 1979 253 N 32.0 

Bangkog, 

Tailandia 1980 107 CPS 6.5 

Praga, 

Checoslovaquia 1982 500 CPS 4.2 

Chlcago, EEUU 1982 846 
1 

CPS 4.3 

Sabah, Malasia 1984 

1 

175 CPS 81.0 

Freetown, 

Sierra Leona 1984 2938 CPS 9.0 
1 

Hessian Nedr.er 

1 Valley, Alemania 1985 155 CPS 5.8 
1 

calabar, Nigeria 1985 
1 

254 ! CPS 26.7 

Tenerife, España 1985 ! 463 1 CPS 16.2 

Baghdad, Irak 1986 r 20 N 40.0 
1 1 

Atlanta, EEUU 1987 1 143 1 CPS 12.0 
·-· 

La Plata, 1 

Argentina 1988 
1 

2895 
1 

1 CPS 14.2 
l 

Curasao, Brasil 1 1988 1 133 CPS 
1 

7.5 
1 

Grecia 1988 i 232 CPS 22.4 
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Astl.lrias, España 1989 354 CPS 1.1 

Kingston, 1989 141 CPS 8.0 

Jamaica 

Belglca 1991 2324 CPS 17.4 

Chlnamora, 

Zlnbabwe 1991 42 N 9.0 

Ankara, Turquía 1992 121 CPS 13.2 

269 CPS 26.0 

Ankara, Turquía 1992 33 N 9.0 

Montenegro, 

Yugoslavia 1992 15 N 30.0 

Nairobi, Kenla 1993 156 N 3.0 

Oklahoma EEUU 1993 1 21583 CPS 4.0 

Dakar, Senegal 1993 72 N 8.7 

lvaraki, Japón 1993 153 N 9.4 

Hannover, 

Alemania 1993 3329 CPS 6.9 

Melboume, 

Australia 1993 493 CPS 17.4 

Dublín, lr1anda 1994 
1 

350 
1 

CPS 82.6 

Kansas, EEUU 
1 

1994 
1 

218 CPS 4.0 

Lugano, Suiza 1 1995 ! 217 CPS 17.0 

Sao Paulo, 8rasilF1995 
1 

314 CPS 16.6 

lbaraki, Japón 1997 ! 916 N 79.9 

Amsterdan, 

1 

i 
Holanda 1997 1 272 CPS 2.9 

1 

Taimei, Taiwan ~-taiWañl 1997 
1 

96 
1 

N 27.0 

'-*L-*"" ___ .,___._11 • ._......., 
CPS•Cu¡w .... - -.• (...._H.. F. 1991). 
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CUADR0#2 

#PERROS TIPODE FRECUENCIA 

LUGAR AÑO EXAMINADOS EXAMEN ('Vo) 

México, D.F. 1955 100 N 30.0 

México, D.F. 1967 120 CPS 93.0 

México, D.F. 1969 so CPS 20.0 

Veraauz, Ver. 1970 300 CPS 9.6 

Monterrey, N.L 1972 100 N 5.0 

Guadalajara, Jal. 1973 450 CPS 16.2 

Cuemavaca, Mor 1974 

1 

719 CPS 15.0 

Aguascalientes 1983 294 CPS i 47.6 

México, D.F. 1986 200 CPS 
1 

21.0 

México, D.F 1987 176 N 58.5 

México, D.F, 

Pungarabato y 1989 106 CPS 37.7 

Cutzamala, Gro. 

Veraauz, Ver. 1989 447 CPS 
1 

74.0 

México, D.F. 1990 463 CPS 
1 

4.9 

México, D.F. 1992 240 
1 

CPS 
1 

3.6 

Cullacán, Sin. 1996 100 1 
CPS ! 7.0 

México, D.F. 1996 47 
1 

CPS j 100.0 

México, D.F. 1998 100 1 N 1 15.0 

1 

1 
México, D.F. 1998 470 CPS ' 19.8 ; 

r-.s.•1.-a--....-· .. ..__ _......... .. _,.,..., 
CPS•~_.,..__ (-H. f. l-). 
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Estudios recientes encontraron una relación entre la edad, el sexo, 

localización y factores de riesgo Incluyendo la geofagia y las mascotas que son 

factores significantes con la infección de Taxocara. Los hombres son más 

susceptibles a ser Infectados que las mujeres; esto es debido a que los hombres 

menores de 10 años tienen un mayor riesgo de infección de toxocariasis ya que 

estos tienen por costumbre jugar en zonas con tierra que posiblemente están 

contaminadas con huevos de Toxrx:ara y tener mayor contacto con mascotas que 

las niñas (Bass J.L et al. 1987). 

MECANlSMOS DE ACCIÓN PATÓGENA 

El gusano adulto de T. canis ejerce acción expoliatriz, quimófaga, seJectiva 

por algunos nutrientes como la vitamina C, carbohidratos y péptldos. Provoca en 

infestaciones masivas un mayor o menor grado de obstrucción Intestinal y a veces 

del colédoco, provocando estasis biliar reflejándose en una mala digestión, las 

larvas también provocan initaciones a diferentes tejidos como son: Pared 

intestinal, parénquima hepátieo, cardiaco y pulmonar con ruptura de capilares y 

alvéolos (Quiroz, 1988). 

En fonna paralela las larvas ejercen acción expoliatriz, histófaga y de 

líquidos tisulares, acción mecánica obstructiva y además producen un proceso de 

Inflamación por la secreción activa de antígenos llamados antígenos excreción y 

secreción (Ag-EST) que pueden provocar anafilaxia (Quiroz, 1988). Las lesiones 

11 



provocadas por las larvas son el resultado de una exagerada respuesta 

Inmunológica contra los Ag-EST y la acción traumática que produce la larva al 

migrar por los tejidos (Glickman et al. 1990). 

En ratones Infestados experlmentalmente con una dosis media de 1,000 

hrTc (huevos larvados de T. can/S'), se han encontrando lesiones en el Intestino y 

presencia de larvas al día uno después de la infest.adón, el hígado también afecta 

desde el primer día, pulmón y riñones en el día uno y dos respectivamente, 

músculo esquelético en el día tres y SNC en el día cuatro {Olson, 1979). En otro 

estudio, al inocular nueve monos macacos con dosis de 100,000 a 400,000 hrTc, se 

encontró que seis de ellos no presentaron más que poca o moderada invasión 

larvaria a tejidos y SNC por lo que presentaron moderada inapetencia y depresión 

por algunas semanas. Los otros tres monos sufrieron un cuadro grave, 

presentando un gran número de larvas viables no solo en la cavidad torácica y 

abdominal, sino también en el SNC. El examen hematológico de los animales 

infestados reveló una reducción transitoria del conteo de eritrocitos y marcada 

eosinofilia, incremento en la concentración de globulinas, bajos niveles de 

albúmina y niveles elevados de transaminasas séricas (Tomimura et al., 1976). 

Existen evidencias experimentales de larvas que han persistido viables hasta por 

diez años en tejidos vivos de primates (Soulsby, 1982; Bowman,1987). 
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CUADRO CLÍNICO EN PERROS 

Cuando el género Toxocara Infesta y produce enfermedad a esta se le llama 

toxocariasls. El género Toxocara en general afecta a los cachorros de perros y 

gatos más que a los animales adultos (Lapage, 1981). Los cachorros sufren retraso 

en el desarrollo y presentan un abdomen abultado y la piel es deslúdda y áspera; 

hay emaciación, signos de anemia, Inquietud y diarr-ea o constipación. Puede 

producirse la muerte por obstrucción intestinal aguda (Soulsby, 1982). 

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 

convulslones de duraoon limitada provocadas por la presencia de las larvas 

migrando en el sistema nervioso central (Quiroz, 1988; Tomimura, 1976). 

El examen hematológico de animales infestados revela un conteo reducido 

de eritrocitos y marcada eosinofilia, incremento en la concentración de globulinas, 

bajos niveles de albúmina y nrveles elevados de transaminasas sélicas (Soulsby, 

1982). Las principales expresiones dínicas son astenia, dolor gástrico y 

manifestaciones respiratorias. 
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CUADRO CLÍNICO EN HUMANOS 

Muchas de las infestaciones humanas son asintomáticas, con tan sólo 

eosinofilia y serología positiva. Las dos principales fonnas dínlcas de la toxocarlasis 

humana son los síndromes de; 

• Síndrome de Larva Migrans Visceral 

• Síndrome de Larva Migrans Ocular u Oftálmica 

Y un tercero, llamado Síndrome benigno, el cuál ha sido descrito 

recientemente (Magnaval et al. 1997). En este, la sintomatología no es específica, 

consiste en debilidad crónica asociada con moderada eosinofilia pero persistente. 

(Gueglio et al. 1991). 
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SINDROME DE LARVA MIGRANS VISCERAL 

El síndrome de larva migrans visceral descrita por Beaver et al. (1952), es 

usualmente asociada con hepatomegalia, hiperglobulinemia, fiebre, dolor 

abdominal, expectoraciones y asmáticos, el sistema nervioso central se ve 

implicado, y eosinofilia persistente. La mayoría de los pacientes se recuperan y 

solo algunos llegan a morir (Dunn, 1983; Beaver et al., 1987). En el hígado, la 

invasión larvaria causa una reacción del hospedero con la formación de 

granuiomas, la hepatomegalia parece ser una condición característica del 

padecimiento. 

La causa más frecuente del síndrome de LMV en humanos es T. amis, sin 

embargo otros parásitos como son: T. catJ; Capillaria hepaDCil, Gnatnostoma spp, 

Dirolilaria spp. y Ascaris /umbticoides la pueden llegar a producir, (Glidcrnan et al., 

1987). 

El primero en sugerir que larvas de nemátodos que afectan naturalmente a 

los animales podrían infectar a los humanos y causar enfermedad fue Fullebom en 

1921 (Glidcman y Shofer, 1987). Después de casi 30 años en 1950, Merck et al. 

identlfic:arón larvas de nemátodos ascaroideos en biopsias hepáticas de niños con 

un síndrome caracterizado por eosinofilia, hepatomegalia, infiltración pulmonar y 

silviclos (Glickman y Shofer, 1987). Beaver et al. en 1952 identificaron que la causa 

más frecuente de esta enfermedad eran larvas de T. canis y propusieron el 

termino de Larva Migrans Vrsceral. 
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En México el primer caso comprobado de toxocarlasls humana (LMV) fue 

reportado en 1960 por Baez y Alemán, mediante un examen hlstopatoióglco de 

una muestra de tejido hepático de una paciente de 7 años de edad. 

Oínicamente, la gravedad de la enfermedad varía mucho según el número 

de huevos larvados ingeridos, la duración de la Infestación, la presencia de larvas 

en lugares críticos y otros factores aun no entendidos (Beaver et al., 1986). La 

mayoría de las Infestaciones humanas por T. canis cursan asintomáticamente o 

con síntomas muy leves (Bass et al., 1987). El signo más notorio es la eoslnofilla 

crónica, algunos estudios demuestran que las secreciones y excreciones de las 

larvas del parásito estimulan la producción de interleUcina 5 (IL-5) que es la 

responsable de la eosinofilia (Coffman et al., 1989; Kusama et al., 1995; Sugane y 

Ohlma, 1984; Yamaguchi et al., 1990). 

Oínlc.amente algunos pacientes presentan manifestaciones de inflamación 

pulmonar y tos (Markell et al., 1986), otros cursan sin manifestaciones pulmonares 

(Beaver et al., 1987). Se ha encontrado que pacientes con asma tienen más 

fn.>euentemente anticuerpos de la ciase IgE que controles sin manifestaciones 

asmáticas (Dosowltz, 1981; Buljs et al., 1994; Lokman-Hakim, et al., 1997). 

Algunos pacientes pueden presentar edema en nódulos linfoides sin otras 

manifestaciones (Amir et al., 1995). Cuando las larvas alcanzan la circulación 

general pueden dirigirse a los riñones, en donde hasta ahora no se han detectado 

en la persona viva y solo hay reportes de necropsia en personas que muneron por 

otras causa (Dunn, 1983). En un estudio realizado por Huntley et al. en 1965, se 
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encontró que en el 28% de los pacientes con LMV tenían antecedentes de 

convulsiones. Otros reportes Indican que la Infestación por T. c.anis no se asocia 

frecuentemente a epilepsia (Gllckman y Cypess, 1979; Woodruff et al., 1996). 

Además se ha asociado la seropoSitivldad a T. amis con bajo desarrollo de la 

Inteligencia en niños (Nelson et al., 1996). 



SfNDROME DE LARVA MIGRANS OCULAR 

La toxocariasis ocular se observa generalmente en ausencia de otros signos 

y síntomas de LMV, se piensa o considera que este síndrome se presenta en 

personas que han sido expuestas a un número pequeño de larvas, las cuales 

migran libremente por varios órganos sin desencadenar una respuesta 

Inmunológica Importante y accidentalmente llegan al ojo (Sc:hantz et al., 1979; 

Gllckman, 1987). 

Larva Mlgrans Ocular (LMO) se define como la presencia y daf'lo producido 

por larvas de T. amis en el ojo, este síndrome ocular fue descrito en 1950 por 

Wllder, el cual encontró larvas de T. amis en 24 de 46 pseudogliomas en ojos 

enudeados por endoftalmitis con aparente retinoblastoma (Wilder, 1950; Glickman 

et al., 1979; Glickman y Shorer, 1987; Small et al., 1989; Liolet et al., 1992). El 

primer caso de LMO en México rue en 1966 reportado por De Buen, el cual 

describió corno una endoftalmitis por nemátodos. Este caso era una niña de 5 años 

de edad, la cual tenía falta de agudeza visual y desviación del ojo Izquierdo hacia 

fuera; después en 1982 Equlhua reportó a una niña de 9 años de edad con un 

diagnóstico de atrofia óptica bilateral, como secuela de toxocariasis en el sistema 

nervioso (Equi-Aguilar 1998) 

La toxocariasis ocular puede tener varios cuadros dínlcos, ninguno de ellos 

patognomónicos, las manifestaciones que se presentan son falta de agudeza 

visual, estrabismo, leucorrea, imtación ocular y endoftalmitis (Shields, 1984). Las 
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lesiones detectadas en ojos han sido granulomas ubicados cerca del disco óptico o 

lntrarretlnales, retinocorolditls posterior y periférica, panuveitis, papilitls óptica, 

uveltis, deformación o desprendimiento de retina, membranas idlopátlcas 

eplretinales, infiltración de células Inflamatorias en humor vitreo, lesiones 

hemorráglc.as y neuroretinis como secuela de migración de larvas en retina (Smith 

Y Greer, 1971; Shantz et al., 1979; Gass y Braunstein, 1983; Sorr, 1984; Margo et 

al., 1986; Glickman, 1987; Desai et al., 1996). 

El síndrome de LMO es una enfermedad tiple.amente unilateral que afecta 

principalmente a los niños, resultante de una invasión del ojo por una o más 

larvas, ocasionalmente esto puede ocurrir en forma bilateral en los adultos. La 

localización y el número de larvas dentro del ojo, determinan la naturaleza y 

extensión de la enfermedad (Gllckman y Shofer, 1987). 



ANTÍGENOS DE EXCRECIÓN-SECRECIÓN (Ag-EST) 

En ausencia de evidencia parasitológica en la toxocarlasls, se ha tenido que 

buscar técnicas para poder diagnosticar y estos han sido métodos Inmunológicos. 

Ensayos serodiagnóstlcos altamente sensibles y específicos han sido desarrollados 

usando propleclades excretoras y secretoras del parásito (de Savlgny, 1975; 

Glickman et al., 1985) 

De Savigny en 1975 desarrolló un método para obtener Ag-EST. En este se 

Incuban larvas (L2) de T. amis en un medio mínimo esencial, después de una 

semana el sobrenadante contiene proteínas que pueden ser reconoddas 

antJgénlcamente por los hospederos; estas proteínas ya hablan sido ldent:ffic:adas 

en un experimento in situ encontrando precipitados inmunológicos en los orificios 

oral y anal de L2, a las cuales se les llamó antígenos de excreción y secreción (Ag­

EST) (de Savigny, 1975). Las L2 de T. canis tienen una gran capacidad para 

producir Ag-EST in v;tro (Malzels et al., 1987). Diferentes autores han descrito 

modificaciones de estos medios de cultivo y han desaito diferentes antígenos de 

estos sobrenadantes. 

Por medio de técnicas como lo son la electroforesis y el Western Blot 

(técnica de inmunodiagnóstico (ID)) se han analizado a los Ag-EST, y han 

demostrado que estos antígenos constituyen una serie de complejos 

glucoconjugados que presentan distintas caracteristicas bioquímicas (Meghji y 

Malzels, 1986) y son de gran imPQrtancia en el diagnóstico de la toxocaliasis en 
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ausencia de evidencia parasitaria (Badley et al., 1987). Los Ag-EST son 

gllcoproteínas que tienen dos azúcares Importantes la N-acetilglucosamlna y la 

galactosa, en menor abundancia están el arablnol, manosa, N-acetilglucosamlda, 

glucosa, fucosa y xilosa (Meghjl y Maizels, 1986). 

A través de una técnica de anticuerpos monoclonales se ha determinado los 

dos principales sitlos donde se encuentran los Ag-EST, estos son, las glándulas 

esofágicas, las cuales tienen salida esófago y por consecuencia a la cavidad oral y 

una larga rama de células columnares secretoras que desembocan a el poro 

excretor en el exterior de la larva, por la naturaleza de estos órganos dentro de la 

larva, se ha propuesto que en estos lugares se producen los Ag-EST (Page et al., 

1992). 

Los carbohidratos anterlonnente mencionados, se encuentran en diferentes 

proporciones en los Ag-EST fonnando epítopos que están ligados al complejo 

proteínico del antígeno de manera fuerte o débil. En diferentes estudios se ha 

determinado ocho epítopos diferentes por medio de anticuerpos monoclonales, 

Indicando que la respuesta Inmunológica desarrollada que esta dirigida 

principalmente hacia los complejos gllcosilados de la molécula (Maizels et al., 

1987), también se han encontrados lípidos pero contra estos no hay una respuesta 

inmunológica y aun no se.a determinado cual es su papel biológico (Niedfeld et al., 

1993). 

La adaptación fisiológica del parásito al hospedero, está en la liberación de 

productos antigénicos como lo son los Ag-EST, ya que estos interfleren en los 
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mecanismos Inmunológicos del hospedero, afectando la adherencia de eosinófilos 

(Page et al., 1992). Jane et al. en 1987 confrontó sueros positivos a toxocarlasls 

con Ag-EST purificados, dando como resultado una neutralización de algunos 

componentes del complemento e lnmunoglobullnas del tipo IgG que son 

específicas con T. canis v que participan en la fijación de elementos inmunológicos 

a la superficie de la larva. A los Ag-EST se les a atribuido la respuesta inmune 

exacerbada, la eosinofilla v la activación polidonal de linfocitos B productores de 

IgE (Meghjl V Malzels, 1986). 

El éxito de estos parásitos en evadir la Inmunidad puede deberse en parte a 

su habilidad para deshacerse de antígenos de superficie, anticuerpos enlazados a 

superficie y granulodtos adherentes In v;tro e in ~ La relación entre antígenos 

de superficie del parásito y la respuesta inmunológica del hospedero a éstos 

determinantes es crucial para las consecuencias de la infección, para Toxocara, 

las glicoproteínas de superficie, o la cutícula, o ambas. Los antígenos expuestos en 

superficie para la larva infectiva de T. amis no están asociados íntegramente con 

la cutícula, sino que forman parte de una cubierta lábil de superficie, distal de la 

eplcuticula, que ya fue desprendida con facilidad cuando se enlazó con anticuerpos 

específicos (Page et al. 1992) 

Los análisis v caracterización de los Ag-EST han demOstrado diSCrepanclas 

en el número de componentes y su peso molecular detectado por electroforesis en 

gel de poliaailamida v filtración en gel. Además estás pueden ser altamente 

atribuibles a diferencias en la metodología, Speiser v Gott:stein en 1984 reportaron 



diferencias en 2 lotes de Ag-EST obtenidos y analizados por el mismo protocolo en 

dos laboratorios separados. Las bases biológicas de la variación aparente no es 

conocida y además no parecen afectar la sensibilidad de los antígenos cuando son 

utilizados en el serodiagnóstJco, (Meghji y Maizels, 1986; Badley et al., 1987) 

En 1987, Badley detectó 15 bandas proteínicas en geles de poliaoilamida 

teñidos con nitrato de plata. Las bandas más frecuentes fueron las 76, 78 y 88 

kDa seguidas de las bandas de 29 y 34 kDa. Otros autores mencionan que las 

bandas más frecuentes son las 32, 55, 70, 120 y 400 kDa (Malzels et al., 1984; 

Meghji y Malzels, 1986; Badley et al., 1987). 

Por medio de la técnica de ID se han encontrado dos patrones de Ag-EST 

que son reconocidos por sueros humanos positivos a toxocariasis a los que les 

denominó High Molecular Weight (HMW) que está formado por las bandas de 

200, 147 y 132 kDa y Low Molecular Weight (LMW) y está fonnado por bandas de 

24, 28, 30 y 35 kDa; este último patrón presenta mayor especificidad hacia T. 

canis que el patrón HMW, ya que este puede cruzar antigénicamente con 

antígenos de otros helmintos como lo son: Strongyloides sp., Fasciola hepatica, 

A.sa1ris .suum, Toxascaris leonil1i1, Schistosoma sp. y Onchocerc:iJ sp. (Magnaval et 

al., 1991, Cuellar et al., 1995; Stevenson y Jacobs, I9n; NictlOlas et al., 1984). 

En otro estudió se encontró que los Ag-EST de 32, 70 y 120 kDa están unidos a la 

cutia.lla de las larvas de T. ccnis(Page et al., 1992) 



MODELOS EXPERIMENTALES 

En el estudio de la toxocariasis se han empleado modelos experimentales de 

diferentes especies de animales, entre las cuales podemos mencionar a los 

siguientes: ratones (Abo-Shehada & Herbert, 1984; Ounsmore et. AJ., 1983; 

Ohima, 1961), ratas (Olson & Rose, 1966), monos (Tomimura et al. 1976), 

pollos(Gavln, 1964; Agnlhotri et al., 1987; Maruyama et al ., 1994b), codornices 

(Nakamura et al., 1991; Maruyama et al., 19948 ), hámster (Agnlhotri et. Al., 

1987), cobayos (Bujls et. Al., 1995), cerdos (Stevenson & Jacobs, 19n), jerbos 

(Flores-Alatorre, 1993) y conejos (Glickman & Shofer, 1987). El modelo más 

utilizado ha sido el ratón, pues ya que tiene ventajas en comparación a los demás, 

como lo son: cepas singénicas, bajo costo, fáciles de mantener y reproducir. 

En lo que se refiere a los conejos se han utilizado en diferentes estudios 

como testigos, por ejemplo, Badley et al. en 1987 utilizaron a un conejo blanco 

Nueva Zelanda inmunizado con Ag-EST, del cual obtuvieron el suero y le 

detennlnaron el nivel de títulos que contenía por medio de la técnica de EUSA y 

por medio de la técnica de Western blot o lnmunodetección (ID) determinaron que 

componentes de los Ag-EST reaccionaban con los anticuerpos del suero, en otro 

estudio reallzado por Magnaval et al. en 1991 utilizó un conejo el cual infesto 

experimentalmente por vía oral con 2,000 huevos larvados de T. amis (hrTc) al 

cual determino el título de antieuerpos por la técnlc.a de EUSA y cuales bandas se 

reconocen por la técnica de ID; sin embargo, no existen reportes sobre la 
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identlficadón de bandas par ID de los antígenos de excreción y secreción de las 

larvas de T. amis más frecuentemente reconocidas en suero de conejos a 

diferentes tlempas post-Inoculación con hfTc. 



JUSTIFICACIÓN 

Toxocara amis es uno de los nematodos más comunes que afectan a los 

perros, principalmente a cachorros, sin embargo es más Importante por los 

problemas de zoonosis que genera. Este parásito se transmite al hombre por la 

Ingestión de huevos larvados provenientes de materia fecal de perros; al tratarse 

de una enfermedad zoonótlca, que afecta principalmente a niños, la toxocariasls 

se ha considerado un problema de salud pública. En hospederos paraténicos no 

cánldeos, las larvas están detenidas en su desarrollo, pero activas 

metabóllcamente, se reporta de que pueden pennanecer viables hasta por 9 años 

en tejidos de mono (Beaver 1966). 

Uno de los mayores problemas que se presenta en la toxocariasis es en el 

diagnóstico, ya que por técnicas parasitológicas no se puede detectar en el 

humano y por esto se ha implementado el inmunodiagnóstico, utilizando los 

antígenos excretores y secretores de la larva (ll) de T. canis. Ya que se presume 

que la liberación de productos funcionales del parásito constituye una adaptación 

fisiológica principal para sobrevivir dentro del hospedero mamífero (Fenoy et al. 

1992, MaiZels et al. 1987). 

En este trabajo se pretende colaborar a los estudios de diagnóstico, 

utilizando corno modelo experimental al conejo, ante la imposibilidad de utilizar al 

ser humano. Existen reportes sobre reconocimiento de bandas por medio de la 

técnica de ID en perros (Muñoz, 1997). Es Importante conocer los patrones de 
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reconocimiento antigénlco por medio de la técnica de ID y si estos pueden variar 

con el tiempo en los sueros de conejos Infectados experimentalmente con hrrc a 

diferentes dosis. 



OBJETIVOS 

GENERAL: 

• Contribuir al desarrollo de una herramienta útil en los estudios 

de diagnóstico de la toxoaniuls. 

PARTICULARES: 

• Obtener y purific.ar antigenos de secredón y excreción de larva 

de ToxOCllra canls. 

• Estudiar el efecto de la Inoculación de las diferentes dosis de 

huevos la,,,.._ de Toxocara unls sobre la producdón de 

anticuerpos séricos. 

• ldentific:illr por Western blot (lnmuroodetea:lcM (ID)) los 

antigenos de seaedón y excreción de las larvas de Toxoara 

can/s a diferentes tiempos post-Inoculación y cuáles son inM 

frecuentemente rec:onoc::idos por sueros de conejos Inoculados 

experimentalmente con el parásito. 



MATERIAL Y METODOS 

LUGAR DE REAUZACIÓN 

El presente trabajo se realizó en el laboratorio de Parasitología y en la 

Unidad de Investigación Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores 

Cuautltlán campo 4 de la Universidad Nacional Autónoma de México, que se 

encuentra ubicada en Cuautitlán lzc.alli, Estado de México. 

ANIMALES EXPERIMENTALES 

Se utilizaron 10 conejos machos de raza Nueva Zelanda de 

aproximadamente 1 mes de edad y lkg de peso corporal. Se hicieron dos grupos, 

el grupo # 1 esta compuesto de 5 conejOs (identificados del número 1 al 5 

respectivamente) y el grupo # 2 esta compuesto por 5 conejos (identificados del 

número 6 al 10 respectivamente). Se alimentaron con alimento comercia! 

(Conejina) y agua potable ad libitum, se colocaron en jaulas especiales y el 

mantenimiento de limpieza y alimentación fue diario 



OBTENCIÓN Y MANTENIMIENTO DE hfTc 

Se realizaron necropsias a cachorros de uno a tres meses de e.dad 

provenientes del Centro Antirrábico de Cuautltlán, Estado de México, se disectó el 

intestino de los cachorros de los cuales se obtuvieron los gusanos adultos 

hembras, se les realizó una disección a nivel de útero para obtener huevos de T. 

canls, obtenidos los huevos; se utilizó un colador de poro fino para eliminar los 

restos y membranas del parásito; los huevos se separaron por centrifugación a 

2000 rpm durante 5 minutos desechando el sobrenadante por decantación, la 

pastilla se resuspendió en una solución de formol al 2%, se colocaron en una caja 

Petr1 y se incubaron a 370 C durante 15 a 21 días (de Savlgny, 1975, Bowrnan et 

al., 1987). Se verificó al microscopio el porcentaje de huevos larvados, así como la 

viabilidad mediante la observación al microscopio compuesto del movimiento 

larvario. 

INOCULACIÓN DE LOS ANIMALES CON hfTc 

Una vez transcunidos los 15 a 21 días de incubación, se verifica el 

desarrollo de la larva infestante l2, por medio de observadÓn microscópica; se 

colocó en un portaobjetos 20µL de la solución de formol al 2% de las cajas petri 

incubadas, se contó los huevos larvados de T. canis (hírc) y los huevos no 

larvados, se multiplico por el factor SO para obtener el número de huevos larvados 
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y huevos no larvados en lml, se sacó el porcentaje de huevos larvados y huevos 

no larvados, este proceso se realizó 10 veces y se calculó el promedio; y al tener 

un porcentaje mayor al 70% hrTc, se preparó una suspensión de hrTc con solución 

salina fisiológica, de la cual se utilizó para la inoculación de los animales. Al grupo 

# 1 se le Inoculó un total de 5,000 hrTc, al grupo # 2 se le inoculó 10,000 hITc por 

vía oral con una sonda esofágica en el día cero y se repitió al día 105 post­

lnfecdón. 

OllTENCÓN Y ALMACENAMIENTO DE SUERO DE CONEJO 

Se extrajo una muestra sanguínea por punción venosa a los dos lotes en los 

días O, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57, 64, 71, 78, 85 y 127 post-lnfecdón, para la 

obtención de suero las muestras sanguíneas se colocaron en baño maria a 370 e, 

se removió el coagulo con un aplic.ador de madera, se centrifugo a 2500 rpm 

durante 2 minutos, el suero se colocó en tubos ependorf los cuales se rotularon 

con el número de identificación del conejo y fecha, y para su almacenamiento se 

congeló a -20 o C. 

OllTENCÓN Y MANTENIMIENTO DE LARVAS INFESTANTES (L2) 

La obtención de las larvas se realizó siguiendo el método de Savigny y 

modificado por Bowman. Se partió teniendo una suspensión de hrTc en solución 



salina fisiológica, la cual se colocó en tubo de plástico de 60ml, donde se realizaron 

4 lavados de la siguiente manera: se centrifugó a 4500 rpm durante 5 minutos, se 

decanto el sobrenadante y la pastllla se reconstituyo en solución salina fisiológica 

estéril. Se realizaron otros 4 lavados, pero se reconstituyo la pastilla con solución 

de doro al 1 %, en donde se dejo reposar durante 10 minutos, después se 

centrifugo a 4500 rpm durante 5 minutos, se decanto el sobrenadante; en la 

campana de flujo laminar la pastJlla se resuspendió con medio de cultivo RPMl-

1640, glucosa 1 % estéril y se cambio de tubo de plástlco de 60ml, se centrifugo a 

4500 rpm durante 5 minutos, realizando este último paso 4 veces y en condiciones 

estériles (de Savigny, 1975; Bowman et al., 1987). 

Se resuspendió la pastilla con medio RPMl-1640 y se somete a agltadÓn por 

medio de una plancha magnética, durante 15 a 20 minutos, para inducir la 

eclosión de la larva lnfestante L2, se monitorea por observación microscópica el 

porcentaje de eclosión de l2, al tener una eclosión 2:80% se detuvo la agitación y 

se transfirieron las larvas a un mk:roaparato de Baermann estéril, el cuál esta 

compuesto de un tubo de plástico y un cono hecho con cuatro capas de papel 

limpia lentes colocado de tal forma que tenga contacto con el medio RPMl-1640, 

se Incuba a 37 ° C durante 24 horas en un estufa de C02, después de las 24 horas 

de Incubación las larvas viables se encuentran en el fondo del tubo de plástico, se 

realizo un conteo de larvas L2 viables, se recolectaron y se distribuyeron en cajas 

Falcon (±10,000 larvas viables (l2)/10ml de medio RPMl-1640 glucosa 1 %}, se 



rotularon las cajas Falcon con fecha, y se incuban a 37 ° e con 5 % de COi y 95 o/o 

de humedad. 

OllTENOÓN DE Ag-EST 

Cada semana se colectó el medio RPMI-1640 glucosa 1 o/o de las cajas 

Falcón por medio de sedimentación por gravedad y aspiración aséptica, se 

colectaron Bml aproximadamente de medio el cual contiene proteínas liberadas por 

las larvas L2 de T. canis a las UJales se les conoce como Ag-EST o antígenos de 

excredón-secredón. Después se restituyo medio de cultivo fresco a las cajas 

Falcon. 

Con el medio colectado semanalmente se forma un lote, el cual se congeló a 

-20 o e, después por medio de una ultraflltraclón con un sistema AMICON 

utilizando una membrana de 0.2µ, se concentró el medio RPMl-1640 glucosa 1 %, 

se formaron alícuotas de SOOµL y se almacenaron en tubos ependorff y se 

congelaron a -20 ° e hasta su utiiiz.ación. 

La cantidad de proteínas (Ag-ESD se cuantificaron por el método de 

Bradford, en un laboratorio externo (Laboratono VALAR). 



ELECTROFORESIS DE PROTEfNAS (SDS-PAGE) 

Para la caracterización del perfil de proteínas de los Ag·EST se utilizaron 

geles de poliaoilamlda con duodecil sulfato de sodio (SOS.PAGE). la separación de 

los componentes proteínicos se llevo a cabo con algunas modificaciones por el 

método descrito por Laemli en 1970. 

Se preparó un gel separador de aoilamida al 10%, 0.375M Tris y pH = 8.8 

y un gel concentrador de acrilamlda al 4% 0.125M Tris y un pH = 6.8; por medio 

de una cámara de electroforesis Mini·PROTEAN U electrophoresls cell (Blo-Rad 

L.abs.) de 16 cm de largo, 12 an de ancho y 18 ande espesor, el tamaño del gel 

fue de 7 cm de largo y 8 an de ancho, se corrió el Ag·EST con un carril de 

comparación con marcadores de peso molecular (MPM) preteñldos a 120 V con 

120 mA para el gel concentrador por 15 minutos aproximadamente y a 100 V con 

70 mA para el gel separador durante 75 minutos. 

Una vez terminado el corrimiento electroforético se realizó una tinción con 

nitrato de plata; los PM de los antígenos obtenidos se determinaron por medio de 

una curva patrón, graficando el logaritmo del PM de los marcadores preteñldos, 

contra su migración electroforética a través del gel expresado en milímetros. Los 

PM de los marcadores de peso molecular son: Miosina 203 kDa, p-galactosidasa 

118 kDa, albúmina sérica bovina 86 kDa; ovalbúmlna 51 kOa; anhidra.sa cart>ónic:a 

34 kDa; inhibldor de la tripslna 29 kOa; liSOSima 19 kOa y aprotinina 7.5 kOa. 
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TRANSFERENCIA DE Ag-EST A UNA MEMBRANA DE 

NITROCELULOSA 

Se utilizo un equipo Trans-Blot Sem-Dry Electrophoretic TmAsfer Cell para 

electrotransferenda semiseca que consta de dos platos de electrodo de carbón. Se 

llmplarón los dos platos con agua destilada; se cortaron piezas de papel de 

nitrocelulosa al tamaño de los geles de poliaoilamida y ambos se colocaron entre 

capas de papel filtro Whatman 0.2µ remojados en buffer de transferencia. Los 

antígenos separaclos por electroforesis se transfirieron a 12 V con una corriente de 

0.3 mA/crn2 por un tiempo de 45 minutos. La transferencia de los Ag-EST fue 

verificada por la presencia en la membrana de nitrocelulosa de los marcadores de 

peso molecular preteñiclos. La membrana se bloqueó con Tris-Buffer Salino al 5 % 

de leche descremada en polvo a 4 o e por toda la noche. 

WESTERN BLOT (INMUNODETECCÓN (ID)) 

Una vez bloqueada la membrana de nitrocelulosa, se corto en tiras de 5 mm 

y se sometió a incubación por 2 horas con los sueros obtenidos de los conejos a 

una dilución 1:20 en PBS al 3 % de leche descremada, después se realizaron 

lavados con PBS-Tween 20 al 0.1 % 5 veces por 3 minutos, posteriormente se 

incubaron con el conjugado de conejo u-lgG marcado con peroxidasa por 2 horas, 

se realizaron 7 lavados por 1 minutos con PBS-Tween 20 al 0.1 %, después se 

realizo el revelado con una solución de Hi{)i al 0.01 % (v/v), 4-doro.l-o-naftol 



O.OS % (p/v) en MeOH 16.6 % en PBS O.lM, durante 15 a 30 minutos. Cuando se 

hizo evidente la reacción por la aparición de bandas se lavaron las membranas con 

agua destilada y se secaron sobre un papel filtro. 

Las tiras transferidas que contenían los marcadores de peso molecular, así 

como las bandas reconocidas por los sueros de conejo, se escanearon y las 

Imágenes fueron analizadas en el programa Microsoft Photo Editor, en el cual se 

midió la migración de las bandas, obtenido esto, con los datos de los pesos 

moleculares se realizó una curva patrón, colocándose en el eje y el logarttmo de 

los pesos moleculares conocidos de los marcadores y en el eje x su migración o 

desplazamiento a través del gel en milímetros, después se Interpolaron los datos 

de las bandas de Jos sueros de los conejos para así obtener el peso molecular de la 

banda. 



RESULTADOS Y DISCUSION 

Se obtuvieron 8 cajas con aproximadamente 80,000 larvas viables cada una, 

las cuales se mantuvieron por un periodo de más de 4 meses en condiciones de 

esterilidad y con un bajo porcentaje de mortalidad, semanalmente se recolectó un 

promedio de 64 mi de sobrenadante. Se obtuvo un volumen de aproximadamente 

SOOml de sobrenadante, el cual se concentró hasta un volumen aproximado de 20 

mi, obteniendo una concentración final de 100 µg de proteína /mi, con una 

producción de 1 ng de proteína por larva por día. De Savigny en 1975, reportó que 

las larvas se pueden mantener viables por más de 18 meses con una producción 

de 4 a 8 pg de proteína por larva por día. La diferencia en la cantidad de antígeno 

producido se puede deber al tipo de medio de cultivo empleado, pues de Savigny 

utilizó un medio mínimo esencial, y en este trabajo se utilizó RPMI-1640, la 

diferencia entre estos medios es que el utilizado por de Savigny proporciona a las 

larvas una cantidad menor de nutrientes que el utilizado para este trabajo. En otro 

estudio, realizado por Smith et al 1983, reporta una concentración de proteína de 

0.2 mg/ml, es decir 200 µg/ml, esto se puede d~ a que utilizaron huevos 

embrionados totalmente y los suspendieron en PBS hasta obtener el segundo 

estado larvario (l2}, después las larvas {l2) fueron mantenidas in v;tro con un 

medio mínimo esencial de Eagle con sal de Hank's. 



Las larvas de T. canls migran por diferentes tejidos de sus hospedadores 

paraténlcos, durante esta migración se monta una respuesta lnmunológlc.a contra 

ellos. Se ha evaluado esta respuesta en diversos hospedadores, como en ratones 

(Abo-Shehada &Herbert, 1984; Dunsmore et al. 1983; Ohlma, 1961), humanos 

(Magnaval et al. 1991) y jerbos (Alba, 1999). Existe un KIT comercial de EUSA 

para el diagnóstico de la toxoc.arlsis humana, en donde el suero control positivo es 

de conejos Infectados experimentalmente. Sin embargo, no se menciona dosis de 

Infección o el bempo después de la Infección en que se obtuvo el suero, tampoco 

existen en la literatura reportes de dnétic.as de producción de anticuerpos en 

conejos ni los antígenos que reconoce el suero de estos animales. 

Para desarrollar una prueba comercial de EUSA en México y no depender 

tecnológicamente del extranjero se requiere de controles positivos, ante la 

dificultad de conseguir suero humano positivo a toxocariasis en cantidades 

suficientes para dichas pruebas comerciales, se podria también recurrir como 

control positivo al suero de conejos Infestados experimentalmente. Romero S. G. 

A. (tesis en prensa) evaluó la dnétic.a de producción de anticuerpos en conejos y 

nosotros queremos aclarar que antígenos de secredones y excreciones de T. canis 

son reconocidos por sueros de conejos Infestados experimentalmente. 

Se han utilizado antígenos solubles de adultos de T. canis o de la ruptura de 

huevos larvados para el inmunodlagnóstico de la toxoc.ariasis (Cypess et al., 19n; 

Enayat & Pezeshki, 19n; Smlttl et al., 1982), en la actualidad se considera que los 

antígenos de Ag-EST tienen una mayor especificidad que los antígenos solubles o 
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totales (Magnaval et al., 1991; Sugane & Ohima, 1983). Por lo anterior, estos 

antlgenos fueron los seleccionados en el presente trabajo. 

En 1975 De Savlgny reportó que larvas 2 de T. canis mantenidas durante 

largos periodos en medios nutritivos libres de suero y suplementados con glucosa, 

liberaban grandes cantidades de proteínas al medio y que estas son reconocidas 

por el suero de los diferentes hospedadores, por lo que se les llamó Ag-EST. 

En este trabajo se obtuvieron los sobrenadantes de los cultivos de larvas en 

RPMl-1640, se concentraron por ultrafiltradon y el filtrado se consideraron como 

los Ag-EST. Para evaluar la pureza e integridad de dichos antígenos se corrieron 

en geles de poliaailamida (505-PAGE) y se tiñeron con nitrato de plata. En la 

figura 4, se presenta una fotografía del gel SOS-PAGE de los Ag-EST. A partir de 

este gel, se identificaron un total de 11 bandas, cuyos pesos moleculares fueron 

determinados con una curva patrón dada por los marcadores de peso molecular de 

reforencia. Las bandas detectadas correspondieron a los siguientes pesos 

moleculares: 200, 120, 38, 35, 31, 28, 24, 23, 16 y 3 bandas de menos de 7.5 

kDa., no se obsefvó degradación de las bandas proteicas. Las bandas más 

fuertemente teñidas fueron las de 23 y 24 kDa de peso molecular, lo que indica 

que son las proteínas más frecuentes del aislado. 

La mayoría de las bandas encontradas en este trabajo corresponden a las 

reportadas por otros autores (Alba, 1999; Malzels et al., 1984; Meghji & Malzels, 

1986), aunque no corresponden totalmente a ellas. Lo CUJ! no es extraño, pues 

generalmente, el análisis y la caracterización de los Ag-EST obtenidos a partir 
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cultivos siempre ha tenido variaciones y discrepancias entre diferentes autores en 

cuanto al número de componentes y al peso molecular de estos. Lo anterior, 

puede deberse en gran parte a las diferentes metodologías empleadas para su 

obtención. La variación de los Ag-EST obtenidos en diferentes lugares no tiene una 

base biológica definida, aunque aparentemente no afecta la sensibilidad de las 

pruebas diagnóstic.as si constituye una desventaja para el estudio aislado de cada 

antígeno (Badley et al., 1987). 

Se han detectado en geles 505-PAGE diversas bandas proteinlcas que 

constituyen los Ag-EST, las mas abundantes que se han reportado tienen un peso 

molecular de 32, 120 y 400 kDa (Matzels et al., 1984; Meghji & Matzels, 1986; 

Sugane & Oshima, 1983). De estos, en el presente estudio no se reconoció el de 

400 kDa que es una banda fonnada por una pequeña cadena peptídica y una gran 

cantidad de carbohldratos, esta banda no se tiñe con nitrato de plata. La forma en 

la que se ha detectado la abundancia de esta banda, es marcando con Iodo 

radiactivo las proteinas de superficie de larvas en cultivo y después buscando estas 

proteínas por autoradiografias (Maizels et al., 1984) o tiñendo los geles con una 

tindón de ácido periódico de Schllff (PAS) que es específica para carbohidratos 

(Meghji & Matzels, 1986). 

La determinación de los Ag-EST reconocidos por sueros de los conejos 

inoculados experimentalmente con hrTc se llevó a cabo mediante la técnica de ID. 

En la figura 5 se muestran las bandas proteicas reconooóas por los conejos 

infectados con 5000 hrTc (grupo # 1), en esta figura podemos observar un 



reconocimiento secuencial de estos antígenos, el día 15 reconocen una banda de 

66 kDa de PM. El día 22 se reconocen dos bandas, estas con PM de SS y 66 kDa. 

Entre los días 29 y 50 p.I. se reconocen bandas de 32, 3S, 45, SS, 66 y 120 kDa. A 

partir del día S7 y hasta el final del experimento (día 127 p.I.) se observaron 

bandas de 32, 3S, 4S, SS, 66, 120 y 400 kDa de PM. 

En la figura 6 se muestran las bandas de Ag-SET reconocidas por suero de 

los conejos Infestados experimentalmente con 10 000 hrTc (grupo # 2). El día 15 

p.I. se reconocieron bandas de 32, 45, SS y 66 kDa de PM. Entre los días 22 y 36 

se reconocen bandas de 32, 3S, 45, SS, 66 y 120 kDa de PM. Entre el día 43 y 

hasta el día 127 p.I. se detectaron bandas de 32, 3S, 45, SS, 66, 120 y 400 kDa de 

PM. 

Comparando las bandas detectadas por los dos grupos podemos observar 

que son las mismas, pero estas son detectadas en días diferentes p.I .. Las bandas 

en general son detectadas primero por los conejos del grupo # 2, probablemente 

debido a que el inóculo fue mayor y por lo tanto la cantidad de larvas y los 

antígenos producidos es mayor en comparación al grupo # 1 y por lo tanto la 

respuesta es más rápida. También podemos observar que después de la segunda 

inoculación (días 105 p.i.) no se detectaron nuevas bandas. 

El antígeno de 66 kDa fue el primero detectado por grupo # 1 y uno de los 

primeros del grupo # 2, esta banda no fue detectada en la tlnción de nitrato de 

plata. La banda de 66 kDa es la banda más reconocida por sueros de perros 

(Muñoz, 1994), pero no es reconocida por sueros de humanos o jerbos con 



toxocarlasls (Alba, 1999; Magnaval, 1991). Page et al en 1992 reportaron una 

banda de 70 kDa en geles SDS-PAGE que forma parte de la epicutícula de las 

larvas y que es secretada por las larvas, esta banda reportada probablemente sea 

la que los sueros de conejos detectaron en el presente trabajo. 

Otra banda detectada por los sueros de los conejos pero no observada en la 

tindón de plata fue la de 400 kDa, esta banda es la de mayor PM reportada en la 

literatura y es reconocida por perros (Muñoz, 1994) y humanos (Meghji et al., 

1986). Aunque esta banda cruza antigénlcamente con Ascaris sp. (Malzels et al., 

). 

La banda de 120 kDa es la más frecuentemente reportada en la literatura, 

probablemente es una proteína a la que se le pueden pegar diferentes cantidades 

de carbohldratos que le den diferente peso molecular pero que tienen la misma 

antigeniddad puesto que son reconocidas por un mismo anticuerpo monoclonal 

(Page et al, 1992 a). Esta banda también es reconocida por sueros de perros 

(Muñoz, 1994) y humanos (Magnaval, 1991). Se ha demostrado que esta proteína 

es la más abundante en la epicutícula de las larvas de T. cams (Page et al., 1992 

B). 

La banda de 55 kDa se ha reportado que es reconocida por perros (Muñoz, 

1994) y jerbos (Alba, 1999), y ha sido detectada por anticverpos nonodonales 

(Page el al., 1992a). Sin embargo, no es reconocida por humanos (Magnaval et 

al., 1991). La banda de 45 kDa no se ha reportado que sea reconocida por suero 



de algún hospedador, sin embargo se ha encontrado en geles de pollacrilamlda 

(SOS-PAGE) por algunos autores (Badley et al., 1987; Ramp et al, 1987). 

Las bandas de 35 y 32 kDa de PM, probablemente sean las mismas que son 

reconocidas por humanos (Magnaval et al 1991), perros (Muñoz, 1994) y jerbos 

(Alba H. F. 1999), pero que por usar variantes de la técnica de separación de 

proteínas en los geles de poliacrilamida tienen un corrimiento ligeramente 

diferente. 

El papel biológico que tienen los Ag-EST probablemente sea el de evadir la 

respuesta Inmunológica del hospedero y facilitar la supervivencia de la larva. Se ha 

demostrado que los Ag-EST son producidos por las glándulas esofágicas y por 

células secretoras presentes en el poro excretor (Page et al.,1992 b). Los Ag-EST 

producidos, durante un tiempo cubren la superflde de la larva, la boca y el poro 

anal. Posteriormente se desprenden tanto en forma espontánea como cuando se 

unen a anticuerpos específicos (Page et al, 1992b). También se ha descrtto que los 

Ag-EST son los responsables de la eosinofilla presente en los animales Infectados 

(Sugane et al., 1984) y que Induce activación polidonal de linfocitos (Wang et al, 

1995) y cambios en las subpobladones de linfocitos (Kusama et al., 1995; 

Yamaguchi et al, 1990). 

En términos generales, los resultados del presente trabajo indiCan que los 

sueros de los conejos infestados experimentalmente reconocen proteínas que son 

secretadas por larvas de T. c:aniS. Estas proteínas son similares a las reconocidas 

por los sueros de humanos y otros hospedadores con toxocariasls. Los datos 

L 



obtenidos en este estudio unidos a los datos de un estudio paralelo de la cinética 

de producción de anticuerpos en conejos (Romero, 2001) Inoculados con las 

mismas cantidades de hrTc nos permiten recomendar que los días más adecuados 

para la obtención del suero son del día 57 al 127 p.i .. En estos días se conjunta la 

máxima producción de anticuerpos y el máximo reconocimiento de bandas 

proteínicas. Además del reconocimiento antigénico por parte de los conejos, el 

bajo costo y la facilidad de manutención, nos permiten considerar al conejo como 

un modelo en el que se puede obtener sueros de referencia positivos a la 

toxocariasls para su posible uso en lnmunocflagnóstico. 
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BANDAS RECONOCIDAS POR LOS SUEROS DE CONEJOS INFESTADOS 

EXPERIMENTALMENTE CON ToXOCllra Qn/s 

No. mm LOG(PM) PM(kO.) AJUSTE REFERENCIA 

1 0.4 2.5690 370.68 400 1,5 

2 1.3 2.867 122.09 120 1,2,3,5 

3 1.8 1.8187 65.87 66 2,3,5 

4 2.4 1.7622 57.83 55 1,5 

5 3.0 1.6516 44.83 45 2,3 

6 3.5 1.5595 36.27 35 4,1 

7 3.9 1.4858 30.61 32 1,2,5 

CUADRO No.3 Bandas de Ag·EST reconocidas por sueros de 

conejos infestados experimentlllmente con i.rvas de Tox«3ra c:anis por 

medio de la téalica de Western blot tefildos con una téalic:a de 

peroxlduas. Los valores con similitud • •ntígew reportados por Meghjl 

• M•izels1 (1986); Badley y col.2 (1987); Ramp y col.3 (1987); M-vnanl 

y col.4 (1991); Page, Hamllton y Maizels5 (1992). 
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GRAFICA No. 1 La determln1dón de los pelOI moleculares (PM) fue re.liuda por medio de una airva patrón 
con io. marcadores de pelO molecul1r (MPM, coloándose en el eje Y el log1rltmo de los PM conoddos de los 
m1rcadores y en el eje X su mlgradón o despl1umlento a través del gel en milímetros. Los MPM fueron : Mloslna 
203 kD1, p-g1lltdmld1u 111 kDa, 1lbúmln1 lérlca bovina 16 kDa, ovalbúmlna 51 kDa, anlhldrau carbónica l4 
kD1, lnhlbldor de la trlpsln1 29 kD1, lllOlima 19 kDa y aprotlnlna 7.5 kD1. 



OIA O OIA 6 OIA 15 OIA 22 OIA 29 OIA 36 OIA 43 OIA 50 OIA 57 DIA 64 OIA 71 DIA 78 OIA 65 DIA 127 

RINCON M.A (2001) 

GRAFICA 2.- Frecuenda de Av-EST reconocidos por sueros de conejos infest.ados 
experlmenbllmente con 5,000 hrTc (Lote • 1) a diferentes días post-infección. 
La determinacón 1e realizó por medio de la técnica de Western Blot. 
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GRAF!CA No. 3.- Frecuenm de Ag-EST reconocidos por sueros de conejos lnfest.lldos 
experimentalmente con 10,000 hrTc (Lote • 2) a diferentes díais post-Infección. 
La determlnKión 1e realizó por medio de la técnica de Western Blot. 
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FIGURA No. 4 Se.,.radón de los Ag-EST por electroforesis en gel de SDS-Pollacrilamlda teñidos por la 
t*nica de NltratAI de Pl1tA1, del l1do Izquierdo se encuentr1n los m1raidores de peso molecul1r 
(MPM), en el lldo derecho el peso molecular de los Ag-EST. 



FIGURA No. 5 IMlclel reconoddH por el tuero de COl'llljos lnocul..tot con 5,000 hlTc • diferentes periodos 
de tiempo después de 1• lnoculKión. 



FIGURA No. 6 a.ndn reconodda1 por el suero de los conejos Inoculados con 10,000 hile a diferentes 
periodos de tiempo después de la lnoculadón. 



CONO.USIONES 

• El PM de los Ag-EST reconocidas en el gel de SOS-PAGE y teñidas 

con AgNO:i son de: 200, 120, 38, 35, 32, 28, 24, 23, 16 y tres bandas 

de menos de 7.5 kDa 

• Por Western blot o inmunodetecdón se observó un rec:onodmlento 

secuencial de los Ag-EST. 

• Las bandas de 32, 35, 45, 55, 66, 120 y 400 kDa de PM en el grupo 

de 5,000 hrTc se detectaron a partir del día 57 hasta el día 127 p.I. 

mientras que en el grupo de 10,000 hrTc se detectaron a part:Jr del 

día 43 hasta el día 127 p.I. 

• Los sueros de los conejos Infestados con 5,000 o 10,000 hrTc pueden 

ser utilizados como sueros de referencia en el inmunodiagnóstic:o de 

la toxocariasls humana. 



APÉNDICE! 

Reactivos para la electroforesis 

ACRILAMIDA-BISACRILAMIDA (30:0.8) 

• Pese 30g de aoilamida 

• Pese O.Sg de bisacrllamlda 

• Disuelva en agua deslontzada hasta obtener lOOml, 

• Rltre la solución a través de papel filtro Whatman No.l 

• Almacene a 4º e y protéjalo de la luz. 

DUODECIL SULFATO SODICO (SOS) 10CV.(p/v) 

• Pese 1 Og de SOS 

• Disuelva en agua desionlzada hasta obtener IOOml 

• La solución obtenida debe ser clara e incolora, si no se disuelve 

completamente el SOS, e.aliente la solución hasta disolver.;e. 

" 



BUFFER 3.0M TRIS-HCJ (pH 8.8) 

• Pese 36.Gg de Tris (Tris(hydrxymethyl) amlnometano) 

• Disuelva en 48ml de HO l.OM 

• Ajuste la solución hasta obtener lOOml, con agua desk>nlzada. 

• Altre la solución a través del papel filtro Whatman No. 1 

• Almacene a 40 C. 

BUFFER O.SM TRIS-HO (pH 6.8) 

• Pese 6.0g de Tris 

• Disuelva en 40 mi de agua deslonizada 

• Agregue HO gota a gota hasta alcanzar un pH de 6.8 

• Ajuste a un volumen de lOOml, con agua desionlzada. 

• Rltre la solución a través de papel Whatman No. 1 

• Almacene a 40 e 

BUFFER DE CORRIMIENTO 0.25 M TRIS-HO, 1.92M GUONA, 1~ 

SOS (pH 8.3) 

• Pese 3.03 g de Tris, 14.4g de glicina y 1.0g de SOS 

• Disuelva en 1 litro de agua desionlzada 

• Ajuste a un pH 8.3 con Ha, gota a gota 

• Almacene a temperatura ambiente. 



BUFFER DE LAEMMU 

• 0.0625M Trls-HO (pH 6.8) 

• 2% sos 

• 5% 2-mercaptoetanol 

• 10% Glicerol 

• 0.002% azul de bromofenol 

PERSULFATO DE AMONIO 15%(p/v) 

• Pese 15.0 g de persulfato de amonio 

• Disuelva en lOml de agua deslonizada 

• Esta sustancia es inestable y debe ser prepara justo antes de ser 

utilizada. 

TEMED (N,N,N',N',-TETRAMETILENEDIAMINA) 

Se utiliza tal y como se compra, es estable siempre y cuando no se diluya, 

se debe mantener a 4° e y protegido de la luz. 



PREPARACÓN DE LOS GELES DE POUACRILAMIDA PARA LA 

ELECTROFORESIS. 

GEL SEPARADOR 

En un vaso precipitado de 50 mi y con pipetas graduadas (todo el equipo 

debe estar limpio y estéril), coloque: 

• 4.5ml de agua deslonlzada, 

• 1.25ml de Tris·HO 3.0 M pH 8.8 

• 100µ1 de sos 10% (p/v) 

• 4.0ml de acrilamlda (30:0.8) 

• 500µ1 de persulfato de amonio 15%(p/V) 

• 5µ1 de TEMED 

GEL CONCENTRADOR 

En un vaso precipitado de SOml y pipetas graduadas (limpias y estériles) 

coloque: 

• 6.0ml de agua desionizada 

• 2.5ml de Tris-Ha 0.5M pH 6.8 

• 100µ1 de SOS 10% (p/v) 

• 4.0ml de acrilamlda 

• 500µ1 de persulfato de amonio 15% (P/V) 

• 5µ1 de TEMED 



APÉNDICE 11 

TINCION DE PLATA 

Para un gel, prepare la siguiente solución: 

• De una solución de DL-Dithiothreitol (20mg/ml) tome 12.SµI y afore a 

lOOml con etanol (50% (v/v)) 

• Mantenga en agitación a 50 rpm durante 1-2 horas. 

• Lave con agua destilada lSOml/gel a 50 rpm durante 1 hora 

• Sumerja en la siguiente solución: 200µ1 de Tlosulfato de sodio 

Pentahidratado (lOOmg/ml) en 100 mi de agua destilada durante l 

minuto. 

• Lave con agua destilada por 20 segundos, 3 veces. 

• Prepare una solución de plata de la siguiente manera: pese O.Bg de 

Nitrato de plata (AgN01) y disuelva en 4ml de agua destilada. 

• Prepare 20ml de Hidróxido de sodio al 0.4%, mezcle con 1.5 mi de 

solución de amonia (0.88g NH.,OH) y agregue la solución de plata 

gota a gota con agitación continua, ajuste la solución hasta lOOml. 

• Mantenga el gel sumergido y en agitación a 70rpm por 30min. 

• Lave con agua destilada lSOml/gel a 70rpm por 5 minutos, 3 veces. 

• Prepare la solución reveladora: mezcle 200µ1 de solución de 

formaldehído al 40% (p/v) con 2.5 mi de ácido dtrico 1%, agregue 

20µ1 de la soución de tiosulfato de sodio y ajuste a SOOml. Utilice 



150ml/gel por 10 minutos de 1 a 3 veces según aparezcan las 

proteínas teñidas. 

• Para detener la tinción deseche la solución reveladora y agregue 

lOOml de la siguiente solución: metano! al 50% y ácido acético al 5% 

para formar lOOml, lOOml/gel durante lOmin. 

• Conservación del gel: lOOml de Etanol o metano! al 10% a 40 C por 

gel. 
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APÉNDICE 111 

REACTIVOS PARA LA TRANSFERENCIA DE PROTEINAS 

BUFFER DE TRANSFERENCIA pH 8.3 

• Tris 25mM 

• Glicina 192mM 

• SOS 0.05%(p/v) 

• Metanol 20% 

TRIS BUFFER SAUNO {TBS) 

Mezcle: 

• 30ml de una solución de Naa SM 

• 20ml de una solución de Trls-HO lM pH 7.5 

• y afore a 1 litro con agua desionlzada. 

" 



TRANSFERENCIA DE PROTEJNAS 

AJ finalizar la electroforesis, retire el 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. 

• Corte seis piezas de papel filtro Whatman No.1 y una membrana de 

nltrocelulosa del tamaño del gel. 

• Limpie las placas de carbón del aparato con agua destilada. 

• Sumerja la membrana de nitrocelulosa en agua destilada, se coloca 

cuidadosamente sobre la superficie del agua, para que se hidrate por 

capilaridad, por 10 minutos. 

• Después sumerja la membrana en buffer de transferencia por 5 

minutos. 

• Sumerja el papel filtro Whatman No.1 en buffer de transferencia, por 

10 minutos. 

• Ensamble de la siguiente manera, en el electrodo Inferior: 

• Tres capas de papel filtro Whatman No. 1 . 

• Membrana de nitrocelulosa 

• Gel de Pollaailamicla 

• Tres capas de papel filtro Whatman No.l 

• Evite la formación de burbujas, en caso de estar presentes retírelas 

rodando una pipeta Pasteur sobre el sándwich formado. 

" 



• Coloque cuidadosamente el electrodo superior sobre el sándwich 

• Conecte los electrodos y comience la transferencia 

• AJ finalizar la transferencia, marque la membrana de nitrocelulosa 

para saber su orientación. 

• Los sitios de unión de proteína restantes en la membrana de 

nitrocelulosa se bloquean, incubando la membrana con 5% de leche 

semidescremada en TBS durante toda la noche a 4° C. 

NOTA: La unión de las proteínas a la membrana es bloqueada por aceites u 

otras proteínas, se debe utilizar guantes durante todo el proceso de transferencia y 

membranas nuevas, el buffer de transferencia no es reutilizable. 
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APÉNDICE IV 

WESTERN BLOT (INMUNODETECCIÓN (ID)) 

• La membrana de nitrocelulosa, se corta en tiras de 3-Smm de ancho. 

• Las tiras se colocan en los pozos marcados para identificarlas. 

• Se agrega 2ml de la dilución del suero problema en buffer de bloqueo 

(PBS-Leche Sveltes 5%) , Incube durante 2 horas a 370 C 

• Lave con PBS-Tween 20 al 0.1% por espacio de 3 minutos, 5 veces. 

• Agregue 2 mi de la dilución óptima del conjugado, Incube por 1 hora 

a 37º c. 

• Lave con PBS-Tween 20 al 0.1 % durante 1 minuto, 7 veces. 

• Agregue 2ml de la solución sustrato (Peróxido de hldrogeno 

0.01 %(v/v), 4-doro-1-n·Nattol 0.05%(p/v) Metano! 16.6%(v/v) en 

PBS) manténgalo en agitación y protegido de la luz hasta la aparición 

de las bandas. 

• Enjuague con agua de la llave y deje secar. 

" 
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