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RESUMEN

Toxocara canis es un nematodo parasito que utiliza a los perros como
hospederos definitivos y a otros animales incluyendo al hombre como hospederos
paraténicos. En estos, resulta importante conocer como se monta la respuesta
inmunoldgica, ante la logica imposibilidad de realizar inoculaciones experimentales
en humanos se ha recurrido al uso de modelos experimentales en las que el

parasito tenga un comportamiento similar.

E! suero de conejo se ha utilizado como referencia positiva en pruebas
comerdiales de ELISA sin embargo en la literatura no existen reportes de ka
cinética de reconocimiento de los Ag-EST por lo que para poder desarrollar estas
técnicas en México se necesita conocer el comportamiento de % respuesta sérica

en una infeccion experimental en conejos.

Por lo anterior el objetivo del presente trabajo fue determinar los antigenos
de excrecion y secrecion de 7. canis (Ag-EST), que son reconocidos por sueros de
conejos infestados experimentalmente. Se inoculardon via oral dos lotes de 5
conejos cada uno con 5000 y 10,000 huevos larvados de 7. canés (hiTc)
respectivamente. Se colectod el suero de todos los animales a los dias 0, 8, 15, 22,
29, 36, 43, 50, 57, 64, 71, 78, 85 y 127 post-infeccion y se congelaron (-20 ° C)
hasta su uso, a los 105 dias se reinocularon los dos grupos con 5000 y 10,000 hiTc

respectivamente.



Los AQ-EST se obtuvieron al cultivar larvas 2 de 7. canis en medios de
cuitivos RPMI-1640 en esterilidad, el sobrenadante se concentré 100 veces por
ultrafiltracién con membranas de Amicon. Con los Ag-EST concentrados se hicieron
corrimientos electroforéticos en geles de SDS-poliacrilamida, finalmente se realizdé
la técnica de Western Blot (técnica de inmunodeteccion (ID)) con los sueros

almacenados.

La determinacién de fos Ag-EST reconocidos por los sueros de los conejos
inoculados experimentaimente con hiTc se llevd a cabo mediante la técnica de
Western blot ¢ inmunodeteccion (ID), las bandas proteicas reconocidas por los
conejos infestados con 5,000 hiTc (lote # 1) tiene un reconocimiento secuencial de
estos antigenos, al dia 15 reconocen una banda de 66 kDa de PM, a! dia 22 se
reconocen dos bandas, estas bandas con PM de 55 y 66 kDa, entre los dias 29 y
50 p.i. se reconocen bandas de 32, 35, 45, 55, 66 y 120 kDa, a partir del dia 57 y
hasta el final de! experimento (dia 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 hiTc (lote # 2) también tienen
reconocimiento secuencial, al dia 15 p.i. se reconocieron bandas de 32, 45, 55y 66
kDa de PM, entre los dias 22 y 36 se reconocen bandas de 32, 35, 45, 55, 66y
120 kDa de PM, entre el dia 43 y hasta el dia 127 p.i. se detectaron bandas de 32,

35, 45, 55, 66, 120 y 400 kDa de PM.



Los sueros de los conejos infestados con 5,000 o 10,000 hITC pueden ser
utilizados como sueros de referencia en el inmunodiagnéstico de la toxocariasis

humana.




INTRODUCCION

Toxocara canis es un nematodo que en su estado adulto afecta ef intestino
deigado del perro y de otros canideos. Sus fases larvarias pueden afectar
diferentes especies que pueden actuar como hospederos paraténicos entre los que

se encuentra el hombre (Beaver et al.1987)
GENERALIDADES DEL Género Toxocara canis

Toxocara canis se encuentra dentro de la siguiente clasificacion:
SUBREINO: METAZOA

PHYLUM: NEMATHELMINTHES

CLASE: NEMATODA

ORDEN: ASCAROIDEA

FAMILIA: ASCARIDAE

Género: Toxocara

Los miembros del orden Ascariklida, superfamitia Ascarodoidea, son por Io
general relativamente grandes y estan provistos de tres labios bien desarrollados,
un esdfago cilindrico y musculos corporales celomianos. Los huevos tienen una

Cdscara gruesa y no estan embrionados cuando se depositan (Luengo et al. 1997).




Las especies del género 7oxocara, tienen aletas cervicales diferendadas y
labios prominentes que suelen presentar rebordes dentigeros finos; carecen de
interiablos, y tienen en el esdfago un ventriculo posterior evidente, pero carecen
de diverticulo ventricular y diego 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 esta
en la porcidn anterior del cuerpo; los huevos presentan depresiones supetficiales

(Beaver et al. 1987).

MORFOLOGIA

Los machos miden de 4-10 cm y las hembras de 5-18 cm, se han observado
longitudes maximas de 13 y 20 cm. Las aletas cervicales son mucho mas largas
que anchas (2-4mm por unos 0.2mm). el esdéfago suele medir Smm, induido el
ventriculo, que tiene 0.5mm tanto de longitud como de anchura. La vulva se sitia

a la altura del primer tercio del cuerpo (Beaver et al., 1987).



Fig. 1 T. canis (Magnaval et ol 1999)

Los huevos son subglobulosos, de unos 85 por 75 um, presentan
depresiones en la cdscara y no estdn embrionados cuando se depositan, son
amarrillo-blanquecino; también poseen una cubierta protéica la cudl estd
uniformemente fosetada, poseen una masa protoplasmatica que liena

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

El ciclo de vida de T. canis es complejo y varia de acuerdo a la edad a ia
que el hospedero adquiere la infestacion y a las diversas formas en que el parasito
puede llegar a éste: Transplacentaria, calostral, transmisidn directa o infestacién

por ingestion de un hospedero paraténico (Mufioz, 1997).

El ciclo se inicia con la eliminacion de huevos de 7. canis en el excremento
de los perros parasitados (principalmente cachorros), estos huevos son resistentes
y duraderos en el ambiente. Sin embargo, la exposicion a la luz solar y @ una
temperatura de 55.5 © C los mata. £l desarrollo de la larva infestante, requiere de
9alldiasa24°Cyde 3ab5diasa 30 °C, en presencia de oxigeno atmosférico

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

La infestacién ocumre cuando los perros, humanos u otros hospederos
susceptibles ingieren huevos larvados, la edosion ocume en el duodeno y el
segundo estadio larvario atraviesa la pared intestinal; las larvas pasan al fiujo
linfdtico 0 a capilares sanguineos y por la vena porta liegan al higado dos dias
después. Al cuarto dia llegan al pulmén viajando por la vena cava, corazdén
derecho y arteria pulmonar. A partir de este punto, I3 ruta de migracion y
desarrolio de las larvas varia dependiendo de que el perro sea joven o adulto,

hembra gestante, humano u otra espede animal (Oisen,1974).



En perros adultos, las larvas de segundo estadio que llegan al pulmoén
regresan al corazon y se distribuyen por todo ef cuerpo, llegando principalmente al
masculo estriado, higado, pulmones y rifiones, 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 vias respiratorias hasta la faringe (migracién
traqueal), en donde son deglutidas. Las larvas viven en el estdmago hasta el
décimo dia post-infestacidon, posteriormente. En este tiempo los pardsitos son
sexualmente maduros, se aparean y se inida la producadn de huevos fértiles entre

las 4 y las S semanas post-infestacion (Oisen,1977; Soulsby, 1982).

Ademas de la infestacion post-natai por 13 ingestion de huevos
embrionados, los cachorros casi siempre se infestan prenataimente en condiciones
naturales. Esto Ultimo quiza bajo la influencia de las hormonas de las hembras de
gestacion, las larvas somaticas son reactivadas y penetran a los fetos entre los
dias 42 y 43 de la gestacién (Douglas y Beker, 1959; Olsen, 1977). Esta ultima
condicion se ha podido reproducir experimentalmente al aplicar prolactina,
hidrocortisona y oxitocina. Cuando las larvas alcanzan el higado del feto tiene lugar
una muda, transformindose en larvas de tercer estado, las cuales, al nacer los
cachorros, aparecen en los puimones y asi permanecen durante la primera semana

de vida. La muda al cuarto estadio se produce durante la primera sernana, cuando




las larvas estan en pulmones o posteriormente en estémago. Hacia el fin de la
segunda semana, las larvas mudan al quinto estadio. Posteriormente,
experimentan un rapido crecimiento y los adultos pueden encontrarse al final de la
tercera semana. El periodo de patencia de las infestaciones prenatales varia entre

los 23 y los 40 dias después del nacimiento (Soulsby, 1982; Kirk, 1984).

Hasta ahora sélo se han mencionado las larvas de sequndo estadio somatico
en perros adultos (adquindas por la ingestion de huevos larvados). Estos
raramente tienen parasitos adultos en el intestino. Sin embargo, después del
parto, las larvas sométicas reactivadas pueden llegar al intestino de perras exentas
de parasitos adultos. Estos pardsitos maduran a los 25 0 26 dias post-parto y
persisten en un promedio de 60 dias antes de ser expulsado espontianeamente
(Shrand, 1964; Oisen, 1974). No todas las larvas somaticas abandonan los tejidos
durante la primera gestacién, pues las subsecuentes camadas pueden nacer

infestadas, difiriéndose las infestaciones (Soulsby, 1982).

ta reactivacion de las larvas somaticas continua en la perra lactante y las
larvas ganan acceso a ia gldndula mamaria, siendo expulsada en 1a leche e
infestando a la camada. La infestacidon postnatal de cachorros durante la lactanda
es cuantitativamente tanto o mas importante que la infestacion prenatal in ytero

(Martinez, 1589).



E! humano se puede infestar por la ingestién de huevos larvados de T:
canis, estas evaden los alvéolos del pulmén y migran a diversos érganos como
higado, otras partes del pulmén, cerebro y ojo (Olsen, 1977; Cypess, 1977;
Souisby, 1982).



CICLO DE VIDA DE Toxocara canis
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EPIDEMIOLOGIA

La toxocariasis es una de las principales enfermedades parasitarias de los
perros. Su distribucion geografica es mundial, por su incidencia y patogenicidad al
humano es un importante problema de salud publica (Schantz, 1979; Sousiby,
1982).

En dimas templados, la toxocariasis humana es probablemente la mas
comUn helmintiasis zoondtica, Beaver et al. (1951) describe el primer caso de
Larva Migrans Visceral (LMV) debido a 7. canis. El género Toxocara incuye a 7.
anis y T. aati, ascaridos del perro y gato, respectivamente. Estos tienen un
problema cronico, en animales jovenes, y el estado de susceptibilidad dura 6
meses tras ese lapso, los gusanos desaparecen y automdticamente se vuelven
hospederos paraténicos, alojdndose en: musculo esquelético, cerebro, bazo,
higado, rifidn, pulmodn, corazén (Gueglio, 1994).

Para el diagnostico de la toxocariasis es esencial tener tanto datos
epkiemioldgicos como bioldgicos, porque la eleccion de la terapia es difidil.

Los experimentos realizados implican el cido de maduradon del huevo de T.
canis que ha sido lievado a cabo por de Savigny (1975).

Esto ha permitido el desarrolio de muchas pruebas seroldgicas sensibles y

espedificas utilizando el antigeno excrecion y secrecion de 7. carus (Ag-EST).




Debido a los determinantes antigénicos comunes entre los diferentes
nematodos tropicales y Toxocara spp., 1a interpretacién seroldgica puede ser dificil
si el paciente ha vividlo en Jdreas tropicales, es por esta razon que el
inmunodiagndstico de la toxocariasis es utilizado principalmente para pacientes en
zonas templadas, especialmente en casos de eosinofilia (Gueglio, 1994).

Estudios realizados en México y en otros lugares del mundo demuestran la
alta incidencia de esta parasitosis 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 lievaron a cabo, dejan claro que son mucho mas afectados por gusanos
aduitos los cachorros menores de seis meses que los perros adultos. Una causa de
la alta incidencla de esta parasitosis es el alto poder bidtico que presentan estos
parasitos, ya que las hembras depositan hasta 200,000 huevos diarios (Shrand,
1964; Warren et al. 1977). Los huevos son altamente resistentes a las condiciones
ambientales y son la fuente de infestacion de perros, humanos y otros hospederos
paraténicos (Soulsby, 1982).

La infestacidén por Taxocara se presenta en casi todas las crias de perros y
gatos. Estos animales, que a menudo viven en los hogares en los que hay nifos,
expulsan a diano 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 entomo. Cuando estan protegidos de la luz solar directa y la
desecacion, los huevos se desarrofian hasta alkcanzar la fase infestante en unas

tres semanas y persisten en el suelo meses. De este modo ef suelo de las zonas en

13
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las que defecan los perros y gatos con huevos de Toxocara se considera una
fuente de infestacién constante. Ademds, debido a la accién de las lluvias, 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 infestantes, lo
que hace posible que un niflo se lleve tierra a la boca ingiera miles de estos
huevos y que nifos mayores 0 adultos adquieran infestaciones ligeras, al ingerir
cantidades imperceptibles de material altamente contaminado. El examen del suelo
de parques y campos de juego de distintas ciudades ha demostrado la presenda
de huevos infestivos de 7. canis, que constituyen una fuente de infestacion a nifios
y contribuyen a los elevados indices de parasitosis en perros y gatos, asi como de
otros hospederos (Borg & Woodruff, 1973; Dada & Linquist, 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

Frecuenda de 7. canés en pervos de diferentas lugares del nundo.

# PERROS TIPO DE FRECUENCIA
LUGAR ANO EXAMINADOS EXAMEN (%)
Canada 1975 239 cPs 43.5
Accra, Ghana 1975 100 N 40.0
Londres, Ing. 1977 1000 cPs 7.2
Indiana, EEUU 1978 108 N 18.3
Halifax, Escodia 1978 474 CcPS 26.6
Iowa st. EEUU 1978 33594 CcPs 3.0
Zaria, Nigeria 1979 180 ces 41.1
Pretoria,
Sudafrica 1979 253 N 32.0
Bangkog,
Tailandia 1980 107 cPs 6.5
Praga,
Checoslovaquia 1982 500 cPS 4,2
Chicago, EEUU 1982 846 CcPs 4.3
Sabah, Malasia 1984 175 CcPS 81.0
Freetown,
Sierra Leona 1984 2938 cPs 9.0
Hessian Necker
Valley, Alemania 1985 155 CcPS 58
Calabar, Nigeria 1985 254 CcPS 26.7
Tenerife, Espafia 1985 463 CPS 16.2
Baghdad, Trak 586 | 70 N 300
Atanta, EEUU 1987 : 143 i cPs 12.0
La Plata, j
Argentina 1988 | 2895 cps 14.2
Curasao, Brasil 1988 t 133 CPS 7.5
Gredia 1988 i 232 CPs 22.4




Asturias, Espaia 1989 354 CPS 1.1
Kingston, 1989 141 cPs 8.0
Jamaica

Belgica 1991 2324 CPS 17.4
Chinamora,

Zinbabwe 1991 42 N 9.0

Ankara, Turquia 1992 121 [«:3 13.2

269 CPS 26.0

Ankara, Turquia 1992 33 N 9.0

Montenegro,
Yugoslavia 1992 15 N 30.0
Nairobi, Kenia 1993 156 N 3.0
Oklahoma EEUU 1993 21583 CPS 4.0
Dakar, Senegal 1993 72 N 8.7
Ivaraki, Japon 1993 153 N 9.4
Hannover,
Alemania 1993 3329 CPS 6.9
Melboumne,

Australia 1993 493 CcPs 17.4
Dublin, 1Idanda 1994 350 CPS 82.6
Kansas, EEUU 1994 218 CPS 4.0
Lugano, Suiza 1995 217 CcPs 17.0

Sao Paulo, Brasil 1995 314 CcPsS 16.6

Ibaraki, Japén 1997 916 N 799
Amsterdan,

Holanda 1997 272 CcPs 29

Taimei, Taiwan 1997 96 ! N 27.0

Frecuencia de 7, Ccasis en perTus de diferentes lupares dol mundo. Na  Neowpeia,
CFS = Copruparssitocaspico (Alka M. F, 1999).




CUADRO # 2

# PERROS TIPO DE FRECUENCIA

LUGAR ANO EXAMINADOS EXAMEN (%)
Méxco, D.F. 1955 100 N 30.0
México, D.F. 1967 120 CPS 93.0
México, D.F. 1969 50 CPS 20.0
Veracruz, Ver. 1970 300 CPS 9.6
Monterrey, N.L. 1972 100 N 5.0
Guadalajara, Jal. 1973 450 cPs 16.2
Cuemavaca, Mor 1974 719 CPS 15.0

Aguascalientes 1983 294 CPS 47.6
Meéxico, D.F. 1986 200 CcPs 21.0
México, D.F 1987 176 N 58.5
México, D.F,

Pungarabato y 1989 106 cPs 37.7

Cutzamala, Gro.

Veracruz, Ver. 1989 447 CPS 74.0
México, D.F. 1990 463 CPS 4.9
México, D.F. 1992 240 CcPs 3.6
Cutiacan, Sin. 1996 100 CPS 7.0
México, D.F. 1996 47 CPS 100.0
México, D.F. 1998 100 N f 15.0
México, D.F. 1998 470 CPS ! 19.8

Frecuende de 1, canis en diferentes lugares de 1a Republice Mexicans. K= Necupaia,
CrsS =Copraparssitoschpicos. (Albs N. F, 1999).
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Estudios recientes encontraron una relacion entre la edad, el sexo,
localizacién y factores de riesgo incluyendo la geofagia y 1as mascotas que son
factores significantes con la infeccidn de T7Toxocara. Los hombres son mas
susceptibles a ser infectados que las mujeres; esto es debido a que los hombres
menores de 10 afios tienen un mayor riesgo de infeccion de toxocariasis ya que
estos tienen por costumbre jugar en zonas con tierra que posiblemente estan
contaminadas con huevos de Toxocara y tener mayor contacto con mascotas que

las nifias (Bass J.L. et al. 1987).

MECANISMOS DE ACCION PATOGENA

El gusano adulto de T. canis ejerce accidon expoliatriz, quiméfaga, selectiva
por algunos nutrientes como la vitamina C, carbohidratos y péptidos. Provoca en
infestaciones masivas un mayor o menor grado de obstrucdon intestinal y a veces
del colédoco, provocando estasis biliar reflejdndose en una mala digestion, las
larvas también provocan imitaciones a diferentes tejidos como son: Pared
intestinal, parénquima hepdtico, cardiaco y pulmonar con ruptura de capilares y
alvéolos (Quiroz, 1988).

En forma paralela las larvas ejercen accion expoliatriz, histdfaga y de
liquidos tisulares, accion mecanica obstructiva y ademds producen un proceso de
inflamacion por la secrecidon activa de antigenos llamados antigenos excrecion y

secrecion (Ag-EST) que pueden provocar andfilaxia (Quiroz, 1988). Las lesiones




provocadas por las larvas son el resultado de una exagerada respuesta
inmunoldgica contra los Ag-EST y la accién traumatica que produce 3 larva al
migrar por los tejidos (Glickman et al. 1990).

En ratones infestados experimentalmente con una dosis media de 1,000
hiTc (huevos larvados de 7. canis), se han encontrando lesiones en el intestino y
presencia de larvas al dia uno después de la infestacion, el higado también afecta
desde el primer dia, pulmdn y rifiones en el dia uno y dos respectivamente,
musculo esquelético en el dia tres y SNC en el dia cuatro (Oison, 1979). En otro
estudio, al inocular nueve monos macacos con dosis de 100,000 a 400,000 hiTc, se
encontré que seis de ellos no presentaron mads que poca o moderada invasion
larvaria a tejidos y SNC por lo que presentaron moderada inapetencia y depresion
por algunas semanas. Los otros tres monos sufrieron un cuadro grave,
presentando un gran numero de larvas viables no solo en la cavidad toracica y
abdominal, sino también en el SNC. E! examen hematoldgico de los animales
infestados reveld una reduccion transitoria del conteo de eritrocitos y marcada
eosinofilia, incremento en la concentracion de globulinas, bajos niveles de
albimina y niveles elevados de transaminasas séricas (Tomimura et al, 1976).
Existen evidendas experimentales de larvas que han persistido viables hasta por

diez aios en tejidos vivos de primates (Soulsby, 1982; Bowwman, 1987).
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CUADRO CLINICO EN PERROS

Cuando el género Toxocara infesta y produce enfermedad a esta se le llama
toxocariasis. El género Toxocara en general afecta a los cachorros de perros y
gatos mas que 3 los animales adultos (Lapage, 1981). Los cachorros sufren retraso
en el desarrollo y presentan un abdomen abultado y la piel es des!lcida y aspera;
hay emaciacion, signos de anemia, inquietud y diarrea o constipacidon. Puede
producirse la muerte por obstruccion 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 infestacion prenatal masiva, hay gran cantidad de gusanos en el intestino y
estdmago. En algunos casos se pueden presentar signos nNerviosos consistentes en
convuisiones de duracion limitada provocadas por fa presencia de las larvas
migrando en el sistema nervioso central (Quiroz, 1988; Tomimura, 1976).

El examen hematoldgico de animales infestados revela un conteo reducido
de eritrocitos y marcada eosinofilia, incremento en la concentracién de giobulinas,
bajos niveles de albumina y niveles elevados de transaminasas séricas (Soulsby,
1982). Las principales expresiones clinicas son astenia, dolor gastrico y

manifestaciones respiratorias.



CUADRO CLINICO EN HUMANOS

Muchas de las infestaciones humanas son asintomdticas, con tan sélo
eosinofilia y serologia positiva. Las dos principales formas dlinicas de la toxocariasis
humana son los sindromes de;

« Sindrome de Larva Migrans Visceral
s Sindrome de Larva Migrans Ocular u Oftalmica

Y un tercero, llamado Sindrome benigno, el cudl ha sido descrito
recientemente (Magnaval et al. 1997). En este, la sintomatologia no es especifica,
consiste en debilidad cronica asociada con moderada eosinofilia pero persistente.

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

El sindrome de larva migrans visceral descrita por Beaver et al. (1952), es
usualmente asocilada con hepatomegalia, hiperglobulinemia, fiebre, dolor
abdominal, expectoraciones y asmaticos, el sistema nervioso central se ve
implicado, y eosinofilia persistente. La mayoria de los pacientes se recuperan y
solo algunos llegan a morir (Dunn, 1983; Beaver et al., 1987). En el higado, la
invasion larvaria causa una reaccion del hospedero con la formacidon de
granulomas, la hepatomegalia parece ser una condicion caracteristica del
padecimiento.

La causa mds frecuente del sindrome de LMV en humanos es 7. canis, sin
embargo otros parasitos como son: 7. cali, Capillania hepatica, Gnathostoma spp,
Dirofilaria spp. y Ascaris lumnbricoides la pueden liegar a producir, (Glickman et al.,
1987).

El primero en sugerir que larvas de nematodos que afectan naturaimente a
los animales podrian infectar a los humanos y causar enfermedad fue Fullebom en
1921 (Glickman y Shofer, 1987). Después de casi 30 anfos en 1950, Merck et al.
identificardn larvas de nematodos ascaroideos en biopsias hepaticas de nifos con
un sindrome caracterizado por eosinofilia, hepatomegalia, infiltraciéon pulmonar y
silvidos (Glickman y Shofer, 1987). Beaver et al. en 1952 identificaron que la causa
mas frecuente de esta enfermedad eran larvas de 7. canis y propusieron el

termino de Larva Migrans Visceral.



En México el primer caso comprobado de toxocariasis humana (LMV) fue
reportado en 1960 por Baez y Aleman, mediante un examen histopatolégico de
una muestra de tejido hepatico de una paciente de 7 afios de edad.

Clinicamente, la gravedad de la enfermedad varia mucho segGn el nGmero
de huevos larvados ingeridos, la duracién de la infestacién, la presencia de larvas
en lugares criticos y otros factores aun no entendidos (Beaver et al., 1986). La
mayoria de las infestaciones humanas por 7. canis cursan asintomdticamente o
con sintomas muy leves (Bass et al., 1987). Eif signo mas notorio es la eosinofilia
aodnica, algunos estudios dermuestran que las secreciones y excreciones de las
larvas del pardsito estimulan la produccion de interfeucina S (IL-5) que es la
responsable de la eosinofilia (Coffman et al.,, 1989; Kusama et al., 1995; Sugane y
Ohima, 1984; Yamaguchi et al., 1990).

Clinicamente algunos pacientes presentan manifestaciones de inflamacion
pulmonar y tos (Markell et al., 1986), otros cursan sin manifestaciones pulmonares
(Beaver et al., 1987). Se ha encontrado que pacientes con asma tienen mas
frecuentemente anticuerpos de la dase IgE que controles sin manifestaciones
asmdticas (Dosowitz, 1981; Buijs et al, 1994; Lokman-Hakim, et al., 1997).
Algunos pacientes pueden presentar edema en nddulos linfoides sin otras
manifestaciones (Amir et al.,, 1995). Cuando las larvas alcanzan la circulacién
general pueden dirigirse a los rifiones, en donde hasta ahora no se han detectado
en la persona viva y soio hay reportes de necropsia en personas que muneron por

otras causa (Dunn, 1983). En un estudio realizado por Huntley et al. en 1965, se



encontré que en el 28% de los pacientes con LMV tenfan antecedentes de
convulsiones. Otros reportes indican que la infestacién por 7. canis no se asoda
frecuentemente a epilepsia (Glickman y Cypess, 1979; Woodruff et al., 1996).
Ademds se ha asodiado la seropositividad a 7. canis con bajo desarrolio de la

inteligencia en nifos (Nelson et al., 1996).




SINDROME DE LARVA MIGRANS OCULAR

La toxocariasis ocular se observa generalmente en ausencia de otros signos
y sintomas de LMV, se piensa o considera que este sindrome se presenta en
personas que han sido expuestas a un numero pequeiic de larvas, las cuales
migran libremente por varios o6rganos sin desencadenar una respuesta
inmunolégica importante y accidentalmente liegan al ojo (Schantz et al., 1979;
Glickman, 1987).

Larva Migrans Ocular (LMO) se define como la presenda y dafio produddo
por larvas de 7. canis en el ojo, este sindrome ocular fue descrito en 1950 por
Wilder, el cual encontrd larvas de 7. canis en 24 de 46 pseudogliomas en ojos
enucieados por endoftalmitis con aparente retinoblastoma (Wilder, 1950; Glickman
et al., 1979; Glickman y Shofer, 1987; Small et al., 1989; Liolet et al., 1992). E!
primer caso de LMO en México fue en 1966 reportado por De Buen, el cual
describié como una endoftalmitis por nematodos. Este caso era una niila de 5 anos
de edad, la cual tenia falta de agudeza visuai y desviacion del ojo izquierdo hacia
fuera; después en 1982 Equihua reporté a una niia de 9 afos de edad con un
diagndstico de atrofia ptica bilateral, como secuela de toxocariasis en el sistema
nervioso (Equi-Aguilar 1998)

La toxocariasis ocular puede tener varios cuadros dinicos, ninguno de ellos
patognomodnicos, las manifestaciones que se presentan son falta de agudez

visual, estrabismo, leucorrea, irntacion ocular y endoftalmitis (Shields, 1984). Las



lesiones detectadas en ojos han sido granulomas ubicados cerca del disco 6ptico o
intrarretinales, retinocoroiditis posterior y periférica, panuveitis, papilitis dptica,
uveitis, deformacion o desprendimiento de retina, membranas idiopdticas
epiretinales, infiltracion de células inflamatorias en humor vitreo, lesiones
hemorragicas y neuroretinis como secuela de migracion 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 sindrome de MO es una enfermedad tipicamente unilateral que afecta
principalmente a los niflos, resultante de una invasién del ojo por una o mas
larvas, ocasionalmente esto puede ocurrir en forma bilateral en los adultos. La
localizacién y el nimero de larvas dentro del ojo, determinan {a naturaleza y

extension de la enfermedad (Glickman y Shofer, 1987).



ANTIGENOS DE EXCRECION-SECRECION (Ag-EST)

En ausencia de evidencia parasitolégica en la toxocariasis, se ha tenido que
buscar técnicas para poder diagnosticar y estos han sido métodos inmunoldgicos.
Ensayos serodiagnésticos altamente sensibles y especificos han sido desarrollados
usando propiedades excretoras y secretoras del parasito (de Savigny, 1975;
Glickman et al., 1985)

De Savigny en 1975 desarrolid un método para obtener Ag-EST. En este se
incuban larvas (L2) de 7. canis en un medio minimo esencial, después de una
semana el sobrenadante contiene proteinas que pueden ser  reconocidas
antigénicamente por los hospederos; estas proteinas ya hablan sido identificadas
en un experimento /n stv encontrando predpitados inmunologicos en los orificios
oral y anal de L2, a las cuales se les llamo antigenos de excrecién y secrecién (Ag-
EST) (de Savigny, 1975). Las L2 de T. canis tienen una gran capacddad para
producir Ag-EST /in vitro (Malzels et al., 1987). Diferentes autores han descrito
modificaciones de estos medios de cultivo y han descrito diferentes antigenos de
estos sobrenadantes.

Por medio de técnicas como ko son la electroforesis y el Western Biot
(técnica de inmunodiagndstico (ID)) se han analizado a los Ag-EST, y han
demostrado que estos antigenos oonstituyen una sere de complejos
glucoconjugados que presentan distintas carocteristicas bioquimicas (Meghji y

Maizels, 1986) y son de gran importanca en el diagndstico de la toxocariasis en




ausencia de evidendia parasitaria (Badley et al, 1987). Los Ag-EST son
glicoproteinas que tienen dos azicares importantes la N-acetilglucosamina y la
galactosa, en menor abundancia estdn el arabinol, manosa, N-acetilglucosamida,
glucosa, fucosa y xilosa (Meghji y Maizels, 1986).

A través de una técnica de anticuerpos monocionales se ha determinado los
dos principales sitios donde se encuentran los Ag-EST, estos son, las glandulas
esofagicas, las cuales tienen salida esdfago y por consecuendia 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 érganos dentro de la
larva, se ha propuesto que en estos lugares se producen los Ag-EST (Page et al.,
1992).

Los carbohidratos anteriormente mencionados, se encuentran en diferentes
proporciones en los Ag-EST formando epitopos que estan ligados al complejo
proteinico del antigeno de manera fuerte o débil. En diferentes estudios se ha
determinado ocho epitopos diferentes por medio de anticuerpos monodonales,
indicando que I3 respuesta inmunologica desarrollada que esta dirigida
principaimente hacia los complejos glicosilados de ia molécula (Maizels et al.,
1687), también se han encontrados lipidos pero contra estos no hay una respuesta
inmunolégica y aun no sea determinado cual es su papel bioldgico (Niedfeld et al.,
1993).

La adaptacién fisiokdgica del pardsito al hospedero, estd en a liberacién de
productos antigénicos como o son los Ag-EST, ya que estos interfieren en los



mecanismos inmunoldgicos del hospedero, afectando la adherencia de eosindfilos
(Page et al., 1992). Jane et al. en 1987 confrontd sueros positivos a toxocariasis
con Ag-EST purificados, dando como resultado una neutralizacion de algunos
componentes del complemento e inmunoglobulinas del tipo 1gG que son
espedificas con 7. canis y que participan en la fijacién de elementos inmunoldgicos
a la superficie de la larva. A los Ag-EST se les a atribuido la respuesta inmune
exacerbada, la eosinofilia y la activacion policlonal de linfocitos B productores de
1gE (Meghjl y Maizels, 1986).

El éxito de estos parasitos en evadir la inmunidad puede deberse en parte a
su habilidad para deshacerse de antigenos de superficie, anticuerpos enlazados a
superficie y granulocitos adherentes /in vitro e /in viva. La relacién entre antigenos
de superficie del pardsito y 13 respuesta inmunoldgica del hospedero a éstos
determinantes es crucial para las consecuendias de la infeccion, para  7oxoaara,
las glicoproteinas de superficie, 0 la cuticula, 0 ambas. Los antigenos expuestos en
superficie para la larva infectiva de 7. canis no estdn asociados integramente con
la cuticula, sino que forman parte de una cubierta labil de superficie, distal de I3
epicuticula, que ya fue desprendida con fadilidad cuando se enlazo con anticuerpos
espedificos (Page et al. 1992)

Los andlisis y caracterizacion de los Ag-EST han demostrado discrepancias
en el nimero de componentes y su peso molecular detectado por electroforesis en
gel de poliacrilamida y fitradén en gel. Ademas estas pueden ser altamente

atribuibles a diferendas en la metodologia, Speiser y Gottstein en 1984 reportaron



diferencias en 2 lotes de Ag-EST obtenidos y analizados por el mismo protocolo en
dos laboratorios separados. Las bases bioldgicas de la variacién aparente no es
conocida y ademas no parecen afectar la sensibilidad de los antigenos cuando son
utilizados en el serodiagndstico, (Meghji y Maizels, 1986; Badley et al., 1987)

En 1987, Badiey detecté 15 bandas proteinicas en geles de poliacrilamida
tefiidos con nitrato de plata. Las bandas mas frecuentes fueron las 76, 78 y 88
kDa sequidas de las bandas de 29 y 34 kDa. Otros autores mencionan que las
bandas mas frecuentes son las 32, 55, 70, 120 y 400 kDa (Maizels et al., 1984;
Meghji y Maizels, 1986; Badiey 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 toxocarasis a los que les
denomind High Molecular Weight (HMW) que estd formado por las bandas de
200, 147 y 132 kDa y Low Molecular Weight (LMW) y esta formado por bandas de
24, 28, 30 y 35 kDa; este ulimo patron presenta mayor especificidad hadla 7.
aanis que el patrn HMW, ya que este puede cruzar antigénicamente con
antigenos de otros helmintos como io son: Strongyloides sp., Fasciola hepatica,
Ascaris suum, Toxascarts feoning, Schistosoma sp. y Onchocerca sp. {Magnaval et
al.,, 1991, Cuellar et al., 1995; Stevenson y Jacobs, 1977; Nicholas et al., 1984).
En otro estudio se encontrd que los Ag-EST de 32, 70 y 120 kDa estan unidos a la

cuticula de las larvas de 7. canis (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; Dunsmore et. Al, 1983;
Ohima, 1961), ratas (Olson & Rose, 1966), monos {Tomimura et al. 1976),
polios(Gavin, 1964; Agnihotri et al., 1987; Maruyama et al ., 1994b), codomices
(Nakamura et al, 1991; Maruyama et al., 19948), hamster (Agnihotri et. Al.,
1987), cobayos (Bujis et. Al., 1995), cerdos (Stevenson & Jacobs, 1977), jerbos
(Flores-Alatorre, 1993) y conejos (Glickman & Shofer, 1987). EI modeio mds
utilizado ha sido el ratén, pues ya que tiene ventajas en comparacion a los demds,
como lo son: cepas singénicas, bajo costo, faciles de mantener y reprodudir.

En lo que se refiere a los conejos se han utilizado en diferentes estudios
como testigos, por ejemplo, Badiey et al. en 1987 utilizaron a un conejo blanco
Nueva Zelanda inmunizado con Ag-EST, del cual obtuvieron el suvero y le
determinaron el nivel de titulos que contenia por medio de la téonica de ELISA y
por medio de la técnica de Western blot o inmunodeteccion (ID) determinaron que
componentes de los Ag-EST reaccionaban con los anticuerpos del suero, en otro
estudio realizado por Magnaval et al. en 1991 utilizd un conejo el cual infesto
experimentalmente por via oral con 2,000 huevos larvados de 7. canis (hITc) al
cual determino el titulo de anticuerpos por la técnica de ELISA y cuales bandas se

reconocen por la técnica de ID; sin embargo, no existen reportes sobre la
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identificacién de bandas por ID de los antigenos de excrecidn y secredidn de las
larvas de 7. canis mas frecuentemente reconocidas en suero de conejos a

diferentes tiempos post-inoculacién con hiTc.



JUSTIFICACION

Toxocara canis es uno de los nematodos mds comunes que afectan a los
perros, principalmente a cachorros, sin embargo es mas importante por los
problemas de zoonosis que genera. Este pardsito se transmite al hombre por la
ingestién de huevos larvados provenientes de materia fecal de perros; al tratarse
de una enfermedad zoondtica, que afecta principalmente a nifics, la toxocariasis
se ha considerado un problema de salud publica. En hospederos paraténicos no
canideos, las larvas estdn detenidas en su desarrollo, pero activas
metabdlicamente, se reporta de que pueden permanecer viables hasta por 9 afos
en tejidos de mono (Beaver 1966).

Uno de ios mayores problemas que se presenta en la toxocariasis es en el
diagndstico, ya que por técnicas parasitoldgicas no se puede detectar en el
humano y por esto se ha implementado el inmunodiagndstico, utilizando los
antigenos excretores y secretores de la larva (L.2) de 7. canis. Ya que se presume
que Ia liberacién de productos fundonales del parasito constituye una adaptadon
fisiologica principal para sobrevivir dentro del hospedero mamifero (Fenoy et al.
1992, Maizeis et al. 1987).

En este trabajo se pretende colaborar a los estudios de diagndstico,
utilizando como 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 (Munoz, 1997). Es importante conocer los patrones de



reconocimiento antigénico por medio de la técnica de ID y si estos pueden variar
con el tiempo en los sueros de conejos infectados experimentalmente con hiTc a
diferentes dosis.



OBJETIVOS

GENERAL:

Contribuir al desarroiio de una herramienta itil en los estudios
de diagnéstico de la toxocariasis.

PARTICULARES:

Obtener y purificar antigenos de secrecién y excrecién de larvas

de Yoxocara canis.

Estudiar el efecto de la inoculadén de las diferentes dosis de
huevos larvados de Toxocara canis sobre la produccdn de
anticuerpos séricos.

Identificar por Westem blot (inmunodeteccién (ID)) los
antigenos de secredén y excrecion de las larvas de Toxocara
canis a diferentes tiempos post-inoculacién y cubles son mas
frecuentemente reconocidos por sueros de conejos inoculados

experimentalmente con el parasito.




MATERIAL Y METODOS

LUGAR DE REALIZACION

El presente trabajo se realizd en el laboratorio de Parasitologia y en la
Unidad de Investigacién Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitidan Campo 4 de la Universidad Nacional Autonoma de México, que se

encuentra ubicada en Cuautitldn 1zcalli, Estado de México.

ANIMALES EXPERIMENTALES

Se utilizaron 10 conejos machos de raza Nueva Zelanda de
aproximadamente 1 mes de edad y 1kg de peso corporal. Se hicieron dos grupos,
el grupo # 1 esta compuesto de 5 conejos (identificados del nimero 1 al S
respectivamente) y el grupo # 2 esta compuesto por 5 conejos (identificados del
nimero 6 al 10 respectivamente). Se alimentaron con alimento comerdal
(Conejina) y agua potable ad libitum, se colocaron en jaulas especiadles y el

mantenimiento de limpieza y alimentacion fue diario




OBTENCION Y MANTENIMIENTO DE hiTc

Se realizaron necropsias a cachorros de uno a tres meses de edad
provenientes del Centro Antirrdbico de Cuautitldn, Estado de México, se disectd el
intestino de los cachormmos de los cuales se obtuvieron los gusanos adultos
hembras, se les realizé una diseccion a nivel de (tero para obtener huevos de 7.
canis, obtenidos los huevos; se utilizé un colador de poro fino para eliminar ios
restos y membranas del parasito; los huevos se separaron por centrifugacion a
2000 rpm durante 5 minutos desechando el sobrenadante por decantacion, la
pastilla se resuspendio en una solucién de formol al 2%, se colocaron en una caja
Petri y se incubaron a 37° C durante 15 a 21 dias {(de Savigny, 1975, Bowman et
al., 1987). Se verificd al microscopio el porcentaje de huevos larvados, asi como la
viabilidad mediante la observacion al microscopio compuesto del movimiento

larvario.

INOCULACION DE LOS ANIMALES CON hiTc

Una vez transcurmmidos los 1S a 2! dias de incubacion, se verifica el
desarrollo de la larva infestante 12, por medio de observacidon microscopica; se
colocé en un portaobjetos 20ul de la solucion de formol al 2% de las cajas petri
incubadas, se contd los huevos larvados de 7. canis (hITc) y los huevos no

larvados, se multiplico por el factor 50 para obtener ef nimero de huevos larvados




y huevos no larvados en 1mL, se sact el porcentaje de huevos larvados y huevos
no larvados, este proceso se realizé 10 veces y se caiculd el promedio; y al tener
un porcentaje mayor al 70% hiTc, se prepard una suspension de hiTc con solucion
salina fisioldgica, de la cual se utilizé para la inoculacion de los animales. Al grupo
# 1 se le inoculd un tota!l de 5,000 hiTc, al grupo # 2 se le inoculd 10,000 hiTc por
via oral con una sonda esofdgica en el dia cero y se repitié al dia 105 post-

infeccién.

OBTENCION Y ALMACENAMIENTO DE SUERO DE CONEJO

Se extrajo una muestra sanguinea por puncidon venosa a los dos lotes en los
dias 0, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57, 64, 71, 78, 85 y 127 post-infeccién, para la
obtencién de suero las muestras sanguineas se colocaron en bafo maria a 37° C,
se removid el coagulo con un aplicador de madera, se centrifugo a 2500 rpm
durante 2 minutos, el suero se colocd en tubos ependorf los cuales se rotularon
con el nimero de identificacidn del conejo y fecha, y para su aimacenamiento se

congelé a =20 © C.

OBTENCION Y MANTENIMIENTO DE LARVAS INFESTANTES (L2)

La obtenddn de las larvas se realizd siguiendo o método de Savigny y

modificado por Bowman. Se partid teniendo una suspension de hiTc en solucién



salina fisioldgica, la cual se colocd en tubo de plastico de 60mi, donde se realizaron
4 lavados de la siguiente manera: se centrifugé a 4500 rpm durante 5 minutos, se
decanto el sobrenadante y la pastilla se reconstituyo en soiucion salina fisiolégica
estéril, Se realizaron otros 4 lavados, pero se reconstituyo la pastilla con solucién
de cloro 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 fiujo laminar la pastilla se resuspendio con medio de cultivo RPMI-
1640, glucosa 1 % estéril y se cambio de tubo de piastico de 60ml, se centrifugo a
4500 rpm durante 5 minutos, realizando este Gltimo paso 4 veces y en condiciones
estériles (de Savigny, 1975; Bowman et al., 1987).

Se resuspendio la pastilla con medio RPMI-1640 v se somete a agitacién por
medio de una plancha magnética, durante 15 a 20 minutos, para inducir la
eclosion de la larva infestante |2, se monitorea por observadén microscopica el
porcentaje de eclosion de L2, al tener una edosidn 280% se detuvo la agitacion y
se transfirieron las larvas a un microaparato de Baermann estéril, el cud!l esta
compuesto de un tubo de plastico y un cono hecho con cuatro capas de papel
limpia lentes colocado de tal forrma que tenga contacto con el medio RPMI-1640,
se incuba a 37 © C durante 24 horas en un estufa de CO,, después de las 24 horas
de incubacidn las larvas viables se encuentran en el fondo del tubo de plastico, se
realizo un conteo de larvas L2 viables, se recolectaron y se distribuyeron en cajas

Falcon (+10,000 larvas viables (L2)/10mi de medio RPMI-1640 glucosa 1%), se



rotularon las cajas Falcon con fecha, y se incubana37 ©Ccon S % de CO2 Y 95 %
de humedad.

OBTENCION DE Ag-EST

Cada semana se colectd el medio RPMI-1640 glucosa 1 % de las cajas
Falodn por medio de sedimentacién por gravedad y aspiracidn aséptica, se
colectaron 8ml aproximadamente de medio el cual contiene proteinas liberadas por
las larvas L2 de 7. canis a las cuales se les conoce como Ag-EST o antigenos de
excrecién-secrecidn. Después se restituyo medio de cultivo fresco a las cajas
Falcon.

Con el medio colectado semanalmente se forma un lote, el cual se congeld a
=20 © C, después por medio de una ultrafitracion con un sistema AMICON
utilizando una membrana de 0.2, se concentré el medio RPMI-1640 glucosa 1 %,
se formaron alicuotas de 500ul y se almacenaron en tubos ependorff y se
congelaron a -20 © C hasta su utilizacién.

La cantidad de proteinas (Ag-EST) se cuantificaron por ef método de

Bradford, en un laboratorio extemno (Laboratorio VALAR).



ELECTROFORESIS DE PROTEINAS (SDS-PAGE)

Para la caracterizacién del perfil de proteinas de los Ag-EST se utilizaron
geles de poliacrilamida con duodecil sulfato de sodic (SDS.PAGE). la separacién de
los componentes proteinicos se llevo a cabo con algunas modificaciones por el
método descrito por Laemli en 1970.

Se prepard un gel separador de acrilamida al 10%, 0.375M Trisy pH = 8.8
y un gel concentrador de acrilamida al 4% 0.125M Tris y un pH = 6.8; por medio
de una cdmara de electroforesis Mini-PROTEAN Il electrophoresis cell (Bio-Rad
Labs.) de 16 cm de largo, 12 cm de ancho y 18 cm de espesor, el tamaiio del gel
fue de 7 cm de largo y 8 om de ancho, se commid el Ag-EST con un carril de
comparacién con marcadores de peso molecular (MPM) pretefiidos 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 realizd una tincién con
nitrato de plata; los PM de los antigenos obtenidos se determinaron por medio de
una curva patron, graficando el logaritmo del PM de los marcadores pretefiidos,
contra su migracion electroforética a través del gel expresado en milimetros. Los
PM de los marcadores de peso molecular son: Miosina 203 kDa, B-galactosidasa
118 kD3, albumina sérica bovina 86 kDa; ovalbumina 51 kDa; anhidrasa carbénica

34 kDa; inhibidor de la tripsina 29 kDa; lisosima 19 kDa y aprotinina 7.5 kDa.
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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
electrotransferencia semiseca que consta de dos platos de electrodo de carbdn. Se
limplaron los dos platos con agua destilada; se cortaron piezas de papel de
nitrocejulosa al tamaio de los geles de poliacrilamida y ambos se colocaron entre
capas de papel filtro Whatman 0.2y remojados en buffer de transferencia. Los
antigenos separados por electroforesis se transfirieron a 12 V con una corriente de
0.3 mA/am? por un tiempo de 45 minutos. La transferenda de los Ag-EST fue
verificada por la presencia en la membrana de nitrocelulosa de los marcadores de
peso molecular pretefiidos. La membrana se bloqued con Tris-Buffer Salino al 5 %

de leche descremada en polvo a 4 © C por toda la noche.

WESTERN BLOT (INMUNODETECCION (ID))

Una vez bloqueada la membrana de nitroceluiosa, se corto en tiras de 5 mm
y se sometié a incubacion por 2 horas con los sueros obtenidos de los conejos a
una diluddn 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 a-1gG 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 solucdén de HO: al 0.01 % (v/v), 4-Cloro.1-n-naftol



0.05 % (p/v) en MeQOH 16.6 % en PBS 0.1M, durante 15 a 30 minutos. Cuando se
hizo evidente la reaccién por la aparicidn de bandas se lavaron las membranas con
agua destilada y se secaron sobre un papel fittro.

Las tiras transferidas que contenian los marcadores de peso molecular, asi
como las bandas reconocddas por los sueros de conejo, se escanearon y las
imagenes fueron analizadas en el programa Microsoft Photo Editor, en el cual se
midié la migracién de las bandas, obtenido esto, con los datos de los pesos
moleculares se realizé una curva patron, colocandose en el eje y el logaritmo de
los pesos moleculares conocidos de los marcadores y en el eje x su migracién o
desplazamiento a través del gel en milimetros, después se interpolaron los datos
de las bandas de los sueros de los conejos para asi 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 mas de 4 meses en condiciones de
esterilidad y con un bajo porcentaje de mortalidad, semanalmente se recolectd un
promedio de 64 ml de sobrenadante. Se obtuvo un volumen de aproximadamente
500m! de sobrenadante, el cual se concentrd hasta un volumen aproximado de 20
ml, obteniendo una concentracion final de 100 ug de proteina /ml, con una
produccién de 1 ng de proteina por larva por dia. De Savigny en 1975, reporté que
las larvas se pueden mantener viables por mas de 18 meses con una produccion
de 4 a 8 pg de proteina por larva por dia. La diferencia en Ia cantidad de antigeno
producido se puede deber al tipo de medio de cultivo empleado, pues de Savigny
utilizé un medio minimo esencial, y en este trabajo se utilizé 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. £n otro
estudio, realizado por Smith et al 1983, reporta una concentracion de proteina de
0.2 mg/ml, es dedr 200 pg/mi, esto se puede deber a que utilizaron huevos
embrionados totalmente y los suspendieron en PBS hasta obtener el segundo
estado larvario (L.2), después las larvas (L2) fueron mantenidas #7 vitro con un

medio minimo esendal de Eagle con sal de Hank’s.




Las larvas de 7. canis migran por diferentes tejidos de sus hospedadores
paraténicos, durante esta migracién se monta una respuesta inmunoldgica contra
ellos. Se ha evaluado esta respuesta en diversos hospedadores, como en ratones
(Abo-Shehada &Herbert, 1984; Dunsmore et al. 1983; Ohima, 1961), humanos
(Magnaval et al. 1991) y jerbos (Alba, 1999). Existe un KIT comerdal de ELISA
para el diagndstico de la toxocarisis humana, en donde el suero control positivo es
de conejos infectados experimentalmente. Sin embargo, no se menciona dosis de
infeccidn o el tiempo después de [a infeccion en que se obtuvo el suero, tampoco
existen en la literatura reportes de cinéticas de produccion de anticuerpos en
conejos ni los antigenos que reconoce el suero de estos animales.

Para desarrollar una prueba comerdial de ELISA en México y no depender
tecnoldgicamente 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) evalud la cinética de produccion de anticuerpos en conejos y
nosotros queremos aclarar que antigenos de secreciones y excreciones de 7. canis
son reconocidos por sueros de conejos infestados experimentalmente.

Se han utilizado antigenos solubles de adultos de 7. canis o de la ruptura de
huevos larvados para el inmunodiagndstico de la toxocariasis (Cypess et al., 1977;
Enayat & Pezeshki, 1977; Smith et al., 1982), en la actualidad se considera que los

antigenos de Ag-EST benen una mayor especifiodad que los antigenos solubles o



totales (Magnaval et al.,, 1991; Sugane & Ohima, 1983). Por lo anterior, estos
antigenos fueron los seleccionados en el presente trabajo.

En 1975 De Savigny reportd que larvas 2 de T. canis mantenidas durante
largos periodos en medios nutritivos libres de suero y suplementados con giucosa,
liberaban grandes cantidades de proteinas al medio y que estas son reconocidas
por el suero de los diferentes hospedadores, por lo que se les llamo Ag-EST.

En este trabajo se obtuvieron los sobrenadantes de los cultivos de tarvas en
RPMI-1640, se concentraron por ultrafitracion y el filtrado se consideraron como
los Ag-EST. Para evaluar la pureza e integridad de dichos antigenos se corrieron
en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y se tifleron con nitrato de plata. En la
figura 4, se presenta una fotografia del gel SDS-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 patrén dada por 10s marcadores de peso molecular de
referencia. Las bandas detectadas comrespondieron a los siquientes pesos
moleculares: 200, 120, 38, 35, 31, 28, 24, 23, 16 y 3 bandas de menos de 7.5
kDa., no se observd degradacién de las bandas proteicas. Las bandas mds
fuertemente tefidas fueron las de 23 y 24 kDa de peso molecular, 10 que indica
que son las proteinas mas frecuentes del aislado.

La mayona de las bandas encontradas en este trabajo corresponden a las
reportadas por otros autores (Alba, 1999; Malzels et al., 1984; Meghji & Maizels,
1986), aunque no corresponden totaimente a eilas. Lo cua! no es extraiio, pues

generalmente, el analisis y la caracterizacién de los Ag-EST obtenidos a partir

frm



cultivos siempre ha tenido variaciones y discrepancias entre diferentes autores en
cuanto al nimero de componentes y al peso molecular de estos. Lo anterior,
puede deberse en gran parte a las diferentes metodologias empleadas para su
obtencion. La variacion de los Ag-EST obtenidos en diferentes fugares no tiene una
base bioldgica definida, aunque aparentemente no afecta la sensibilidad de las
pruebas diagnodsticas si constituye una desventaja para el estudio aislado de cada
antigeno (Badley et al., 1987).

Se han detectado en geles SDS-PAGE diversas bandas proteinicas que
constituyen los Ag-EST, las mas abundantes que se han reportado tienen un peso
molecular de 32, 120 y 400 kDa (Maizels et al., 1984; Meghji & Maizels, 1986;
Sugane & Oshima, 1983). De estos, en el presente estudio no se reconocid el de
400 kDa que es una banda foriada por una pequeiia cadena peptidica y una gran
cantidad de carbohidratos, esta banda no se tifie con nitrato de plata. La forma en
la que se ha detectado la abundanda de esta banda, es marcando con lodo
radiactivo las proteinas de superficie de larvas en cultivo y después buscando estas
proteinas por autoradiografias (Maizels et al., 1984) o tiflendo los geles con una
tincion de acdo penddico de Schiff (PAS) que es especifica para carbohidratos
(Meghji & Maizels, 1986).

La determinacién de los Ag-EST reconocidos por sueros de los conejos
inoculados experimentalmente con hiTc se llevo a cabo mediante la téanica de ID.
En la figura 5 se muestran las bandas proteicas reconockias por 0s conejos

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



reconocimiento secuencial de estos antigenos, el dia 15 reconocen una banda de
66 kDa de PM. El dia 22 se reconocen dos bandas, estas con PM de 55 y 66 kDa.
Entre los dias 29 y 50 p.i. se reconocen bandas de 32, 35, 45, 55, 66 y 120 kDa. A
partir del dia 57 y hasta el final del experimento (dia 127 p.i.) se observaron
bandas de 32, 35, 45, 55, 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 hiTc (grupo # 2). El dia 15
p.i. se reconocieron bandas de 32, 45, 55 y 66 kDa de PM. Entre los dias 22 y 36
se reconocen bandas de 32, 35, 45, 55, 66 y 120 kDa de PM. Entre el dia 43 y
hasta el dia 127 p.i. se detectaron bandas de 32, 35, 45, 55, 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 dias diferentes p.i.. Las bandas
en general son detectadas primero por los conejos del grupo # 2, probablemente
debido a que el inéculo fue mayor y por lo tanto la cantidad de larvas y los
antigenos producidos es mayor en comparacion al grupo # 1 y por lo tanto la
respuesta es mas rapida. También podemos observar que después de la sequnda
inoculacion (dias 105 p.i.) no se detectaron nuevas bandas.

El antigeno de 66 kDa fue el primero detectado por grupo # 1 y uno de los
primeros del grupo # 2, esta banda no fue detectada en I3 tinddn de nitrato de
plata. La banda de 66 kDa es la banda mas reconocida por suercs de perros

(Muioz, 1994), pero no es reconoada por sueros de humanos o jerbos con



toxocariasis (Alba, 1999; Magnaval, 1991). Page et al en 1992 reportaron una
banda de 70 kDa en geles SDS-PAGE que forma parte de la epicuticula 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
tincién de plata fue la de 400 kD3, esta banda es la de mayor PM reportada en la
literatura y es reconocida por perros (Mufioz, 1994) y humanos (Meghji et al.,
1986). Aunque esta banda cruza antigénicamente con Ascaris sp. (Maizels et al.,
).

La banda de 120 kDa es la mas frecuentemente reportada en la literatura,
probablemente es una proteina a la que se le pueden pegar diferentes cantidades
de carbohidratos que le den diferente peso molecular pero que tienen la misma
antigenicidad puesto que son reconocidas por un mismo anticuerpo monocional
(Page et al, 1992 a). Esta banda también es reconocida por sueros de perros
(Mufioz, 1994) y humanos (Magnaval, 1991). Se ha demostrado que esta proteina
es 13 mas abundante en la epicuticula de las larvas de 7. canis (Page et al., 1992
B).

La banda de 55 kDa se ha reportado que es reconocida por perros (Muiloz,
1994) y jerbos (Alba, 1999), y ha sido detectada por anticuerpos nonodonales
(Page el al,, 1992a3). Sin embargo, no es reconocida por humanos (Magnaval et

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



de algin hospedador, sin embargo se ha encontrado en geles de poliacrilamida
(SDS-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 (Mufloz, 1994) y jerbos
(Alba H. F. 1999), pero que por usar varantes de la técnica de separacién de
proteinas en los geles de poliacriiamida tienen un corrimiento ligeramente
diferente.

El pape! biolégico que tienen los Ag-EST probablemente sea el de evadir la
respuesta inmunologica del hospedero y facilitar la supervivencia de la larva. Se ha
demostrado que los Ag-EST son producidos por las glandulas esofédgicas y por
células secretoras presentes en el poro excretor (Page et al., 1992 b). Los Ag-EST
producidos, durante un tiempo cubren la superficie de a larva, la boca y el poro
anal. Posteriormente se desprenden tanto en forma espontanea como cuando se
unen a anticuerpos especificos (Page et al, 1992b). También se ha descrito que los
AG-EST son los responsables de la eosinofilla presente en los animales infectados
(Sugane et al., 1984) y que induce activacién policlonal de linfocitos (Wang et al,
1995) y cambios en las subpoblaciones 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 expernimentaimente reconocen proteinas que son
secretadas por larvas de 7. canis Estas proteinas son similares a las reconocidas

por los suernos de humanos y otros hospedadores con toxocariasis. Los datos



obtenidos en este estudio unidos a los datos de un estudio paralelo de la cnética
de produccion de anticuerpos en conejos (Romero, 2001) inoculados con las
mismas cantidades de hiTc nos permiten recomendar que los dias mas adecuados
para la obtencién del suero son del dia 57 al 127 p.i.. En estos dias se conjunta la
maxima produccion de anticuerpos y el maximo reconocimiento de bandas
proteinicas. Ademds del reconocimiento antigénico por parte de los conejos, el
bajo costo y la facilidad de manutencidon, nos permiten considerar al conejo como
un modelo en el que se puede obtener sueros de referencia positivos a la

toxocariasis para su posible uso en inmunodiagndstico.
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BANDAS RECONOCIDAS POR LOS SUEROS DE CONEJOS INFESTADOS
EXPERIMENTALMENTE CON Toxocara canis

No. mm LOG(PM) | pM(kDa) | AIUSTE In:rensn
0.4 2.5690 370.68 400 I 1,5 j

1.3 2.867 122.09 1,2,3,5
1.8 1.8187 65.87 2,3,5
2.4 1.7622 57.83

Njoju aj Wi N =

3.9 1.4858 30.61

3.0 1.6516 44.83
35 1.5595 36.27 4,1
1,2,S

CUADRO No.3 Bandas de AgQ-EST reconocidas por sueros de
conejos infestados experimentaimente con larvas de Toxocara canis por
medio de la téonica de Western biot tefiidos con una técnica de
peroxidasas. Los valores con similitud a antigenos reportados por Meghji
& Maizels® (1986); Badiey y col.? (1987); Ramp y col.’ (1987); Magnaval
y c0l.*(1991); Page, Hamilton y Maizels® (1992).
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DETERMINACION DE PESOS MOLECULARES (PM)
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GRAFICA No. 1 La determinacién de los pesos moleculares (PM) fue realizada por medio de una curva patrén

con los marcadores de peso molecular (MPM, colocindose en el eje Y el logaritmo de los PM conocidos de los
marcadores y en el eje X su migracién o desplazamiento a través del gel en milimetros. Los MPM fueron : Miosina
203 kDa, -galactosidasa 118 kDa, albumina sérica bovina 86 kDa, ovalbumina 51 kDa, anihidrasa carbénica 34
kDa, inhibidor de {a tripsina 29 kDa, lisosima 19 kDa y aprotinina 7.5 kDa.
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FRECUENCIA DE BANDAS kDa LOTE # 1
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GRAFICA 2.- Frecuenda de Ag-EST reconocidos por sueros de conejos infestados
experimentaimente con 5,000 hiTc (Lote # 1) a diferentes dias post-infeccién.
La determinactn se realizé por medio de {a técnica de Western Biot.
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FRECUENCIA DE BANDAS kDa LOTE#2
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GRAFICA No. 3.- Frecuenda de Ag-EST reconocdidos por sueros de conejos infestados
experimentalimente con 10,000 hiTc (Lote # 2) a diferentes dias post-infeccién.
La determinacién se realizé por medio de la técnica de Western Blot.
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FIGURA No. 4 Separacitn de los Ag-EST por electroforesis en gel de SDS-Poliacrilamida tehidos

por la
técnica de Nitrata de Piata, del lado izquierdo se encuentran los marcadores de peso molecular

(MPM), en el Iado derecho el peso molecular de los Ag-EST.
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FIGURA No. 5 Bandas reconocidas por el suero de conejos inoculados con 5,000 hiTc a diferentes periodos
de tiempo después de la inoculacién.
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FIGURA No. 6 Bandas reconocidas por el suero de los conejos inoculados con 10,000 hiTc a diferentes
periodos de tiempo después de la inoculacién.




CONCLUSIONES

El PM de los Ag-EST reconocidas en el gel de SDS-PAGE vy teflidas
con AgNO; son de: 200, 120, 38, 35, 32, 28, 24, 23, 16 y tres bandas
de menos de 7.5 kDa

Por Western blot 0 inmunodeteccion se observé un reconodmiento
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 hiTc se detectaron a partir del dia 57 hasta el dia 127 p.i.
mientras que en el grupo de 10,000 hiTc se detectaron a partir del
dia 43 hasta el dia 127 p.i.

Los sueros de los conejos infestados con 5,000 o 10,000 hiT¢ pueden
ser utilizados como sueros de referencia en el inmunodiagndstico de

la toxocariasis humana.



APENDICE I

Reactivos para la electroforesis

ACRILAMIDA-BISACRILAMIDA (30:0.8)

o Pese 30g de acrilamida

 Pese 0.8g de bisacrilamida

« Disuelva en agua desionizada hasta obtener 100mi,

« Filtre la solucién a través de papel filtro Whatman No.1

« Almacene a 4° C y protéjalo de la luz.

DUODECIL SULFATO SODICO (SDS) 10%(p/v)

* Pese 10g de SDS

e Disuelva en agua desionizada hasta obtener 100ml

e La soludén obtenida debe ser dara e incolora, si no se disuelve
completamente el SDS, caliente la solucién hasta disolverse.



BUFFER 3.0M TRIS-HC! (pH 8.8)

e Pese 36.6g de Tris (Tristhydrxymethyl) aminometano)

* Disuelva en 48ml de HO 1.0M

e Ajuste la solucién hasta obtener 100ml, con agua desionizada.
s Filtre la solucién a través del papel filtro Whatman No. 1

o Almacene a 4° C,

BUFFER 0.5M TRIS-HCl (pH 6.8)
* Pese 6.0g de Tris
* Disuelva en 40 m! de agua desionizada
« Agregue HCl gota a gota hasta alcanzar un pH de 6.8
e Ajuste a un volumen de 100mi, con agua desionizada.
« Filtre la solucién a través de papel Whatman No. 1

s Almacenea4°C

BUFFER DE CORRIMIENTO 0.25 M TRIS-HCI, 1.92M GLICINA, 1%
SDS (pH 8.3)
s Pese 3.03 g de Tris, 14.4g de glicina y 1.0g de SDS
« Disuelva en 1 litro de agua desionizada
¢ Ajuste a un pH 8.3 con H{, gota a gota

o Almacene a temperatura ambiente.

[1]



BUFFER DE LAEMMLI

e 0.0625M Tris-HCI (pH 6.8)
e 2% SDS

e 5% 2-mercaptoetanol

e 10% Glicerol

o 0.002% azul de bromofenol

PERSULFATO DE AMONIO 15%(p/v)

e Pese 15.0 g de persulfato de amonio
e Disuelva en 10m} de agua desionizada
« 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° C y protegido de la luz.




PREPARACION DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA PARA LA

ELECTROFORESIS.

GEL SEPARADOR
En un vaso precipitado de 50 ml y con pipetas graduadas (todo el equipo
debe estar limpio y estéril), coloque:
e 4.5ml de agua desionizada,
e 1.25m! de Tris-HCI 3.0 M pH 8.8
e 100ul de SDS 10% (p/v)
e 4,0mi de acrilamida (30:0.8)
* 500p! de persulfato de amonio 15%(p/v)

s 5ul de TEMED

GEL CONCENTRADOR
En un vaso precipitado de 50ml y pipetas graduadas (limpias y estériles)
coloque:
e 6.0ml de agua desionizada
s 2.5ml de Tris-HCl 0.5M pH 6.8
e 100ul de SDS 10% (p/v)
» 4.0mi de acrilamida
e 500ul de persulfato de amonio 15% (p/v)

e 5ul de TEMED




APENDICE 11

TINCION DE PLATA

Para un gel, prepare la siguiente solucién:

De una solucién de DL-Dithiothreitol (20mg/ml) tome 12.5ul y afore a
100m! con etanol (50% (v/v))

Mantenga en agitacién a 50 rpom durante 1-2 horas.

Lave con agua destilada 150mi/gef a 50 rpm durante 1 hora

Sumerja en la siguiente solucidn: 200ui de Tiosulfato de sodio
Pentahidratado (100mg/ml) en 100 mi de agua destilada durante 1
minuto.

Lave con agua destilada por 20 segundos, 3 veces.

Prepare una solucion de plata de la siguiente manera: pese 0.89 de
Nitrato de plata (AgNo;) y disuetva en 4ml de agua destilada.

Prepare 20ml de Hidroxido de sodio al 0.4%, mezcle con 1.5 ml de
solucién de amonia (0.88g NH,OH) y agregue I3 solucidn de plata
gota a gota con agitacién continua, ajuste la solucién hasta 100ml.
Mantenga el gel sumergido y en agitacion a 70rpm por 30min.

Lave con agua destilada 150mi/gel a 70rpm por S minutos, 3 veces.
Prepare la solucion reveladora: mezcle 200u! de soluddn de
formaldehido al 40% (p/v) con 2.5 ml de aaido citrico 1%, agregue

20l de 13 soudion de tiosulfato de sodio y ajuste a S00ml. Utilice



150mi/gel por 10 minutos de 1 a 3 veces segun aparezcan las
proteinas tefiidas.

Para detener la tincién deseche la solucién reveladora y agregue
100ml de la siguiente solucion: metanol al 50% y 3cido acético al 5%
para formar 100ml, 100ml/gel durante 10min.

Conservacion de! gel: 100ml de Etanol o metanol al 10% a 4° C por

gel.




APENDICE II1

REACTIVOS PARA LA TRANSFERENCIA DE PROTEINAS

BUFFER DE TRANSFERENCIA pH 8.3

e Tris 25mM

e Glicina 192mM
* SDS 0.05%(p/v)
e Metanol 20%

TRIS BUFFER SALINO (TBS)

Mezdle:
= 30ml de una solucién de NaCl 5M
e 20ml de una solucién de Tris-HCl 1M pH 7.5

e y afore a 1 litro con agua desionizada.




TRANSFERENCIA DE PROTEINAS

Al finalizar la electroforesis, retire el gel de las placas, corte el gel

concentrador y marque el gel de tal manera que conozca su orientacion

Sumerja el gel en buffer de transferencia.

Corte seis plezas de papel filtro Whatman No.1 y una membrana de
nitrocelulosa del tamano del gel.

Limpie las placas de carbon 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 transferendia, por
10 minutos.

Ensamble de la siguiente manera, en el electrodo inferior:

Tres capas de papel fittro Whatman No. 1.

Membrana de nitrocelulosa

Gel de poliacrilamida

Tres capas de papel fitro Whatman No.1

Evite la formacdn de burbujas, en caso de estar presentes retirelas

rodando una pipeta Pasteur sobre e sandwich formado.

&7



« Coloque cuidadosamente el electrodo superior sobre el sandwich

= Conecte los electrodos y comience la transferencia

« Al finalizar la transferencia, marque la membrana de nitrocelulosa
para saber su orientacién.

s los sitios de unidn de proteina 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 unién de las proteinas a la membrana es bloqueada por aceites u
otras proteinas, se debe utilizar guantes durante todo el proceso de transferendia y

membranas nuevas, el buffer de transferencia no es reutilizable.



APENDICE IV

WESTERN BLOT (INMUNODETECCION (1D))

« La membrana de nitrocelulosa, se corta en tiras de 3-5mm de ancho.

o Las tiras se colocan en los pozos marcados para identificarias.

« Se agrega 2ml de I3 dilucion del suero problema en buffer de bloqueo
(PBS-Leche Sveltes 5%) , incube durante 2 horas a 37° C

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

e Agregue 2 ml de la dilucidn 6ptima del conjugado, incube por 1 hora
a37°cC.

» lave con PBS-Tween 20 al 0.1 % durante 1 minuto, 7 veces.

e Agregue 2ml de la solucion sustrato (Perdxido de hidrogeno
0.01%(v/v), 4-doro-1-n-Naftol 0.05%(p/v) Metanol 16.6%(v/v) en
PBS) manténgalo en agitacion y protegido de la luz hasta la aparicion
de las bandas.

« Enjuague con agua de la llave y deje secar.
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