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RESUMEN

Las larvas de Toxocara canis (T. canis) migran por diferentes érganos del hospedero
como: corazon, 0jo, pulmon, rifién, misculo y cerebro. La larva de 7. cards no posee estructuras
como son ganchos, dientes o garras que le permitan penetrar y migrar por los tejidos del
hospedero, por o que se piensa que lo hace a través de enzimas que degradan proteinas del
hospedero. Sin embargo existe muy poca informacién al respecto. En el presente trabajo se intento
identificar y caracterizar parcialmente enzimas con actividad proteolitica que se pudieran localizar
en el fluido perivitelino (PFP), en los productos de secrecidn-excrecion (TES) y en los extractos de
larvas (EL) de 7. carnis. Los TES se obtuvieron por concentracion de los sobrenadarttes de los
cultivos de larvas L, de Toxocara canis en medio RPMI-1640 supiementado con 1% de glucosa.
Los EL del filtrado de macerados de las larvas de T. canis. Los PFP del sobrenadante resultante de
la eclosion de las larvas. Para detectar la actividad proteolitica contenida en estas preparaciones s¢
copolimerizaron diferentes protefnas: gelatina, albiimina, IgG de cabra, laminina y fibronectina en
geles de poliacrilamida. Para identificar el grupo de proteasas a la que pertenecen las bandas
detectadas se utilizaron inhibidores especificos de cistein, serfn, aspartil y metalo-proteasas. Los
corrimientos de los TES en geles SDS-PAGE teflidos con azul de Coomasie mostraron 8 bandas
protéicas con PM de 400, 120, 70, 55, 45, 32, 26, y 24 kDa. Una serin-proteasa de 120 kDa con
actividad proteolitica en geles de poliacrilamida copolimerizados con gelatina, albiimina e IgG de
cabra. La actividad de esta protedsa no presentd variacion en su actividad a ninguno de los pH
utilizados (5.5, 7.5 y 9.0). Sin embargo, en geles de poliacrilamida copolimerizados con IgG de
cabra la mayor actividad de la proteasa se observd a pH de 7.6. Los TES presentaron 4 serin
proteasas de 81, 46, 34 y 32 kDa con actividad sobse geles con laminina y 3 serin proteasas de 81,
46 y 32 kiDa con actividad sobre geles con fibronectina. L.a mayor actividad de estas proteasas se
observd a pH 9. Los PFP en geles SDS-PAGE presentaron 4 bandas de 55, 45, 40 y 38 kDa
respectivamente. Se detectaron 3 aspartil proteasas de 91, 68 y 38 kDa con activilad sobre geles
con gelatina. Estas proteasas tuvieron mayor actividad a pH 5.5. Se detectaron 8 bandas de 150,
74, 55,47, 45,37, 32 y 28 kDa de PM en los EL coridos en geles SDS-PAGE. El EL presento
dos serfn-proteasas de 61 y 69 kDa con actividad sobre geles con gelatina. Estas enzimas tuvieron
mayor actividad a pH 7.5. Se demostraron proteasas producidas por larvas de 7. caris que no
habian sido reportadas anteriormente y que posiblemente faciliten la migracién de las larvas por

los tejidos de sus hospedadores o el proceso de eclosidn del huevo.




1. INTRODUCCION

Toxocara canis es un nematodo parasito, cominmente encontrado en los perros
pero capaz de invadir una amplia variedad de otros hospederos, incluyendo a los
humanos (Glickman & Schantz, 1981; Lewis & Maizels, 1993). Este parésito realiza
una migracion tisular que puede permanecer por muchos afios en los tejidos del
hospedero, tiene la habilidad de cruzar la placenta e infestar a los fetos en perras
gestantes, muestra un tropismo hacia el tejido nervioso en hospederos paraténicos, tiene
la habilidad de sobrevivir in vifro por algunos meses en medios de cultivo libres de
suero, secreta tanto ir vifro como in vivo de una serie de glicoproteinas activas, y
presenta una capa superficial que se desprende del parésito ante el ataque del sistema
inmune (Maizels & Robertson, 1991).

I. TAXONOMIA DE Toxocara canis
Phylum NEMATELMINTHES
Clase NEMATODA
Subclase SECERNENTEA (PHASMIDIA)
Orden ASCARIDIDA (Skrjabin, 1915)
Familia TOXOCARIDAE
Subfamilia TOXOCARINAE Hartwitch, 1954

Género: Toxocara (Nadler, 1992; Stiles, 1905)

Especie: canis (Werner, 1782)




II. MORFOLOGIA
a) Adultos

El cuerpo del adulto de Toxocara canis (Figura I) es cilindrico y blanquecino
con estrias transversales irregulares y aletas cervicales estrechas y lanceoladas (Figura
2a). En la parte anterior presenta tres labios que son caracteristicos de los ascaridos
(Figura 2b). Los labios estan formados por dos lébulos laterales diferentes separados
por un canaliculo, entre los cuales existe un idbulo intermedio simple. Los i6bulos
laterales se estrechan hacia la parte anterior, terminando en un proceso digitiforme que
acaba en forma redondeada con pequefios denticulos. El orificio oral se abre en el centro
de los labios y se continua en un es6fago que presenta un bulbo posterior muscular
(Levine, 1980).

Figura 1. Gusanos adulto de Toxocara canis. Fotografia del autor.




Figura 2a y 2b. Microfotografia electronica de barrido de las aletas cervicales y
labios de Toxocara canis (Kunkel, 2002) '

Los machos miden 9 a 11 cm de longitud por 2.5 mm de diametro (Schmidt &
Roberts, 1984) con un extremo caudal curvado digitiforme, sin aletas caudales, y con
dos series de 20-30 papilas preanales, cinco papilas posanales a cada lado de la cola y
una papila subventral doble a cada lado del ano, posterior a la cloaca. Presenta espiculas
ligeramente desiguales y curvadas de 750-1500 pm de longitud y carece de goberndculo
(Cordero del Campillo et al., 1999).

La hembra mide de 6.5 a .18 cm de longitud por 2.5-3 mm de diametro y su
extremo posterior es romo. La vulva se sitia en el cuarto anterior del cuerpo y cada
puesta se estima en unos 200, 000 huevos por dia (Cordero del Campillo ef al., 1999).

b) Huevos

Los huevos de Toxocara canis son redondos y miden dé 85-95 pm X 75-90 pm
(Soulsby, 1982; Quiroz, 2003; Beaver, 1986). Son pegajosos, tienen una cubierta gruesa
ormnamentada, con pequeiias hendiduras o depresiones, y en su interior se encuentra la
célula huevo globular, que ocupa practicamente la totalidad de la cavidad interna, de

color oscuro uniforme (Figura 3) (Bardon, 1992).




o A )
Figura 3. Huevo de Toxocara canis. (Garbus, 2003)

El cascardn esta formado por cuatro capas de diferente naturaleza, del interior al
exterior lipidica, quitinosa, vitelina y albuminosa (Bardén, 1992).

¢) Larvas
La farva de segundo estadio, que se forma por muda de la LI dentro del huevo

(Figura 4), es la forma infestante del parasito. Presenta una longitud media de 464 um
(360-434 um), con un didmetro a nivel del esofago de 18-21 um (Nichols, 1956).

Figura 4. Huevo larvado y larva eclosionando de Toxocara canis. Fotografia del autor.

Por microscopia electrénica de transmisién, Vegni Talluriet er al, (1986)
observaron que la superficie corporal de la larva se encuentra fuertemente estriada

(Figura 5). La cavidad bucal, en posicion subterminal y dorsalmente inclinada, esta




rodeada de tres labios desarrollados, los cuales estan presumiblemente implicados en la
recoleccion det alimento y el anclaje de los tejidos durante la migracién. Ligeramente
anterior a los labios se sitiia una cépsula bucal superficial, cuyo margen ventral esta
formado por una cuticula fina, espinosa y afilada y en el extremo anterior de la larva se

encuentran las papilas cefélicas

Capa superficia

Epicuticula -

Zona cortical

" Hipodermis

Figura 5. Microfotografia por microscopia de transmision de la superficie corporal de la
larva de Toxocara canis (x100,000) (Page et al., 1992)

El aparato bucal continfia en un eséfago largo que ocupa un tercio de la longitud
total de la larva. A nivel del primer tercio del es6fago se sitia un anillo nervioso muy
marcado, mientras que en la posicién subterminal se encuentran las células excretoras
que desembocan en un poro excretor, situado entre ambas estructuras y desplazado
hacia la primera. El eséfago se prolonga en un intestino cilindrico que desemboca en un
ano situado en la porcién subterminal. El primordio genital se encuentra en el Gitimo

tercio y adosado a la pared intestinal (Nichols, 1956).

El extremo posterior de la larva es digitiforme, aguzado y ligeramente asimétrico

(Figura 6). Posee también dos alas que aparecen como dos lineas refréctiles y que se

extienden desde fa boca al poro anal (terminan a unos 20 um del extremo final), asi




como dos pares de papilas, un par anterior al poro excretor y otro par detrés de la mitad
del cuerpo, cerca del ala lateral (Nichols, 1956).

Glandula
Esofagica

Figura 6. Estructuras anatomicas de la larva de Toxocara canis (Nichols, 1956).

Por microscopia electrénica de transmision, Vegni Talluri er al. (1986),
observaron tres proyecciones cuniculares separando la cavidad bucal de las cavidades
del vestibulo. Estas estructuras podrian funcionar como una vélvula que se abre y se
cierra, coordinandose con €] movimiento de bombeo del sistema de alimentacién, para
prevenir la regurgitacién del contenido del tracto alimentario. Este mecanismo puede
estar soportado por unas fibras musculares que constituyen una gruesa capa al principio
del eséfago. Debido a que la capa cuticular que cubre estas proyecciones es mds gruesa
y aparentemente mas fuerte que la cuticula adyacente de la cavidad vestibular, podria
ser utilizada también como trituradora de alimento.

El eséfago ocupa, aproximadamente, un tercio de la longitud total de la larva, y
se puede dividir en cuatro regiones: procorpus (20 pm de longitud), metacorpus (35 pm
de longitud y 5 um de ancho), istmo (equivalente a procorpus y metacorpus juntos) y
bulbo terminal (20-25 pm de longitud y 6-10 pm de ancho). Rodeando al eséfago se
encuentra una glandula dorsal bien definida y dos subventrales situadas en la porcién

posterior del eséfago. La abundancia de reticulo endoplasmico rugoso y la presencia de




aparato de Golgi en el citoplasma de las células de la gldndula dorsal, indica que esta
intervienen en la secrecidn de proteinas. Las secreciones de estas células, asf como las
de las glandulas esofagicas posteriores, ademds de participar en el mecanismo de
alimentacién pueden, estar implicadas en la secrecién de enzimas histoliticas en el
habitat del hospedero, para facilitar la penetracién de las larvas a través de los tejidos
(Bard6n, 1992).

E! intestino aparentemente carece de lumen y estd constituido por siete células
alargadas cuyo citoplasma contiene granulos opacos de grasa. El intestino estd
comprimido lateralmente por las columnas excretoras y posteriormente se expande y
ocupa todo el cuerpo de la larva. La ultima célula intestinal termina 20-30 pm antes del
poro anal, con el que se conecta por un fino tubo cuticular. El primordio genital es una
pequefia masa situada entre el intestino y la pared corporal ventral, desde ta porcion
anterior al nivel medio del intestino, lo forman cuatro células que no son separables
individualmente (Bardon, 1992).

1. CICLO BIOLOGICO

El ciclo biolégico de Toxocara canis (Figura 7) es complejo y varfa con la edad
del hospedero. Puede comprender transmision prenatal (transplacentaria), calostral
(lactogénica), transmision directa y transmision por hospederos paraténicos.

a) Cachorros

En cachorros de pocas semanas a tres meses de edad, se produce el siguiente
eéquema de migracion traqueal (Webster, 1958): Inicialmente los huevos alcanzan el
estado infestante en 10-15 dias, en condiciones ambientales ptimas. Tras la ingestion,
las larvas eclosionan en el duodeno y el segundo estado larvario (posiblemente el
tercero, segin Aranjo, 1972) atraviesa la pared intestinal y pasa por sangre venosa al
higado. La mayor parte de las larvas alcanzan este 6rgano a los dos dias post-

infestacion. Hacia el quinto dia post-infestacion, a través de la vena hepética, llegan al




corazén, arteria pulmonar y a los pulmones cuando miden 800-950 um de longitud.
Atraviesan epitelio de capilares pulmonares y alvedlos pulmonares, posteriormente
migran a los bronquiolos, tréquea, laringe y faringe en donde son deglutidas, con lo que
alcanzan el estomago hacia el décimo dia. El tercer estado larvario se forma en los
pulmones, traquea y esdfago, y el cuarto estado en el intestino delgado,
aproximadamente dos semanas después de la ingestion de los huevos. La muda final a
adulto se produce entre la tercera y la cuarta semana, y la enfermedad se evidencia a las

cuatro o cinco semanas (Bardén, 1992).

Los gusanos adultos pueden vivir aproximadamente cuatro meses en el intestino
delgado y ia mayoria se expulsa antes de que ¢l cachorro alcance seis meses de edad.
Una pequeiia cantidad de larvas en estos cachorros no Ilegan a completar el ciclo hasta
el estado adulto, dado que desde los pulmones vuelven al corazén por la vena pulmonar
y desde alli, a través de la circulacion sistémica, se distribuyen por todo el organismo,
localizandose en los distintos tejidos somaticos, sin desarrollo posterior {Barddn, 1992).

b) Perro adulto

A medida que los cachorros crecen, se produce un descenso en la tendencia del
tipo de desarrollo traqueal, que es sustituido por la migracion larvaria. Las larvas
migran a diversos 6rganos y tejidos, y permanecen en estos como larvas de segundo
estado. La edad a la cual cesa la migracién traqueal y comienza la fase somatica varia

| considerablemente, y estd en funcién del sexo del perro, de exposiciones previas al
parasito y de la dosis de huevos ingerida (Koutz y col, 1966).

¢) Perra gestante

E! tipo somético de migraci6n sucede cuando los huevos infestantes de Toxocara
canis son ingeridos por una perra adulta. Ocho dias despucs de la infestacion, el
segundo estado se encuentra ya en diversos tejidos del cuerpo (higado, pulmones,

rifion), y asi permanecen sin experimentar ningin desarrotlo. Estas larvas se convierten

en residentes de los tejidos del perro adulto, y alli permanecen durante algin tiempo.




Los procesos de diferenciacién que con posterioridad sufren estas larvas no estan
completamente aclarados, pero durante la gestacion se movilizan y migran al feto,
dando lugar a una infestacién prenatal. Las larvas sométicas que se encuentran latentes
se reactivan en el interior del granuloma. Estas larvas, asi como las procedentes de los
huevos recién ingeridos, migran a través de la placenta hasta alcanzar el higado fetal,
resaltando e! hecho de que alcanzan el higado migrando a través de los tejidos del
cordén umbilical mas que por la ruta hematdgena de la vena umbilical {Sprent, 1958).
Douglas y Baker (1959) sugirieron que esta movilizacién no se produce antes del 42°
dia de gestacién, y también que las larvas debian ser adquiridas por la perra al menos 14
dias antes de ello; de lo contrario, la infestacion no tiene lugar. No todas las larvas se
movilizan en cada gestacion, sino que algunas permanecen para experimentar el proceso
en gestaciones posteriores. La permanencia de las larvas en las perras puede ser larga, y
{os animales infestados incluso durante mas de un afio son todavia capaces de transmitir
la infestacion a cachorros. El factor o factores que inducen la movilizacién de las larvas

y su migracién no estan determinados, pero tienen probablemente una causa hormonal.

Cuando las larvas alcanzan el higado del feto sufren una muda, transformandose
en larvas de tercer estado, las cuales al producirse el nacimiento del cachorro aparecen
en los pulmones, localizacién en donde siguen apareciendo durante la primera semana
de vida. La muda al cuarto estado se produce durante esta primera semana, cuando las
larvas estin en los pulmones o, posteriormente, en el estémago. Hacia el fin de la
segunda semana, las larvas mudan al quinto estado, alcanzando entonces los 5-7 mm de
longitud. Posteriormente, experimentan un rdpido crecimiento, y las forma adultas
pueden encontrarse al final de la tercera semana, si bien su nimero se incrementa

durante las dos semanas siguientes {Sprent, 1958).
d) Perra lactando

También se producen infestaciones neonatales de los cachorros desde la madre a
través de la ruta transmamaria (Stone y Girardeau, 1967). Las larvas pasan a los

cachorros lactantes por el calostro, y se desarrollan directamente, dando gusanos adultos
en su intestino. A pesar de esto, la transmisién transmamaria es relativamente poco
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importante si se le compara con la ruta prenatal; Burke (1985) observé que el 98.5% de
las infestaciones de los cachorros son prenatales y el 1.5% se realiza durante la

lactancia.

¢) Hospederos paraténicos

Otro modo adicional de infestacion es el que se realiza debido a los habitos
depredadores del hospedero canino. Los huevos infestantes ingeridos por roedores
producen larvas de segundo estado, que se alojan en diversos tejidos y drganos de estos
hospederos paraténicos. Tales larvas prosiguen su desarrollo cuando el roedor es
ingerido por un camivoro, y el pardsito alcanza, sin migracion, el estado adulto en el
intestino (Soulsby, 1987).

f) Humanos

En €l caso de que los huevos de Toxocara canis sean ingeridos por humanos, las
larvas penetran el epitelio mucosal ‘pero tiempo después, quedan en una fase de
desarrollo restringido en el tejido. No obstante, las larvas no muestran un desarrollo o
diferenciacién morfolégica y no pueden completar su ciclo de desarrollo, pero
mantienen un metabolismo activo mostrando un comportamiento migratorio
regularmente hacia musculo esquelético y tejido nervioso. Sus recorridos por todo el
cuerpo en esta fase conducen al estado clinico conocido como larva migrans visceral y
larva migrans ocular (Maizels et al., 2000).
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IV. EPIDEMIOLOGIA

La Toxocariosis es una de las mas importantes enfermedades parasitarias de
perros y otros caninos. Su distribucion geografica es mundial, con alta incidencia y
patogenicidad. La costumbre del hombre de vivir rodeado de animales domésticos,
particularmente de perros y gatos, ha facilitado que la toxocariosis sea una de las
zoonosis helminticas mas ampliamente difundidas en todo el mundo (Despommier,
2003).

La fuente de infestacion son los perros y otros carnivoros que contaminan con
sus heces el suelo. Los huevos eliminados son resistentes a la mayoria de los
desinfectantes de uso comtin y a las condiciones del medio ambiente siempre y cuando
exista humedad. La evolucién del huevo para desarrollar la segunda larva depende
ademés de oxigeno, de una temperatura adecuada (Quiroz, 2003).

La prevalencia de Toxocara canis en los perros es muy alta debido, sobre todo, a
la eficiencia de la transmisién prenatal, por lo que la mayoria de los perros cachorros
recién nacidos estdn infestados con Toxocara camis. Numerosos estudios arrojan
positividad desde el 5% hasta més del 80% en los resultados (Cuadro 1), los cuales
dependen de la procedencia de los animales, condiciones higiénico-sanitarias e incluso
de las diferencias en los procedimientos de diagnéstico (Cordero del Campillo ef al,
1999 y Quiroz, 2003).
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Cuadro 1. Frecuencia de Toxocara canis en el hospedero definitivo.

Regi6én Tipo de Nimero de % de Referencia
muestra casos Parasitacion
Egipto heces —- 80.6% Khalil, 1977
Nigeria heces -— 18.55% Fashuyi, 1981
Canad4 heces 332 34% Ghadirian ef al., 1976
E.UA heces 182 49.5% Marron & Schroeder, 1978
Brasil heces y I58 44.3% Chieffi & Muller, 1976
necropsia
Japon heces 15 86.6% Matsumura & Endo, 1982
Pakistan heces 150 48.6% Umar et al., 1986
Armenia heces — 42.8% Davidyants & Chobanyan, 1981
Bélgica necropsia 212 38.9% Vanparijis et al., 1991
Espafia heces 400 31% Simon & Conde Simon, 1987
Portugal heces 100 36.3% Arandas-Rego, 1980
Nueva heces 147 2.8% Dodge, 1980
Zelanda
México, D.F. heces 470 19.8% Eguia-Aguilar, 1998
Meéxico, D.F. | necropsia 100 15% Martinez et al., 1998
— no determinado

Ocasionalmente intervienen hospederos paraténicos (roedores, aves) en los que
se encuentran con cierta frecuencia larvas tisulares, lo que presenta otra posibilidad de
infestacién para el perro. Los huevos de Toxocara canis pueden ser ingeridos por una
variedad de hospederos paraténicos como gusanos de tierra, ratas, ratones, palomas,
pollos, borregos, ovejas, cerdos, tortugas, cucarachas y muy significativamente los
humanos. La infestacién humana ha sido cldsicamente asociada a la geofagia (pica),
pero la ingestién de huevos puede ocurrir mediante manos contaminadas con heces y/o
por comer vegetales y productos animales crudos contaminados (Cordero del Campillo
et al, 1999).

La tendencia de algunos nifios de comer tierra {(pica) es el factor principal de
riesgo de la infestaciébn. La compulsiéon de comer tierra por un desorden conductual
puede afectar del 2-10% de los niftos entre los 1-6 afios de edad. La pica estd
frecuentemente asociada con deficiencia de hierro o zinc. Alrededor del 40% de los
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pacientes con complicaciones oculares relacionadas con este pardsito presentaron una

historia clinica de pica (Overgaauw, 1997).

Las cifras de seroprevalencia (Cuadro 2), tanto en nifios como adultos, muestran
una distribucién cosmopolita aunque con amplias variaciones de acuerdo con las
caracteristicas sanitarias de cada pais o region. Las poblaciones de bajo nivel socio-
econémico presentan generalmente altas tasas de infeccién por Toxocara y
concomitantemente también alta frecuencia de enteroparasitos; en los paises
desarrollados, ain cuando la prevalencia de enfermedades parasitarias es habitualmente

baja, la Toxocariosis es la helmintiosis més frecuente (Anaruma y col., 2002).
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Cuadro 2. Seroprevalencia de anticuerpos hacia 7oxocara camis en humanos en

diferentes lugares del mundo. PCI: Pardlisis cerebral infantil

Region Muestrade la | Seroprevalencia Referencia
poblacién
Francia Adultos sanos 2% Magnaval ef ai., 2001
Zonas urbanas
Italia Adultos sanos 3.9% Genchi et al,, 1990
Zonas urbanas
Corea Adultos sanos 5% Park et al., 2002
Zonas urbanas
Suecia Adultos sanos 7% . Ljungstrom & Van Knapen,
Zonas urbanas 1989 '
Escocia Adultos sanos 16% Girdwood ef al., 1978
Zonas rurales '
Polonia Adultos sanos 20.7% Hermanowska ef al., 2001
Zonas rurales
Sur de Francia Adultos sanos 37% Glickman ef al., 1987
Zonas rurales
Indias Occidentales Nifios 86% Thompson ef al., 1986
Isla la Reunién
Colonia Francesa Adultos 92.8% Maganaval et al., 1994
-(Cte Africano)
Bedford, Ing. Nifios 14.6% Josephs et al., 1981
Adultos
Londres donadores de 2.6% De Savigny et al., 1979
- sangre
Adultos
Australia donadores de 7% Nicholas et al., 1986
sangre
Venezuela Indios 34.9% Lynch et al., 1988
Amazoénicos
EUA Nifios 4.6-7.3% Hermann et al., 1985
Alemania Nifios 2.5% Lamina, 1986
Caribe Nifios - 83% Thompson et al., 1986
Brasil Nifios 39% Tolan et al., 2001
Rep. Checa Nifios 5.8-36% Idem
Esparia Nifios 5.2% Idem
Jordania Nifios 10.9% Idem
Colombia Nifios 47.5% Idem
Nepal Nifios 81% Idem
Rep. Eslovenia Nifios 13% Idem
Querétaro (Mex) Nifios 7.5% Martinez et al., 1997
México, DF Nifios (PCI) 1.9% Fernandez et al., 1999
Cd. de México Adolescentes 0.13% Gutiémrez et al., 2000
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Las personas que habitan en ambientes contaminados con huevos de Toxocara

spp. también estdn expuestos a un gran riesgo de infestacion. Los datos sobre la

presencia, concentracion y estado de embrionamiento de huevos potencialmente

infestantes de Toxocara canis en el ambiente pueden proveer un ensayo Gti! en el nivel

y significancia de la contaminacién en una localidad dada {Cuadro 3) (Holland, 1997).

Cuadro 3. Contaminacién con huevos de Toxocara canis en areas piblicas.

Regitén Procedencia Niémero de % de Refereacia
casos contaminacién
Canada Parques 43 32.55% Ghadirian et al., 1976
publicos
E.UA Parque publicos 232 22% Dada & Lindsquist, 1979
Brasil Parques 15 60% Chieffi & Muller, 1978
publicos
Corea Campos de — 7.90% Lee et al, 1982
ftbol
India Parques 527 46.43% Gunaseelan et al.,, 1985
Japdn Parques 227 41.9% Uga et al., 1989
Alemania Parques 31 87% Duwell, 1983
infantiles
Espaiia Zonas de 21 47.6% Angulo et al., 1985
entrenamiento
canino
Inglaterra Parques 503 66% Snow ef al., 1987
Portugal Parques 23 39.13% Arandas-Rego, 1980
publicos
Australia Cajones de 41 0% Winkel e? al., 1990
arena para
juegos

V. PATOLOGIA

a) Perros

El dafio generado por Toxocara canis esta en relacion por una parte, con sus

necesidades metabélicas y, por otra, con la migracion larvaria que realizan por
diferentes tejidos.
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Las infestaciones moderadas en cachorros normalmente no cursan con

manifestaciones apreciables en la fase de migracion extraintestinal. En cambio, las
infestaciones intensas pueden manifestarse por tos, taquipnea, flujo nasal, y signos
nerviosos de intranquilidad, que podrian deberse a'la accion irritativa de los adultos en
el intestino, o bien a las larvas errdticas en el sistema nervioso auténomo (SNA).
Paralelamente se observan alteraciones digestivas como emision de heces blandas, a
veces diarreicas y con frecuencia se acompafian de abundante mucosidad y sangre. El
abdomen se puede encontrar muy dilatado, con reaccidén dolorosa a la palpacién y no es
rara la eliminacion de nematodos con el vémito o de forma esponténea con las heces. El
raquitismo que se observa con frecuencia en los cachorros puede obedecer a invasiones
intensas por ascaridos (Cordero del Campillo et al., 1999).

El dafio ocasionado en el intestino delgado por las formas juveniies y los adultos
de T. canis en el intestino delgado se debe en parte a la accidbn mecanica por
obstruccidn, que dependiendo de la cantidad de gusanos, interfiere notablemente con el
paso de alimentos, alterando la digestién y absorcion. Otras veces los parasitos invaden
el conducto colédoco y canales biliares produciendo estasis biliar y provocan por una
parte mala digestién debido a la deficiente cantidad de bilis que pasa al intestino y por
otra, congestion biliar a nivel hepético. Este nematodo en su localizacion intestinal se
alimenta principalmente del contenido intestinal. Esta accién es una competencia por fos
elementos nutritivos del hospedero, que pueden ocasionar desnutricién (Quiroz, 2003).

La accion irritativa que provocan estos ascdridos sobre la pared intestinal
interfiere también con una adecuada digestién. Por otra parte, algunos productos de
excrecion-secrecion {TEX) alteran el contenido intestinal, provocando mala digestion y
por otra parte, problemas de intoxicaci6n al ser absorbidos (Quiroz, 2003).

Las formas juveniles y los adultos en el intestino causan enteritis catarral,
algunas veces con perforacion intestinal y peritonitis, sobre todo en cachorros. Un
estado de desnutricidon es evidente con la presencia de un abdomen abuitado, mucosas
palidas y gran cantidad de gusanos en el intestino delgado (Quiroz, 2003).
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Las larvas de Toxocara canis en la placenta y en el feto a nivel de higado,

pulmén y cerebro ejercen acciones mecdnicas, expoliatriz, traumética, tdxica y
antigénica (Quiroz, 2003).

b) Humanos
i) Larva migrans visceral

El sindrome de larva migrans visceral (VLM) se ha descrito en humanos por la
migracion de las larvas de T. canis y ocasionalmente por otros nematodos (Capillaria
hepatica, T. cati, Gnathostoma sp., Ascaris suum 'y Ascaris lumbricoides) (Gillespie &
Pearsons, 2001).

La enfermedad frecuentemente se observa en nifios que practican la geofagia e
ingieren los huevos embrionados que se encuentran en la tierra. Usualmente no causa
severos problemas, sin embargo puede persistir por meses o por més de un afio (Shore,
2001). Algunos sintomas de infestacion incluyen tos, ronquera, fiebre, con infiitracion
pulmonar, hepatomegalia, esplenomegalia y anemia (Giliespie & Pearsons, 2001).

Una segunda fuente probable de infestacién para el hombre, la cual ha sido poco
considerada pero es de gran importancia, es que la larva estd presente en lo;s tejidos de
los animales de consumo humano. Por ejemplo, la larva de T. canis se ha encontrado en
higado de cerdo. En este sentido Beaver (1966) reporté que una alta y persistente
eosinofilia, sugestiva de infestacién con Toxocara canis u otros helmintos, estuvo
presente en todos los pacientes a los que se les prescribié higado crudo como

tratamiento para la anemia perniciosa.

La migracion de las larvas de T. canis continila a través de la fase aguda de la
enfermedad y éstas pueden encontrarse en higado, pulmén, rifidn, corazén, misculo,
cerebro y ojo (Beaver ef al., 1952). La larva atrapada en estos sitios no induce una
reaccion tisular (Byres & Kimura, 1974) pero si un granuloma eosinofilico
caracteristico, formado por células epitelioides y células gigantes (Beaver ef al., 1952)
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alrededor de la larva, producido por una reaccién inflamatoria eosinofilica y neutrofilica
en el hospedero. Los eosinéfilos y los monocitos del granuloma son gradualmente
rodeados por una cdpsula fibrosa (Higashikawa, 1960).

La migraci6n de las larvas por los pulmones resulta en la infiltracién con células
inflamatorias. Snyder (1961) reporté consolidaciones focales en los pulmones
observados radiograficamente en el 42% de nifios con larva migrans visceral. Los
sintomas respiratorios implicados (tos y silvidos) fueron aparentes en el 20% de estos
pacientes; fueron vistos signos de complicaciones respiratorias en mas del 70% de los

pacientes.

La migracién de gran nimero de larvas de Toxocara canis al misculo cardiaco
se ha asociado con casos fatales de larva migrans visceral con miocarditis
granulomatosa y necrosis focal de la musculatura cardidca. Una marcada miositis con
granulomas de 2 a 2.5 mm y granulomas crénicos de 1.5 mm de didmetro han sido
registrados en ratones infestados experimentalmente (Becroft, 1964).

Varias implicaciones neurolégicas han sido reportadas ocasionalmente en
pacientes con larva migrans visceral. Beaver (1952) report6 el hallazgo de larvas en
cerebros humanos en asociacién con la enfermedad. Otros cuadros como encefalitis y
signos de ataxia, pardlisis, convulsiones y epilepsia han sido reportados (Schochet,
1967), asi como titulos de anticuerpos positivos hacia 7. canis en un alto porcentaje, 20
y 16% de los adultos y nifios epilépticos respectivamente, contra el 4.5% de la
poblacion adulta normal. Critchley e al, (1982), también reportaron una alta
prevalencia de anticuerpos a T canis en pacien@ épilépticos, pero no establecieron una
relacion causal entre la epilepsia y la infestacion por 7. canis.

El papel de la larva de 7. canis en la etiologfa de las alteraciones en el sistema
nerviosos central (SNC) ha sido ensayado experimentalmente. La larva migra al cerebro
de ratones y hospederos paraténicos primates (no humanos) (Glickman & Summers,
1983) y se ha visto que se acumula en el cerebro de los ratones tiempo después de la
infestacion _ (Kayes & Oaks, 1976). Burren (1968) reportd que la larva no fue
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encapsulada en el cerebro de los ratones pero que, por su migracién en el cerebro la
larva deja rastros marcados por una infiltracién de linfocitos. En monos, se han
reportado granulomas y destruccién focal del cerebro y médula espinal (Glickman &
Summers, 1983). Estos mismos autores reportaron granulomas histiociticos debido al
dafio mecanico en el tejido cerebral y el granuloma formado por células gigantes,
macrofagos, células mononucleares y eosinodfilos rodeando a la larva. Signos severos
neurolégicos se han reportado también en monos. Seis de nueve monos infestados con
100,000 a 400,600 huevos de T, canis mostraron una invasion larvaria cerebral discreta
y un leve depresién, pero los tres monos restantes mostraron signos neurolégicos
severos que terminaron en pardlisis de 8 a 16 dias después de la infestacién con una
invasién larvaria marcada y cambios patologicos en el cerebro (Tomimura et al., 1976).
Dos de los ochos monos infestados con 45,000 huevos y uno de los ocho monos
infestados con tres dosis de 15,000 huevos desarrollaron signos de ataxia a los dias 41 al
50 y al dia 83 después de la infestacion. Este signo no fue progresivo pero si persistio
durante algiin tiempo (Glickman & Summers, 1983).

ii) Larva migrans ocular

La presencia y el dafio producido por las larvas de 7. canis en el ojo determina
una enfermedad conocida como larva migrans ocular (OLM). La reaccién a cuerpos
extrafios y a los antigenos puede causar un dafio local o general en la retina y otras
estructuras intraoculares, la infestacién intraocular es usualmente unilateral, pero

ocasionalmente los dos ojos son afectados (Gillespie & Pearsons, 2001).

La toxocariosis ocular se observa generalmente en ausencia de ofros signos y
sintomas de VLM, por lo que se considera que sucede en personas inicialmente
expuestas a un pequefio nimero de larvas, por lo que no montan una respuesta inmune
importante y las larvas pueden migrar libremente por varios organos y accidentalmente
llegar al ojo (Schantz et al., 1979; Glickman & Shofer, 1987).
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La toxocariosis -ocular puede tener varios cuadros clinicos, ninguno de ellos
caracteristicos. Las manifestaciones incluyen falta de agudeza visual, estrabismo,
leucorrea, irritacion ocular y endoftalmitis (Shields, 1984).

Las lesiones detectadas en los ojos han sido granulomatosas ubicadas cerca del
disco 6ptico o intrarretinales, retinocoroiditis posterior y periférica, panuveitis, papilitis
(%ptica, uveitis, deformacién o desprendimiento de retina, infiltracién de células
inflamatorias en humor vitreo, lesiones hemorrdgicas y neurorretinitis como secuela de

migracién de larvas en retina (Smith & Greer, 1971).

La presencia de una sola larva viable parece ser la responsable de las lesiones
oculares. Asi, Watzke ef al, (1984), encontraron larvas viables activas en ojos
inflamados de primates, mientras que no hubo larvas en los ojos donde las lesiones no
estuvieron presentes. También, una inyeccion intravitreal de larvas muertas de 7. canis
en monos y larvas muertas de A. suum en cob_ayos, indujeron solo una teve inflamacién
del humor vitreo con infiltrados celulares mononucleares. En contraste, una inyeccion
mtraocular de medio de cultivo de 7. canis y que presumiblemente tenia antigenos de
excrecidn-secrecién (TES), caus6 severas reacciones inflamatorias del humor vitreo del
dia 3, hasta una y media semanas después de la inyeccién, sin embargo la inflamaci6n
disminuy¢6 rdpidamente un mes después (Watzke, 1984).

iii) Toxocariosis encubierta

Se refiere a un cuadro clinico frecuentemente mal diagnosticado, ya que
transcurre enteramente en la modalidad subclinica, apenas identificable por las pruebas

serolégicas con un sinntimero de sintomas inespecificos {(Rovedo et al., 1992).

La toxocariosis encubierta ha sido descrita con una serie de sintomas que son
inespecificos, pero juntos forman una enfermedad reconocible. Los sintomas inducen
dolor abdominal, anorexia, suefio y comportamiento alterado, adenitis cervical,
ronquera, problemas respiratorios (Mustoe, 1999), dolor de cabeza asociado con una
eosinofilia normal o ligeramente elevada (Radman er al, 2000). La eosinofilia es
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menos frecuente y menos pronunciada que el VLM vy los titulos de anticuerpos contra 7.

canis también son menores (Tolan ef al., 2001). 7
iiii) Toxocariosis cerebral

La larva de T canis migra al cerebro de animales de laboratorio
experimentalmente infestados. Sin embargo, una revision de la literatura inglesa de
1950 ala fecha, encontrd menos de veinte reportes de toxocériosis cerebral en humanos.
Se han detectado larvas de Toxocara canis en el fluido espinal del cerebro (CSF), en el
tejido cerebral, en las meninges, y/o por inmunodiagnéstico en CSF (Wang et al.,
1983).

La frecuencia y localizacion de la larva de 7. canis en el SNC en humanos es
desconocida. Estudios de autopsia de casos aislados han revelado larvas de T. caris en
leptomeninges (Dent et al., 1956), en la materia gris y blanca del cerebro y cerebelo
(Hill et al., 1985), tdlamo (Beautyman ef al., 1966) y médula espinal (Dent ef al., 1956).
La mayoria de estos casos no presentaron signos clinicos neurologicos. Por esta razon,
el significado clinico y la frecuencia verdadera de la localizacion cerebral de la larva de

Toxocara canis en casos no fatales es desconocida.

VL. ANTIGENOS DE EXCRECION-SECRECION (TES)

La habilidad de los parésitos en etapa arrestada para sobrevivir en los tejidos por
muchos afios depende de mecanismos inmuno-evasivos y anti-inflamatorios muy
sofisticados y dependientes del parasito (Ghafoor er al, 1984; Smith, 1991). Las
macromoléculas secretadas son los primeros candidatos para explicar la evasidn
inmune. Los anticuerpos hacia glicoproteinas TES secretadas, también detectan
antigenos in vivo, lo cual sugiere que estos productos son secretados por los parasitos
durante la infestacion. Se piensa que este parésito utiliza gran parte de su energia en la
produccion de estas moléculas para evadir la respuesta inmunolégica (Tetteh ef af.,
1999).
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De tiempo atris se reconoce que los productos secretados por los nematodos
constituyen un aspecto relevante para su éxito como parédsitos (Schwartz, 1921;
Stirewalt, 1963). De Savigny (1975) fue el primero en demostrar que la larva de T.
canis puede ser cultivada por largos periodos de tiempo, y que los sobrenadantes de
estos cultivos contienen antigenos, los cuales fueron mostrados posteriormente como
especificos en el diagnéstico en la toxocariosis humana (Sugane & Oshima, 1983;
Maizels ef al., 1984, 1993; Badley et al., 1987).

Durante los altimos afios, los genes que codifican los antigenos secretados y de
superficie de 7. canis han sido clonados y expresados designandolos a ambos como
TES (indicando el peso molecular del producto correspondiente). Como resultado de
estas investigaciones, estos productos son los mejor caracterizados entre los helmintos
parésitos en términos de su repertorio de proteinas secretadas (Page ef al., 1992).

Cinco macromoléculas TES principales han sido definidos y estin descritos
como TES-32, TES-55, TES-70, TES-120 y TES-400 kDa (Maizels et al., 1984; Meghji
& Maizels, 1986; Maizels & Robertson, 1991). Todos los productos TES estan
glicosilados. Estos glicoconjugados son répidamente reconocidos por el sistema
inmunolégico y provocan una fuerte respuesta de anticuerpos. No hay evidencia de que
esta respuesta tenga una funcién protectora y Maizels y Robertson (1991) han sugerido
que una de las ventajas de producir grandes cantidades de estos antigenos de excrecion-

secrecion es el distraer al sistema inmunoldgico al sintetizar anticuerpos no protectores.
TES-26, Tc-PEB-1, proteina con afinidad a fosfatidil-etanolamina

El gen para TES-26 es unoc de los mas expresados en la etapa de larva infectiva,
sin embargo no se ha encontrado mRNA para el TES-26 en gusanos adultos de 7. canis
(Gems et al., 1995). La parte carboxilo terminal en el aminodcido 138 muestra una
similitud significativa (36% de similitud en aminoécidos) a la proteina con afinidad a

fosfatidil-etanolamina de mamifero, que es muy abundante en los espermatozoides
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(Gems ef al., 1995). Estudios de unién con TES-26 recombinanate mostraron que es una
protefna con afinidad a fosfatidil-etanolamina funcional (Gems ef al., 1995).

TES-32, Te-CTL-1, Lectina 1 de tipo C

TES-32 es la proteina mis abundante secretada por el parasito (Maizels et al.,
1984). Se conoce por reactividad con anticuerpos monoclonales, que esta proteina se
expresa en la matriz cuticular de la larva del parasito (Page et al., 1992). Mediante la
secuenciacién completa del dominio principal, se mostré una similitud con lectinas de
tipo C de mamiferos {dependientes de calcio) (C-TLs).

Las predicciones con modelos estructurales muestran una forma muy similar del
TES-32 con una lectina con afinidad a manosa de mamifero, pero con diferencias
cruciales alrededor del sitio activo. La mayoria de los miembros de la superfamilia de
C-TL son receptores de mamiferos tales como las selectinas, CD23 y DEC-205. Otras
lectinas de tipo C incluyen a la proteina A con afinidad a manosa (MBP-A) encontrada
en el suero de mamiferos y en moléculas de defensa innata de invertebrados (Weis ef
al., 1998). Por lo anterior, se postula una proteina relacionada con las defensas del
hospedero, que permite al parasito, “distraer” al sistema inmune (Loukas & Maizels,
1999).

TES 45y TES §5

Son dos glicoproteinas que han sido identificadas a nivel genético y también
pertenecen al grupo de las lectinas. Por cromatografia de afinidad con manosa-agarosa
s¢ muestra que TES-32 se une seclectivamente y también TES-45 en pequefias
cantidades. Al contrario de TES-32, TES45 no se une a la N-acetilgalactosamina. No
hay informacién secuencial del TES-45, pero este se reconoce por anticuerpos
policlonales generados por TES-32 sugiriendo una secuencia similar entre ambas. TES-
55 ya ha sido purificada y secuenciada (Loukas et i, 2000).
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TES-70, Te-CTL4, Lectina 4 de tipo C

TES-70 es una glicoproteina secretada en abundancia, recientemente se encontr6
que es una nueva lectina de tipo C. Exhibe actividad de lectina uniéndose
especificamente a las superficies de células epiteliales (MDCK, rifion canino) de manera
calcio-dependiente (Loukas et al, 2000). Esta es una importante demostracion de que
los ligandos para las lectinas de 7. canis incluyen determinantes sobre la superficies

celulares del hospedero.
TES-120, mucinas Te-MUC-1, MUC-2 y MUC-3

Un componente principal de la capa superficial de la larva de 7. canis migra
electroforéticamente como una serie de 3 bandas relativamente cercanas con una
movilidad aparente de 120 kDa en SDS-PAGE. Una de estas fue clonada, secuenciada e
identificada como una mucina rica en serina designada MUC-1 (Gems & Maizels,
1996). Se ha estabiecido recientemente que hay al menos cinco genes distintos para
mucinas en este parasito, las cuales presentan similitud general, pero con diferencias
importantes. Estas, nombradas MUC-2, MUC-3, MUC4 y MUC-5 y son ricas en
treonina.

Por espectrofotometria de masas de las bandas purificadas y con la generacién
de anticuerpos hacia secuencias especificas de las mucinas, se ha establecido que MUC-
1, MUC-2 y MUC-3 estan presentes como un complejo de proteinas secretadas como
TES-120 (Loukas et al., 2000).

Dos mucinas mas, MUC-4 y MUC-5 han sido ya clonadas (Loukas et af., 2000),
pero hasta ahora no hay datos que sugieran que estas moléculas sean secretadas por las
larvas. En el caso de MUC-5, la liberacién no parece probable ya que esta molécula
tiene aito contenido de lisina y se sabe que TES-120 no incorpora lisina (Gems &
Maizels, 1996). '
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TES400

TES-400 es un componente difuso de alto peso molecular, distinto en muchos
aspectos a otros TES. A diferencias de las proteinas pequefias, TES 400 no es detectado
en la superficie de la larva por ninguna técnica de marcado; parece que esta molécula es
predominantemente un carbohidrato, por datos de tincién en geles con &cido pery&dico
de Schiff, unién a lectinas y sensibilidad proteolitica (Meghji & Maizels, 1986).

TES-400 es resistente a la mayoria de las proteasas. TES-400 reacciona con
anticuerpos policlonales hacia Tc.CTL-1, pero no con anticuerpos monoclonales Tcn-3
especificos de CTL-1 (Loukas et al, 1999). Esto sugiere que TES-400 puede ser
analogo a los proteoglicanos de mamifero tales como agrecan y brevican, los cuales

contienen dominios de lectina dentro de una estructura altamente glicosilada.

VII. IMPLICACIONES INMUNOLOGICAS

Los nematodos constituyen uno de los grupos de animales mas numerosos y
extendidos y sorprendentemente una alta proporcion de especies conocidas se han
adaptado a un estilo de vida parasitario (Malakhov, 1994).

Considerando que los nematodos parasitos estin continuamente expuestos a los
ataques inmunologicos de sus hospederos durante varios afios, ellos deben de
desarrollar mecanismos de inmunoevasion efectivos. De hecho, tantc mecanismos muy
elaborados para evitar y bloquear mecanismos inmunes efectores, asi como una
modulaci6n eficiente de los efectos del sistema inmunolégico, han sido descritos en los
ultimos afios (Maizels et al., 1993). '

En forma aparente, los nematodos pardsitos actian sobre el sisterna
inmunolégico del hospedero a través de una variedad de moléculas inmunomoduladoras
(Allen & MacDonald, 1998) que bloquean los mecanismos efectores incluyendo la red

de citocinas. Los mecanismos de evasion empleados por la larva de 7. canis y otros
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incluyen: muda de componentes de la superficie de la cuticula (Maizels & Selkirk,
1988), liberacion de enzimas antioxidantes (Soto, 1998), re-localizacién en los tejidos

de sus hospederos (Kusama ef al., 1995), camuflaje con moléculas de origen dei

hospedero o expresion de moléculas similares a las del hospedero sobre su superficie
{mimetismo molecular) e inmunomodulacién (Soto, 1998).
|
I
|
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VIII. PROTEASAS

a) Generalidades

Las proteasas (hidrolasas peptidicas) catalizan el rompimiento de enlaces amido
en las proteinas y péptidos oligoméricos. Las proteasas se han identificado en sistemas
biolégicos desde los virus hasta los vertebrados. Mientras que los proyectos de
secuenciacién gendmica se completan, ha quedado claro que las proteasas comprenden
aproximadamente el 2% de todos los genes expresados en todos los organismos (Barret,
1980). Se ha estimado que una proteasa puede degradar millones de enlaces peptidicos

por segundo.

Las proteasas catalizan un gran cantidad de reacciones biologicas, las cuales
incluyen el metabolismo protéico, reacciones inmunoiégicas, remodelacion de los
tejidos (McKerrow, 1989) y en casos particulares como en la coagulacién sanguinea,
fibrinolisis, el sistema del complemento y el procesamiento de precursores de hormonas
por convertasas especificas (Neurath, 1999).

Las proteasas varfan desde monémeros de 10 kDa hasta complejos multiméricos
de algunos cientos de kDa. La catilisis puede ser iniciada ya sea dentro de la cadena
polipeptidica (actividad de endoproteasas) o en la parte amino o carboxilo terminal
(exoproteasa) (Sajid & McKerrow, 2002).

b) Terminologia de especificidad-subsitio

Las estructuras cristalograficas muestran que el sitio activo de una proteasa estd
comunmente localizado en un surco sobre la superficie de la molécula entre dominios
estructurales adyacentes y la especificidad del sustrato esta determinada por los sitios de
unién arreglados a lo largo del surco en uno o en ambos lados del sitio catalitico que es
responsable de 1a hidrélisis del enlace peptidico. De acuerdo con esto, la especificidad
de una proteasa esta descrita por ¢l uso de modelos conceptuales en donde cada subsitio

especifico es capaz de acomodar un lado de la cadena de un solo residuo de amincdcido.
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Los sitios estan enumerados desde el sitio catalitico, S, S;...S; hacia el extremo amino
- terminal (N} del substrato, y S,°, S;"...S;" hacia el extremo carboxilo terminal (C). Los
amino4cidos se acomodan y son enumerados Py, P>..P, y Py, Py'...P;’, respectivamente,

como sigue:

Susbtrato: -Py-P;-P; + P’ - P;" - P5'-

Enzima: -S3 - Sz - S| * Sl‘- S'z‘- S3‘-

Aqui, el sitio catalitico de la enzima est marcado como *, y el enlace peptidico
que esta partido (el enlace de corte) estd indicado por el simbolo + (NC-IUBMB, 1992).

¢) Tipo catalitico

Hartley (1960) fue el primero en sefialar que las enzimas proteoliticas pueden ser
agrupadas de acuerdo a su naturaleza quimica de su sitio catalftico. Hartley reconocié
cuatro tipos distintos de sitios cataliticos, tipo serina, cisteina, aspartico y metalo
(Barret, 1980). Recientemente, ha sido descubierto el grupo de las treonin-proteasas.
Estos grupos contribuyen tanto a los sistemas actuales de nomeclatura y clasificacion de
las proteasas, como al sistema EC (Comit€ de Enzimas) y el sistema MEROPS.

d) Clasificacién y Mecanismo
i) Serin-proteasas

Esta son las proteasas més estudiadas tal vez de toda la enzimologia. Las
proteasas de tipo serina, incluyen dos distintas familias: las serin-proteasas de
mamiferos (tripsina, quimotripsina y elastasa) y las serin-proteasas de bacterias
(subﬁsilina). La familia de las serin-proteasas mejor caracterizada y fisiologicamente
mas versatil es la de los mamiferos. Este tipo de proteasas se han encontrado en
eucariontes e incluye proteasas extracelulares como la tripsina, elastasa, trombina,
proteasas involucradas en la cascada de la coagulacion sanguinea y proteasas celulares.
La mayoria de estas proteasas en las células de mamiferos se encuentran en granulos
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secretores como los granulos azurdfilos o en granulos especializados. Algunas estin
involucradas en reacciones de procesamiento especifico de proteinas y otras son
proteasas generales que ejercen su accién cuando se secretan. La principal caracteristica
de los sitios activos de este tipo de proteasas es la triada catalitica Asp 102 —His 57 —Ser
195; la reaccién de catalisis procede via un intermediario tetrahédrico de transicion
durante los procesos de deacilacion y acilacidn, involucrando una unién covalente de

los substratos al residuo de serina (Beynon & Bond, 2001)

El diisopropilfosfofluoridato (DEP), historicamente uno de los inhibidores de
proteasas mds ampliamente utilizados, es un miembro de los organofosforados que
inhibe imreversiblemente a las serin-proteasas. Otros inhibidores incluyen el
fenilmetanosulfonilfluoruro (PMSF) y clolrometilcetonas como TLCK (N-p-tosil-L-
lisilclorometilcetona), TPCK (L-1-cloro-3-[4-tosilamido]4-fenil-2 butanona, tosil
fenilanlanin clorometilcetona) y la Leupeptina (Beynond & Bond, 2001).

ii) Cistein-proteasas

Las proteasas de tipo cisteina contienen un residuo de cisteina esencial, el cual
estd involucrado en [a formacién de un complejo covalente intermediario con el
sustrato. La catélisis procede via intermediario tiol-€ster y es facilitado por los lados de
la cadena adyacentes a la histidina 159 adyacente y al 4cido aspértico 158 (Bond &
Butler, 1987).

Las proteasas de este tipo incluyen varias catepsinas lisosomales de mamifero,
las proteasas activadas por calcio (calpainas) y las proteasas de piantas, papaina y
actinidina (EC 3.4.22.2) que son los miembros més estudiados de la familia de las
cistein-proteasas. Las proteasas de este tipo se encuentran en varias superfamilias
relacionadas evolutivamente, tres de las cuales estdn representadas por la proteasas de
Streptococcus, la clostripaina de Clostridium hystoliticum y por la papaina de Carica
papaya (Bond & Butler, 1987).
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La mayoria de las proteasas de este tipo, descritas en células de mamifero, se
encuentran principalmente en el citosol o en lisosomas y ejercen su accién en estos
compartimentos. Estas proteasas tienen actividad proteolitica poco especifica y pueden
estar involucradas en las etapas inicial o final de degradacién extensiva de proteinas
(Bond & Butler, 1987).

Los inhibidores especificos clasicos de las cistein-proteasas estdn comprendidos
en cinco categorias: los diazometanos (Z-Phe-Arg-CHN,), los ep6xidos (E-64), las
fluorometilcetonas (Z-Val-Ala-Asp-CHyF)), las aciloximetil cetonas (Z-Phe-Ala-
CH20COR) y los inhibidores naturales conocidos como cistatinas (Bond & Butler,
1987).

iii) Aspartico-proteasas

Las aspartico proteasas incluyen a la penicilopepsina bacteriana, la pepsina de
mamiferos, la renina y la quimosina y ciertas proteasas de hongos. Estas proteasas
contienen en su sitio activo dos residuos de 4cido aspdrtico involucrados en la catalisis
protéica. En general, se considera que en el mecanismo de este tipo de enzimas ests
involucrada una cat#lisis de tipo dcido-base, ya que en el intervalo de pH activo (24)
una molécula de acido aspdrtico es ionizada y la otra moléculas es desionizada y no se
d4 la formacién de un intermediario covalente enzima-substrato (McKermow &
Doenhoff, 1988).

En mamiferos, las pocas aspartico-proteasas que se han identificado en las
células se encuentran asociadas a granulos secretorios, membranas, endosomas o
lisosomas. La principal enzima intracelular de este tipo es la catepsina D, que es una
enzima lisosomal y la renina, que se encuentra en grinulos secretorios en el rifién. Las
proteasas de algunos virus, incluyendo el VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana),
también se encuentran dentro de este tipo de enzimas (McKerrow & DoenhofT, 1988).

Este tipo de enzimas, de manera general, son inhibidas especificamente por

Pepstatina, un hexapéptido parecido a un compuesto secretado por especies de
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Streptomyces, el cual en el estado de transici6n regenera susbtratos normales, ademais
por Epoxi-(p-nitrofenoxi)-propano y por compuestos diazoacetilo como el diazoacetil-
norleucina-metil-éster (North, 1982).

iiii) Metalo proteasas

Las enzimas de este tipo contienen en su sitio activo un ién metalico, el cual
descmpeﬂa un papel clave en la unidn al substrato, ya que éste estd unido a dos cadenas
laterales de histidina y a un 4cido glutamico. La molécula también tiene sitios de unién
para calcio (Ca™), y este i6n es importante para estabilizar la unién més que para la
actividad catalitica (Kester & Matthews, 1977).

Las metalo proteasas se encuentran ampliamente distribuidas en organismos
procariontes y eucariontes, incluyen algunas enzimas de vertebrados como las
colagenasas, carboxipeptidasas, aminopeptidasas y las elastasas de los macrofagos y
Pseudomonas. Las metalo proteasas que se encuentran en las células de los mamiferos
estdn asociadas al reticulo endopldsmico, membrana plasmatica, mitocondrias y
cistosol; son inhibidas por agentes quelantes como el EDTA (Acido etilendiamino
tetraacético), 1,10-fenentrolina y ovostatinas de huevo de gallina (McKerrow et al.,
1993).

Las cuatro clases de proteasas descritas actian de manera 6ptima a determinados
intervalos de pH; las aspartico proteasas a 2.5-4.5, las proteasas de cisteina: 5.5-7.5, las
metalo proteasas y de tipo serina en un valor neutro y ligeramente alcalino (McKerrow
et al., 1993).

IX. ACTIVIDAD DE PROTEASAS EN NEMATODOS Y SU RELACION CON
LA PATOGENICIDAD

Los productos E/S y sus funciones en los nemétodos no siempre pueden ser

distinguidas claramente. Poco se sabe acerca de los origenes anatomicos de la mayoria
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.de los productos E/S, el mecanismo que utilizan para su transporte fuera de los gusanos,
o de las funciones que estos tienen antes o después de su eliminacién por el parésito.
Aun si los materiales “secretados” son definidos estrictamente como aquelios que se
~ originan en algin tipo de glindula o de una estructura especializada para la secrecién, y
exhiben algiin tipo de funcion para permitir la adaptabilidad de los nematodos, existe
una lista sustancial de moléculas de este tipo. Pocas de ellas han sido caracterizadas
ampliamente. Desafortunadamente, las moléculas identificadas tipicamente carecen de
actividades biol6gicas bien definidas, mientras que las respuestas biolégicas relevantes
son causadas por moléculas de las cuales su estructura no ha sido atin bien determinada

(Lee, 2002).

Los nematodos liberan enzimas y productos metabolicos (Miller, 1984) los
cuales junto con ¢l material cuticular (Philipp ef al., 1980) son Hlamados colectivamente
antigenos de excrecion-secrecién (TES). La liberacién de las enzimas proteoliticas
(proteasas) por helmintos pardsitos estd bien documentada (Brand, 1973). Estas enzimas
estan implicadas en numerosos procesos tales como: la penetracion a los tejidos del
hospedero (Matthews, 1977), efectos anticoagulantes (Hotez & Cerami, 1983),
digestién extracorporal (Brand, 1973) y el rompimiento proteolitico de las
inmunoglobulinas (Auriault et al., 1981). Las proteasas pueden también deteriorar los
mecanismos de defensa del hospedero por la inactivacién del complemento y de
mediadores citotéxicos expresados por los leucocitos del hospedero (Leid, 1987).

Se acepta que las proteasas de los nematodos presentes en extractos crudos, asi
como en los productos de excrecion-sécrecion, son enzimas implicadas en aspectos
biologicos importantes para los parésitos (Polzer & Conradt, 1994). Por otra parte, se
ha demostrado que estas moléculas son estado-especificas (McKerrow & Dohenhoff,
1988) y que el cambio en el patron de las proteasas podria estar relacionado con el
rompimiento de barreras tanto mecdnicas como inmunol6gicas con las que el parasito se
encuentra dentro del hospedero (Moczon & Wraniez, 1999).

Entre los nematodos parédsitos de los animales, un ejemplo ilustrativo es la
liberacién de una hialuronidasa por larvas de Ancylostoma. El mucopolisacarido
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conocido como acido hialurénico sirve como un irtiporta.nte mediador en las uniones
| células—células en la dermis de mamiferos, ademas de ser uno de los compontes del gel
intersticial del tejido conectivo. Las larvas migratorias de Ancylostoma secretan una
hialuronidasa la cual despolimeriza al 4cido hialurénico y facilita el movimiento a
través de la piel y una metaloproteasa que es capaz de degradar macromoléculas de
tejido conectivo. Esta actividad es muy pronunciada en la larva de A. braziliense, el cual
infecta a los humanos y a otros mamiferos principalmente por la invasién a través de la
piel. Consistente con los altos niveles de hialuronidasa secretada por la larva, estas
especies son capaces de migrar a través de capas profundas de la dermis y esto
"representa la mayoria de las veces el sindrome de larva migrans cutdnea en humanos

(Hotez et al.; 1992).

Las proteasas secretadas también facilitan la invasion de los hospederos
vertebrados. Las larvas infestantes de Strongyloides stercoralis secretan una metalo-
proteasa con actividad en contra de algunas proteinas estructurales de la dermis,
incluyendo la elastina (McKerrow et al., 1990) La erleima es secretada por la larva L3
- en cultivo y es alergénica en los humanos. Proteasas similares son encontradas en etapas
infestantes en la mayoria de los otros nemétodos (Dubremetz & McKerrow, 1995).

Las proteasas secretadas por los nemdtodos pardsitos de los animales se ha
sugerido, que inactivan componemntes de la respuesta del hospedero ademas de pre-
digerir los tejidos del hospedero con finalidad nutricional (Rifkin et af., 1996). Una
familia de 4 cistein-proteasas secretadas por el adulto y L4 (pero no L.3) de Haemonchus
contortus degradan diversas proteinas del hospedero (Rhoads & Fetterer, 1995). Estas
proteasas también rompen las cadenas pesadas de la IgG de oveja en la region de la
bisagra, por lo que la inactivan. No es conocido si las proteasas tienen especificidades
diferentes de sustrato, ni se conoce si la degradacion de las IgG por estas proteasas tiene
consecuencias funcionales para el establecimiento o el mantenimiento de la infestacién.
La inactivacién del factor activador de las plaguetas (PAF) es un mecanismo alternativo
de inmunomodulacion. En ta mayoria de los casos, la funcion de PAF en la fisiologia de
mamifero es la intervencién en la respuesta inmunoldgica. Las etapas adultas del

parasito intestinal Nippostrongylus brasiliensis mantenidas en cultivo secretan una
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acetilhidrolasa que inactiva a PAF. Esta enzima es un heterodimero. No ha sido
reportado como es secretada por N. brasiliensis, ni si enzimas similares son secretadas

por otros nematodos gastrointestinales. (Grigg ef al., 1996).

Algunos otros reportes inciuyen la liberacién de moléculas con actividad de
proteasa por nematodos pardsitos como Ancylostoma caninum 'y Strongyloides
stercoralis (McKerrow ef al., 1990) los cuales secretan una metaloproteasa (Hotez ef
al., 1985). La microfilaria de Ochocerca lienalis (Lackey et al., 1989) y la cercaria de

Schistosoma mansoni (McKerrow ef al., 1985) secretan una serin-proteasa.

Los adultos de Schistosoma mansoni, asi como de Fasciola hepatica (Dalton &
Heffernan, 1989) y Haemonchus contortus (Cox et al., 1990) secretan proteasas del
grupo tiol (cistein-proteasas) las cuales incluyen a la hemoglobinasa (Chappell &
Dresden, 1986) y proteasas parecidas a la Catepsina B (Klinkert et al, 1989).
Ancylostoma cantonensis y Ascaris suum secretan aspartil proteasas (enzimas 4cidas)
ejemplificadas por las enzimas parecidas a la Catepsina D (Maki ef al,, 1982).

Por su parte se ha observado que la larva de Toxocara canis secreta una serin-
proteasa (Robertson ef al, 1989), la cual migra alrededor de 120 kDa en geles de
sustrato, pero no ha sido posible hasta ahora asignarle esta actividad a una molécula en

especial.

X. IMPORTANCIA DEL FLUIDO PERIVITELINO

El fluido perivitelino que rodea a la larva no eclosionada contiene componentes
que juegan roles importantes en el proceso de eclosion. Por ejemplo C. elegans secreta
una metaloproteasa HCH-1 dentro del fluido perivitelino antes de la eclosion (Hishida
et al., 1996) y el papel de las enzimas en la eclosion parece ser central en este proceso
de la mayorfa de las especies de nematodos. Una electroforesis en gel de dos
dimensiones del fluido perivitelino de Ascaris suum revela siete protefnas principales,

una de las cuales fue identificada como una proteina de uni6n a 4cidos grasos, As-p18
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(Mei et al, 1997). Estos autores sugieren que As-pl8 puede estar involucrada en
secuestrar 4cidos grasos toxicos potenciales y sus productos de peroxidacién que
pueden acumularse alrededor de Ia larva no eclosionada, o pueda estar involucrada en

mantener las caracteristicas de permeabilidad de la capa lipidica.

La mayoria de los estudios sobre el fluido perivitelino se han concentrado en la
funcién de los componentes de la trehalosa en la eclosién y supervivencia de los
nematodos. La mayoria de la trehalosa en los huevos de los nematodos se encuentra en
el fluido perivitelino; por ejemplo, el total del contenido de trehalosa contenida en los
huevos de Ascaris lumbricoides y de Nematodirus baitus, son del 50% y del 34%
respectivamente. (Fairbairn & Passey, 1957; Ash & Atkinson, 1983). Cook & Bugg
(1973), mostraron que los iones Ca®" y la trehalosa lievan a cabo la estabilizacion de la
membrana por entrecruzamiento de las moléculas de trehalosa con los iones Ca®*. La
trehalosa estd involucrada en muchos aspectos de la fisiologia de los nematodos (Behm,
1997) y esta relacionada en la proteccién contra la desecacion y co'ngelamiento de las
membranas biolégicas reemplazando el agua normalmente asociada con las membranas
(Crowe et al., 1992). Como un constituyente del fluido perivitelino, se ha mostrado que
la trehalosa contribuye a la proteccion contra la desecacion de la larva no eclosionada de
Nematodirus battus (Ash & Atkinson, 1983).

En el fluido perivitelino, la trehalosa provee un stress osmético sobre la larva no
eclosionada, lo cual causa una reduccién en el contenido de agua de la larva. En este
estado de hidratacién incompleta, la presién hidrostitica interna del nematodo parece
que es insuficiente para antagonizar los musculos longitudinales y sostiene el
movimiento continuo necesario para la eclosion. Por eso, la larva estd quiescente y su
supervivencia se ve aumentada, ya que por ejemplo, la utilizacién de la energia se ve
minimizada. Después del estimulo de eclosion, los cambios en la permeabilidad de la
cubierta del huevo permite la salida de la trehalosa fuera del huevo. Esto reduce la
presion osmética del fluido perivitelino y la larva no eclosionada es gradualmente
expuesta a un nuevo ambiente donde la presién osmética reducida permite que el agua y
la actividad metabélica de la larva aumenten permitiendo los movimientos continuos
dentro del huevo (Ash & Atkinson, 1983). '
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2. JUSTIFICACION

Toxocara canis es un nematodo pardsito, cominmente encontrado en los perros
pero capaz de invadir una amplia variedad de hospederos, incluyendo a los humanos
(Glickman & Schantz, 1981), causando lo que se conoce como sindrome de larva
migrans visceral, larva migrans ocular (Perlingiero & Gyorgy, 1947) y recientemente la
denominada Toxocariosis cerebral (Moreira-Silva et al, 2004). Este parasito en su
forma larvaria lleva a cabo una migracién por los érganos del hospedero incluyendo al
corazén, ojo, pulmon, rifién, musculo y cerebro. La larva de 7. camis no posee
estructuras (ganchos, dientes, garras, etc) que le permitan penetrar y migrar por los
tejidos del hospedero, por lo que se piensa que la forma en que lo hace es, al menos en
parte, por la accién de enzimas capaces de degradar proteinas del hospedero. Sin
embargo existe muy poca informacién al respecto.

Robertson et al. (1989) reportaron que las larvas de Toxocara canis son capaces
de secretar una serin-proteasa la cual migra alrededor de los 120 kDa en geles
copolimerizados con gelatina. Otros autores han encontrado genes que codifican
probablemente pa.ra otras proteasas, como es ¢l caso de la catepsina L (Loukas ef al,
1998), una asparangil-endopeptidasa (Maizels et al., 2000) y una catepsina Z (Falcone
et al., 2000). Sin embargo, ninguna de estas cistein-proteasas ha sido encontrada en las
secreciones de las larvas de 7. canmis y ninglin gene que codifique para serin-proteasas
ha sido identificado hasta ahora. Es posible que otras proteasas de este parasito que aun
no se han caracterizado jueguen papeles importantes en la biologia de las larvas.

En los trabajos reportados hasta el momento no se incluyen el efecto de
las proteasas secretadas por T. canis in vitro sobre diferentes proteinas: copolimerizadas
en geles de poliacrilamida, lo cual podria tener importancia en cuanto al hecho de que
las moléculas liberadas al medio tengan un repertorio y/o especificidad diferente de

acuerdo al sustrato utilizado.

Debido a lo anterior, este trabajo se enfocé en detectar la actividad proteolitica
de los TES sobre varios substratos de naturaleza proteica (gelatina, albamina, IgG de
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cabra, laminina y fibronectina), ademds de detectar la actividad proteolitica contenida

en el fluido perivitelino de huevos larvados, asi como en extractos de larvas L; de
Toxocara canis, con la finalidad de contribuir a explicar como migraﬁ dichas larvas en
los tejidos de sus hospedadores.
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3. HIPOTESIS

Si no se ha demostrado la presencia de estructuras morfolégicas en las larvas L, de

Toxocara canis que puedan ser utilizadas para penetrar el tejido del hospedero, entonces

deberan existir enzimas con actividad proteolitica que contribuyan a degradar el tejido y

asi facilitar la invasion.

4. OBJETIVOS

General

* ldentificar las moléculas con actividad proteolitica que se localizan en el fluido

perivitelino (PFP), en los productos de excrecion-secrecion (TES) y en el extracto
de larvas (EL) de la L; de Toxocara canis y caracterizar parcialmente estas

moléculas.

Particulares

Mantener larvas L, de Toxocara canis en un medio de cultivo suplementado con
glucosa.

Detectar actividad proteolitica en el fluido perivitelino (PFP), extracto de larvas
(EL) y de los productos liberados por la larva en el medio de .cuhivo (TES)
mediante el uso de geles copolimerizados con gelatina a diferentes pH.
Caracterizacion parcial de PFP, EL y TES empleando inhibidores especificos de
tipo bajo diferentes pH.

Determinar la actividad proteolitica de TES en geles SDS-PAGE copolimerizados
con otros sustratos: laminina, fibronectina, albimina e IgG de cabra a diferentes
pH.



5. MATERIAL Y METODOS

a) Obtenci6n y cultivo de huevos de 7. canis

La obtencién y cultivo de huevos de T. canis se realizd modificando el método
descrito por Oshima en 1961 y De Savigny en 1975. Se colectaron gusanos adultos de
T. canis a partir de necropsias realizadas a cachorros provenientes del centro antirrdbico
de Cuautilan y Tultepec, Estado de México. Una vei recolectados todos los gusanos de
T. canis, las hembras se separaron y se les extrajo el Gtero por una incision en la parte
media del cuerpo liberando asi los huevos. Estos huevos fueron colocados en solucién
salina fisiologica, se colaron para la eliminacién de restos de Uteros y membranas del
parasito. Los huevos se concentraron por centrifugacion (1500g por 15 minutos),
desechando ¢l sobrenadante con una pipeta Pasteur. El sedimento se resuspendié en una
solucién de formol al 2% (vol/vol) en agua, pasando estd solucion a cajas Petri estériles
y dejando el cultivo a 25 °C, de 20 a 30 dfas para lograr el desarrollo de la larva L. Al
término del proceso se verific la viabilidad de los huevos mediante la observacion al

. microscopio compuesto del movimiento larvario.
b) Obtencién y cultivo de larvas

La obtencién de larvas se realizo siguiendo el método desarrollado por De
Savigny en 1975 y modificado por Bowman y col en 1987. Una vez verificada la
viabilidad de los huevos, se procedié a hacerles tres lavados por centrifugacion y
resuspension en SSF al 0.15% p/vol esterilizada en autoclave. Posteriormente, bajo
condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar, se colocaron los huevos en una
solucién de hipoclorito de sodio al 50% (v/v) por 10 minutos a 37° C, se lavaron 5 veces
con RPMI 1640 con 1% (p/vol) de glucosa. Los huevos larvados se sometieron a
agitacién en un agitador magnético por 5 minutos para producir la eclosién de las
larvas. De la suspension restante se separaron las larvas viables por el método de
migracién larvaria de Baerman. Para ello se utilizaron microaparatos de Baerman
estériles elaborados de tubos de policarbonato de 50 mi. a los cuales en su interior se le
coloc6 un dispositivo a manera de filtro preparado con 5 capas de papel de limpiar
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lentes, colocdndoles las larvas en la parte superior del filtro. Dentro del tubo se agregé
medio de cultivo estéril hasta tocar el filtro por la parte inferior. Después de 24 horas de
incubacion a 37 °C en un incubador de CO; se colectaron del fondo del tubo de
policarbonato las larvas viabies, realizando una segunda colecta a las 48 horas. Las
larvas recolectadas y resuspendidas en medio de cultivo RPMI 1640 fueron puestas en
cajas de cultivo a 37°C con 5% de CO; y 95% de humedad.

¢) Obtencién del PFP (Productos del Fluido Perivitelino)

Los PFP se obtuvieron a partir del medio en donde eclosionaron las larvas de T.
canis. Una vez recolectadas las larvas y pasadas a medios de cultivo, el sobrenadante se
filtré con unidades de filtracion Millex® y se concentré con dispositivos AMICON® en
condiciones de esterilidad, almacenandose a -20 °C hasta su uso. La concentracién final
de proteinas fue determinada por la técnica de microBradford (Bradford, 1976).

d) Obtencién de TES (Antigenos de Excrecién-Secrecion de Toxocara canis)

El sobrenadante de las cajas de cultivo se recolectdé por aspiracion en
condiciones de esterilidad, sedimentando a las larvas en un extremo de la caja por
gravedad. Posteriormente se restituyé medio RPMI 1640 fresco a las cajas de cultivo. El
medio de cultivo se reemplazd semanalmente (Maizels e al., 1984). El sobrenadante se
filtr6 con unidades de filtracion Millex® y el sobrenadante se concentré con filtros
AMICON® en condiciones de esterilidad, almacenandose a -20 °C hasta su uso. La
concentracién final de proteinas fue determinada por la técnica de microBradford
(Bradford, 1976).

¢} Obtencién de EL (Extracto de larvas)
Los EL se obtuvieron a partir de larvas recién eclosionadas por el método se
mencionado anteriormente. Se utilizaron 100,000 larvas de Toxocara canis previamente

lavadas con PBS pH 7.4 a 500 g por 5 minutos. Estas fueron puestas en una solucion de
0.25 M de sacarosa y Tritén X-100 al 0.25%. Las larvas fueron maceradas en frio con
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un homogenizador de pistilo tipo Potter, durante 5 minutos a velocidad constante. El
sobrenadante se filtré en unidades de filtracion Millex®, concentrandose con filtros
AMICON® en condiciones de esterilidad y almacenandose a -20 °C hasta su uso. La
concentracion final de proteinas fue determinada por la técnica de microBradford
(Bradford, 1976).

f) Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

Para la caracterizacién del perfil de proteinas de TES, EL, PFP de Toxocara
canis se utilizaron geles de poliacﬁlamida al 10% con dodecilsulfato de sodio (PAGE-
SDS) bajo condiciones reductoras. La separacion de los componentes proteicos se [levé
a cabo por el método descrito por Laemmli (1970). El equipo utilizado fue una camara
de electroforesis Mini-PROTEAN IH electrophoresis cell (Bio Rad, U.S.A.).

Los TES, EL y PFP fueron separados en geles de poliacrilamida de acuerdo al

siguiente protocolo:

Para la preparaci6n del gel separador al 10% para un gel de 1.5 mm de grosor se
utilizé 30% de acrilamida, 0.8% de bisacrilamida, 3M de Tris-HCL, 0.8% de SDS y se
ajusto el pH a 8.9. Cuando se traté de geles para proteasas se adicion6 la gelatina a una
concentracion de 0.1% (p/v). Al final el TEMED se adicioné a una concentracién de
0.05% y el persulfato de amonio (APS) a una concentracién de 1.0%. La preparacién
del gel concentrador al 4% para un gel de 1.5 mm consistié en agregar acrilamida al
30%, bisacrilamida al 0.8%, 1M de Tris-HCL 0.8% de SDS y se ajust6 el pH a 6.8. Al
final el TEMED se adicioné a una concentracion de 0.05% y el persulfato de amonio
(APS) a una concentracion de 1.0%.

Los geles se prepararon en placas de vidrio con separadores de 1.5 mm de

grosor. La solucién amortigudora de corrimiento utilizada consistio en: trizma base 25
mM, glicina 192 mM y SDS al 0.1% (p/v), a un pH de 8.3.
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Para el comrimiento electroforético, las muestras, estas se diluyeron 2:1 en una

solucion amortiguadora a pH 6.8 (trizma base 62.5 mM, SDS 2%, glicerol 10% y azul

de bromofenol 0.002%) y se ajustaron a 10 ug de proteina por carril, se les agregd por
separado 5 ul de B-mercaptoetanol y se calentaron en bafio Maria en ebullicion durante
5 minutos. En cada corrimiento se incluyeron marcadores de peso molecular (MPM)
pretefiidos (Bio-Rad®). El corrimiento de las muestras fue a 90 V hasta que el frente del
colorante migré al 'bordc inferior del gel. Los PM de los TES, PFP y EL obtenidos
fueron determinados por medio de una curva patrén, elaborada graficando el logaritmo
del PM de los marcadores pretefiidos contra su migracion a través del gel expresada en
centimetros (Bjerrum, 1988) en una Graficadora HP® 48-GX. Los MPM fueron:
miosina 203 kDa; beta-galactosidasa 118 kDa; albimina sérica bovina 86 kDa;
ovoalbumina 51 kDa; anhidrasa carbénica 34 kDa; inhibidor de la tripsina 29 kDa;
lisozima 19 kDa y aprotinina 7.5 kDa.

g) Caracterizacion de Ia actividad proteolitica en los PFP, PTES y EL de Toxocara
canis empleando geles de poliacrilamida-SDS copolimerizdos con gelatina

La actividad proteolitica de PFP, PTES y EL se caracterizo empleando geles de
poliacrilamida al 10% copolimerizados con gelatina al 0.1% (McKerrow ef al., 1985) en
condiciones no reductoras (tratamiento similar al anterior, pero no se agreg6 p-
mercaptoctanol y no se calent6 la muestra). La electroforesis se realizé en cdmaras de
electroforesis Mini-Protean III (Bio Rad U.S.A) por 90 minutos a 140 Volts a 4°C. En
este anélisis se emplearon peines de 10 pozos de 1.5 mm de grosor, aplicindose en cada
pozo 10 ug de proteina total en todos los casos. En cada corrimiento se incluyeron
marcadores de peso molecular (MPM) pretefiidos (Biorad®). Una vez transcurrido el
tiempo de corrimiento, los geles se incubaron en 100 ml de Triton X-100 al 2.5% (v/v)
durante | hora, para remover el exceso de SDS. Posteriormente los geles de -enjuagamn

3 veces con agua bidestilada para retirar el exceso de Triton (Beynon & Bond, 2001).

Para detectar las actividades proteoliticas presentes en PFP, PTES y El, los geles
se incubaron en amortiguador de acetatos pH 5.5, fosfatos pH 7.6 6 amortiguador de
glicina pH 9.0 durante 18-20 horas a 37°C y en agitacion constante. Al término de este



periodo, se retir6 el amortiguador y se le adicion6 azul de Coomasie R-250 durante una
hora en agitacion constante y a 37°C, para posteriormente retirar el exceso de colorante
y llevar a cabo la decoloracién con una solucién destefiidota (Acido acético y metanol).

El peso molecular de PFP, PTES y EL obtenidos fueron determinados por medio
de una curva patron, elaborada graficando el logaritmo del peso molecular de los

marcadores pretefiidos, contra su migracion a través del gei expresado en centimetros
(Bjerrum, 1988) en una Graficadora HP® 48-GX.

Para determinar el tipo de proteasa presente, las muestras se incubaron por 30
minutos a temperatura ambiente con diferentes inhibidores de proteasas, incluyendo
cistein (2 pM de E-64), serin (0.1uyM de Leupeptina), aspartico (0.1pM de Pepstatina
A) y metalo-proteasas (ImM de EDTA). El proceso de los geles fue similar a los
utilizados para medir actividad de proteasa. Se comparardn las bandas con actividad de
proteasas en geles con muestras sin inhibidores y geles con muestras con inhibidores, y
dependiendo del inhibidor con el que las bandas no presentaran actividad, era el tipo de

proteasa con ¢l que se clasificé a la enzima.

h) Identificacion de la actividad proteolitica en los TES de Toxocara canis
empleando geles de poliacrilamida-SDS copolimerizados cor albimina,
fibronectina, laminina e IgG de cabra.

La actividad proteolitica y su inhibicion en TES también fue ensayado en geles
de poliacrilamida al 10% copolimerizados con albiimina al 0.1%, fibronectina a
0.5 mg/gel , laminina a 0.5 mg/gel ¢ IgG de cabra al 0.1%. Las condiciones
electroforéticas y del tratamiento de los geles fueron las mismas que las mencionadas
para medir la actividad proteolitica en geles con gelatina. Los geles copolimerizados
con fironectina y Ia-ln.inina, por ser gricoproteinas, fueron teflidos con Azul de
Coomasie G-250.
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6. RESULTADOS

Mediante un gel SDS-PAGE se determiné el peso molecular de los productos
TES de la larva L, de Toxocara canis (Figura 8) obteniendo proteinas con los siguientes
pesos moleculares: 400, 120, 70, 55, 45, 32, 26 y 24 kDa.

Las proteinas detectadas en geles SDS-PAGE de los productos del fluido
perivitelino (PFP) se presentan en la figura 9. En ésta, se detectaron 4 bandas de los
siguientes pesos moleculares: 55, 45, 40 y 38 kDa.

Las proteinas detectadas en geles SDS-PAGE de los extractos de las larvas 2 de
T. canis se presentan en la figura 10. En estos corrimientos se detectaron 8 bandas de
los siguientes pesos moleculares: 150, 74, 55, 47, 45, 37, 32 y 28 kDa.

Las bandas con actividad proteolitica de los TES sobre la gelatina se presenta en
la figura 11. En esta figura se observa de una sola banda de 120 kDa con actividad
proteolitica, no se observd ninguna variacion en la actividad a ninguno de los pH

utilizados (5.5, 7.6 y 9).

El efecto de diferentes inhibidores de proteasas sobre la actividad de los TES en
gelatina se presenta en la figura 12. Se observa una inhibicion total de la actividad
proteolitica cuando se preincub6 con Leupeptina (inhibidor de serin-proteasas), una
inhibicién parcial cuando se preincubé con Pepstatina A (inhibidor de aspartil-
proteasas) y no se observé inhibicién cuando se preincub6é con E-64 (inhibidor de
cistein-proteasa) o EDTA (inhibidor de metalo-proteasas).

Las bandas con actividad proteolitica de los PFP sobre Ia gelatina se presenta en
la figura 13. En esta figura se observan tres bandas de 91, 68 y 38 kDa con actividad
proteolitica. La mayor actividad se presento a pH 5.5, a pH 7.5 la actividad fue media y
a pH de 9 la actividad fue baja. Asi, e! pH optimo de actiﬁdad fue de 5.5.
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El efecto de diferentes inhibidores de proteasas sobre los PFP se presenta en la

figura 14. En ésta, podemos observar una inhibicién total de la actividad proteolitica
cuando se incubd con Pepstatina A. No se observé inhibicién cuando se incub6 con E-

64, EDTA o Leupeptina.

Las bandas con actividad proteolitica de los extractos de larvas 2 de 7. canis
sobre la gelatina se presenta en la figura 15. En esta figura se observan dos bandas 61
y 69 kDa con actividad proteolitica. La actividad proteolitica de las bandas fue mas
intensa a pH 7.5.

El efecto de diferentes inhibidores de proteasas sobre los extracto de larvas 2 de
T. canis se presenta en la figura 16. En ésta, se observa una inhibicién total de Ia
actividad proteolitica cuando se incubd con Leupeptina y no .sc -observé inhibicion
cuando se incubd con Pepstatina A, E-64 0 EDTA.

Las bandas con actividad proteolitica de los TES sobre la laminina se presenta
en la figura 17. El nimero de bandas con actividad proteoliticas varié dependiendo del
pH. Soio se detectd una banda de 81 kDa cuando los geles se incubaron a pH 5.5y 7.5,
cuando los geles se incubaron a pH 9.0 se detectaron 4 bandas de 81, 46, 34, y 32 kDa
respectivamente.

El efecto de diferentes inhibidores de proteasas sobre la actividad de los TES en
la.minina~se presenta en la figura 18. En esta, podemos observar una inhibicion total de
la actividad proteolitica cuando se incubd con Leupeptina, no se observé inhibicién
cuando se incubd con E-64, EDTA o con Pepstatina A.

Las bandas con actividad proteolitica de los TES sobre la fibronectina se
presenta en la figura 19. El nGmero de bandas con actividad proteoliticas vario
dependiendo del pH. Solo se detecto una banda de 81 kDa cuando los geles se
incubaron a pH 5.5 y 7.5, cuando los geles se incubaron a pH 9.0 se detectaron 3 bandas
de 81, 46, y 32 kDa respectivamente.
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El efecto de diferentes inhibidores de proteasas sobre la actividad de los TES en
fibronectina se presenta en la figura 20. En esta, podemos observar una inhibicién total
de la actividad proteolitica cuando se incubd con Leupeptina, no se observé inhibicién
cuando se incubd con E-64, EDTA o con Pepstatina A.

Las bandas con actividad proteolitica de los TES sobre la albiimina se presentan
en la figura 21. En esta figura se observa de una sola banda de 120 kDa con actividad
proteolitica, no se observé ninguna variacién en la actividad a ninguno de los pH
utilizados (5.5, 7.6 v 9). '

El efecto de diferentes inhibidores de proteasas sobre la actividad de los TES en
albumina se presenta en la figura 22. En esta, podemos observar una inhibicién total de
la actividad proteolitica cuando se incub6 con Leupeptina, no se observé inhibicion
cuando se incubd con E-64, EDTA o con.Pepstatina A.

Las bandas con actividad proteolitica de los TES sobre la IgG de cabra se
presentan en la figura 23. En esta figura se observa de una sola banda de 120 kDa con
actividad proteolitica, con mayor actividad a pH de 7.6.

El efecto de diferentes inhibidores de proteasas sobre la actividad de los TES en
IgG de cabra se presenta en la figura 24. En esta, podemos observar una inhibicién total
de la actividad proteolitica cuando se incubé con Leupeptina, no se observé inhibicién
cuando se incubd con E-64, EDTA o con Pepstatina A.

Finalmente se elaboraron tablas comparativas de los productos de las larvas de

T. canis (Cuadro 4) influenciados tanto por los substratos copolimerizados en los geles
SDS-PAGE como por los pHs a los cuales fueron incubados (Cuadro 5 y 6)
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MPM

203 kDa
118 kDa == 120 kDa

86 kDa
<= 70 kDa
<= 55 kDa

51 kDa
€= 45 kDa

34 kDa
4= 32 kDa

29 kDa
&4 26 kDa
< 24 kDa

19 kDa

Fig. 8. Corrimiento electroforético del sobrenadante de cultivo (TES) de larvas L, de T.
canis. En este anlisis se utilizaron 10 pg de proteina total y se separaron en geles SDS-
PAGE al 10% bajo condiciones reductoras. La altura donde corrieron los marcadores de
peso molecular se indica a la izquierda de la figura.
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<4 55 kDa
<= 45 kDa

40 kDa
&= 331Da

51 kDa

19 kDa

Fig. 9. Corrimiento electroforético de los productos del fluido perivitelino (PFP) de los
huevos larvados de T. canis. En este analisis se utilizaron 10 pg de proteina total y se
separaron en geles SDS-PAGE al 10% bajo condiciones reductoras. La altura a la que
corrieron los marcadores de peso molecular se indica a la izquierda de la figura.
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@y, | 4= 150 kDa

S1kDa =1 S| «— 47kD2

34 kDa

29 kDa
<= 28 kDa

19 kDa

Fig. 10. Corrimiento electroforético del extracto de larvas (EL) L, de T. canis. En este
andalisis se utilizaron 10 pg de proteina total y se separaron en geles SDS-PAGE al 10%
bajo condiciones reductoras. La altura a la que corrieron los marcadores de peso
molecular se indica a la izquierda de la figura.
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23 kDa

118 kDa e 120 KO 3
86 kD2

51 kDa

34 kDa

29 kDa

19 kDa

1 2 3

Fig. 11. Deteccion de la actividad proteolitica de los TES en geles de SDS-PAGE al
10% copolimerizado con gelatina al 0.1%. Se utilizaron 10 pg de proteina por carril y se
incubaron a diferentes pH. En el carril | se utiliz6 un amortiguador de acetatos con un
pH 5.5, en el carril 2 un amortiguador de fosfatos con pH 7.6 y en el carril 3 un

amortiguador de glicina a pH 9.0. La altura a la que corrieron los marcadores de peso
molecular se indica a la izquierda de la figura.
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MPM
203 kDa
118 kDa 4120 kDa
86 kDa
§1 kDa
34 kDa
29 kDa
19 kDa
1 2 3 4 5

Fig. 12. Inhibicién de la actividad proteolitica de los TES producida por su incubacion
durante 30 minutos a 37°C con diferentes inhibidores de proteasas. La actividad
proteolitica se detectd en geles SDS-PAGE al 10% copolimerizados con gelatina al
0.1% en un amortiguador de fosfatos pH 7.6. El carril 1 es un corrimiento de TES sin
inhibidores (testigo). En el carril 2 los TES fueron incubados con E-64, en el carril 3
con Pepstatina A, en el carril 4 con EDTA y en el carril 5 con Leupeptina. La altura a la
que corrieron los marcadores de peso molecular se indica a la izquierda de la figura.
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<491 kDa 4351 kDa 4= 91 kDa

<4—£3 kDa <= 68 kDa

433 kDa <435 kDa 438 kDa

Fig. 13. Deteccion de la actividad proteolitica de los productos de fluido perivitelino
(PFP) en geles de SDS-PAGE al 10% copolimerizado con gelatina al 0.1%. Se
utilizaron 10 pg de proteina por carril y se revelaron con soluciones amortiguadoras a
diferentes pHs. En el carril | se utilizé un amortiguadoras de acetatos con un pH 5.5, en
el carril 2 un amortiguador de fosfatos con pH 7.6 y en el carril 3 un amortiguador de

glicina a pH 9.0. La altura a la que corrieron los marcadores de peso molecular se indica
a la izquierda de la figura.
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4= 91 kDa

= 68 kDa

4= 38kDa

Fig. 14. Inhibicion de la actividad proteolitica de los productos de fluido perivitelino
(PFP) de huevos larvados de T. canis producida por su incubacion durante 30 minutos a
37°C con diferentes inhibidores de proteasas. La actividad proteolitica se detectd en
geles SDS-PAGE al 10% copolimerizados con gelatina al 0.1% en un buffer de fosfatos
pH 7.6. El carril 1 es un corrimiento de TES sin inhibidores (testigo). En el carril 2 los
PFP fueron preincubados con E-64, en ¢l carril 3 con Pepstatina A, en el carril 4 con
EDTA y en el carril 5 con Leupeptina. La altura a la que corrieron los marcadores de
peso molecular se indica a la izquierda de la figura.




203 kDa

118 kDa
86 kDa

51 kDa

34 kDa

29 kDa

19 kDa

4= 59 kDa <= 59 kDa <= 9 kDa
<= 51 kDa < 61 kDa <=~ 61 kDa
2 3

1

Fig. 15. Deteccion de la actividad proteotitica de un extracto de larvas 2 de T. canis en
geles de SDS-PAGE at 10% copolimerizado con gelatina al 0.1%. Se utilizaron 10 pg
de proteina por carril y se revelaron con a diferentes pH. En el carril 1 se utilizé un
amortiguador de acetatos con un pH 5.5, en ¢l carril 2 un amortiguador de fosfatos con
pH 7.6 y en el carril 3 un amortiguador de glicina a pH 9.0. La altura a la que corrieron
los marcadores de peso molecular se indica a la izquierda de la figura.




203 kDa
118 kDa
88 ka
<4+ 69 kDa
<= 61 kDa
51 kDa
34D
29kD
19 kDa
1 2 3 4 5

Fig. 16. Inhibicién de la actividad proteolitica del extracto de larvas 2 de T. canis
producida por su incubacién durante 30 minutos a 37°C con diferentes inhibidores de
proteasas. La actividad proteolitica se detecté en geles SDS-PAGE al 10%
copolimerizados con gelatina al 0.1% en un amortiguador de fosfatos pH 7.5. El carril 1
es un corrimiento de extracto de larvas 2 de 7. canis sin inhibidores (testigo). En el
carril 2 los extractos de larvas de T. canis fueron incubados con E-64, en el carril 3 con
Pepstatina A, en el carril 4 con EDTA y en el carril 5 con Leupeptina. . La altura a la
que corrieron los marcadores de peso molecular se indica a la izquierda de la figura.
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Fig. 17. Deteccion de la actividad proteolitica de TES en geles de SDS-PAGE al 10%
copolimerizado con laminina (0.5 mg/gel). Se utilizaron 10 pg de proteina por carril y
se incubaron a diferentes pH. En el carril 1 se utilizé un amortiguador de acetatos con
un pH de 5.5, en el carril 2 un amortiguador de fosfatos con pH 7.6 y en el carril 3 un
amortiguador de glicina a pH 9.0. La altura a la que corrieron los marcadores de peso
molecular se indica a la izquierda de la figura.
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Fig. 18. Inhibicién de la actividad proteolitica de TES producida por su incubacién
durante 30 minutos a 37°C con diferentes inhibidores de proteasas. La actividad
proteolitica se detectd en geles SDS-PAGE al 10% copolimerizados con laminina (0.5
mg/gel) en un amortiguador de glicina a pH 9.0. El carril 1 es un corrimiento de TES sin
inhibidores (testigo). En el carril 2 los TES fueron incubados con E-64, en el carril 3
con Pepstatina A, en el carril 4 con EDTA y en el carril 5 con Leupeptina. La altura a la
que corrieron los marcadores de peso molecular se indica a la izquierda de la figura.
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Fig. 19. Deteccién de la actividad proteolitica de TES en geles de SDS-PAGE al 10%
copolimerizado con fibronectina (0.5 mg/gel). Se utilizaron 10 pg de proteina por carril
y se incubaron a diferentes pH. En el carril 1 se utilizé un amortiguador de acetatos con
un pH de $.5, en el carril 2 un amortiguador de fosfatos con pH 7.6 y en el carril 3 un
amortiguador de glicina a pH 9.0. La altura a la que corrieron los marcadores de peso
molecular se indica a la izquierda de la figura.
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Fig. 20. Inhibicion de la actividad proteolitica de TES producida por su incubacion
durante 30 minutos a 37°C con diferentes inhibidores de proteasas. La actividad
proteolitica se detecté en geles SDS-PAGE al 10% copolimerizados con fibronectina
(0.5 mg/gel) en un amortiguador de glicina a pH 9.0. El carril 1 es un corrimiento de
TES sin inhibidores (testigo). En el carril 2 los TES fueron incubados con E-64, en el
carril 3 con Pepstatina A, en el carril 4 con EDTA y en el carril 5 con Leupeptina. La
altura a la que corrieron los marcadores de peso molecular se indica a la izquierda de la
figura.
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Fig. 21. Deteccion de la actividad proteolitica de los TES en geles de SDS-PAGE al
10% copolimerizado con albimina al 0.1% Se utilizaron 10 ug de proteina por carril y
se incubaron a diferentes pHs. En el carril | se utiliz6 un amortiguador de acetatos con
un pH 5.5, en el carril 2 un amortiguador de fosfatos con pH 7.6 y en el carril 3 un
amortiguador de glicina a pH 9.0. La altura a la que corrieron los marcadores de peso
molecular se indica a la izquierda de la figura.
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Fig. 22. Inhibicién de la actividad proteolitica de TES producida por su incubacion
durante 30 minutos a 37°C con diferentes inhibidores de proteasas. La actividad
proteolitica se detectd en geles SDS-PAGE al 10% copolimerizados con albimina
(0.1%) en un amortiguador de glicina a pH 9.0. El carril 1 es un corrimiento de TES sin
inhibidores (testigo). En el carril 2 fos TES fueron incubados con E-64, en el carril 3
con Pepstatina A, en el carril 4 con EDTA y en el carril 5 con Leupeptina. La altura a ta
que corrieron los marcadores de peso molecular se indica a la izquierda de la figura.
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Fig. 23. Deteccion de la actividad proteolitica de los TES en geles de SDS-PAGE al
10% copolimerizado con 1gG de cabra al 0.1%. Se utilizaron 10 pg de proteina por
carril y se incubaron a diferentes pHs. En el carril 1 se utilizé un amortiguador de
acetatos con un pH de 5.5, en el carril 2 un amortiguador de fosfatos con pH 7.6 y en €l
carril 3 un amortiguador de glicina a pH 9.0. La altura a la que corrieron los marcadores
de peso molecular se indica a la izquierda de la figura.
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Fig. 24. Inhibicién de la actividad proteolitica de TES producida por su incubacion
durante 30 minutos a 37°C con diferentes inhibidores de proteasas. La actividad
proteolitica se detectd en geles SDS-PAGE al 10% copolimerizados con IgG de cabra
(0.1 %) en un amortiguador de glicina a pH 7.6. El carril 1 es un corrimiento de TES sin
inhibidores (testigo). En el carril 2 los TES fueron preincubados con E-64, en el carrii 3
con Pepstatina A, en el carril 4 con EDTA y en el carril 5 con Leupeptina. . La altura a
la que corrieron los marcadores de peso molecular se indica a la izquierda de la figura.




CUADRO 4

Muestra PESO MOLECULAR DE LAS BANDAS (kDa)
400|150 [120 |74 [70 |55 |47 |45 [40 |38 |37 |32 |28 |26 |24
TES | v v v | v v v v | v
PFP v v | vV |V
EL v v v | v |V v | vV |V

Tabla. 4 Comparacion de las proteinas detectadas en SDS-PAGE al 10% en condiciones reductoras en diferentes productos de larvas de
' Toxocara canis (TES, PFP y EL).
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CUADRO 5

Substrato pH
55 7.5 9.0
Gelatina 120 kDa 120 kDa 120 kDa
Laminina 81 kDa 81 kDa 81,46,34 y 32 kDa
Fibronectina 81 kDa 81 kDa 81,46 y 32 kDa
Albimina 120 kDa 120 kDa 120 kDa
IgG de cabra 120 kDa 120 kDa 120 kDa

Tabla. 5 Efecto del pH sobre las bandas con actividad proteolitica de TES en diferentes protefnas copolimerizadas a geles SDS-PAGE.




CUADRO 6

Muestra pH
5.5 7.5 9.0
TES 120 kDa 120 kDa 120 kDa
PFP 91, 66 38 kDa 91, 66 y 38 kDa 91 y 38 kDa
EL 69y 61 kDa 69y 61 kDa 69y 61 kDa

Tabla. 6.- Efecto del pH sobre las bandas con actividad proteolitica de diferentes productos de larvas de Toxocara canis en gelatina

copolimerizada a geles SDS-PAGE.
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7. DISCUSION

Las enzimas proteoliticas estdn recibiendo cada vez mas atencién como
moléculas importantes en muchos procesos biolégicos. Se menciona que estas enzimas
estdn involucradas en procesos tales como penetracion de los tejidos del hospedero,
nutricién, actividad anticoagulante y evasion de la respuesta inmune (McKerrow, 1989).
Otras funciones de las proteasas, las cuales no estdn directamente asociadas con la
relacion hospedero-parésito pero si son importantes en términos de la supervivencia del
parasito, son la eclosion, mudas de los componentes de la cuticula y el desarrollo

parasitario {Rogers & Brooks, 1978).

Las larvas de Toxocara canis migran por diversos drganos del hospedero, sin
embargo no poseen estructuras {ganchos, garras, dientes) que le permitan migrar a
través de los mismos, por lo que se piensa que las enzimas proteoliticas secretadas por
las larvas estén involucradas en este proceso de migracion. No se conoce mucho sobre
la actividad de estas enzimas en los procesos de migracién larvaria de Toxocara canis,
siendo Robertson ef al. (1989), el dnico grupo en describir previamente la participacion
de una enzima de 120 kDa como la responsable de degradar varias proteinas de matriz
extracelular. Si bien esta enzima probablemente juegue un papel importante en la
migracidn, es dificil creer que es Ia (inica involucrada en una migracion tan compleja
como la de este parésito, por lo que en este trabajo se tratd de identificar y caracterizar
parcialmente otras enzimas producidas in vifro.

La forma usual de determinar la presencia de enzimas proteoliticas es detectar su
efecto sobre algin sustrato. Por lo anterior, en el presente estudio se utilizaron
diferentes sustratos proteicos copolimerizados a los geles SDS-PAGE con la finalidad
de evaluar el efecto de las posibles enzimas sobre proteinas empleadas y con esto tener
una idea de su posibie efecto en el hospedero.

El analisis de los TES en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y por Westemn

blot ha demostrado que estos antigenos son una mezcla compleja de compuestos

proteicos. Existen TES que han sido caracterizados por la mayoria de los autores, sin
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embargo, existen otros que sélo han sido detectados por algunos autores. Lo anterior
podria deberse a los diferentes medios en los que se cultivaron las larvas y a las técnicas
que se utilizaron para la deteccién de los antigenos. En el presente estudio los TES
fueron obtenidos in vitro como originalmente fue descrito por De Savigny (1975). Las
bandas proteicas detectadas en geles SDS-PAGE en éste trabajo tuvieron un peso
molecular de 400, 120, 70, 55, 45, 32, 26 y 24 kDa (figura 9). Esto coincide
parcialmente con lo encontrado con otros autores que han demostrado que las bandas
mas abundantes en los sobrenadantes de cultivos de larvas son las de 32. 55, 70, 120 y
400 kDa (Maizels et al., 1984 ; Meghji & Maizels, 1986 ; Badley et al., 1987). Con lo
anterior s¢ demuestra que los sobrenadantes en los que se detecté actividad enzimatica
son similares a los tipicamente descritos para este parasito.

Varios autores han sugerido que el uso de la gelatina como sustrato en los geles
SDS-PAGE in vitro podria evaluar el proceso de degradacion de la coldgena presente en
las laminas basales y tejido conjuntivo in vivo. Aunque otros autores sefialan que esto
podria ser un artefacto de laboratorio, puesto que la desnaturalizacion de la coldgena en
la gelatina permite a las enzimas secretadas acceder a los enlaces peptidicos susceptibles
que normalmente no estdn disponibles (Brown ef al, 1999). Sin embargo, muchos
autores no estin de acuerdo con esta hipétesis y han utilizado a la gelatina para evaluar
proteasas (Healer et al., 1991; Maclennan ef al., 1997; Todorova, 2000), por lo que se
utiliz6 en este trabajo.

La deteccion de la actividad enzimética de los TES sobre la gelatina demostré la
presencia de una enzima de aproximadamente 120 kDa de PM (figura 12) que se puede
inhibir totalmente con Leupeptina por lo que es una serin-proteasa. Este resultado
coincide con lo reportado por Robertson ef al., (1989) quien encontrd una serin-proteasa
del mismo PM que tenia actividad sobre gelatina, por lo que probablemente se trate de

la misma enzima.

El corrimiento de los TES en geles de poliacrilamida copolimerizados con

gelatina mostré un barrido de alto peso molecular (Figura 13) que Robertson ef al,

(1989) sugieren que son formas agregadas, cuya actividad aumenta con el




almacenamiento, pero no se analizo su naturaleza. Los resultados del presente estudio
muestran que estos aglomerados pueden ser inhibidos con Leupeptina y Pepstatina A
por lo que probablemente se trate de otra enzima que tiene un dobie sitio catalitico y
podria ser una enzima de las llamadas proteasas quimeras (Tang ef al., 2003) o que sea
una serin-proteasa, que cuando se oligomeriza tiene una reactividad cruzada para varios
inhibidores (Powers & Harper, 1986).

Ademas de T canis, otros nematodos producen enzimas que pueden ser
detectadas en geles copolimerizados con gelatina, por ejemplo: la larva L; de
Nippostrongylus brasiliensis produce metaloproteasas de 51, 58, 79, 150 y 250 kDa.
(Healer et al., 1991), la larva Ly de Trichostrongylus vitrinus produce serin y metalo-
proteasas de 205, 102, 66, 59, 53 kDa (Maclennan ef al., 1997), la larva L; de
Ancylostoma caninum produce metalo-proteasas de 50 y 90 kDa (Hawdon et al., 1995)
y la larva L de Trichinella spiralis secreta serin-proteasas de 25 (un doblete), 35, 40 y
55 kDa (Todorova, 2000).

La actividad proteolitica de los TES sobre laminina ﬁie dependiente del pH. Los
geles copolimerizados con laminina se incubaron a pH 5.5 y 7.5 y s6lo se observé una
banda de 81 kDa con actividad proteolitica, Cuando los mismos geles se incubaron a pH
de 9 se observaron 4 bandas de 81, 46, 34 y 32 kDa que presentaron actividad
proteolitica. Los TES mostrar6n la misma actividad proteolitica frente a Ia
fibronectina, con la diferencia que a pH 9 no se observé actividad de la banda de 34
kDa. Todas las enzimas que se detectaron con efecto sobre laminina y fibronectina
fueron inhibidas con Leupeptina, por lo que son consideradas como serin-proteasas
(Carrell & Travis, 1985).

La actividad proteolitica de los TES sobre la fibronectina y laminina no han sido
reportadas en la literatura. Una proteina de 32 kDa fue reportada por Loukas ef al.
(1999), pero se reportd con actividad de lectina tipo C. Robertson ef al. (1989)
reportaron una banda proteolitica de 32 kDa que solamente se encontré en condiciones
especiales de tratamientos de los TES (TES fraccionados con cromatografia liquida de

proteinas).
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La laminina y fibronectina son dos glicoproteinas que forman parte de la matriz
extracelular. La degradacion de éstas por las serin-proteasas presentes en los TES,
sugieren que estas Gltimas probablemente participen en el proceso de penetracion-
migracién de 7. canis en los tejidos del hospedero. El efecto de degradacion de la
laminina y fibronectina se ha observado en las secreciones producidas por otros
nematodos. Por ejemplo, las cercarias de Schistosoma mansoni producen una serfn-
proteasa (McKerrow et al., 1985), asi como las larvas de Necator americanus (Brown
et al., 1999), Haemonchus contortus (Karanu ef al., 1993} vy Ancylostoma caninum
(Harrap er al, 1996) producen aspartil-proteasas con actividad sobre laminina y
fibronectina, que probablemente también les sirven en el proceso de migracién

somatica.

La actividad proteolitica de los TES sobre la albumina y las IgGs de cabra fue
similar a la actividad de los TES sobre la gelatina. En éstos, se encontré una banda de
120 kDa que se podfa inhibir con Leupeptina por lo que es una serin-proteasa.
Probablemente se trata de la misma enzima que tiene actividad sobre diferentes
substratos.

El papel biologico de estas proteasas probablemente esté dirigido por un lado a
la nutricién del parésito y por otro a su migracion. La degradacién de las IgGs por los
TES probablemente contribuya a la inmunoevasién del pardsito, como ha sido sugerido
que ocurre en las larvas recién nacidas de Trichinella spiralis (Matsumoto et al., 1984).

Se ha propuesto que algunos nematodos utilizan enzimas para facilitar la
eclosion de las larvas (Rogers, 1978), por lo que en el presente trabajo se evalué la
actividad proteolitica del fluido perivitelino (PFP) para determinar si existen enzimas
durante €] proceso de la eclosion de las larvas de 7. canis. En los PFP obtenidos de la
eclosién de las larvas se detectaron tres bandas con actividad proteolitica sobre la
gelatina copolimerizada. El PM de estas bandas fue de 91, 68 y 38 kDa y a pH 5.5
(figura 14) se observd la mayor actividad proteolitica. Las enzimas del PFP se
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inhibieron con Pepstatina A (figura 15) por lo que se trata de aspartil proteasas (Birk,
1976).

Las enzimas detectadas en los PFP (aspartil-proteasas de 91, 68 y 38 kDa) son
diferentes a las detectadas en los TES (serin-proteasa de 120 kDa). Lo anterior puede
explicarse si se considera que probablemente tienen funciones diferentes. Los PFP se
encuentran denfro de los huevos y se liberan durante la eclosion por lo que muy
probablemente ayudan a ésta. Lo anterior se refuerza por el hecho de que dentro del
hospedador, la eclosién se realiza en el estbmago que tiene un pH é4cido y la mayor
actividad detectada de estas enzimas fie a pH 5.5 que esta mas cercano al pH géstrico.

En el filtrado del macerado de las larvas de T. canis (EL) considerado extracto
de larvas (EL), se detectaron dos bandas con actividad proteolitica sobre gelatina -
copolimerizada. La actividad enzimética fue mayor a pH 7.5 y el PM fue de 69 y 61
kDa, dicha actividad se inhibié con Leupeptina por lo que son serin-proteasas (Carrell
& Travis, 1985). La cantidad de estas enzimas es muy baja, puesto que no s¢ pudo
detectar actividad cuando se maceraron 10 000 larvas y esta ocurrié después de macerar
100 000 larvas de T. canis. En los EL no se pudo detectar fa banda de 120 kDa
observada en los TES, lo que sugiere que la enzima de 120 kDa, se produce a través de
una sintesis y secrecién larvaria. La funcién de las enzimas detectadas en el EL no se
estudié en este trabajo, pero posiblemente participen en los procesos fisiolégicos
internos de las larvas como la digestion de proteinas a nivel intestinal como han sido
detectadas en otros nematodos (Smith ef al., 1997). Ademés, no se observaron en los
sobrenadantes de las larvas. Otra posibilidad es que las enzimas detectadas polimericen
cuando salen de la larva y forman la banda de 120 kDa con actividad de proteasa que se
detecta en los TES, esto solo se podria comprobar con el uso de anticuerpos
monoclonales contra la enzima de 120 kDa y analizar su posible cruce antigénico con
las bandas detectadas en los EL.

Uno de los factores que se ensayd en este trabajo fue el uso del pH como

indicador en la funcién de la proteasa sobre el sustrato. Varios reportes en la literatura
muestran que el pH es fundamental para el funcionamiento de la proteasa. En este
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trabajo el pH no alterd la actividad proteolitica de los TES sobre la gelatina, albumina e
IgG de cabra pero si sobre laminana y fibronectina en donde el pH que determiné mayor
actividad fue el de 9.0. En el PFP el pH con mayor actividad fue de 5.5 y en EL de 7.5.
Esta diferencia en la actividad enzimética a distintos pH probablemente ayude a

controlar su actividad en los microambientes del parésito.

No obstante lo anterior, no siempre el pH 6ptimo de una enzima es el pH del
microambiente de los sitios de acceso hacia y dentro del hospedero. Por ejemplo, la
proteasa de la cercaria de Schistosoma mansoni, la cual penetra la piel intacta, tiene un
pH 6ptimo de 9.0 (McKerrow, et al., 1989), la larva de Trichinella spiralis secreta una
proteasa la cual tiene un pH Optimo de 7.5 (Todorova, 2000), la larva de
Trichostrongylus columbriformis secreta una enzima que tiene un pH 6ptimo de 8.0,
mientras que la proteasa de la larva de Haemonchus contortus tiene un pH 6éptimo de
7.5 (Hadas & Stankiewicz, 1997). Posiblemente, estos pH de 6ptima actividad y el lugar
de asentamiento de estos pardsitos tengan implicaciones adaptativas, los parasitos
podrian utilizar estas enzimas de manera regulada influenciadas por el ambiente para
aumentar o disminuir actividad y de esta manera por un lado le permita sobrevivir al

pardsito y por el otro lado le cause el menor dafio posible al hospedero.

El presente trabajo permitié detectar enzimas secretadas por larvas de T canis
que no se habfan reportado hasta el momento y que tienen actividad sobre laminina (81.
46 34 y 32 kDa) y fibronectina (81, 46 y 32 kDa), ademds se detecté que la enzima de
120 kDa puede utilizar como substrato ademis de la gelatina, a la albiimina e IgGs de
cabra. También se detectaron por primera vez tres bandas con actividad enzimética
sobre gelatina (91, 68 y 38 kDa) en el fluido perivitelino (PFP) de los huevos de T.
canis. Por !'Jltimo se detectaron dos nuevas bandas con actividad proteolitica sobre

gelatina (69 y 61 kDa) en los extractos de las larvas (EL) de T canis.

A manera de perspectiva, se puede plantear que en trabajos futuros se podrian
encaminar a detectar otras proteasas que tengan actividad sobre otros sustratos proteicos
de interés como la hemoglobina, entactina, elastina y otras proteinas de union celular.

Ademas, probablemente se tendrd que optar por un modelo mejorado que permita
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simular con mayor aproximacién a lo que a lo que podria estar pasando in vivo, por
ejemplo, ensayos de interaccion de las larvas con monocapas celulares o cultivos de

tejidos e inmunocitoquimica para buscar las proteasas en el paso de las larvas.
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8. CONCLUSIONES

Los TES presentaron una serin-proteasa de 120 kDa con actividad proteolitica
en geles de poliacrilamida copolimerizados con gelatina y albumina. La
actividad de la enzima no presenté variacion en la actividad a ninguno de los pH
utilizados (5.5, 7.6 y 9.0).

La serin-proteasa de 120 kDa demostré actividad sobre IgG de cabra, con mayor
acttvidad a pH de 7.6

Los PFP presentaron 3 aspartil-proteasas de 91, 68 y 38 kDa con actividad
sobre geles de poliacrilamida copolimerizados con gelatina. Estas enzimas
tuvieron mayor actividad a pH 5.5.

El EL present6 dos serin-proteasas de 61 y 69 kDa con actividad sobre geles de
poliacrilamida copolimerizados con gelatina. Estas enzimas tuvieron mayor
actividad a pH 7.6.

Los TES presentaron 4 serin-proteasas de 81, 46, 34 y 32 kDa con actividad
sobre geles de poliacrilamida copilimerizados con laminina. La mayor actividad

de estas enzimas se observé a pH 9.
Los TES presentaron 3 serin-proteasas de 81, 46 y 32 kDa con actividad sobre

geles de poliacrilamida copilimerizados con fibronectina. La mayor actividad de
estas enzimas se observo a pH 9.
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