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Resumen

Martin, U.O.; Cordani, F.M.; Demonte, M.A.; Pepino, S.; Garcia, L.D.: Hacia un con-
trol inmunolégico de la toxocariasis: inmunoproteccion en canes con antigenos de Toxo-
cara canis. Rev. vet. 27: 1, 28-31, 2016. Tanto en perros como en seres humanos la toxoca-
riasis se controla con el uso de drogas antiparasitarias. Su continuo uso produce resistencia
en el hospedero. El perro es fundamental en la contaminacion del ambiente con huevos de
Toxocara canis y posterior transmision accidental de ellos al hombre. Interrumpir la cade-
na epidemiologica de transmision es primordial. En este ensayo preliminar se investigo la
inmunoproteccion en canes con antigenos de 7. canis. Se inocularon cinco perros: dos (una
hembra y un macho) con antigenos de excrecion-secrecion, dos hembras con antigenos es-
condidos y un macho destinado como control. A los 15 dias de la segunda dosis, todos los
animales fueron infectados con 500 huevos larvados de T. canis. A los 25 dias los perros
fueron desparasitados, registrandose la carga parasitaria como indicador de efectividad de la
inoculacion. Todos mostraron huevos en el dia 25 post desafio y la posterior negativizacion
a los 20 dias en los inmunizados. En el perro control, la cantidad de huevos fue mayor en el
dia 25 post desafio que en los animales del grupo experimental y aument6 aun mas en los
dias posteriores. Estos resultados iniciales permiten estimular los estudios de seleccion de
antigenos e inmunoproteccion con miras a la obtencion de un sistema vacunal para canes.
La bibliografia internacional no muestra experiencias similares en la unidad 7. canis-perro.
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Abstract

Martin, U.O.; Cordani, F.M.; Demonte, M.A.; Pepino, S.; Garcia, L.D.: Towards an
immunological control of the toxocariasis: dogs’ immunoprotection with Toxocara canis
antigens. Rev. vet. 27: 1, 28-31, 2016. In dogs and humans toxocariasis is controlled with the
use of antiparasitic drugs. Its continued use generates resistance in the parasite. The dog is
crucial in the environmental contamination with Toxocara canis eggs and subsequent ac-
cidental human transmission. Interrupting the epidemiological chain of transmission is fun-
damental. In this preliminary study, immunoprotection is investigated in dogs with 7. canis
antigens. For this purpose, five dogs were inoculated: two (one female and one male) with
excretory-secretory antigens and two (females) with hidden antigens. A male was intended
as a control. At 15 days after the second dose, all animals were challenged with 500 7. canis
larvated eggs. At 25 days dogs were dewormed, and parasite loads were registered as indica-
tor of effectiveness of the inoculation. All the animals showed eggs at day 25 post challenge
and the subsequent negative result after 20 days in immunized dogs. In the control dog the
number of eggs was higher on day 25 post challenge compared to experimental animals, be-
ing even higher in the following days. These initial results encourage studies for the selection
of antigens and immune protection as preliminary tests in order to develop a vaccination
protocol for dogs. No previous references regarding these types of assays were found in the
scientific literature.
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INTRODUCCION

Las helmintiasis infectan a mas de 700 millones
de seres humanos en forma cronica y son considera-
das como las mas importantes de las enfermedades
desatendidas y las segundas infecciones parasitarias
después de la malaria '°. Estas parasitosis a menudo
causan sintomatologias muy severas en los nifios, en
especial en poblaciones vulnerables .

Los datos mundiales de seroprevalencia de Toxoca-
ra canis en seres humanos muestran valores que van de
1,6 hasta 92,8%. En Argentina se reportaron porcenta-
jes de 37,9% en una poblacion infantil de la ciudad de
Resistencia ?; 39% en poblacion infantil de clinicas y
hospitales de la ciudad de La Plata *'; 22,1% en dadores
de sangre de la ciudad de Gualeguaychu '; 38,9% en
una poblacion adulta sana de la ciudad de Resistencia *;
23% en poblacion rural de General Mansilla, Provincia
de Buenos Aires 7; y 61,5% en nifios carenciados de
edad escolar en Corrientes .

El diagnostico, al igual que los estudios seroepide-
miologicos, se realizan mediante la deteccion de anti-
cuerpos anti-7. canis en sangre. La técnica de eleccion,
el test de ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay), utiliza como antigeno los productos de excre-
cion-secrecion de larvas de segundo estadio (TES) 8
mantenidas en un medio de cultivo libre de proteinas.

La cadena epidemiologica de esta parasitosis de-
muestra la importancia del perro en la transmision de la
infeccion al ser humano. El control quimico a base de
drogas antihelminticas es la medida mas adecuada en
el control de T canis en seres humanos y canes aunque
diferentes trabajos demuestran que luego de varias des-
parasitaciones se produce resistencia al antihelmintico
utilizado 22,

Estos hechos ponen en evidencia la necesidad de
desarrollar nuevos y mas apropiados procedimientos
de control, previniendo la infecciéon ' . Un ejemplo de
ello podria ser la implementacion futura de un sistema
de vacunacion en perros. Como estudio previo a la in-
munoproteccion, es fundamental identificar los antige-
nos a ser utilizados.

Diferentes autores han publicado experiencias de
inmunoproteccion con 7. canis en animales de experi-
mentacion " *® | pero ninguno fue realizado en canes.
En los ultimos afios se han obtenido progresos en el
clonado y la expresion de antigenos protectivos de una
gran cantidad de parasitos, varias de estas experiencias
han fallado al no estimular niveles adecuados de inmu-
nidad en las pruebas realizadas. La evaluacion de la efi-
cacia de inmunoproteccion fue realizada a través de la
investigacion de parasitos en materia fecal de animales
inmunizados y controles '* 3.

El hospedero que recibe la dosis infectiva y su sis-
tema inmune, son variables importantes en la eficacia
del procedimiento, como también la dosis, la via de
inoculacion y la utilizacion de ciertos adyuvantes que
potencian la respuesta inmune *°. Los TES son anti-
genos asociados a la superficie larval y secretados por

larvas de estadios Larva 2 de T.canis y los antigenos
escondidos u ocultos pertenecen a la estructura intes-
tinal interna del parasito y son complejos de antigenos
que no son expuestos al sistema inmune del hospedero
en su ciclo de vida.

Los antigenos TES han sido postulados como can-
didatos vacunales ', aunque los antigenos ocultos o
escondidos podrian ser una mejor alternativa ', inclu-
so existen investigadores que proponen la utilizacion
de dos antigenos o complejos antigénicos como una
alternativa positiva ¢. No existen trabajos publicados
realizados en la unidad de analisis 7. canis-perro °.
Tampoco una hipotesis inmunolégica que sustente la
actuacion de los antigenos escondidos en inmunopro-
teccion '%o investigue antigenos naturales .

El objetivo de este trabajo fue realizar un ensayo
inicial de inmunoproteccion a 7. canis en perros, uti-
lizando antigenos de excrecion-secrecion y antigenos
escondidos.

MATERIAL Y METODOS

Animales hospederos definitivos. Para realizar las
pruebas de inmunoproteccion se seleccionaron cinco
canes mestizos de 60 dias '*, tres hembras y dos ma-
chos, previamente desparasitados. Los perros se man-
tuvieron en caniles y recibieron asistencia veterinaria
clinica y cardiologica continua.

Pardsitos y antigenos. Se utilizaron forma adultas
de T.canis recolectadas de deposiciones de canes de la
zona o extraidas por tratamiento antiparasitario. Los
huevos obtenidos de las hembras adultas se mantuvie-
ron 30 dias en solucion fisiologica formolada para que
larven ® . Luego fueron lavados con solucion fisiologica
estéril (SFE) y se mantuvieron en medio RPMI-1640
(ICN Biomedicals Inc., Ohio, EEUU). En este periodo
los complejos antigénicos fueron extraidos del sobre-
nadante de cultivo de larvas. Se ensayaron dos inmu-
noégenos: los que contenian antigenos de excrecion-
secrecion '® y los que incluian antigenos escondidos u
ocultos ". De las hembras adultas extraidas del medio
RPMI-1640 donde se mantenian, fueron seleccionadas
aquéllas con mas de 9 centimetros de longitud y fueron
utilizadas para la preparacion de TES de acuerdo a una
técnica cldsica ®. Entre los adultos machos, fueron con-
siderados aquéllos menores de 6 centimetros de largo,
utilizando su intestino para producir AE.

Inmundégenos. Fueron preparados como complejos
antigénicos TES, para las inoculaciones en dos canes
(hembra y macho) y complejos AE de T.canis, a ser
inoculados en dos hembras. Ambos poseian adyuvan-
te completo de Freund (ACF) e hidroxido de aluminio
(HA) como adyuvantes.

Inmunizacion. Se inocularon dos perros con anti-
genos TES, una hembra de 2,1 kg (perro N° 1) y un
macho de 2,1 kg (perro N° 2). Otras dos hembras (de
1,9 y 2,18 kg) se inocularon con AE (perros N° 3 y N°
4 respectivamente). Un perro macho de 1,9 kg oper6
como control (perro N° 5). La inoculacion se realizé en
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los cuartos delanteros utilizando la via intramuscular.
En los canes 1 y 2 la primera dosis del inmunogeno se
compuso de 0,5 ml de ACF, 0,5 ml de HA y 1 ml de
antigeno TES de concentracion 36 pg/ml (vol. total =2
ml). La segunda dosis se compuso de 0,5 ml de adyu-
vante incompleto de Freund (AIF), 0,5 mlde HAy 1 ml
de antigeno TES de concentracion 36 pg/ml (vol. total
=2 ml). Los canes 3 y 4, fueron inmunizados con AE.
La primera dosis de inmunogeno se compuso de 0,5 ml
de ACF, 0,5 ml de HA y 1,0 ml de AE de concentracion
366,3 pg/ml. La segunda dosis contenia 0,5 ml de AIF,
0,5 ml de HA y 1,0 ml de AE, de concentracion 366,3
pg/ml. (vol. total = 2 ml). El animal 5 se inmunizé con
una primera dosis de 0,5 ml de AFC, 0,5 mlde HA y 1
ml de SFE. La segunda dosis se compuso de 0,5 ml de
AFI, 0,5 ml de HA y 1 ml de SFE.

Infeccion. A los 15 dias de la ultima inoculacion, a
través de una canula introducida por el hocico, se depo-
sitaron en el estomago 500 huevos larvados de T.canis
suspendidos en SFE.

Recuentos de huevos de T.canis en materia fecal.
Se realizaron a los 25 dias de la segunda inmunizacion
y una vez cumplido el ciclo parasitario. Se emplearon
dos procedimientos: a) la técnica de McMaster para
examen microscopico de suspension fecal en solucion
sobresaturada de cloruro de sodio (recuento de huevos
y célculo de huevos por gramo de heces (hpg); b) el
método de Wisconsin modificado, basado en la centri-
fugacion-flotacion-sedimentacion de muestras de ma-
teria fecal de canes en una solucion sobresaturada de
azucar. La cronologia de los procedimientos realizados
se resumen en Tabla 1.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 2 se consigna el nimero de huevos por
gramo de material fecal obtenido por microscopia 6p-
tica, utilizando para todas las muestras la misma can-
tidad de heces en un mismo volumen de las soluciones
empleadas.

No se observo presencia de parasitos adultos en los
animales estudiados. Los cachorros acusaban dolor en
el lugar de la primera inoculacion, sin presentar decai-
miento. No se observaron sintomas asociados al recha-
zo de vacuna ni efectos adversos. En el perro control la
cantidad de huevos hallada fue importante en el dia 115
y sigui6é aumentando significativamente hasta el dia 123.

Todos los animales inmunizados mostraron huevos
de T canis en el dia 115 pero no en el dia 123. La perra
nimero 4, inmunizada con AE, elimin6 huevos en los
primeros dias y en el dia 115, para luego disminuir has-
ta alcanzar escasa cantidad, sin llegar a negativizarse
como los demas. La negativizacion de huevos hallada
en el dia 123 en los perros 1 y 2 inmunizados con TES,
y en el animal 3 inmunizado con AE, ademas de la dis-
minucion marcada de huevos en la hembra 4, indica-
rian resultados de eficacia que contribuyen a considerar
una perspectiva futura alentadora para los fines perse-
guidos en este trabajo.

Tabla 1. Cronograma del protocolo de inmunizacion.

edad actividad

60 dias 1* dosis: TES 36ug/ml (perros 1y 2) 6
AE 366,3 pg/ml (perros 3 y 4)

75 dias 2% dosis: TES 36pg/ml (perros 1y 2) 6
AE 366,3 ug/ml (perros 3 y 4)

90 dias blsqueda de parasitos

91 dias infeccion-desafio con 500 huevos larvados de
T. canis

115 dias  control de huevos en materia fecal

123 dias  desparasitacion, conteo de huevos en heces,

extraccion de sangre

TES: antigenos de excrecion-secrecion. AE: antigeno escon-
dido.

Tabla 2. Recuento de huevos en materia fecal de ca-
nes, pre y post desafio.

dias 0-60 dia 115 dia 123
(pre-infeccion) post-infeccion post-infeccion
perro Wisconsin Wisconsin Wisconsin
McMaster McMaster McMaster
1 0 0 93 190 0 0
2 0 0 55 98 0 0
3 0 0 10 30 0 0
4 52 100 90 200 8 90
5 0 0 54 80 110 240

Perros 1 y 2: inmunizados con TES. Perros 3 y 4: inmuniza-
dos con AE. Perro: 5 control.

Pareceria ser que ante la inmunizacion, la respues-
ta inmune no actiia inmediatamente sino después de
unos dias, como lo demuestra la observacion del dia
115 con parasitos y el dia 123 sin ellos. Es posible que
la vacunacion sea mas efectiva si se realiza una primera
dosis en animales de tres meses de edad, con un siste-
ma inmune mas desarrollado, mejorando asi la respues-
ta, como aseveran otros investigadores 2.

Otra consideracion a tener en cuenta es que el com-
puto de huevos no es un parametro exacto, no obstante
lo cual permite evidenciar el efecto biologico del ensa-
yo. Con respecto al sexo de los animales utilizados, las
hembras mostraron una mayor resistencia en compara-
cion con los machos, quizas por la defensa de la descen-
dencia involucrada en la naturaleza de la procreacion
propia de este sexo ° .

El uso de adyuvantes podria ser optimizado a los fi-
nes de que las inoculaciones no provoquen molestias en
los hospederos. El nimero de animales utilizados para
este estudio fue considerado a partir de comparaciones
con avanzados grupos de investigacién ¥ No existen
comunicaciones sobre experiencias de inmunoprotec-
cion en este sistema 7. canis-perro 1.

Estos resultados previos permiten vislumbrar una
futura inmunoproteccion capaz de acrecentar los recur-
sos de la salud publica, dada la inexistencia de vacunas
efectivas para proteger animales y seres humanos de
esta infeccion helmintica.
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