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Resumen
Introducción. Toxocara canis es el segundo nematelminto más prevalente en perros a nivel regional y entre los tres más frecuentes en algunos 
países de la región. Debido a que la fuente de contaminación es el perro, éste se convierte en un nematodo con gran potencial zoonótico. Por esta 
razón, consideramos importante disponer de una línea celular de este helminto para el estudio de los aspectos básicos, así como para el desarrollo 
de técnicas diagnósticas.
Objetivo. Obtener una línea celular primaria a partir de huevos con embrión de T. canis. 
Métodos. Los parásitos se extrajeron del intestino delgado de perros menores de un año. Las células embrionarias se obtuvieron mediante la embriogé-
nesis de los huevos de los nematodos adultos, en cuatro diferentes medios; dos ricos en sustancias nutritivas, el tercero con formol al 1 % y el cuarto con 
agua destilada. Las células se obtuvieron mediante disociación mecánica de los huevos con embrión mediante la utilización de jeringas 30G.
Resultados. El tiempo estimado de obtención de la línea celular fue de 15 días, en los que siete eran utilizados en la embriogénesis de los huevos. 
Las células respondieron positivamente a los métodos de crioconservación luego de dos días, e inclusive dos meses después, permitiendo fases de 
replicación de cuatro pases.
Conclusiones. Se logró obtener una línea celular de T. canis a partir de huevos con embrión de este helminto. Esta línea celular ayudará al entendi-
miento de las relaciones patógenas, posibles blancos terapéuticos y para el desarrollo de métodos diagnósticos. 
Palabras clave: Toxocara canis, células embrionarias, línea celular, medios de cultivo, agua destilada.

Abstract 
Introduction: Toxocara canis is the second most prevalent nemathelminthes in dogs at regional level and among the three most frequent in some 
countries in the region. Due to the fact that the dog is the contamination source, it becomes a nematode with a high zoonotic potential, so we 
consider it important to be able to use the cell line of this helminth to study the basic aspects, as well as the development of diagnostic techniques.
Objective: To obtain a primary cell line from embryonated eggs of T.canis. 
Methods: The parasites were extracted from the small intestines of dogs under one year old. Embryonic cells were obtained by embryogenesis 
of the eggs secreted by adult worms in four different media; two were rich in nutrients, one was 1% formaldehyde, and the other was distilled 
water. The cells were obtained by mechanical dissociation of embryonated eggs using 30G needles. 
Results: The estimated time for obtaining the cell line was fifteen days, from which seven were used for egg embryogenesis. The cells responded 
positively to the cryopreservation methods after two days or even two months, allowing a replication phase with four passes.
Conclusions: We managed to obtain a cell line from T. canis embryonated eggs. This cell line will help the understanding of pathogenic relations-
hips, potential therapeutic targets and for developing diagnostic methods. 
Key words: Toxocara canis, embryonic cells, cell line, culture media, distilled water. 

Introducción

Toxocara canis se encuentra entre los primeros 
tres nematodos más prevalentes en los estudios 
llevados a cabo en perros de zonas urbanas de 
países como Perú (1, 2), Argentina (3, 4) y México 
(5), mientras que, a nivel nacional en municipios 
como Popayán (6), se encuentra en el tercer lugar. 
En los estudios hechos en Bogotá, presenta una 
prevalencia de 66,7 % en infección de cachor-
ros (6). En Popayán, Vásquez, et al., reportaron la 

presencia de T. canis en 4,3 % de una población 
canina estudiada en el 2004 (7). A nivel regional 
presenta la segunda mayor prevalencia después 
de Ancylostoma caninum (8), lo que trae consigo 
un gran potencial zoonótico (9,10). 

Los cultivos celulares han sido una de las herra-
mientas más importantes para el entendimiento 
de las relaciones que se dan entre los sistemas 
vivos y su ambiente. Además, los modelos ce-
lulares son de crucial importancia para el estu-
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dio de sistemas vivos, de aspectos metabólicos, 
genéticos, estructurales y fisiológicos, así como 
para dilucidar procesos de diferenciación e in-
teracción celular, estudios de toxicidad y de me-
canismos de acción de medicamentos; también, 
en la comprensión de los sistemas inmunológi-
cos y patógenos que, por ende, permiten hallar 
blancos terapéuticos. Otras aplicaciones son el 
estudio de las vías de invasión y diseminación de 
bacterias, hongos y virus (11). 

Debe también recordarse que las líneas celula-
res pueden ser muy específicas y sólo permitir el 
crecimiento de determinados elementos, como 
en el caso de las células de Aedes albopictus 
(C6/C36) y Aedes pseudoscutellaris (AP-61), que 
permiten, exclusivamente, el cultivo del virus 
del dengue (12); de igual forma, pueden ser muy 
versátiles y permitir el crecimiento de múltiples 
organismos, como en el caso de las células Vero. 

Se han establecido pocas líneas celulares de-
rivadas de nematodos, como las del fitopatóge-
no del tomate, Meloidogyne incognita (13), Cae-
norhabditis elegans, nematodo de vida libre no 
patógeno (14), y de platelmintos como Echinococ-
cus granulosus (15) y Echinococcus multilocularis 
(16). El establecimiento de las líneas celulares de 
estos nematodos se utilizó para el entendimien-
to de las relaciones entre organismo patógeno 
y huésped, así como para determinar posibles 
blancos terapéuticos (17).

La finalidad de este estudio fue establecer una 
línea celular primaria de células de T. canis, lo que 
permitirá establecer en el futuro un modelo de 
estudio sobre este nematodo y entender los me-
canismos moleculares de acción patógena y de-
terminar las vías de interacción inmunológica y, 
posteriormente, posibles blancos terapéuticos.

Materiales y métodos

Obtención de los parásitos adultos. La obten-
ción de los parásitos se efectuó a partir de los 
intestinos de perros sacrificados en el Centro de 
Zoonosis de la Secretaría de Salud de Armenia, 
como parte de la estrategia de control de ani-
males callejeros. 

Los perros se sacrificaron por sobredosis de 
anestésicos, después de lo cual se procedió a di-
secar la cavidad abdominal y extirpar el intesti-
no delgado, el cual fue llevado al laboratorio del 
Centro de Investigaciones Biomédicas de la Uni-
versidad del Quindío, manteniendo la cadena de 
frío. Una vez en las instalaciones del Centro de 
Investigaciones Biomédicas, se procedió a la ex-
tracción de los adultos de T. canis, los cuales se 
lavaron con solución salina al 0,1 %, hasta que se 
hubiera observado la solución transparente. De 
los adultos obtenidos, se identificaron las hem-
bras de las cuales se obtuvieron los huevos.

Obtención de los huevos. Después de los la-
vados antes descritos, los adultos se mantu-
vieron en cajas de Petri, con medio de cultivo 
compuesto por lactato de Ringer USP (Harman), 
RPMI 1640 (Sigma, USA) al 10 % (v/v) y antibió-
ticos antifúngicos (ATM: 10.000 unidades/ml de 
penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina, 25 μg/
ml de anfotericina B. Sigma, USA) (18) y se incu-
baron a 37 ºC. El volumen del medio se mantuvo 
constante, lo que permitió la viabilidad de los 
adultos durante dos semanas. 

Durante este tiempo, el medio de cultivo en el 
que las hembras adultas eliminaban los huevos 
se recuperó cada dos días y se almacenó en tubos 
cónicos con tapa rosca de 50 ml y se conservó a 4 
°C. Se utilizó esta técnica en lugar de la disección 
de las hembras, para evitar contaminaciones po-
tenciales con células de diferentes tejidos de los 
adultos. A partir del sedimento, se recuperaron 
los huevos, que se conservaron en agua destilada 
estéril hasta el momento de su utilización (19).

Embriogénesis de huevos. Se utilizaron cua-
tro métodos tratando de establecer las mejores 
condiciones para el desarrollo de la embriogé-
nesis del huevo en el menor tiempo. Todos los 
medios de embriogénesis se tamizaron previa-
mente, utilizando filtros de 13 mm con poros de 
0,2 µm (tabla 1).
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Tabla 1. Resumen de los cuatro tipos de medios utilizados para la obtención de células embrionarias 
de Toxocara Canis. Se relaciona contaminación con el tiempo de formación del embrión. Los medios 
se mantenían hasta observar formación del embrión o contaminación del medio.

Medios 
utilizados

Composición
Contaminación/ 

tiempo
EMBRIONACIÓN/ 

tiempo

Medio 1 44 ml de medio RPMI 1640, 5 ml 
de suero fetal equino, 500 µl de 
L-glutamina y 500 µl de ATM

Sí, en 7 días No

Medio 2 44 ml de lactato de Ringer, 500 µl de 
ATM y 1,5 ml de medio RPMI 1640 
a 1X

Sí, cerca de los 
20 días

Sí, en 20 días

Medio 3 14,6 ml de agua destilada, 400 µl de 
formaldehído al 37 %

No Sí, en 20 días

Medio 4 Agua estéril No Sí, en 7 días

Obtención y siembra de las células. Después 
de que los huevos fértiles tenían larvas en su in-
terior, se pusieron en una caja de Petri con tam-
pón de fosfato salino de pH 7,0, se maceraron 
con una laminilla de vidrio y, posteriormente, se 
pasó la solución obtenida diez veces por agujas 
30G (0,40 mm). La ruptura de los huevos se con-
firmó microscópicamente. Cuando esto se logró, 
se pasó toda la suspensión de la caja de Petri a 
tubos cónicos de 15 ml y se centrifugó a 107g 
en una centrífuga Heraeus Megafuge 11R®, por 
tres minutos; luego se eliminó el sobrenadante y 
el precipitado se suspendió nuevamente en me-
dio de cultivo RPMI 1640 Sigma con suplemento 
de suero fetal equino (SFE) y ATM (10.000 uni-
dades/ml de penicilina, 10 mg/ml de estrepto-
micina, 25 μg/ml de anfotericina B (Sigma, USA). 
Las células obtenidas se sembraron en placa de 
96 pozos Cultivo Celular Falcon™; las placas se 
incubaron a 37 oC y se hicieron observaciones 
diarias en el microscopio invertido para determi-
nar el estado de la células obtenidas.

Pruebas de esterilidad microbiológica. Para de-
terminar la presencia de bacterias contaminantes, 
los medios y las células obtenidas se sometieron a 
cultivo en agar MacConkey y Sabouraud.

Coloración de Wright y esterilidad de cultivos. 
Las células obtenidas en cultivo, se tiñeron con la 
coloración de Wright, que permite observar estruc-
turas diferenciales de células eucariontes, como el 

núcleo, y diferenciar dichas estructuras de otros mi-
croorganismos que puedan crecer en el medio.

Criopreservación y descongelación. Las célu-
las obtenidas mediante cultivo se sometieron a 
crioconservación, siguiendo los procedimientos 
clásicos descritos para esta técnica; las células se 
ajustaron a una concentración de 1 x 106 /ml y 
se preparó la solución de congelación [DMSO 
al 10% (v/v), SBF al 50% (v/v), diluidos en RPMI 
1640, ATM 1X (10.000 unidades/ml de penicilina, 
10 mg/ml de estreptomicina, 25 μg/ml de anfo-
tericina B (Sigma, USA))].

Las células se congelaron por dos días, después 
de lo cual se determinó su resistencia a este pro-
cedimiento. Para ello, se tomó uno de los viales 
congelados, el que se resuspendió en medio de 
crecimiento celular (previamente descongela-
do a temperatura ambiente); posteriormente se 
centrifugó por tres minutos para sedimentar las 
células y eliminar la solución de congelación. Se 
tomaron las células y se completó el volumen 
con 1,5 ml de medio de cultivo celular y se co-
locaron 200 µl de la suspensión de células por 
pozo en una caja de cultivo de 96 pozos (20). 

Curva de crecimiento. El número de células 
obtenidas en los cultivos se determinó median-
te conteo en cámara de Neubauer Boeco (Prof. 
0,100 mm); igualmente, se determinó el porcen-
taje de viabilidad con azul de tripano.
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Se contaron las células durante el tiempo que 
permanecieron vivas. De esta manera, se conta-
ron las células cada cuatro horas por cuatro días, 
cada ocho horas durante los siguientes 12 días, 
y cada 24 horas durante los 15 días siguientes, 
dando un total de 31 días. En total, se hicieron 
cuatro fases de replicación. 

Determinación de la curva de cinética de cre-
cimiento. Para determinar el crecimiento de las 
células obtenidas, se tomaron muestras de los 
cultivos con pipetas y descargas para el despren-
dimiento de las células, procedimiento realizado, 
en promedio, cada 18 horas durante los 28 días 
que las células permanecieron vivas. Se contaron 
las células por ml y se calculó el porcentaje de 
viabilidad en cada una de las muestras. Con los 
datos obtenidos se elaboró una gráfica: en el eje 
X se registraron las horas del cultivo al momento 
de la toma de la muestra, y en el eje Y se registró 
el número total de células vivas.

Resultados

Embriogénesis de los huevos. Con el medio 1 
de embriogénesis, el día séptimo se presentó 
contaminación de los pozos y se formaron preci-
pitados blancos. Debido a los resultados obteni-
dos con el medio 1, se procedió a retirar los hue-
vos de los pozos y poner los que no se habían 
desarrollado en el medio 2, con lo cual se buscó 
reducir los posibles contaminantes y favorecer 
un desarrollo rápido de los huevos (tabla 1).

Los huevos se mantuvieron en el medio 2 y su 
embriogénesis se revisó diariamente. Transcu-
rridos siete días (tiempo de contaminación del 
medio 1) después del cambio de medio, los 
huevos no presentaron desarrollo embriológi-
co; no obstante, se dejaron los huevos en este 
medio hasta permitir su desarrollo. Sin embar-
go, el medio 2 también presentó problemas de 
contaminación cerca del día 20, después de los 
cuales se observó que las larvas de T. canis ha-
bían desarrollado embrión. Durante este tiem-
po, se produjeron nuevamente los precipitados 
blancos que contaminaron reiteradamente los 
pozos. Después de esto, se decidió no continuar 

con este medio de embriogénesis, ya que no se 
reducían las probabilidades de contaminación. 
La embriogénesis con medio 3 permitió el de-
sarrollo de los embriones cerca del día 22, tal 
cual lo referencia la literatura. La embriogénesis 
con el medio 4 permitió el desarrollo de los em-
briones hasta etapas previas a la formación de la 
larva definitiva en seis días, sin observarse con-
taminación de los contenidos. En la tabla 1 se 
resumen los medios utilizados y su efectividad, 
y en la figura 1, el desarrollo embriológico de la 
larva de T. canis en este estudio.

Obtención de las células para cultivo y este-
rilidad. La obtención de las células mediante la 
ruptura de los huevos se siguió microscópica-
mente. De las células obtenidas, un gran número 
presentaban conformación y diámetro similares. 
No obstante, se apreciaron células grandes, lo 
que conformaba un tipo celular mixto.

Figura 1. Incubación en agua estéril. Secuencia de formación del 
embrión obtenida en siete días de incubación en agua estéril. .Las 
células se pueden obtener desde la cuarta etapa hasta la séptima 
etapa de formación del embrión, en la que las células aún se 
encuentran en etapas previas a la formación de la larva diferenciada. 
Algunas etapas embriológicas pueden aparecer tempranamente. 
Microscopio invertido Olympus CK2®, 400X.

Día siete. Liberación 
de la larva.

Día uno.  
Cigoto.

Día dos. Dos 
blastomenos.

Día tres. Cinco 
blastomeros.

Día cuatro.  
Mórula.

Día cuatro. 
Diez a catorce 
blastomeros.

Día cinco.  
Blástula.

Día cinco. 
Organogénesis.

Día seis. Larva 
definitiva.
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Con la coloración de Wright se observaron es-
tructuras específicas de las células eucariotas, 
como el núcleo (figura 2D), con lo que se escla-
rece la constitución del cultivo de células y no de 
otros organismos. 

Las pruebas realizadas en agar MacConkey y 
agar Sabouraud demostraron esterilidad com-
pleta, ya que no se registró crecimiento de nin-
gún microorganismo. 

Pasados 10 días, se observó una monocapa del 
cultivo en todo el pozo, conformada por células 
de un diámetro similar y raramente células gran-
des (figura 2E), de la que se tomaron células para 
practicar la crioconservación. 

Curva de crecimiento. Se contaron las células 
durante el tiempo que permanecieron vivas (28 
días/672 horas). De esta manera, se contaron las 
células en un promedio de 18 horas en 37 con-
teos, luego de los cuales se obtuvo una gráfica 
en la que se esquematizó el número de células 
durante las horas (figura 3).

Criopreservación y fase de replicación. Se 
contaron las células para determinar la canti-
dad de células vivas luego de la descongelación 
dos días después y, también, dos meses des-

pués, y se encontró una tasa alta de viabilidad 
(6’150.000/6’345.000=97 %).

La fase exponencial de crecimiento se inició cer-
ca de las 30 horas, con una tasa de reproducción 
o de doblaje de células en un promedio de 32 
horas, la cual culminó cerca de las 200 horas, 
luego de las cuales existía una pequeña entre 55 
y 60 millones de células por ml. Esta fase duró 
entre las 200 y 384 horas; posteriormente, se 
presentó el declive hasta la fase total de muerte, 
cerca de las 672 horas (figura 3).

Se tomaron cerca de tres millones de células re-
suspendidas y se colocaron en cinco pozos, para 
determinar simultáneamente la capacidad de re-
plicación. El primer pase logró la monocapa en 
cerca de 11 días, con un valor aproximado de 
39 millones de células, momento en el cual se 
hizo el siguiente pase, tomando del primer pozo 
un valor aproximado de 11 millones de células, 
los cuales necesitaron siete días para alcanzar 
la monocapa. De esta manera, se completaron 
dos pases más, para un total de cuatro pases. No 
obstante, el cuarto pase no logró la monocapa 
en el tiempo estimado según la curva de cre-
cimiento, incluso al dejarlas incubadas mucho 
más tiempo (figura 3).

Figura 2. Obtención celular y cultivo. A. Se observa la ruptura de los huevos y la consecuente salida de las células. Comprobación microscópica de ruptura 
de huevos. B. Ampliación de salida de células del huevo roto. C. Cultivo de células en las primeras 16 horas de incubación. Las flechas indican las células 
obtenidas. D. Muestra el resultado de la coloración de Wright; la flecha señala la existencia de núcleo en las células del cultivo. E. Monocapa de cultivo de 
células de Toxocara canis, luego de 10 días; se conforma por células con diámetro similar. Las flechas indican las células de mayor diámetro. Eel campo se 
llena con células más pequeñas de igual diámetro.  Microscopio invertido Olympus CK2®

2A. Ruptura de huevos 
embrionados. Objetivo 
4X

2B. Salida de células de 
huevos. Objetivo 40x

2C. Cultivo de células 
primeras 16 horas. 
Objetivo 10x

2D. Célula coloreada con 
wright. Objetivo 40x

2E. Monocapa luego de 
10 días cultivo. Objetivo 
4x
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Discusión

En el presente estudio se logró obtener un cul-
tivo celular primario de células del helminto T. 
canis. Se pudo establecer el cultivo en tiempo 
estimado de 15 a 17 días, incluidos los siete 
días de embriogénesis. Los medios utilizados 
para el desarrollo del embrión se utilizaron 
paulatinamente. Los medios 1 y 2 los forma-
mos nosotros mismos, pensando que ofrece-
rían las mejores condiciones para el desarrollo. 
No obstante, estos presentaron fallas, ya que 
fueron fácilmente aprovechados por otros mi-
croorganismos oportunistas, tales como hon-
gos y bacterias, debido a la gran concentración 
de sustancias nutritivas. 

El medio 3 es el método estandarizado para la 
obtención de las larvas, tal y como lo referencian 
algunos autores (17), y en algunos casos, ácido sul-
fúrico 1N (18), ambos con la intención de reducir 
las variables de contaminación (17). Sin embargo, 
la utilización de formol como medio de embrio-
génesis de los parásitos, trae consigo una demo-
ra en el desarrollo del embrión (en comparación 
con el agua estéril). No obstante, no se reduce 
en su totalidad, ya que en este estudio se obtuvo 
la embriogénesis en 23 días. Además, estudios 
hechos en Brasil sobre la acción de algunas sus-
tancias en la embriogénesis de este tipo de pará-
sitos, así lo demuestran (19). 

La utilización de agua destilada como medio de 
embriogénesis se decidió al analizar el estudio 
de Lara, et al. (21), en el que utilizaron diferentes 
medios para la embriogénesis de los huevos de 
Ascaris lumbricoides. De ellos, los de mejor com-
portamiento para tal fin fueron: alquil-dimetil-
bencil cloruro de amonio, hipoclorito de sodio, 
hidróxido de sodio, cloruro de sodio, y solución 
de aldehído fórmico al 40 %. Todas estas solu-
ciones son utilizadas como desinfectantes, ger-
micidas y bactericidas. Con esto se interpreta 
que estas sustancias no ofrecen ningún tipo de 
alimentación ni soporte fisiológico a los huevos y 
que los huevos poseen los nutrientes necesarios 
para su desarrollo. Asimismo, al igual que estas 
sustancias, el agua no contribuye en procesos 
fisiológicos ni evita la utilización de protocolos 
para la limpieza de los huevos para la posterior 
obtención de células embrionarias, como sí ocu-
rre cuando se utiliza formol como medio de culti-
vo; en éste, después de desarrollarse el embrión, 
los huevos deben lavarse, ya que los restos son 
tóxicos para las células y las larvas.

En cuanto a los tiempos de embriogénesis, es-
tos variaron radicalmente, ya que los protoco-
los que utilizan formol como medio de cultivo, 
sugieren que los huevos deben estar entre 20 y 
30 días en incubación. Esto produce demora en 
las pruebas. La obtención de los embriones en 
sólo siete días con la utilización de agua desti-
lada, facilita la labor en este campo. En cuanto 
a la obtención de las células, se sugiere esperar 
entre el día 6 y 7, ya que durante este tiempo el 
huevo se ha preparado para salida de la larva. 
Esto facilita la ruptura de los huevos y la obten-
ción de las células.

Sobre el medio de cultivo celular utilizado en este 
estudio, cabe decir que se debió utilizar antibiótico 
antifúngico, al igual que para Echinococcus multilo-
cularis, ya que al suprimir dicho elemento se expo-
nía a un grado de contaminación que, posiblemen-
te, reduciría la proliferación celular. No obstante, sí 
difiere en que el cultivo de E. multilocularis necesitó 
atmosfera de CO2 y otros suplementos para desa-

Figura 3. Curva de crecimiento celular. Se observa el número de 
células (millones) por ml, en promedio por día. La fase exponencial 
se inicia cerca de las 30 horas hasta las 200, la meseta desde 200 a 
384 horas, y el declive y muerte hasta las 672 horas.
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rrollar el cultivo. El utilizado en este estudio necesitó 
menos suplementos, haciéndolo un medio de cultivo 
más económico y sencillo de mantener (22).

La obtención de las células fue más rápida en 
comparación con otros tipos de cultivos celu-
lares, ya que la maceración de los huevos con 
embrión evitó la utilización de enzimas para ob-
tener las células cuando se parte de un organis-
mo completo o de un tejido. De esta manera, se 
ahorra un paso en los protocolos convenciona-
les en la obtención de células para la creación de 
este tipo de cultivo celular. En las figuras 2A y 2B 
se muestra la liberación de las células luego de 
la ruptura de los huevos.

La curva de crecimiento presentó tres fases de 
desarrollo, de las cuales, la primera (exponencial) 
fue la más clara. La meseta tuvo desde su inicio 
algunos altibajos que se pueden atribuir a los 
cambios de medio de cultivo que se hacían cada 
200 horas (figura 3). Las células respondieron exi-
tosamente luego de la crioconservación, ya que 
los lotes de dos días de conservación proliferaron 
y continuaron su proceso de división permitiendo 
llevar a cabo la fase de replicación, la que produjo 
hasta cuatro pases, después de los cuales las célu-
las perdieron su capacidad de reproducción. Esto 
mismo se observó, inclusive, con lotes de conge-
lación puestos a prueba dos meses después. Es-
tos datos presentan diferencias con respecto a los 
cultivos celulares de E. multilocularis, en los que 
las células han permitido hasta 90 pases (6). Estos 
resultados hicieron que el trabajo con este tipo 
de cultivo se utilizara para tiempos cortos.

El presente trabajo abre las posibilidades de 
contar con una nueva metodología in vitro que 
facilita el estudio en el área de pruebas diagnós-
ticas (18), así como el de los antihelmínticos. 
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