o3z

T g UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
B e PR DE MEXICO /

4

FACULTAD DE CIENCIAS

Efecto del extracto del fruto de Bromelia pinguin sobre la cuticula
de Toxocara canis, estudio in vitro

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
BI OL OG A

P R E S E N T A

Perla Maria del Carmen/Acevedo Ramirez

) R
DIRECTORA DE ARTHaA PONCE MACOTELA
SUEERTe

S
= 924
[ ==
I"CULT/:JZEEI'CWNCIAS TAz];)O‘gB CIENCL- CON
FAggéch ESCOLAR -~ TESIS .
FALLA DE ORIG

(




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



PAGINACION
DISCONTINUA




Gia\' >
§5¢§$404;<D
VMIVERADAD NACKONAL

AVINMA DI
Mizteo

DRA. MARIA DE LOURDES ESTEVA PERALTA
Jefa de la Divisién de Estudios Profesionales de Ia
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a8 usted que hemos revisado el trabajo escrito:

"Efecto del extracto del fruto de Bromelia pinguin sobre la cuticula de
Toxocara canis, estudio in vitro".

realizado por ACEVEDO RAMIREZ PERLA MARIA DEL CARMEN

con ntimero de cuenta pg510974-7 , Quien cubri6 los créditos de la carrera de:

BIOLOGIA
Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Atentamente

Director de Tesis -
Propietario DRA. MARTHA PONCE MACOTELA
s

BIOL. MARIO NOE MARTINEZ GORDILLO
. 1
M. en C. ANGELICA GONZALEZ MAC LM‘«“—’qﬂ'g’ig Ve

en C. MARIA BERENIT MENDOZA GARFIAS

Suplente M.
Suplente DR. GUILLERMO SALGADO MA%&\M /5 ! Q;Q\Sg Q=

PACULTAD DE TN DECTENCIAS

Propietario

Propietario

et A ON

| 51L& DE ORIGEN




Agradecimientos

A mi Mamd :
Por tu apoyo incondicional en todos los aspectos, tu confianza y comprensidn que me has
dado siempre que [a necesito, GRACIAS, por que sin ti no lo fubiera logrado.

A miPapd :
Por tu apoyo y por ayudarme a demostrar que puedo lograr lo que quiero.

A LOS DOS Gracias por su paciencia.

A David y Fabidn :
Por alentarme y permitirme ser parte de ustedes. Espero no ser un mal ejemplp.

A [a Familia Cuevas De Leon :
Que siempre fia sido mi segunda_familia, me fian dado su apoyo, amistad y siempre estdn
cuando las necesito, en especial a Rosa, Tere, Ana y Felipe Aldana.

A todos mis tios, tas y primas (0s) :
Que siempre me fian animado para sequir adelante.
Yuli, gracias por tu ayuda.

A i Pueblo-Senda-Universum :

Sofia, Gaby, Isabel, Liliana, Lidia, Katy, Maribel, Noé, Leonardo y Roberto Sanginés
que me fian regalado  dos de los mejores anos de mi vida y espero que sean mds. Los quiero
m .

AGus :
Por tu alegria, carifio y optimismo.

A mis comparieros :
TJer, Irais, Miguel, Laura y Angélica.




A todos los que hicieron posible la creacion de esta tesis Mil gracias a la Dra. Martfa
Ponce, al Bidl. Mario Martinez, a la M. en C. Angélica Gonzilez, al QFB Francisco
Ldpez, al MVZ Enrique Soto, al Bidl. Ignacio De la Mora, a la Bisl, Yadira Rufino, y
todos los que me permitieron trabajar y aprender de ellps.

Gracias a la M. en C. Maria Berenit Mendoza y al Dr. Guillermo Salgado por aceptar ser
revisores y hacerme observaciones muy acertadas.

A Carlos A, Isaias M, Jorge D y Ricardo C. Del Dpto. de Informdtica,

Al Instituto Nacional de Pediatria

7 ala Universidad Nacional Autdnoma de México.




Dedicatoria :

A mis Padres y a mis Hermanos:

Este trabajo es de todos ya que sin ustedes que son los que mds quiero
' no habria sido posible.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE CIENCIAS

Efecto del extracto del fruto de Bromelia pinguin sobre la
cuficula de Toxocara canis, estudio in vitro.

PERLA MARIA DEL CARMEN ACEVEDO RAMIREZ

DIRECTORA
DRA. MARTHA PONCE MACOTELA



INDICE

Intfroduccién 3

Capitulo | Toxocara canlsf el
Generalidades de nemd&todos_- - S
Taxonomia de 7. canis.
Morfologia i
Ciclo de vida
Toxocariosis,
Tratamiento :
Larva Migrans Vlscercl y
Epldemiologia
Tratamiento,

Capitulo Il
Descripcién botanical
Distribucion geogrdﬂco
Historia
Enzimas,

Justificacion
Objetivos
Hipdtesis,

Capitulo |

Material y Método, 21
Resultados 24
Discusién 46
Conclusién 49
Anexo 50
Referenclas, 52




INTRODUCCION

~..Toxocara canis es un nemdatodo pardsito del orden Ascaridata, cuyos

hospederos definitivos son los canidos. La Toxocariosls es coman en perros
domésticos, la prevalencia en cachorros de dos a seis meses de edad
‘alcanza un porcentaje arriba del 98% (Bogitsh and Cheng, 1998) y menor
al 20% para adultos (Schantz and Glickman, 1978). En México la
frecuencia encontrada fue del 75% y 7.1% respectivamente (Vazquez et

al, 2001).

Los datos anteriores sugieren que la contaminacién del suelo con huevos
de este pardsito es elevada y por tanto constituye un problema de salud
publica ya que el humano puede infectarse accidentaimente al ingerirlos
o inhalarios. De estos huevos se libera la larva que migra por varios
Srganos causando el sindrome de larva migrans visceral (LMV) o larva
migrans ocular (LMO).

Se estima que de 10,000 infecciones solo se detectan tres (Toxocariosis,
2002). En un estudio serolégico realizado en México a nifosde entre 6y 13
anos de edad se observd que el 7.5% resulté positivo a T. canis (Martinez
et al, 1997).

-La larva migrans visceral (LMV) o larva migrans ocular (LMO) se presenta
con mayor frecuencia en ninos que tienen contacto con perros
parasitados © que juegan con tlerra. En algunas ocasiones la presencia de
la larva pasa inadvertida ya que no muestra signos ni sinfomas o puede ser
confundida con otros pardasitos lo cual dificulta su tratamiento.

Para el tratamiento de las perras prenadas se ha utilizado el febendazol y
fluobendazo! en dosis de 50mg/kg diariamente con un alto porcentadje de
efectividad (Lamothe y Garcia, 1988). Para los cachorros se ha utilizado ia
piperazinad y el pamoato de pirantel (Barriga., 1991). La piperazina
hiperpolariza la membrana muscular y reduce la produccidn de acido
succinico necesario para la vida de estos pardsitos. El pamoato de pirantel
produce pardlisis espdstica e inhibe a las colinesterasas. Este farmaco se
absorbe deficlentemente por el tracto intestinal lo cual contribuye a su
acclén selectiva sobre nematodos gastrointestinales. El tratamiento para
pacientes con LMV o LMO es el albendazol o la dieticarbamacina
(Garcia, 2001). Sin embargo, 10s farmacos no son totalmente efectivos por
lo que se han presentado cepas de nemdatodos resistentes a éstos.

Con base en lo descrito es necesario buscar tratamilentos alternativos
como los gue ofrecen algunas plantas con propledades terapéuticas de
origen natural y bagja toxicidad para ios animales y el humano, como son
las especies de la familia Bromeliacea entre ellas la Annona senegalensis
que es usada como antiparasitante (Alawa et al, 2003) vy la Bromelia



pinguin, conocida cominmente como mayaq, pifuela, piha de ratén,
cardo y gudmara, entre otros nombres (Martinez 1994). Desde tiempos
‘Inmemoriales las pliuelas (B. pinguin) se usaron como plantas medicinales
para controlar los dolores menstruales, como abortivo, antiescorbitico,
diurético y antihelmintico (Martinez y Fragoso, 1969), antigotoso e
hipocolesterolemiante.

En estudios realizados en especies de la familla Bromeliaceae se han
encontrado enzimas que usan como sitio activo un grupo SH para la
degradacién de proteinas. Del jugo de los frutos de B, pinguin se extrajo la
pinguinaina, que es muy parecida a la bromelina vy a la papaina
obtenldas de la piia y de la papaya respectivamente, estas dltimas son
usadas como desparasitantes debido a que provocan la destruccion y
expulsidon de pardsitos intestinales. La pinguinaina muestra efectos
antidiabéticos y anti-inflamatorios y actda en la destruccion de codgulos

(Lopez. 1984).

En este trabajo se estudio el efecto in vitro del jugo de B. pinguin sobre la
cuticula de la fase adulta de Toxocara canis, pardsito que se obtuvo del
intestino delgado de cachorros sacrificados en el Centro de Control

Canino "Culhuacan”,



GENERALIDADES DE NEMATODOS

Los nemdatodos son gusanos cllindricos, alargados. con cuerpo no
segmentado. La cavidad corporal o pseudoceloma contlene un fiuldo en
el que se encuentra el aparato reproductor y digestivo. El cuerpo estd
formado por un tubo externo que es la pared corporal y encierra al tracto
digestivo (Fig. 1). .

Son dioicos, presentan dimorfismo sexual ya que el extremo posterior de los
machos estd curvado ventraimente y ornamentado con alas y papilas.
Generaimente los machos son de menor tamano que las hembras.

Los organos de los sentidos que poseen sirven como receptores tactiles,
quimiorreceptores (anfidios y los fasmidios). mecanorreceptores (papilas
labiales y cefdiicas) y fotorreceptores solo en especies de vida libre
(Cheng. 1978).

La pared corporal esta formado por tres capas: cuticula, hipodermis y ta
capa mas interior de células musculares (Wright, 1987).

esorago

/

~}—— intestnc

tumen de
esdfago

noro
excretorio

Iumen del
T intestino

oléndula rectel

Fig. 1. Esguema de la morfologia de una hembra en donde se aprecia el
aparato reproductor y el digestivo.



Cuficula.

La cuticula es una cublerta externa gruesa y estratificada compuesta por
colagena: protege y mantiene la alta presion hidrostatica del pseudocele,
de la cavidad bucal, eséfago. poro excretor, vagina, cloaca y recto,
Puede ser lisa o puede tener estrias longitudinales y circulares que en
algunos sitios se modifica formando vesiculas, alas y papilas (Lapage.
1981).

La cuticula es resultado de la transformacidn de proteinas complejas como
la colagena, su corteza esta compuesta por esta proteina con presencia
de una polifenol oxidasa, ordenadas en una capa cortical interna y otra
externa (Cheng, 1978).

La capa matriz se compone por una capa fibriiar con canales ramificados
que se dirigen a la capa cortical externa, el lumen de estos canales esta
relleno de una sustancia rica en aminodcidos aromdticos. Contiene una
capa homogénea compuesta por proteinas albuminoideas y de proteinas
fibrosas similares a la elastina y fibrina ademas de contener carbohidratos y
algunos lipidos.

La capa fibrosa estd formada por tres capas: externa, media e interna,
constifuldas por fibras coldgenas y una Idmina basal que separa a la

cuticula de los tejidos subyacentes.

‘La cuticula es resistente a las enzimas digestivas del hospedero; mantiene
la forma y estructura de los nemdatodos y sirve para anclar los masculos. Las
capas estan arregladas de manera que permiten mantener un diGmetro
corporal constante de los gusanos y al mismo tiempo les permite estirarse
longitudinalmente. Esta estructura no es inerte, tlene un metabolismo
activo ya que presenta aminodcidos, proteinas carbohidratos, lipidos, ARN,
dacldo ascdrbico, Trifosfato de adenosina (ATP) y hemoglobina lo que
indica que éste puede ser un segundo sitio para la sintesis de proteinas
cuticulares. Por otra parte, es antigénica y es muy importante para iniciar
una respuesta Immunolégica en el hospedero (Colin, 2000).

La cuticula limita la entrada al cuerpo de moléculas grandes pero permite
el paso libre del agua y de lipidos, de compuestos polares y no polares,

sales (jones) y glucosa (Wright, 1987).



Hipodermis

Se encuentra bgjo la Idmina basal y puede ser sincicial o celular, posee
gran cantidad de glucdgeno y grasas. En ella se localiza una capa
muscular gruesa; la musculatura de la pared del cuerpo se fija a la
cuticula mediante fibras que se originan en la porcidn contractii de ia
célula muscular, atraviesan la ldmina basal y se fjan a la capa fibrosa,
Presenta cuatro cordones que recorren longitudinalmente el cuerpo:

- Dos cordones nerviosos: uno ventral y uno dorsal.

- Dos Iaterales, en los cuales se localizan en 10s conductos excretores
Después de la hipodermis se localiza la membrana basal y mds
internamente se encuentra la capa muscular.

Capa muscular.

Por debagjo de la hipodermis se sitGan una o mds capas de musculo
estriado (somdtico) ordenadas longitudinaimente. Los musculos estan
dispuestos en cuatro bandas o cuadrantes, marcados por los cuatro
cordones epidérmicos. Cada célula posee una parte contractili con fibras
musculares y una no contractit o cuerpo celular que contiene organelos,
glucdgeno vy lipidos. Las células estan asocladas con la hipodermis y
conectan a la cuticula mediante fibras que pasan por ia parte contractil, El
musculo no estd inervado, pero las céluias tienen’ prominencias que las
encadenan a los troncos nerviosos (Chester, 2003).

Aparato digestivo

El aparato digestivo es completo. La boca se localiza en el extremo
anterior del cuerpo, est& delimitada por sels lablos a veces reducidos o tres
en los que portan a los érganos de los sentidos, se abre dentro de la
c@psula bucal que se comunica con el esdéfago trirradiado rodeado por
una capa muscular espesa (Brusca and Brusca, 1990). En el eséfago hay un
ventriculo posterior sin diverticulo ventricular ni ciego intestinal. El eséfago
se continda con el intestino que a su vez se comunica con el recto y
desemboca en el ano en la zona ventral de la parte posterior del cuerpo.
La circulacidn de los nutrientes se redliza por los movimientos del cuerpo y
la locomocidn debido a que no hay sistema vascular (Fig. 3).



Cuerda dorsal

Fig. 3 Esquema que muestra un corte transversal de la regién anterior.

~Aparato excrefor

Los nemdtodos poseen una o dos células renales caracterizadas por ser
grandes células glandulares que se comunican al exterior a través del poro
excretor situado anteriormente a la altura del anillo circunesofagico. En
ocasiones las células se unen formando una estructura con forma de H
(Cheng, 1978).

Sistema nervioso

El sistema nenvioso esta formado por cordones longitudinales (uno dorsal,
uno ventral y cuatro laterales) con comisuras transversas, de éstas la mas
importante es el anillo cincunesofdgico que representa el centro nervioso.
Los organos importantes, los integumentos y las paplias sensoriales estan
inervados (Chester, 2003). Enfre los organos de los sentidos estdn los
quimiorreceptores: anfidios (excavaciones laterales localizadas en el
extremo anterior) y fasmidios (Pequenas bolsas receptoras, laterales y
posteriores) y mecanorreceptores: papilas labiales y cefdlicas (Brusca and
Brusca, 1990).



Sistema reproductor

Los nemdatodos son generalmente diocos. Los machos son  mas pequenos
que ias hembras, su extremo posterior es curvado y presenta papilas
caudaies. Presentan un testiculo tubular, el vaso deferente es una
continuacién del extremo posterior del testiculo que se diige
posteriormente y antes de terminar se ensancha formando la vesicula
seminal que se comunica con el recto mediante un conducto eyaculador
muscular para desembocar en la cloaca. Poseen espiculas copulatrices
ademd@s de que en algunas especies los machos presentan un
guberndculo endurecido.

Las hembras tienen dos ovarios (didélficas) que se extienden en
direcclones opuestas. Los ovarios son tubos derechos, enroscados o muy
plegados (Schmidf, 1983). Del extremo proximal de cada ovario surge un
oviducto que se ensancha formando el receptdaculo seminal que une al
oviducto con el Gtero tubular. Los dos Gteros, se unen en la zona préxima al
gonoporo para formar la vagina. El gonoporo se localiza en la linea media
ventral del tercio medio del cuerpo. La vulva se localiza entre la quinta y la
sexta porcidn del cuerpo desde el extremo anterior.

La fecundacidn cruzada es la mds frecuente aunque algunas especies de
vida libre son hermafroditas prot@ndricas y otras se reproducen por
partenogénesis o autofecundacion.

Los huevos estan envueltos por tres capas, la primera es Ia membrana de
fertilizacion que se forma cuando el espermatozoide penetra en el éwulo,
esta cublerta aumenta su espesor hasta que se forma una capa quitinosa,
en seguida el cigoto segrega la membrana vitelina dentro de la cascara
que estd compuesta por glucdsidos y con solubllidad parecida a los lipidos.
Por ultimo, la capa proteica y rugosa externa se segrega cuando el huevo
atraviesa el Gtero (Schmidt, 1983).



Cuticuls Cordén dorsel

Control ventral

Fig. 4 Esquema de un corte fronsversc;l de la regidn media.
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Toxocara canis

Taxonomia

Relno: Animal
Phylum: Nematoda(=Nemata)
Clase: Secernentea (Phasmidia)
Orden: Ascaridata
Suborden: Ascaradina
Superfamila: Ascaridoidea
Familia: Toxocaridae
Género: Toxocara
Especie: I. canls

Morfologia de Toxocara canis

Toxocara canis es una especie diolca, los machos adultos miden hasta 10 x
03 cm y las hembras 18 X 0.5 cm, son de color blanco amarillento y
rosado. La regién caudal del macho esta reducida en diametro, presenta
cinco pares de papllas en la cola conica y 20 pares de papilas preanales,
termina en curva y posee alas caudales (Lapage, 1981). En la hembra la
vulva se localiza entre la quinta y sexta parte del cuerpo desde el extremo
anterior y la cola termina en punta (Fig. 2). La regién cefdlica tiene aletas
‘cervicales (mas largas que anchas) y tres labios que tienen rebordes finos

pero carecen de interlablos. (Aguirre, 1993).
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Los huevos son de color pardo y casi esféricos, miden entre 75 y 85
micréometros, su cublerta delgada tiene depresiones superficiales llamadas
mamelones. En el momento de la oviposicién los huevos no estan larvados,
asl que requieren de clertas condiclones amblentales para alcanzar su
estado infectivo (Agulrre, 1993). La morfogénesis se completa en 35 dias si
el huevo estd expuesto a una temperatura de 16.5° C. El desarrollo se
detiene sl los huevos se mantienen a temperaturas Inferiores a 12°C vy se
pueden desarrollar entre 3 y § dias si estdn a 30°C. Los huevos son muy
resistentes a las condiciones extremas y pueden soportar temperaturas
menores a -25°C siempre que exista una pequena cantidad de oxigeno.

N

Ciclo de vida

Los perros y otros cdnidos siivestres son los hospederos definitivos de
Toxocara canis. La infecclén ocurre cuando los canidos ingleren huevos
larvados de segundo estadio (lamothe y Garcia, 1988). El pH dacido del
estomago y el pH alcalino del duodeno estimulan la liberacidon de la larva,
que se@ ancla al intestino delgado, penetra a la pared Intestinal y emigra
por via hematégena al higado. Algunas larvas permanecen en el higado y
otras llegan a los pulmones, aqui hay dos alternativas de migracién:
-Traqueal: se presenta principalmente en cachorros. Cuando las larvas
llegan a pulmdn, rompen la membrana alveolocapilar, llegan a bronquios,
traqueaq, laringe y epiglotis, se degluten y pasan a esdfago, estdbmago e
intestino delgado en donde alcanzan la madurez y se reproducen
(Parsons, 1984).

-Somdtica: las larvas contintdan su migracién en la circulacion y terminan
en el musculo esquelético, rinones y ofros drganos permaneciendo en
estado hipobidtico, muy comin en los perros adultos y en hospederos
paraténicos. Cuando las perras estan prenadas, las larvas  reinician su
metabolismo normal, emigran a la placenta, a los fetos, gldndulas
mamarias y al intestino Barriga, 1991).

Debldo a la transmislén vertical, los fetos se infectan in Gtero y por via
transmamaria (Lloyd, 1986). (Fig. 5).
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Fig. 5 Ciclo de vida de Toxocara canis

TESIS CON 13
FALLA DE ORIGEN




Toxocariosis

La toxocariosis es una geohelmintiasls que se presenta con mayor
frecuencia en perros cachonos que en adultos (Lapage, 1981). Las
manifestaciones clinicas son diarea, vémito, anemia, distension del
abdomen, tos, neumonia e Incluso la muerte en infecciones masivas
debido al daro producido en el tracto respiratorio y digestivo (Overgaauw,
1998).

Se calcula que entre el 98 y 100% de los cachorros son positivos a T. canis
(Bogitsh and Cheng. 1998; Overgaauw, 1998). La frecuencia en los adultos
es menor probablemente porque tlenen inmunidad desarrollada a estos
pardsitos (Lamothe y Garcia, 1988) ya que su frecuencia es menor al 20%
(Schantz and Glickman, 1978).

En perros de la ciludad de Querétaro el 13.93% resultd positivo a T. canis,
de los cuales, los cachorros presentaron la prevalencia mdas alta
(Fernandez y Cantd, 2002); en un estudio realizado en la cludad de México
33.6% resultaron positivos (Martinez et al, 1998) mientras que en otro trabgjo
se observd una frecuencia de 75.6 % para cachorros y de 7.1% para perros
mayores de sels meses (Vazquez et al, 2001).

Diagnéstico

Se basa en los signos clinicos de los cachorros con distension abdominal
marcada y condicion fisica pobre, se confima con pruebas
coproparasitoscopicas para detectar la presencia de huevos e incluso
gusanos liberados en las heces (Parsons, 1984).

Tratamiento

A los cachorros se les ha administrado una combinacién de febantel,
pirantelo embonado y prazicuantel o febendazol reduciendo hasta en un
80% los huevos liberados en las heces, en tanto que la piperazina redujo el
86% de los nemdtodos intestinales (Fisher, 1994). A las perras prefiadas se les
administra febentel o febendazol y doramectina en varias dosis
dependlendo del peso corporal con efectividad elevada (Schneider,
1996). Sin embargo, se estima que bagjo condiciones normales la
efectividad de los farmacos se reduce entre un 40 y 50 % (Barriga, 1991).

14



Larva Migrans Visceral y Larva Migrans Ocular.

El humano es hospedero accldental de Toxocara canis, se infecta al ingerir
o Inhalar huevos larvados (12) que se encuentran en el amblente
adquirendo la larva migrans visceral y/o larva migrans ocular (Parsons,
1984). Los mdas afectados son nifos de uno a sels anos de edad que
Jjuegan con tierra y que estdn en contacto con perros. Debido a que el
hombre no es el hospedero definitivo, el pardsito no sigue el ciclo normal,
cuando los huevos larvados de segundo estadio son deglutidos, llegan al
duodeno en donde las larvas eclosionan, penetran ia mucosa intestinal,
alcanzan los vasos sanguineos y realizan una migracion ernrdtica a través de
las visceras, los oJos e inciuso el sistema nervioso central.

El cuadro clinico se caracteriza por flebre, hepatoesplenomegalia y
neumonitis, puede danar el higado, corazén pulmones; cuando las larvas
llegan a cerebro producen alteraciones neuroldgicas que se manilfiestan
con conwvuisiones, pardlisis e incluso la muerte. En la larva migrans ocular
puede haber estrabismo, leucocoria, conjuntivitis, fotofobia, lagimeo,
visién borrosa y endolftamitis, desprendimiento de la reting, pérdida de la
visién o del globo ocular (Martinez et al, 1997).

Diagnéstico

Se hace mediante exdmenes seroldglcos (De Haro, 1995) con las pruebas
Inmunolégicas ELISA y Microprecipitacion, aunque pueden presentarse
problemas de antigenos cruzados con otros pardsitos.

Otra forma de establecer el diagnéstico es mediante la observacion
directa de las larvas en una biopsia y la presencia de signos clinicos como
la eosinofilia elevada (Lamothe y Garcla, 1988).

Epidemiologia.

Se han realizado estudios epidemioldgicos de este pardsito en diferentes
partes del mundo encontrandose distintos valores en la prevalencia de la
Infeccioén, por ejemplo, se estima que en Estados Unidos se encuentran
hasta 10,000 infecciones por arno. En este mismo pais en una muestra de
333 nifios de 5 a 7 anos de edad se observd que la prevalencia de
seropositividad fue del 23.1% (Worley et al, 1984); en otro estudio en el
cual se Iincluyd el suero de 4652 ninos de Nueva York, se reportdé una
seroprevalencia del 10.8% (Mamor et al, 1987). En zonas rurales de
Coreq, de 314 sueros de Individuos adultos sanos, 16(6%) resultaron
positivos (Park, 2002). En Iran de 519 sueros de nifos de 6 a 13 anos, la

15



prevalencia total fue del 25.6%, slendo mds alta en la zona urbana
(30.15%) que en residentes rurales (20.2%) (Sadjjadi, 2000). En 1023 sueros
de resldentes de Lima, Perd, 75 (7.33%) mostraron anticuerpos anti-T. canls
(Zevallos, 1998).

En México, de 373 sueros de nifios de 6 a 13 anos de edad, 28 (7.5%)
resultaron positivos (Martinez et al, 1997), En otro estudio realizado con
sueros de 207 nifos (20 meses hasta 17 anos 11 meses) con diagndstico
clinico de pardlisis cerebral Infantil, el 1.9% (4) fue positivo a Larva Migrans
visceral (Fernandez et al, 1999).

Tratamiento

En los pacientes con Larva Migrans se han empleado algunos farmacos,
entre los que estan el albendazol, mebendazol vy la dietiicarbamacina
(Berkow, 1997: Bogitsh and Cheng, 1998).

El albendazol es un cabamato benzimidazdlico con actividad
antihelmintica contra pardsitos intestinales y tisulares. Se utiliza en pacientes
con Larva Migrans Visceral. Los efectos secundarios son parecidos a otros
benzimidazoles, sintomas gastrointestinales superiores: dolor epigdstrico,
nduseq, vémito, diarrea, cefalea y vértigo. Las reacclones de
hipersensibllidad que Incluyen prurito y urticaria son muy raras.

El mebendazol se usa como terapia alternativa en dosis altas para
infecclones con Toxocara (Chester, 2003). Aumenta su absorcién si se
administra con las comidas. Las reacciones adversas son escasas y de
poca intensidad, como epigastralgia, nduseas, erupcidon dérmica, prurito,
fiebre, diarrea y vémitos. En pacientes que reciben dosis elevadas puede
provocar leucopenia con neutropenia reversible (Berkow, 1997).

La disticarbamacina disminuye la actividad muscular e Iinduce la
inmovilizacién de los parasitos. Produce alteracion en la superficie de las
membranas de las gusanos tornandolas mas susceptibles a la destruccion
por los mecanismos de defensa del hospedero. Se administra por 20 dias
acompanada por corficosteroides cuando hay sintomas, las reacciones
adversas son poco frecuentes, No son graves y desaparecen en pocos
dias, entre ellas se encuentran la anorexia, nduseas, cefalea y vomito
(Goodman, 1994).

Lo fotocoagulacién puede resultar muy benéfica cuando la larva es visible
en el ojo (Garcia, 2001).



Bromelia pinguin

Descripcion botanica Zomiefer, 1994)

Clase Angiospermae (Magnoliopsida)
Subclase Monocotiledoneae
Superorden Commelinanae (Lilidae)
Orden Bromeliales
Famllia Bromeliaceae
Género Bromelia
Especie Brormelia pinguin

Planta con hojas en roseta, largas y angostas, el borde espinudo,
Inflorescencia pedunculada. Las hojas miden de 1 a 2m de altura. Las
Inflorescencias son de 30 a 40cm, las flores tienen pedicelos de 5 al2mm,
los sépaios son libres, los pétalos son de color rosa y blancos en su base y
margen. El fruto es una baya ovoide de 3 x 2cm. subglobosa, amariila y
Geida (Martinez, 1994; CONACYT, 1988), (Fig. 6).
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Distribucién geogrdfica

A Bromelia pinguin también se le conoce comunmente como plfiuela, pina
de ratén, guama, gudmara, carddn, etc. Se localiza en regiones de clima
cdlido. En México, se le encuentra en toda la costa del Pacifico y del
Atlantico: en selvas caducifolias, selvas subcaducifolias y matorrales
xerdfilos (Martinez, 1994).

Historia

Durante mucho tiempo se ha consumido el fruto de Bromelia pinguin (en
bebidas o crudos), en distintos lugares de México y América Central, se le
atribuyen propiedades terapéuticas, su consumo cocinado o frito controla
los colicos menstruales (Chavez, 1993) y se usa como abortivo (Matadial,
1999).

En el “Ensayo para ia Materia Médica Mexicana” de 1832 se menciona
que al sazonar los frutos, se extrae la parte carnosa de la que se saca el
zumo para hacer jarabe y se usa como antiescorbutico y diluido en agua
para pacientes diabéticos. En 1836, Duchesne, afirmé que la infusion vinosa
del fruto sirve como diurético y antihelmintico. En 1844 en el “Ensayo de
.una Carpologia” describen que las propiedades del fruto son las mismas
que la pina, pero éste es mas usado como antihelmintico ya sea crudo o
asado y se debe consumir en ayunas. Rolg y Mesa anuncia que “se usa
para combatir a los pardsitos intestinales*®, el jugo del fruto mezclado con
leche de coco y jugo de bomba tierna es muy eficaz para combatir a los
tricocéfalos (Martinez y Fragoso, 1969). En la Medicina Popular Mexicana se
ha utilizado como antigotoso e hipocolesterolemiante (Chavez, 1993), los
frutos tlienen actividad anticoagulante y antinflamatoria, en tanto que sus
raices y tallos muestran actividad citotéxica (Abreu et al, 2001).

En ocaslones el consumo de estos frutos provoca efectos colaterales
como Irritacién o ulceraciones de la mucosa de ia boca y lablos, vomitos,
diarreqa y prurito anal pero estos trastornos son ligeros y transitorios (Asenjo
and Capella, 1942). El jugo del fruto es acido, cuando se inglere produce
comezdn en la boca e inflamacién en los lablos (Flores, 2001) y cuando se
aplica en la piel causa una sensacién de quemadurq, pueden aparecer
pequenas Ulceras en los dedos, con dolor, debido tal vez a una
combinacion de lrritacion mecdnica causada por oxalato de calcio vy la
inyeccldn subcutdnea de enzimas proteoliticas (Schmidt, 2002).
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Enzimas

Las enzimas de Ila familla Bromeliaceae presentan actividad SH
dependiente, es decir, usan en su sitio activo a un grupo SH para degradar
proteinas. Del fruto de la B pinguin se alsld una enzima proteolitica
llamada pinguinaina que es una glicoproteina semejante a la papaina.
pero mas resistente a la desnaturalizacidon por calor, ya que su actividad
optima es a 65°C (Toro-Goyco et al, 1968). La pinguinaina estd clasificada
como una cistein proteinasa muy similar a la bromelina (usada como
desparasitante), pero inmunolégicamente diferente (Rowan, 1990).

Por otra parte, las enzZimas extraidas se usan en la industia como

ablandadores de carne, curtidores de pleles y en la clarificaciédn de
cervezq, entre otros (Lépez, 1984).
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JUSTIFICACION

Debido a la alta frecuencia de 7. canis en la poblacion canina, a la
posibilidad de que el humano padezca de larva migrans visceral u ocular
por la ingestién de los huevos de este nemdtodo y a que los farmacos que
se prescriben actualmente provocan la seleccldn de cepas resistentes se
propone estudiar el efecto que produce el jugo de los frutos de B. pinguin
sobre la superficie cuticular de este nematodo con el fin de buscar terapias
alternativas de origen natural,

OBJETIVOS

Objetivo principal.
Demostrar in vitro el efecto del extracto de de Bromella pinguin sobre Ia

cuticula de Toxocara canis.

Objetivo secundario.
Determinar la prevalencia de Toxocara canis en perros del sur de la

Ciudad de México, D. F.
HIPOTESIS

St el extracto de Bromelia pinguin posee actividad proteolitica danard la
cuticula de Toxocara canis provocdndole pérdida de la continuidad y
desarreglo de las células musculares.

Hipétesis alterna
Si el extracto de Bromelfa pinguin no posee actividad proteolitica entonces

no dafard la cuticula de Toxocara canis por lo tanto no provocard la
pérdida de la cuticula ni el desarreglo de las células musculares.
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MATERIAL Y METODO

Recoleccién de frutos

Los frutos se recolectaron en Tepic, Nayarit durante octubre, noviembre y
dicilembre del ano 2001. Se lavaron vy se trasladaron al Laboratorio de
Parasitologia de Instituto Nacional de Pediatria. Se mantuvieron en
congelacién a -70 °C hasta su uso.

Obtencidn del extracto.

El jugo de Bromelia se obtuvo en el momento de realizar los ensayos con los
nematodos. Los frutos se descongelaron a temperaturas ascendentes, ya
descongelados, se exprimieron por presién manual, solo se obtuvo el jugo
puro, sin semilias ni cascara. Se midié el pH y se cuantificaron las proteinas
mediante el método Bradford (Anexo I). Del exiracto se prepararon
diluciones con PBS 100 mM y con PB 0.2M, este ultimo se utllizé para
comprobar la accidn de! extracto tratando de amortiguar su pH. (Tabla 1).

Tabla 1. Extracto, diluciones y pH.

Diluciones Extracto PBS(mL) pHPBS PBO.IM(mML) pH PB 0.2M

(mLb) 100Mm
0:1 0.0 3.0 7.2 3.0 7.2
1.0 3.0 0.0 4.2 0.0 4,2
m 3.0 3.0 4.1 3.0 )
1:2 3.0 6.0 4.2 6.0 6.2
1:3 3.0 9.0 4.3 9.0 6.7
1:4 3.0 12.0 4.4 12.0 6.8

Determinacién de proteinas del extracto de Bromelia pinguin

Se hizo la determinaciéon de proteinas para tener un pardmetro de la
concentracidn de éstas presentes en el extracto. Se siguid el
procedimiento de cuantificacién espectrofotométrica basado en el
método disefiado por Bradford a partir de una proteina conocida
(albimina a una concentracién de 10 mg disueltos en 10 mL de NaCl 0.15
M). La concentracion de albimina y del extracto se comprobd con un
andiisls espectrofotométrico a 278nm. en el espectrofotdmetro UV
Ultrospec . Este procedimiento se realizé tres veces, de ellos se obtuvo una
curva patrén a la cual se le extrapolaron los resulfados de los tubos

problema.
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Obtencién de nematodos

Se reqlizaron varias visitas al Centro de Control Canino de Culthuacan de
Febrero del 2001 a Abril del 2002. A los perros sacriflicados se les hizo una
inclsion abdominal, se extrajeron los intestinos, los cuales se colocaron en
un recipiente de pldastico debidamente etiquetado y se trasladaron al
Instituto. En el laboratorio se revisaron los intestinos en las siguientes 5 horas
para lo cual se colocaron en una charola de diseccidn y se les hizo un
corte longltudinal con el fin de obtener los vermes. Los pardsitos se
colocaron en vasos de precipitados y se lavaron tres veces con PBS. Con
ayuda del microscoplo estereoscopico se identificaron los nemdatodos de
tal manera que solo se trabajd con Toxocara canis.

Las especies pertenecientes al género Toxocara fueron identificadas
siguiendo la propuesta de Schmidt (Schmidt, 1983)
Tipico de- Toxocara
-Pequerio ventriculo glandular en la parte posterior del eséfago.
-La cola se estrecha abruptamente por debgjo del ano.
~-Huevos con superficie puntuada o con hoyos.
-Su cuerpo se dobla ventraimente.
 Posee alas largas y delgadas. Los machos en la cola presentan
membranas similares.
T. cati
- Tiene alas anchas y cortas.
Toxascaris leonina
-Huevos con superficie lisa.
-Alas largas y delgadas.
-Su cuerpo se dobla lateraimente.

Ensayo biolégico.

Los nemdatodos obtenidos se dividieron en nueve grupos. Cada grupo
estuvo formado por cinco nemdtodos. El Grupo | correspondid a un
control, los parasitos se incubaron con PBS pH 7.2, durante 60 minutos y 24
horas a 37°C. Grupo ll: fue otro control, los nemdatodos se incubaron con
PBS pH 4.2, 120 minutos, Grupo Ili; pardsitos expuestos al extracto puro y a
las diluciones (fabla 1), durante 30 minutos. Grupo IV: nemdatodos expuestos
al extracto puro y a las diluciones, durante 60 minutos. Grupo V. los
pardsitos se Incubaron con el extracto puro y las diluciones, durante 120
minutos. Grupo Vi: incubaciéon con el extracto puro durante 180 minutos.
Grupo ViI: pardsitos expuestos al extracto puro durante 240 minutos. Grupo
VIil: nematodos expuestos al extracto puro y a las diluciones con PB con pH
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- de 572 (Tdblo ) durante 60 y 120 minutos a 37°C, y el en Grupo IX los
par&sitos se expusieron al extracto puro a 24°C, durante 24 horas.

Los nemdtodos de cada uno de los nueve grupos se fijaron con formalina
al 10%, se colocaron en frascos y se etiquetaron.

Inclusion en resina epoéxica

Para realizar las observaciones de la estructura de la cuticula se hicleron
cortes transversales de dos o tres milimetros de grosor, con una navagja de
rasurar de Ila regién cefdlica, media y caudal de los nematodos fijados.
Posteriormente los fragmentos se lavaron con PBS 0 .1M tres veces durante

10 minutos.

Deshidratacion gradual e inclusién.

Las muestras se sometieron a un proceso de deshidratacién gradual con
alcoholes ascendentes, se utllizd etanol al 50%, 70%, 80% 90% 96% y
absoluto, en cada paso se realizaron dos cambios de 10 minutos, excepto
con el diimo, que fueron de 15 minutos cada uno. Enseguida se
introdujeron en oxido de propileno (2 cambios de 15 minutos cada uno).
Posteriormente Ias muestras se mantuvieron en dos mezcias de preinclusién
compuestas por oxido de propileno y resina epdxica (2:1 y 1:2); en cada
mezcla permanecieron durante 24 horas a 4°C.,

Para incluir las muestras se dejé evaporar el oxido de propileno. En moldes
de pldastico se introdujeron las muestras de los gusanos en el medio de
inclusidn, orlentdandolas para obtener cortes transversales del pardsito vy la
polimerizacién de la resina se realizd en una estufa a 60 °C durante 24

horas.

De este material se obtuvieron los cortes de 1 micrometro en el
Ultramicrotomo (Relchert Jung), éstos fueron tenidos con azul de toluidina y
fueron revisados y fotografiados en un microscoplo éptico de campo claro.
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RESULTADOS

Concentracién de proteinas

La concentracién promedio de proteinas encontrada en frutos de Bromelia
pinguin fue de 19.6 + 6.4 ug/mL (Fig. 7).
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Fig. 7. Grédfica que muestra la concentracién de protefnas del extracto

obtenido del jugo de Bromelia pinguin.
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—x— Experimental 4 -—e— Experimental5 -—— Experimental 6
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Obtencién de nematodos

En la busqueda de la fase adulta de T. canis se revisaron 109 intestinos de
los cuales 63 eran de perros cachorros, 7 de jovenes y 49 de adultos; los
cachorros se encontraron mas parasitados que los perros aduitos (Fig. 8).

N
|
50 |
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o e
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= CINegativos |
m .I‘

C J A
Edad

Fig. 8. En la grafica se muesiran los perros (intestinos) revisados,
agrupados por edad y los que fueron positivos a T. canis. Cachorros (C),

Jovenes (J) y Adultos (A).
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I. Incubacién con PBS pH 7.2 durante 60 minutos y 24 horas a
37° C.

Los nemdtodos no presentaron dano en la cuticula; incluso permanecieron
vivos después de haberlos incubado 24 horas. (Fig. 9). En los cortes
histoldgicos de la regidn anterior, media y posterior se observd la estructura
completa, con la cuticula integra (Fig. 10).

Fig. @. T. canis. A) 60 minutos y B) 24 horas, Cuticula integra

Fig. 10. Hembra de T. canis en PBS. A) Regidon anterlor, con la cuficula
integra, eséfago (E).
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Fig. 10, Hembra de T. canis en PBS, B) Region media, con Gteros (U) y
ovarios (O). el recuadro muestra una amplificacion. C) Regidn posterior,
lumen Intestinal (L), la flecha muestra el nGcleo de una flbra muscular, en
el acercamiento se observa la cuticula (C), hipodermis (H) y las fibras
musculares (FM).




il. Incubacién con PBS pH 4.2 durante 120 minutos a 37°C.

Los nemdatodos incubados en PBS con pH 4.2 no mostraron dano aiguno a
nivel macroscépico ni microscopico, la cuticula permanecid sin alteracion,
por lo que no hubo salida de visceras. Después de 120 minutos de
permanecer bajo estas condiciones los parasitos adn estaban vivos.

Efecto del extracto puro y con diluciones con PBS (100mM)
iL.incubacién durante 30 minutos.

A) Extracto puro
En tres nemdatodos hubo dano irreversible, se observaron lesiones con

principlo de evisceramiento en la regidn media, en algunos hubo salida de
material y ampollas en la regién posterior, En la region media la cuticula
empezd ‘a abrirse en dos partes. (Fig. 11) En los cortes histolégicos, se
observd que la cuticula se rompld a nivel del corddn ventral, el danio fue
mas evidente en la reglon media en la cual la cuticula se rompid y se
desprendid de hipodermis y musculo (Fig. 12).

Fig. 11. Macho de T. canis. Cuerpo danado en algunas regiones la salida
de érganos es evidente (flecha).
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Fig. 12. Regién media de 7. canis. Desprendimiento completo de la cuticula
(C) y un espacio entre la hipodermis (H) y las fibras musculares (FM). El
recuadro muestra una amplificacién de la zona dafada. Utero (U),
Intestino (1)

B) Dilucién 1:1
Un nematodo presentd varios puntos con ampollas y  evisceracion del
primer tercio a la mitad, en los nematodos restantes no se observé dano

macroscépico (Fig. 13).

. .
Fig. 13. Hembra de T. canis, las flechas muestran las ampolias en el cuerpo
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C) Dilucion 1:2
La evisceracién fue evidente en cuatro de los nemdatodos, principalmente

ocurrid en la regién media y el dano es menor en el primer y ultimo tercio.
En el cuerpo hay ampollas o obultclemos. Fig. 14)

%

1 ¥

Fig. 14. T. canis. Se observcnvorlos puntos de salida de érganos.

D) Dilucién 1:3
Tres de los cinco nemdtodos resultaron eviscerados en la regién media

principaimente, en el resto del cuerpo solo habia pequenias lesiones. (Fig.
15)

Fig. 156. Macho de T. canis. la flecha muesfrc una ampolla gigante en el
cuerpo.

E) Dilucién 1:4
Dos nemd@todos resultaron danados. Presentaron lesiones y ampollas mas
visibles en la regién media que en el resto del cuerpo, apenas es

perceptible la salida del contenido interno (Fig. 16).

TI7e CON
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_Fig. 16. Macho de T. canis. La flecha muestra la salida de material del
Interlor del pardsito.
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IV. Incubacién durante 60 minutos

A) Extracto puro
Todos los pardsitos presentaron dano en todo el cuerpo pero las lesiones y

ampollas de la region media a la posterior fueron mdas grandes, algunos
tenian puntos de evisceramiento (Fig. 17). los cortes histolégicos mostraron
que en las regiones anterior, media y posterior la cuticula se romplé y
desaparecié en la zona del corddn ventral dejando al musculo expuesto:
la regidon antetrlor se desintegré la hipodermis y el musculo se separd incluso

hubo salida de visceras. (Fig. 18).

10pm

\ C

Fig. 18. Macho de T. canis. A) Regidn anterior. Ruptura y separacion de la
cuticula en la zona ventral, pérdida de muasculo y salida de visceras. En el
recuadro, un acercamiento en donde se aprecia la separacion cuticular,
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Fig. 18. Macho de T, canis, B) Regién media,
del corddén ventral (flecha).
ausencla de la cuticula. Fibras
lumen intestinal .

la cuticula se rompe a nivel
©) En la reglén posterior se aprecia la
musculares (FM), intestino (. cuticula (C) y
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B) Dilucién 1:1
Cuatro de los cinco nematodos mostraron dario en todo el cuerpo pero es

mayor en los Ultimos dos tercios, solo un parasito no sufrié dano. (Fig. 19).

b

Fig. 19. Hembra de T. canis. Amp as en todo el cuerpo con sallda de
visceras (flechas).

C) Dilucién 1:2
Todos los nemdtodos incubados ltesultaron dafiados, la boca resultd

destiuida y se observaron lesiones y ampollas muy abultadas en todo el
cuerpo, en la regién media empezaron a salir los érganos del nematodo.

(Fig. 20)

My

Fig. 20. Hembra de T. canis. Peueﬁos cmollos en todo el cuerpo.
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D) Dilucién 1:3
De cinco nemdatodos analizados en tres de ellos se observé dano. Las
lesiones y puntos de evisceracién fueron evidentes en todo el cuerpo,

principalmente en la regién media (Fig. 21).

B .
Fig. 21. Hembras de T. canis, Los nemdtodos estdn muy danados, al grado
de que su cuerpo ademds de que tiene ampollas en algunas partes ya
estd roto y con evisceraciones (flechas).

E) Dilucién 1:4

En cuatro de cinco nemdatodos la boca resultdé totaimente destruida, en la
regidn media se presentan lesiones y ampollas con algunos puntos en
donde empezé a salir material, en la regidn posterior el dano fue menor.
(Fig. 22). En las observaciones microscéplicas se vio que la ruptura de la
cuticula empezd en la zona ventral a nivel de corddn, el darno resultd mas
evidente en las regiones media y posterior del pardsito, en las que la
cuticula se destruyd completamente permitiendo la salida del contenido

interno. (Fig. 23)

s .
Fig. 22. Hembras de T. canis. La regidn anterior estd muy danada, Iincluso
hubo perdida de cuticula, lo cual se comprobd porque dejé al eséfago
descublerto (flechas).
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Fig. 23. A) En la regién anterior la cuticula estd rota a nivel del cordén
ventral (flecha). Intestino (), ovarlo (O) y fibras musculares FM). B)y C) En
la Reglén media y posterior se observa la pérdida de la cuticula, con
evisceracion, testiculo (7).
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V. Incubacién durante 120 minutos.

A) Extracto puro
Los nemdtodos Incubados con este tratamiento presentaron lesiones y

ampollas en todo el cuerpo. A nivel macroscépico se observé que la boca
fue destruida completamente, por Io que el esdfago quedd expuesto. La
cuticula de la regidn media se rompld por la mitad, de tal forma que
permitid que se saliera el contenido corporal (Fig. 24). En los cortes
histolégicos de las tres regiones, la cuticula estuvo ausente en la zona
ventral, asi que desaparecié la hipodermis y el musculo quedd sin
delimitacidn lo que produjo que éste se desprendiera y que se liberaran los
organos: teros e intestinos (Fig. 25).
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Fig. 25. Hembra de T. canis. A) Regién anterior completamente danada. se
perdié la cuticula en casi la mitad del cuerpo, hubo liberacién de drganos
internos. Intestino (l). fibras musculares (FM). B) Regidn media, cuticula
ausente en la mayor parte del cuerpo, con separacidn de las fibras
musculares, C) Regidn posterior, falta toda la zona ventral del cuerpo
incluyendo cuticula (C). hipodermis y musculo, Gtero (U).
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B) Dilucién 1:1
En los cinco nemdatodos hubo dano en todo el cuerpo, la evisceracioén

ocurrié en la regldn media porque la cuticula se abrié por la linea media
ventral, A nivel microscépico se observd que la cuticula se rompld en la
zona ventral y en la Iateral, el cordon estd roto y la musculatura no se

desprendid. (Fig. 26).

H

Fig. 26. T canis. En la fotografia superior se observa todo el cuerpo
danado, con ampollas y con la cuticula desgarrada (flecha). En la inferior
el corte histolégico, con desprendimiento de la cuticula (flecha pequena),

eséfago (E) y fibras musculares (FM).
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C) Dilucién 1:2

El primer tercio se encontré muy danado, ya que la regidon cefdlica se
destruyd completamente y el eséfago quedd expuesto. En regidn media,
la cuticula se abrid a la mitad. En el resto del cuerpo hubo puntos
pequenos de evisceracion. En los cortes, en la zona ventral, la cuticula se
desprendid de la hipodermis y del muscuio, En la regién lateral, no hubo
cuticula y solo quedod la hipodermis (Fig. 27).

Fig. 27. La fotografia de la izquierda muestra la estructura macroscépica de
una hembra de T. canis. Sin cuticula en la regién anterior y el eséfago al
descubierto (flecha). En el corte histolégico (derecha). hubo
desprendimiento de la cuticula de la hipodermis y en la regién lateral no
hubo cuticula, hipodermis (H), ovario (O), Uteros (U) y fibras musculares

FMD.
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b) Dilucién 1:3
El dano fue evidente en todo el cuerpo, en la cuticula hubo pequerios

puntos por donde salld el material interno. En la regidon anterior no hubo
dafo, pero en la regldn caudal o posterior se observaron ampollas
abultadas (Fig. 28). A nivel microscopico, el dano fue mas evidente ya que
en toda la zona ventral de la regidon anterior desaparecié la cuticula e
hipodermis y el muasculo se separd. En la regién media, se encontrd ruptura
de la cuticula y del corddn ventral (Fig. 29).

Fig. 29. Hembra de T. canis. A) Regidn anterior, sin cuticula en casi la mitad
del cuerpo. En el acercamiento, las fibras musculares sin hipodermis ni

cuticula.
SERCon b
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Fig. 29. Hembra de T. canis. B) Regién media, perdida de la cuticula en
una qﬁcrto parte del cuerpo (flecha pequena) y ruptura a nivel del cordén
ventral. En el recuadro, acercamiento a nivel del corddn ventral (flecha
grande).
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E) Dilucién 1:4
La regidn cefdlica destruida, eséfago al descubierto, en el resto del cuerpo
se observaron algunos puntos de abultamiento y evisceracion, con salida

de material (Fig. 30).

Fig. 30. T. canis. En todo el cuerpo ampollas pequenas (flecha).

VI. Incubacién con el extracto puro durante 180 minutos.

Los nemdtodos mostraron dafo en todo el cuerpo, la evisceracion fue
muy evidente e incluso el cuerpo se fragmenté en varios segmentos (Fig.

3n.

Fig. 31. T. canis fragmentado en varias reglones.




VIil. Incubacién con el extracto puro durante 240 minutos.

Los ejemplares que fueron sometidos al extracto puro por mas de dos horas
y media sufrieron danos severos, ya que el cuerpo se fragmentd en trozos

pequenos provocando que el gusano ya no fuera reconocible (Fig. 32).
L= * : g T e

Fig. 32. T. canls. Cuerpo destruido fotalmente.

VI, Efecto del extracto puro y diluciones con PB 0.2 M, pH 5§-7.2
durante 60 y 120 minutos a 37° C.

No hubo alteracién en la cuticula ni evisceracion.

IX. Efecto del extracto puro atemperatura ambiente (24°C)

En los nematodos expuestos durante dos horas no se observé daio en la
cuticula. En los pardsitos sumergidos en el extracto durante 24 horas
presentaron el cuerpo fragmentado en varias pares en forma similar a la
presentada en los nematodos incubados a 37°C durante tres horas. Por lo
tanto se demostré que la actividad proteolitica se incrementd conforme
aumentd la temperatura.



Tratamiento de Nematodos

De 76 nemdatodos expuestos con el extracto y Ias diluciones con PBS
(100mM), 83 (70%) de ellos resultaron con dafio macroscépico (Fig. 33).
Para el estudio microscopico, se readlizaron 84 cortes, de ellos 66 (80 %)
presentd daino y mostraron ruptura de la cuticula, que no era visible
macroscopicamente. El daino mdas grande se encontré en los nemdatodos
con mayor tiempo de iIncubacién (Fig. 34)

:l:l Con dafio
I fo |
10 ;1 Sin daiio |

Nimero de nemétodos

L

o

120°
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Fig. 33. Revisidon macroscopica de los nemdatodos expuestos al extracto y
diluciones con PBS (100mM).
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FiIg. 34. Revisibn microscépica de los cores transversales de los
nematodos expuestos al extracto puro y diluciones con PBS (100mM).
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DISCUSION

Después de haber sometido a nemdatodos de la especie Toxocara canis a
diferentes concentraciones del extracto del Bromelia pinguin con el fin de
observar el efecto que habia sobre Ia cuticula se puede conclulr que los
que se incubaron solo con PBS no mostraron dano alguno. Su estructura
no se alterd, permanecié intacta de manera que la cuticula, epidermis y
musculatura estuvieron blen definidas, incluso permanecieron con vida
después de 24 horas.

Se llegd a pensar que la acidez del extracto (pH 4.2) podia ser causante
de la ruptura de la cuticula, sin embargo se demostré que no fue asi ya
que los nemdatodos Incubados en PBS (pH 4.2) no sufrieron darno en la
cuticula por lo tanto no se observé evisceracion.

El pH resultd ser un factor fundamental para mantener la actividad
enzimatica de las proteinas presentes en el extracto, esto se observd
cuando se prepararon diluciones del extracto con amortiguador de
fosfatos 0.2 M. En este caso Ia cuticula de los nemdatodos no se alterd, es
decir, la actividad proteolitica optima se encontré en pH acido (4 - 5). en
tanto que en pH mayor a § las componentes del extracto se inactivaron

- provocando que no hubiera dano cuticular ni evisceramiento.

El efecto causado por enzimas presentes en el extracto se observd a
simple vista, empezd generalmente con la ruptura de la cuticula a nivel
del corddn ventral. Primero aparecieron pequenas lesiones y ampollas

.= que hicleron que la cuticula se abriera por la linea media de la regién

‘ventral, el dafo fue gradual, conforme transcurié el tiempo, el pardsito

" se eviscerd, asl que salieron las estructuras internas empezando por el

musculo y los érganos hasta que se produjo ia destruccidon total del
pardsito quedando el cuerpo irreconocible.

A nivel macroscépico, a los 30 minutos de que los nematodos estuvieron
sumergidos en el extracto y las diluciones con el PBS 100mM mostraron
lesiones en la cuficula, con pequenos abultamientos y ampollas,
principalmente en la regidn media; pero, solo en algunos puntos. La
cuticula se abrié en la linea media de la regién ventral o lateral, como si
se le hubiera hecho un corte longitudinal.

A los 60 minutos, Ia mayor parte del cuerpo estuvo danado, desde la
regién cefdlica, pasando por la media, hasta la caudal. En algunos
nemdtodos, la cdpsula bucal se destruyé completamente, dejando al
esofago descublerto y se observd salida de material interno, tal vez

musculo.
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Los nematodos expuestos a 120 minutos mostraron gran dano, las lesiones
-~ eran grandes, de tal manera que la cuticula se abrié liberando a los
Srganos completamente o en algunos casos se perdio.

En las observaciones de |os cortes al microscopio de nemdatodos expuestos
con el extracto puro se demostrd que el dano fue proporcional al tiempo
de Incubacion. Asl, los que estuvieron 30 minutos apenas mostraron la
cuticula rota (Fig. 12), en tanto que los de 60 minutos presentan un dano
severo. La ruptura de la cuticula dejé sin sostén a la epidermis y a la
musculatura; por o que, empezd a disgregarse y los érganos se salleron
(Fig. 18). En los nematodos expuestos a 120 minutos, el dafo fue mayor y
evidente, practicamente falté la mitad dei cuerpo y cuando se expusleron
mds tiempo, hubo destruccidn total del pardsito. La regidon media fue la
que se dand mas rédpidamente y en la regién anterior y posterior el dano

fue mas lento (Fig. 25).

En las diluciones el efecto fue similar, casl no hubo diferencias entre éstas y
el extracto puro. En la dilucién 1:4 (Fig. 23) con una hora de incubacion, el
dario observado en el corte histolégico fue similar al del extracto puro (Fig.

18).

Cabe mencionar que la mayoria de las veces el dano se presentd a nivel
del corddn ventral, fue ahl en donde empezd a romperse la cuticula y
poco a poco se destruyd hasta que dejé expuesta a la hipodermis y a la
musculatura, hasta que éstas dos se liberaron, debido a que ya no
estuvieron sujetas por la cuticula, de tal forma que el contenido del cuerpo
s@ esparcld. Asi, puede pensarse que en la region ventral existe alguna
discontinuidad o que la cuticula en esta region es mas delgada lo que
permitid que la cuticula se romplera con mayor facllidad y se produjera la

destruccion del pardsito.

El efecto que provoca el extracto obtenido de las frutas de la Bromelia
pinguin fue muy evidente. La efectividad fue alta en condiciones in vitro
ya que ain en diluciones bajas, el nematodo murl® en menos de 30
minutos y con mas tiempo de incubacién, las enzimas digiieron la
cuticula hasta que se destruyd todo el cuerpo.

La temperatura jugd un papel importante, debido a que el aumento en
asta acelerd el proceso de destruccidn cuticular. Los nemdatodos
expuestos con el extracto a temperatura ambiente, tardaron mas de dos
horas para que el dano fuera visible, en comparacién, con los que se
colocaron durante 30 minutos a 37° C en donde las lesiones fueron desde
una pequena hinchazdn hasta apertura de la cuticula.
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En este estudio no se purficd ningin componente de extracto, pero la
pinguinaina podria ser uno de los compuestos responsables de la
destruccién de la cuficula ya que esta enzima actia como clsteln
proteasa con actividad SH dependiente y la cuticula de los nemdatodos
muestra una estructura especifica con residuos de cisteina dentro de los
polipéptidos, por lo que este aminodcido tiene un papel central en el
ensamble de las cadenas de colagena (Kingston, 1921). Por ofra parte, la
cuticula estd formada principalmente por pequenas cadenas de
coldgena que estdn unidas covalentemente por puentes disulfuro
cruzados posiblemente a través de residuos de lisina o tirosina para formar
grandes proteinas.

La concentracion de proteinas del extracto se hizo mediante el método
de Bradford, se encontrd en promedio una concentracion de 19.6 + 6.4
microgramos de proteina por mililitro de extracto. Por lo que por cada
tres mililitros del extracto contenian aproximadamente 58.8 microgramos
de proteina. Aun en las diluciones de 1:4 (3mL de extracto: 12mL de PBS)
la actividad proteolitica persistid ya que provocd ruptura de cuticula y
destruccioén del pardsito.

En relacidn a la edad de los perros y a la frecuencia de pardsitos
encontrados en este trabagjo, se encontrd que los cachorros tuvieron una
frecuencia mas alta (87%) que los perros adultos (12%), lo cual concuerda
con la literatura y lo anterior se puede explicar probablemente porque los
cachorros adn no tiene Inmunidad desarrollada a estos pardsitos

(Lamothe y Garcia, 1988).

La importancia de este trabajo radica en que da lugar a otras
Investigaciones como determinar el efecto del extracto puro en
condiciones /In vivo y lograr el aislamiento y obtencidn de los compuestos
activos de tal forma que en un futuro pueda aplicarse como una terapia
alternativa para combatir a estos pardsitos y a otros con estructura similar.
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CONCLUSIONES

El extracto de los frutos de Bromelia pinguin destruyd la cuticula de
Toxocara canis.

La efectividad observada fue del 100% ya que todos los nemdatodos
expuestos al extracto murleron y en las observaciones bgjo el microscoplo
en 80% de elios se registré dano en la cuticula con solo 3mL del extracto,
lo que equivale a casi 60 ug de proteina.

Los componentes del extracto fueron pH-dependientes. En pH acido (4.1 -
4.4) provocd dano muy evidente en la cuticula, en tanto que en pH mds
bésico (mayor a 5 ya no se observé dano cuticular, incluso. los
nemdatodos permanecieron vivos.

El tliempo de Incubacién fue determinante, ya que conforme éste
aumentd, el efecto antihelmintico fue mayor, es decir. con mds tiempo
de exposicidn de los nemdatodos, se produjo destruccidn total del cuerpo.

La temperatura f_c:mbléh Jjugé un papel importante para la accién
proteolitica del extracto ya que a temperatura ambiente se produjo el

_efecto pero mds lentamente.

' La cuticula de T, canis parece ser més débll en la zona ventral a nivel del
“cordén ventral ya que fue el sitio en donde empezd la ruptura.

o ',E/s' néc_e qub,lnvesﬂgar por qué ia cuticula de T. canis es menos resistente
..-en el segundo tercio de la regién ventral.

Lc'f}ecgljenclc de infeccion de cachorros fue mas alta que la de perros
“ adultos.

Se debe alslar y purificar el compuesto responsable de la destruccidn de
la cuticula, para determinar si existe una cuticulasa en 8. pinguin entre

otras incodgnitas por investigar.
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Anexo
indice de reactivos

1.-Solucién amortiguadora fosfatos (PBS) 1000 mL (1X), pH 7. 2,

NaCl 6.5g
K2HPO4 2,89
KH2PO4 0.4g

Se aford a 1000 mL con H20 destilada.

2.-Preparacidn de amortiguador de fosfatos (PB), pH 7.2
Q) Solucién de fosfato de sodio monobdsico 0.2M

NaHPO4 HO 5.52g
H20 200.0 mL.
. b) Solucién de fosfato de sodio dibdsico 0.2M
NazHPO4 anhidro 25.55g
H0 900.0 mL

c))PBO2M pH 7.2
Solucién a 190.0 mL.
Solucién b 810.0 mL.,

" 3.- Preparacion de amortiguador de fosfatos (PBSalino) 0.85% (0.1M)

- PB0.2M pH 7.2 1000.0 mL.
o NaCl . 85g
HO 1000.0mL.
a.fFofmcllnc
- Formaldehido 200.0 mL

- PBSalino 1800.0mL

v 5.-Prepcroclén de la resina epdxica (25 mL)

Glicidolica de etér (polimero) 10.13g
Anhidrido dodecenil succinico DDSA (endurecedor) 9.3g
Anhidrido metiinorbil carboxilico NMA (plastificador) 3.8g
Tris dimetil aminofenol DMP (catatizador) 0.33 mL

6.-Preparacién del Azul de toluidina

Azul de foluldina 1.0g
Tetraborato de sodio (Borax) 1.0g
Agua destilada 100 mL
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- Se mezcld el agua destilada con el Borax, después se agregd el azul de
. toluidina y se agité hasta que se diluys totalmente, por Gitimo  se filtrd.

- 7.- Método Bradford.
Se hizo el procedimiento de cuantificacién espectrofotométrica de

protelinas basado en el método disefiado por Bradford a partir de una
proteina conocida (albuimina, a una concentracion de 10 mg disueltos en
10 mL. de NaCl 0.15 M). La concentracion de albumina y la de las proteinas
del extracto, se mididé con un andlisis espectrofotométrico a 278nm, en el

espectro UV Ultrospec lil.

Reactivo de Bradford

Azul brillante de Coomasie G-250 100mg
Etanol 95%. 50 mL.
Acido fosférico 85% (p/v) 100 mL
H20 (aforar) 1000 mL.

Las soluciones contenian de 10 - 100 ug de albumina y se tomé un volumen
0.1m! de cada una en un tubo de ensaye de 12 x 100mm, al tubo control
solo se le puso solucidn de NaCl 0.15 M. A todos los tubos se les agregd 5.0
mL de reactivo para Bradford, Por ditimo, se hizo la grdfica patrén de
proteinas de la cantidad de albuimina contra la absorbancia obtenida a
una longitud de onda de 5§95 nm.

A otro grupo de tubos se les agregd 10.0 ul del extracto y § mL del
reactivo para Bradford y se leyeron a una longitud de onda de §95nm. La
absorbancia que resulté del problema se interpold a la curva patrdn y se
extrapold para obtener la cantidad de proteina presente en la muestra

(Fig. 7).
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