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RESUMEN

ALVAREZ MERCADO JOSE MANUEL. Valoracion in vitro de la eficacia anti-
fasciola de extractos de plantas de Veracruz, México. (Bajo la direccion de los
Dres. Froylan lbarra Velarde y Miguel Angel Alonso Diaz).

El objetivo del presente estudio, fue evaluar bajo condiciones in vitro el efecto anti-
Fasciola hepatica de 15 extractos de plantas provenientes de los municipios de
Martinez de la Torre, Nautla y Tlapacoyan, Veracruz. La obtencion de extractos e
identificacion de especimenes de plantas se realiz6 en el laboratorio de fitoquimica
de la Facultad de Estudios Superiores (FES) lIztacala-UNAM. Para la evaluacion
se utilizaron fasciolas recién desenquistadas en forma artificial incubadas en
placas estériles de cultivo de 24 pozos a 37°C y mantenidas en atmésfera de CO2
al 5%. Estas fueron expuestas por triplicado a concentraciones de 500, 250 y 125
mg / L de cada extracto. La eficacia fue valorada como porcentaje de mortalidad
con base en el numero de fasciolas vivas y muertas, realizando las lecturas a las
24, 48 y 72 horas con ayuda de un microscopio invertido a 40x. Todas las
evaluaciones fueron llevadas a cabo bajo condiciones asépticas, utilizando una
campana de flujo laminar. Las plantas que mostraron mayor actividad fueron
evaluadas nuevamente, adicionando otra concentracion de 375 mg / L con el
objeto de confirmar los resultados, asi como calcular la concentracion letal 50 %,
90 % y 99 % (CLso, ClLgo, ¥ ClLgg). Los resultados indicaron que los extractos de
Lantana (Lantana camara), Gordolobo (Bocconia frutescens), Hierba santa (Piper
auritum), Estafiate (Artemisia mexicana) y Guandul (Cajanus cajan) tuvieron
eficacia anti-fasciola in vitro a las 24, 48 y 72 hs, (P < 0.05). Las CLsp, CLgg, ¥ CLgg
obtenidas con estos extractos fueron: Estafiate (92.85, 210.44 y 410.04 mg / L);
Guandul (382.73, 570.09 y 788.9 mg / L); y Hierba Santa (369.96, 529.94 y 710.34
mg / L), respectivamente. Se concluye que de los quince extractos probados, cinco
demostraron eficacia promisoria anti-fasciola in vitro, indicando que posiblemente
podrian incorporarse como una alternativa mas en la estrategia del control integral
de la fasciolosis. Futuros estudios sobre toxicidad y evaluacién biol6gica in vivo
mediante pruebas controladas en rumiantes, determinaran el potencial fasciolicida
real de estos extractos.
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|. INTRODUCCION.

El campo de la parasitologia veterinaria tiene amplias implicaciones dentro de la
salud humana y animal. Las parasitosis continlan siendo un factor que limita la
produccién y el bienestar animal, e indudablemente el control de estos es una
tarea primordial para el MVZ. *

Dentro de las parasitosis mas importantes en el area veterinaria, estéa la fasciolosis
que es una enfermedad parasitaria de distribucion mundial causada por el
trematodo Fasciola hepatica. Este parasito se localiza en los conductos biliares de
ovinos, bovinos, caprinos, cerdos, equinos, conejos y en ocasiones en el hombre.
Se le considera la enfermedad hepatica mas importante ya que causa pérdidas

econdmicas estimadas en miles de millones de délares. >*

En la estimacion de estas pérdidas se incluyen la disminucién de los parametros
productivos (ganancia de leche y/o carne), reproductivos (abortos, intervalos entre
partos mas largos y baja en eficiencia reproductiva), decomisos de higados asi

como muertes directas.®

El control de esta enfermedad se ha basado en la aplicacion de productos
guimicos que debido a su uso indiscriminado y/o a un mal uso (ej. dosificaciéon
incorrecta), muestran menor eficacia debido al desarrollo de resistencia por parte

del parésito.®®
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Durante las ultimas cinco décadas el control de las parasitosis se ha realizado a
través de quimioprofilaxis intensiva, basada en el uso repetido de farmacos. Sin
embargo, esta solucidén se ha convertido en una fuente de preocupacion publica
debido al aumento del riesgo de residuos quimicos en alimentos, creando asi una
tendencia hacia producciones organicas y sustentables, esto sumado a la
aparicion de poblaciones de parasitos resistentes a los tratamientos actuales que

obligan a encontrar nuevas soluciones a este problema.’

Una alternativa al control quimico es la etno-veterinaria que incluye el posible uso
de plantas con efecto anti-fasciola. Estudios recientes han demostrado que
algunas plantas poseen efecto parasiticida; por ejemplo, plantas comunes como el
Estafiate (Artemisia mexicana), la Menta (Mentha piperita), el Plumajillo (Achillea

millefolium ), el Ajo (Allium sativum), la Pimienta (Piper nigrum) y la Papaya

(Carica papaya) asi como algunas gramineas y leguminosas.'®*?

Dada la gran diversidad de ecosistemas que posee nuestro pais, el posible uso de
plantas con efecto antiparasitario representa un abanico de posibilidades que ha
sido poco explorado. Se conoce que muchas plantas poseen mecanismos de
defensa en respuesta a diferentes depredadores, los cuales pueden ser utilizados
para el control de parasitos. Estos mecanismos actian a través de metabolitos
secundarios (MS) que pueden generar malos sabores, inhiben la ingestion,

asimilacion o también algunos pueden ser venenosos.” 1Y
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ll. REVISION DE LITERATURA.

2.1 Impacto de Fasciola hepatica en la ganaderia.

El ganado ovino, caprino y bovino desde el punto de vista de produccion,
participan activamente en la economia mundial ya que son la fuente principal de
leche, lana y carne roja. En estos animales, las perdidas en la produccion
causadas por enfermedades de origen parasitario ocasionan disminucioén en los
ingresos, pobreza en los paises subdesarrollados y riesgos en la seguridad
alimentaria de los paises desarrollados. Para mejorar la salud animal se requiere
un mayor esfuerzo en el &mbito de la investigacion y desarrollo de nuevas técnicas
diagndsticas y terapias en contra de Fasciola hepatica. *

Los efectos negativos en la economia ocasionados por F. hepatica son dificiles de
calcular, pero en los Estados Unidos se estima que se pierden 5,5 millones de
dolares anuales por mortalidad y morbilidad, y 2,5 millones por decomiso de
higados dafiados.*

Productivamente las infecciones con este parasito se pueden manifestar como
decrementos en produccion de leche y lana, baja fertilidad, costos de tratamientos,

etc. Las pérdidas econémicas se pueden dividir en dos tipos directas e indirectas.

Las pérdidas directas se deben a la disminucidén en los pardmetros productivos
como: ganancia de peso (GDP) que varia del 8-28% en bovinos y entre 30-350gr /
semana en ovinos, conversion alimenticia (CA), produccién lactea que baja entre

un 5% en infecciones moderadas hasta un 14%, asi mismo la infeccién influye en

la cantidad de solidos totales (ST) y los kg de leche producidos por lactacion,

¥
%, 5
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intervalos entre parto, los cuales se ven tambiéen afectados aumentado hasta en

20 dias, resultando en 0.5 servicios mas por concepcion,**

Las pérdidas indirectas hacen referencia a los incrementos en los costos de
alimentacion, debido a los trastornos nutricionales causados por la enfermedad.
Ademas de una pérdida en las ganancias por los decomisos a las canales

infectadas.'®

2.2 Ciclo Biologico de Fasciola hepatica.

El parasito adulto se aloja en los conductos biliares del hospedero definitivo (HD)
donde vierte sus huevos, los cuales pasan al duodeno junto con la bilis y de ahi
son evacuados con las heces. En condiciones de temperatura (26°C) y humedad
(80%) adecuadas, los huevos se desarrollan y eclosionan aproximadamente entre
2 y 3 semanas. Los huevos no eclosionan hasta estar libres en el agua, pues las
condiciones anaerbbicas de las heces impiden su desarrollo. La primera fase
larvaria es el miracidio, este es ciliado y posee dos manchas oculares
semilunares. Pueden vivir libres hasta 24 horas. Al aproximarse a un caracol
hospedero intermediario (HI), (caracoles del género Lymnaea spp), los receptores

guimio tacticos del miracidio los dirigen hacia las sustancias del mucus del caracol.
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Una vez en contacto con los caracoles, los miracidios segregan una sustancia
histolitica que facilita su entrada, penetran en ellos y se transforman en la segunda
fase larvaria el esporocisto; en un periodo de 14 dias este produce y libera de 5 a

8 redias.

Cada redia origen a redias hijas o de segunda generacion y estas a las cercarias.
La cercaria es la ultima fase evolutiva que parasita al caracol, después de 4 a 6
semanas las cercarias abandonan a las redias a través de la abertura tocologica
de estas Ultimas y a su vez del caracol a través de su aparato respiratorio, una vez

fuera requieren de un medio acuatico para sobrevivir.

En el agua, las cercarias se adhieren a objetos, especialmente plantas o a la
superficie inferior de la pelicula superficial del agua; pierden su color y segregan a

su alrededor un quiste de doble pared.

Una vez hecho, esto la ahora llamada metacercaria constituye la fase infectante,
estas son ingeridas por el hospedero definitivo junto con el alimento o el agua. El

desenquistamiento consta de dos fases: activacién y de emergencia.

La fase de activacion se lleva a cabo en el rumen, en una atmésfera de anhidrido
carbonico concentrado, a una temperatura de 39°C. La segunda fase o de
emergencia tiene lugar en el duodeno, donde la bilis, activa enzimas de la

metarcercaria, que provocan la apertura del orifico de emergencia del quiste.*®
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Las metacercarias se alimentan de la mucosa intestinal y después perforan
rapidamente la pared intestinal. La mayoria de las ahora fasciolas estan en el
peritoneo 24 horas después del desenquistamiento, desde alli emigran hacia el
higado. A las 90 horas pos infeccion comienza a penetrar la serosa del higado ; en

este momento las fasciolas tienen forma lanceolada y miden de 1 — 2 mm.

Tras un periodo de migracién, alimentacion y crecimiento rapido en el parénquima
de aproximadamente 6 semanas, los parasitos se alojan finalmente en los
conductos biliares a partir de los 40 dias pos infeccién aproximadamente, donde

alcanzan la madurez sexual.

Las fasciolas se auto fecundan y los primeros huevos aparecen en las heces del

hospedador a partir de los 55 — 60 dias desde la ingestién de las metarcecarias.'®

19

2.3 Patogenia y patogenicidad de Fasciola hepatica.

Durante el paso a través de la pared intestinal o la cavidad abdominal, Fasciola
hepatica no causa ningun cambio apreciable, provocandose las lesiones mas
importantes en el higado. Se pueden distinguir clinicamente una forma aguda y
otra cronica causada por diferentes fases de desarrollo del parasito en el

higado.*®*°
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La forma aguda se presenta ante una invasion masiva de fasciolas jévenes que
producen una inflamacion aguda en el tejido hepatico, con profusas hemorragias,
inflamacion periférica y conductos de perforacion, en estas zonas participan
productos metabolicos toxicos producidos por el parasito y de la destruccion de los
hepatocitos del HD.

Por la accion bacterifera, se pueden encontrar focos de supuracion, algunos
ovinos albergan esporas de Clostridium novyi en el higado, la invasion de las
formas jovenes de fasciolas puede dar lugar a hepatitis necrética infecciosa.
Accion mecanica e irritativa, ya que durante el paso del parasito a través del
higado las espinas del tegumento causan dafio y esto lleva a una accién
traumatica donde se debilita y perfora la capsula hepatica y por lo tanto puede
provocar peritonitis. También interviene obstruyendo el conducto colédoco
alterando el flujo normal de la bilis, por lo tanto los alimentos no se digieren
correctamente y causa un sindrome de mala digestion.

En la necropsia, el higado aparece engrosado, palido y friable. Muestra
numerosos tractos hemorragicos sobre la superficie, asi como depdsitos de fibrina
en la superficie hepatica y peritoneal, material gris-rojizo, que corresponde a
células infiltradas.

La forma crénica es la mas frecuente y la consecuencia mas importante es una
fibrosis hepatica, el dafio hepatico es de amplitud variable. En bovinos se presenta
calcifilaxis, es decir la calcificacion de los conductos biliares. Existe accion
expoliatriz hematdfaga que causa anemia, asi mismo el parasito también se

alimenta de bilis, por lo cual reduce la cantidad y altera su composicién.
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Formas emigrantes pueden llegar a las venas hepaticas, después de haber
pasado por circulacion pulmonar, llegan a diversos oOrganos como fasciolas
erraticas: nodulos linfaticos, pancreas, musculo, pulmén, bazo, peritoneo, Utero y

placenta (bovina y caprina), donde estos son encapsulados y mueren.*®*°

En infecciones masivas, los animales afectados pueden morir subitamente sin
manifestaciones clinicas, o pueden mostrar debilidad, inapetencia, dolor a la
palpacién abdominal y pueden llegar a morir un par de dias después. En casos
menos agudos, puede haber pérdida de peso y acumulacion de liquido en el
abdomen (ascitis). También son frecuentes eosinofilia, anemia, hipoalbuminemia,
altos niveles de transaminasas ALT (alanina aminotransferasa) y ASL (aspartato

aminotransferasa) en el suero e incremento de la colesterinemia.®

La forma cronica se presenta cuando el huésped ingiere dosis moderadas pero
sostenidas de metacercarias. Los signos son anemia progresiva, debilidad,
pérdida de apetito, edema submandibular, ascitis, diarrea y pérdida de peso. La
parasitosis tiene un efecto acumulativo a través de los afios.

En los cerdos, la fasciolosis es en general asintomatica y se manifiesta
clinicamente cuando hay factores debilitantes como nutricibn deficiente o
enfermedades concurrentes.

La parasitosis también se ha descrito en équidos y en conejos. En la oveja se
encuentra casi exclusivamente la forma aguda, y en los bovinos la forma cronica,

la cual pocas veces llega a tener consecuencias fatales.? 1% 1819
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La patogenicidad de F. hepatica estd determinada por una serie de factores; el
HD, los ovinos son mas susceptibles que los bovinos y los suinos, mientras que
los equinos son los mas resistentes, la cantidad de metacercarias ingeridas,

temperatura a la que se desarrollan y si se trata de una infeccion o reinfeccion.

2.3.1 Lesiones causadas por Fasciola hepatica.

Las lesiones pueden dividirse en una fibrosis hepatica y colangitis hiperplasica. La
migracion de fasciolas inmaduras a través del higado provoca tractos migratorios,

destruccion del parénquima hepatico, hemorragia y necrosis.

También hay formacién de trombos en las venas hepéticas y sinusoides, lo cual
obstruye el flujo y provoca una necrosis isquémica y coagulativa. Tras unas 4 o 6

semanas post infeccion se deposita colageno y hay fibrosis.

Hay engrosamiento de los conductos biliares, los cuales se encuentran dilatados,

llenos de bilis, fasciolas inmaduras y llegan a poseer un color grisaceo.*”*

2.4 Diagnéstico.

Una combinacién de estrategias de control son utilizadas para minimizar las
infestaciones de fasciola pero la habilidad para diagnosticar una infeccion activa

es primordial para cualquier programa de control.
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Actualmente el diagnéstico se realiza obteniendo informacion epidemiologica
referente al caracter enzodtico de la enfermedad en la zona, la presencia de
caracoles lineidos y su presentacion en afios lluviosos asi como su caracter
estacional, ademas se puede observar baja de peso en casos de fasciolosis
cronica, elevada mortalidad en los casos de fasciolosis aguda y anemia en casos
subagudos. Los hallazgos a la necropsia nos permiten ver lesiones caracteristicas
donde se debe de hacer el diagndstico diferencial con otras infecciones

parasitarias como: dicroceliosis y paramfistomosis.

Observando el estado general del animal y los signos clinicos que presentan:
diarrea, edema submandibular, emaciacién, anorexia, palidez de las mucosas,

alteraciones de enzimas en bioquimica sanguinea, abortos, etc. 171819

El uso de la técnica coprologica por sedimentacion es el método estandar, esto
debido a que es preciso, barato, facil de realizar y demuestra la presencia de una
infeccion activa con la presencia de huevos del trematodo en las heces y asi poder

diferenciarlos de otros trematodos.*®

Actualmente existen diversas técnicas inmunoldgicas: difusion doble en agar,
inmunoelectroforesis, contra inmunoelectroforesis, hemaglutinacién pasiva,
aglutinacion en latex, inmunofluorescencia, fijacibon de complemento, ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbet Asay 6 Ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas) indirecto, DIG (Diffusion In Gel 6 Difusion en gel )-ELISA, DOT—-ELISA
(ELISA en punto). Analisis serolégicos de la respuesta de anticuerpos en plasmay

leche han sido introducido para el diagnéstico de Fasciola hepatica.
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Desafortunadamente este tipo de diagnostico no diferencia entre infecciones
activas e infecciones anteriores ya que los anticuerpos contra Fasciola hepatica
pueden persistir en el suero por meses o incluso afios después de que no se
presenten vermes, esto produce falsos positivos y por lo tanto son poco

confiables.t 2% 2!

2.5 Métodos de prevencion y control.

La profilaxis deberia de comprender las siguientes medidas:

e Eliminacion de los parasitos en los HD infectados.
e Reduccion del numero de moluscos Hl.
e La rotacion de pastos, drenado de terrenos inundados, movilizacion del

ganado HD con el fin de reducir el riesgo de infeccion

2.5.1 Antihelminticos que actuan contra Fasciola hepatica.

Durante décadas la quimioterapia tanto en México como a nivel mundial, ha sido la
forma habitual de control de la fasciolosis, en virtud de haber demostrado ser
hasta el momento el método mas eficaz para remover los parasitos cuando estos

se encuentran en el HD.




[13]

A través del tiempo se han desarrollado un considerable numero de fasciolicidas
los cuales han mostrado eficacia de mayor o menor grado contra las diferentes

etapas de fasciola.

Con esta base, la Industria Farmacéutica ha desarrollado diversos fasciolicidas,

los cuales pertenecen a los siguientes grupos:

1.- Fenoles Halogenados.

Hexaclorofenol: Al entrar en circulacion general se une en alto porcentaje a
proteinas plasmaticas; se metaboliza y elimina por bilis lo cual resulta de utilidad

contra los trematodos que se encuentran en los conductos biliares.

Bitionol: Inhibe la fosforilacion oxidativa, lo que disminuye el metabolismo
glucolitico del parasito. Altera el equilibrio digestivo y excretor. Interfiere en la

embriogénesis del parasito, lo que permite usarlo como profilactico.

Niclofolan: Derivado del hexaclorofenol se trata de un desacoplante de la

fosforilacién oxidativa en las mitocondrias

Nitroxinil: Actda inhibiendo la fosforilacién oxidativa, puede inducir el cese

de inmediato de contracciones musculares del parasito.

2.- Salicilanilidas.

Rafoxanida: interviene en la formacion de compuestos de alta energia,
como ATP, ADP y otros, ademas de que transporta cationes a través de la

membrana e interfiere en la fosforilacion oxidativa en la mitocondria del parasito.
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Closantel: Dafa la cuticula del trematodo, causando erosiones en las
fasciolas adultas. Bloguea las rutas energéticas, en especial la fosforilacion
oxidativa, causando graves trastornos en el metabolismo del parasito, que muere
en uno o dos dias. En las fasciolas sobrevivientes produce un efecto atrofico que

imposibilita sus funciones de crecimiento y reproduccion.

3.- Benzimidazoles.

3.1 Benzimidazoles carbamatos

Albendazol: Inhibe la polimerizacibn de la tubulina y la enzima
reductasa de fumarato, lo que produce deficiencia en la generacion de

energia y por lo tanto la muerte del parasito.

Mebendazol: Bloquea el paso de la glucosa al parasito, con la
consecuente disminucion de glucégeno y ATP. Induce la desorganizacién

de la tubulina.

3.2 Probenzimidazoles

Netobimina: Este farmaco es convertido por la microflora
gastrointestinal en un metabolito sulféxido y posteriormente en el higado
sufre otra conversion que da como resultado la formacion de albendazol y
albendazol sulféxido, estos productos son los que confieren la actividad

antinelmintica.
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3.3 Benzimidazoles Halogenados

Triclabendazol. Su mecanismo de accion consiste en unirse a la
tubulina bloqueando el paso de la glucosa al parasito, con la consecuente

disminucién de glucogeno y ATP.

4 .-Sulfonamidas.

Clorsuldn. Inhibe enzimas que participan en la obtencion de energia.

5.-Fenoxialcanos.

Dianfenetidina: Este farmaco requiere activacion en el higado con lo que
forma un metabolito aminado, el cual produce cambios en tegumento que hacen

susceptible al parasito ante la accion de enzimas.

Siendo en México los mas utilizados son el nitroxinil, closantel, rafoxanida,

albendazol y triclabendazol.*® %2
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2.6 Herbolaria y plantas medicinales.

Por siglos las personas han usado plantas con fines curativos. Se habla en
registros escritos acerca del uso de plantas desde hace 5000 afios en la cultura

sumeria.

Durante el curso de la historia para la humanidad el uso de plantas como fuente
para el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos ha pasado inadvertido,
por el contrario se ha favorecido a los farmacos disefiados artificialmente, los

cuales han acabado con el dominio de los productos naturales.?

Las plantas y sus extractos han sido usados como remedios para dolores de
cabeza e infecciones de origen bacteriano, micético, viral y parasitida, pero en los
altimos 20 a 30 afios los cientificos se han dedicado a determinar si estos son

efectivos, y si lo son, el modo de accion de estos.

Se tiene conocimiento de aproximadamente 250,000 especies de plantas a nivel
mundial, de estas menos del 10% ha sido investigado para conocer sus
propiedades farmacoldgicas, lo que representa una vasta fuente de recursos sin

explotar con potencial para desarrollar nuevos antiparasitarios.

Dada la gran diversidad de ecosistemas que hay en nuestro pais, la oportunidad
de encontrar plantas cuyos compuestos bioactivos tengan un efecto anti-fasciola
aumenta significativamente, siendo los MS, los de mayor importancia en cuanto al

desarrollo de nuevas alternativas para el control de las parasitosis.
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Entre los metabolitos que han demostrado actividad contra una amplia gama de
parasitos se encuentran: alcaloides, saponinas, skimmiarepinas A y C, taninos o

flavonoides, terpenos (4 Di-terperno, monoterpenos) y xantonas.*

Estos compuestos actian de diversas maneras, algunos actian como inmuno-
moduladores modificando la interaccion parasito-huésped estimulando los
mecanismos de defensa, aumentando la proteina de paso y formando compuestos

con aminoacidos que pertenecen a la cuticula de los paréasitos.® **> %

Diversos estudios in vitro han demostrado que es posible usar plantas para
combatir algunos parasitos como son: Fasciola hepatica, Giardia spp,
Haemonchus contortus, Leishmania infantum, Plasmodium falciparum,
Rhipicephalus  microplus,  Trichostrongylus  colubriformis,  Trypanosoma,
Trypanosoma brucei brucei, y Trypanosoma cruzi, a través de la elaboracion de

extractos con solventes organicos y su consecuente evaluacién in vitro e in vivo

9-15, 24-30

obteniendo resultados prometedores.
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l1l. JUSTIFICACION

El uso normal e indiscriminado de farmacos fasciolicidas ha favorecido el
desarrollo de resistencia hacia las diversas familias de farmacos que actuan contra
Fasciola hepatica que aunado al dafio que estos productos ocasionan al medio
ambiente obliga al MVZ a buscar nuevas alternativas de control. Ante esto la etno-

veterinaria representa una alternativa para el control de este parasito.
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IV. HIPOTESIS

Los extractos de quince plantas colectadas en el trépico veracruzano presentaran

efecto anti-Fasciola hepatica in vitro.
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V. OBJETIVO

Evaluar y determinar in vitro el efecto anti-Fasciola hepatica de quince extractos

de plantas de Martinez de la Torre, Nautla y Tlapacoyan Veracruz, México.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Localizacion del estudio.

La colecta de plantas se llevé a cabo en los municipios de Tlapacoyan, Martinez
de la Torre y Nautla Veracruz, México. Después, las plantas se transportaron al
Centro de Ensefanza, Investigacion y Extension en Ganaderia Tropical (CEIEGT)
para su secado y preparacion para la identificacion taxonémica.

La obtencion de extractos e identificacion de especimenes de plantas se realiz6 en
el laboratorio de fitoquimica de la Facultad de Estudios Superiores (FES) Iztacala-
UNAM vy la evaluacion anti-Fasciola se hizo en el laboratorio de quimioterapia

experimental del Depto. de Parasitologia de la FMVZ-UNAM.

6.2. Colecta del material vegetativo y preparacion de los extractos.

La colecta de la plantas se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por

Columba et al. (2007) y Rodriguez et al. (2009) 3132

En este estudio se seleccionaron plantas en base a: el uso popular que se les da,
los reportes bibliograficos donde algunas plantas han mostrado efecto contra otros
pardsitos y entrevistas con personas de los municipios anteriormente

mencionados. ¥*° 243033
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Las plantas seleccionadas para su evaluacién e identificaciébn fueron: Acacia
cornigera(Cuerno de toro 2147 IZTA), Acacia farnesiana (Espinillo blanco 2164
IZTA), Artemisia absinthium (Ajenjo 2155 IZTA), Artemisia mexicana (Estafiate
2156 1ZTA), Bocconia frutescens (Gordolobo 2153 IZTA), Cajanus cajan (Guandul
2164 1ZTA), Cordia spp (Mata caballo), Hibiscus rosa — sinensis (Rosa de china
2149 IZTA), Lantana camara (Lantana 2160 IZTA), Leucaena diversifolia
(Leucaena 2169 I1ZTA), Melia azedarach (Piocho 2161 IZTA), Mentha sp
(Hierbabuena 2163 IZTA), Ocimum basilicum (Albahaca 2154 I1ZTA), Piper auritum

(Hierba santa 2165 IZTA) y Teloxys ambrosioides (Epazote verde 2157 IZTA).

Después de la colecta, se tom6 una muestra representativa de cada una para su
identificacion taxondmica en el herbario de la FES lztacala. Se colectd un
promedio de 700 g de hojas frescas de cada planta, las cuales fueron
transportadas a las instalaciones del CEIEGT donde se secaron en un horno por 3
dias a 60°C. En el anexo 1 se presenta la informacion sobre el lugar y la fecha de

colecta de cada planta asi como el peso en base humeda y en base seca.

De las hojas de cada planta, se hicieron extractos usando solventes de diferente
polaridad (Hexano, Acetato de Etilo y Metanol). Estos se elaboraron de acuerdo a
lo descrito por Harnborne, 1970 y Trease, 1987 con 100 g de materia seca de
cada planta a los cuales se les adicion6 500 ml del solvente, después se destilo el
contenido de solventes bajo las condiciones de temperaturas y revoluciones por

minuto (RPM) siguientes:
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1) en el caso del hexano a 40°C y 50 RPM, 2) para acetato de etilo a 65°C y 60
RPM y 3) para metanol a 60°C y 90 RPM mediante el uso de un rota evaporador

soxlet®, 3435

Para cada planta, se realizaron 3 destilaciones cada 3 6 4 dias dependiendo del
tipo de planta. Posteriormente, los extractos fueron colocados en cajas petri y
almacenados en refrigeracion hasta Su posterior evaluacion.
En el anexo 2 se presenta la informacion sobre el rendimiento en extracto de cada

planta procesada.

6.3 Evaluacioén in vitro de la eficacia anti-fasciola de los extractos.

Para evaluar el efecto anti-fasciola de cada extracto, se utilizaron fasciolas recién
desenquistadas artificialmente (aproximadamente seis horas después del
desenquistamiento), de acuerdo a lo descrito por Ibarra y Jenkins, 1984. Una vez
desenquistadas, las metacercarias se expusieron durante una hora en un medio
de activacion (ditionato de sodio y agua destilada), seguido de dos horas méas en
un medio de emergencia (solucion de Hank y bilis de bovino), incubando a 37°C y
5% de CO,. Finalmente se suspendieron en 90 ml de medio de cultivo Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) -1640® mas 90 ml, suero bovino y 1.5 ml de

antibiético a una densidad de 100 individuos/ml.*®

Para la evaluacion in vitro se utilizaron 500 mg de extracto crudo de cada planta

que se colocaron en tubos eppendorf a los que se les afiadié 0.1ml de metanol
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para disolver el extracto y se aforé a 10 ml. Se realizaron diluciones dobles para
preparar concentraciones de 500, 250 y 125 mg / L en cajas de cultivo marca

NUNC® de 24 pozos.

En cada pozo se deposité 1.6 ml de medio RPMI-1640%, 0.2 ml del extracto
solubilizado y 0.2 ml conteniendo 10 fasciolas. Por cada placa, se usaron 4 pozos
testigo sin tratamiento, 3 contenian solamente el medio completo, el ultimo medio

RPMI 1640® mas 0.2ml de metanol.

De esta manera los extractos vegetales fueron probados por triplicado y aquellos
que mostraron mayor actividad se evaluaron en 3 ocasiones mas, adicionando
otra concentracion de 375 mg / L, con el objetivo de confirmar los resultados asi
como calcular la concentracion letal para matar al 50 % de las fasciolas (CLso), la
concentracion letal para matar al 90 % de las fasciolas (CLgp) y la concentracion
letal para matar al 99 % de las fasciolas (CLgg). Cada prueba permanecio en

incubacion a 37°C durante 4 dias bajo una atmdsfera de CO2 al 5%.

6.4 Interpretacién de la Prueba

Las fasciolas bajo estudio se examinaron a las 24, 48 y 72 hs post-exposicion con
el extracto mediante un microscopio invertido a 40 x. La actividad de los extractos
se midié comparando la sobrevivencia de las fasciolas tratadas con relacion a las
fasciolas del grupo testigo. Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo

condiciones asépticas utilizando una campana de flujo laminar.
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6.5 Medicién de la eficacia.

La eficacia se midi6 utilizando la siguiente formula (Abbott, 2004):

No.de Fasciolas en el grupo Testigo - No.de Fasciolas en el grupo Tratado X1 OO
No de Fasciolas en el grupo Testigo

Eficacia (%) =

Cuando un extracto mostré una eficacia in vitro mayor al 80% se consider6 que

posee actividad fasciolicida.** 2> %

6.6 Andlisis de datos

Para evaluar el efecto anti-fasciola de las diferentes concentraciones evaluadas
dentro de cada extracto, se utilizo la prueba de Kruskall-Wallis para determinar
diferencias significativas (STATGRAPHICS v.16.1.17) *’. Se utiliz6 un valor de P <

0.05.

Para calcular la CLsp, CLgo Y CLgg de los extractos que tuvieron efecto anti-fasciola
in vitro, se realizé una analisis PROBIT con el programa POLO PLUS (LeOra

Software, 2003).%®
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VIl. RESULTADOS.

7.1 Eficacia de los extractos.

En todos los bioensayos in vitro que se realizaron en este estudio, no hubo
mortalidad en los tratamientos control (O mg/ L).

En los cuadros 1, 2 y 3 se observa que cinco de los quince extractos evaluados
tuvieron eficacia anti-fasciola in vitro a las 24, 48 y 72 hs, respectivamente (P <
0.05). De estos, el extracto de Lantana (Lantana camara), Gordolobo (Bocconia
frutescens) y Estafiate (Artemisia mexicana) mostraron una eficacia del 100% a
una concentracion de 500 mg / L a las 24 hs (P < 0.05). Mientras que a las 48 hs
el extracto de Guandul (Cajanus cajan) mostré una eficacia del 100% a una
concentracion de 500 mg / L (P < 0.05) y los de Gordolobo (Bocconia frutescens) y
Estafiate (Artemisia mexicana) actuaron a 250 mg / L (P < 0.05). Finalmente a las
72 hs de exposicion el extracto de Estafiate (Artemisia mexicana) mostré actividad
en la concentracién de 125 mg /L (P < 0.05) y el de Hierba santa (Piper auritum) a

una concentracion de 500 mg / L (P < 0.05).




Cuadro 1. Eficacia anti-fasciola in vitro de extractos de plantas nativas de Veracruz, México a las 24 hs.
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Nombre comun

Nombre cientifico

Eficacia (%)°

0 mg/l 125mg/l 250 mg/l 500 mg/l
Cuerno de toro Acacia cornigera 0® 0® 0* 0*
Guanddl Cajanus cajan 0* 0* 0® 0®
Espinillo blanco Acacia farnesiana 0* 0* 0® 0®
Lantana Lantana camara 0* 0* 0® 100°
Hibiscus Hibiscus rosa - sinensis 0* 0* 0? 0*
Gordolobo Bocconia frutescens 0? 3+0.06° 83+0.21" 100°
Piocho Melia azedarach 0* 7+0.11° 7+0.11% 7+0.11%
Leucaena Leucaena diversifolia 0* 0* 0* 0*
Mata Caballo Cordia spp 0* 0* 0® 0®
Epazote Verde Chenopodium ambrosioides 0* 0* 0® 0®
H. Santa, hinojo Piper auritum 0* 0* 0* 0*
H. buena Mentha sativa 0* 0* 0? 0?
H. Maestra Artemisia absinthium L. 0* 0* 0* 0*
Albahaca Ocimum basiliam 0* 0* 0* 0*
Estafiate Artemisia mexicana 0* 0* 0* 100°

Distinta literal entre columnas indica diferencias estadisticamente significativas. P<0.05

“valor promedio de tres replicas + Desviacién Estandar.




[28]

Cuadro 2. Eficacia anti-fasciola in vitro de extractos de plantas nativas de Veracruz, México a las 48 hs.

Eficacia (%)°

Nombre comin Nombre cientifico 0 mg/ 125mgl s 250 mg! s 500 mg!
Cuerno de toro Acacia cornigera 0* 0® 0* 0*
Guanddl Cajanus cajan 0® 0* 0® 0®
Espinillo blanco Acacia farnesiana 0* 0* 0* 0*
Lantana Lantana cAmara 0* 0* 0* 100°
Hibiscus Hibiscus rosa - sinensis 0? 0* 0? 0?
Gordolobo Bocconia frutescens 0* 10£0.1° 87+0.23" 100°
Piocho Melia azedarach 0? 7+0.11° 7+0.11% 7+0.11%
Leucaena Leucaena diversifolia 0* 0* 0* 0*
Mata Caballo Cordia spp 0® 0* 0® 0®
Epazote Verde Chenopodium ambrosioides 0* 0* 0* 0*

H. Santa, hinojo Piper auritum 0? 0* 0? 40+0.52°
H. buena Mentha sativa 0? 0* 0? 0?

H. Maestra Artemisia absinthium L. 0* 0* 0* 0*
Albahaca Ocimum basiliam 0? 0* 0? 0*
Estafiate Artemisia mexicana 0* 63+0.15" 77+0.21° 100°

Distinta literal entre columnas indica diferencias estadisticamente significativas. P<0.05
“valor promedio de tres replicas + Desviacion Estandar.




Cuadro 3. Eficacia anti-fasciola in vitro de extractos de plantas nativas de Veracruz, México alas 72 hs.
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Nombre comdn Nombre cientifico Flicacia (00

0 mgl/l 125mgll 250 mgl/l 500 mg/l
Cuerno de toro Acacia cornigera 0* 0® 0® 0*
Guandul Cajanus cajan 0? 0? 0? 100°
Espinillo blanco Acacia farnesiana 0* 0* 0* 0*
Lantana Lantana camara 0? 0* 0* 100°
Hibiscus Hibiscus rosa - sinensis 0* 0* 0* 0*
Gordolobo Bocconia frutescens 0* 10+0.1% 100° 100b
Piocho Melia azedarach 0? 7+0.11° 7+0.11° 13+0.11°
Leucaena Leucaena diversifolia 0* 0* 0* 0*
Mata Caballo Cordia spp 0® 0* 0* 0®
Epazote Verde Chenopodium ambrosioides 0* 0* 0* 0*
H. Santa, hinojo Piper auritum 0® 0® 0® 100°
H. buena Mentha sativa 0* 0* 0* 0
H. Maestra Artemisia absinthium L. 0* 0* 0* 0*
Albahaca Ocimum basiliam 0? 0* 0* 0*
Estafiate Artemisia mexicana 0* 100° 100° 100°

Distinta literal entre columnas indica diferencias estadisticamente significativas. P<0.05
“valor promedio de tres replicas + Desviacion Estandar.
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Los cinco extractos que mostraron eficacia anti-fasciola in vitro mayor al 80%
fueron evaluadas por segunda ocasion incluyendo una concentracion de 375 mg /
L para poder determinar la CL50, CL90 y CL99. Los resultados fueron

consistentes a los bioensayos previamente descritos (Cuadros 4, 5y 6).

Cuadro 4. Segunda evaluacion de la Eficacia anti-fasciola in vitro de extractos de
plantas nativas de Veracruz, México alas 24 hs.

Eficacia %°

Extracto Oomg/L 125mg/L 250mg/L 375mg/L 500 mg/L
Estafiate n=10
(Artemisia mexicana) 0? 0? 0? 100° 100°
Gordolobo
(Bocconia frutescens) 0? 0? 17+0.29° 100° 100°
Lantana
(Lantana camara) 0? 0? 0? 0? 100°
Hierba santa
(Piper auritum) 0? 0? 0% 0® 0®
Guandul
(Cajanus cajan) 0? 0? 0? 37+0.06°  37+0.06°

Distinta literal entre columnas indica diferencias estadisticamente significativas. P<0.05.
“valor promedio de tres replicas + Desviacién Estandar.

Cuadro 5. Segunda evaluacion de la Eficacia anti-fasciola in vitro de extractos de
plantas nativas de Veracruz, México a las 48 hs.

Eficacia %°

Extracto

Omg/L 125mg/L 250mg/L 375mg/L 500mg/L
Estafiate n=10
(Artemisia mexicana) 0? 70+0.1° 90° 100° 100°
Gordolobo
(Bocconia frutescens) 0? 0? 100° 100° 100°
Lantana
(Lantana camara) 0? 0? 0? 93+0.06" 100°
Hierba santa
(Piper auritum) 0? 0? 0? 73+0.06"  73+0.06"
Guandul
(Cajanus cajan) 0? 0? 0? 67+0.06"  67+0.06"

Distinta literal entre columnas indica diferencias estadisticamente significativas. P<0.05
“valor promedio de tres replicas *+ Desviacién Estandar.
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Cuadro 6. Segunda evaluacion de la Eficacia anti-fasciola in vitro de extractos de
plantas nativas de Veracruz, México alas 72 hs.

Eficacia %°

Extracto Omg/L 125mg/L 250 mg/L 375mg/L 500 mg/L
Estafiate n=10
(Artemisia mexicana) 0* 93+0.06" 1002 100? 100*
Gordolobo
(Bocconia frutescens) 0? 0? 100° 100° 100°
Lantana
(Lantana camara) 0? 0? 0? 93+0.06" 100°
Hierba santa
(Piper auritum) 0? 0? 0? 83+0.06" 100°
Guandul
(Cajanus cajan) 0? 0? 0? 93+0.06°  93+0.06"

Distinta literal entre columnas indica diferencias estadisticamente significativas. P<0.05
“valor promedio de tres replicas + Desviacion Estandar.

En el cuadro 7 y las figuras 1, 2 y 3, se observan las CLsg, CLgy Yy CLgg para los
extractos de Estafiate (Artemisia mexicana), Guandul (Cajanus cajan) y Hierba
santa (Piper auritum). No fue posible calcular las concentraciones letales para los
extractos de Gordolobo (Bocconia frutescens) y Lantana (Lantana camara) debido

a su elevada eficacia (100%).
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Cuadro 7. Concentraciones letales de extractos con efecto anti-Fasciola hepatica in vitro.

CL 50 CL 90 CL 99
Extracto LCI-LCS LCI-LCS LCI-LCS D.E x3(gl=10)
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Estafiate
(Artemisia mexicana) 92.85 42.16-124.50 210.44 166.78-306.78 410.04 288.46-1135.26 +2.197 5.893
Guandul
(Cajanus cajan) 382.73 327.13-444.12 570.09 479.89-908.48 788.9 603.92-1768.30 +3.653 15.258
Gordolobo
(Bocconia frutescens) 369.96 318.77-419.83 529.94 457.78-748.36 710.34 567.74-1298.47 +3.813 14.702

LCI Limite de confianza inferior, LCS Limite de confianza superior, x° valor de chi-cuadrada, gl grados de libertad. P < 0.05.
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Figura 1.Comportamiento de las CLsgy, CLgo Yy CLgg de los extractos de
Bocconia frutescens y Lantana camara expresando efecto anti-
Fasciola hepaticain vitro.
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Figura 2.Comportamiento de las CLsgy, CLgo Y CLgg de los
extractos de Cajanus cajan y Piper auritum expresando efecto
anti-Fasciola hepatica in vitro.
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Figura 3. Comportamiento de las CLsgy, CLgo y CLgg del
extracto de Artemisia mexicana expresando efecto anti-
Fasciola hepaticain vitro.
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VIII. DISCUSION.

Los extractos de plantas representan hoy en dia una posible alternativa para
realizar un control eficaz de la fasciolosis en los rumiantes domésticos. Sin
embargo, este campo ha sido poco explorado por lo que se manifiesta la
necesidad de desarrollar nuevas investigaciones que tiendan a determinar cual es

su potencial contra Fasciola hepatica.

En el presente estudio, de quince extractos analizados, cinco mostraron un efecto
anti-fasciola in vitro [Estafiate (Artemisia mexicana), Gordolobo (Bocconia
frutescens), Lantana (Lantana camara), Hierba santa (Piper auritum) y Guandul
(Cajanus cajan)]. Dentro de estas, el extracto de Estafiate (Artemisa mexicana)
mostré eficacia anti-fasciola a partir de una concentracién de 125 mg / L y se
determinaron las CL50, CL90 y CL99. En un estudio similar, Ibarra et al. (2012)
reportaron una eficacia anti-fasciola del 100% con el extracto de Estafiate
(Artemisia mexicana) a las mismas concentraciones que se utilizaron en este
estudio, lo cual de alguna manera muestra que existe una actividad anti-fasciola
intrinseca por parte de este extracto aun cuando fue evaluado en estudios y
tiempos diferentes.'® Esto indica, que este extracto puede ser una alternativa al
control quimico de Fasciola hepatica, solo, después de su evaluacion in vivo asi
como previos estudios de toxicidad. Al respecto, existen estudios en ratones CD1
gue demostraron que el extracto de Estafiate (Artemisia mexicana) no tuvo ningun

tipo de toxicidad en tejido hepatico o renal.




[37]

No obstante, es necesario realizar estudios in vivo con el uso de las CL
determinadas en este estudio utilizando rumiantes como modelo experimental asi
como la identificacion de los compuestos secundarios de plantas asociados al

efecto anti-fasciola.

Otros extractos de plantas que tuvieron una elevada eficacia anti-fasciola in vitro
en este estudio fueron el de Hierba santa (Piper auritum), el de Gordolobo
(Bocconia frutescens) y el del Guandul (Cajanus cajan). Hasta el dia de hoy, no
existen estudios donde se haya evaluado el efecto anti-fasciola de estas plantas.
No obstante, y debido a que se han reportado efectos benéficos para la salud con
extractos de estas plantas, es posible que mediante su administracion directa a
rumiantes se obtenga un efecto similar in vivo. Por ejemplo, Ghanem et al. (2012)
reportaron un efecto protector y antioxidante en plantas de la familia Piperaceae,
de la cual se desprende la Hierba santa (Piper auritum), y sus fracciones en
cultivos de hepatocitos de ratones*. Akinloye et al. (2011) también encontraron un
efecto hepatoprotector del Cajanus cajan en ratones, no se han reportado efectos

toxicos de estas plantas.**

Lantana (Lantana camara) posiblemente por ser una planta toxica para el ganado
bovino y ovino no tiene reportes de eficacia anti-fasciola hasta el dia de hoy. Este
trabajo es el primer reporte del efecto anti-fasciola in vitro del extracto de Lantana.
Sin embargo, es necesario considerar algunos otros efectos no deseables como la
fotosensibilizacion y las alteraciones hepaticas que provocan en los animales que

consumen esta planta.




[38]

Aqui es importante hacer notar que si en estudios continuados esta planta
demuestra ser de gran impacto fasciolicida, seria motivo para realizar estudios
adicionales con el objeto de identificar los compuestos responsables de dicha
toxicidad. En relacion a esto respecto Ghisalberti et al. (2000) mencionan que hay
un promedio de 150 especies de este género, pero solo un bajo porcentaje de

estas causan toxicidad.

Por lo tanto, es necesario seguir evaluando el o los compuestos que estan
involucrados en el efecto anti-fasciola in vitro y su posible toxicidad en diferentes
modelos animales. De esta forma, se podria encontrar otra especie de Lantana

spp, de la cual no se tenga reportes de toxicidad animal.*?

Adicionalmente a esto, diversos estudios fito-quimicos han enlistado los diversos
MS que estas plantas poseen: 1) Alcaloides, 2) Terpenos, 3) Taninos o
flavonoides y 4) Xantonas; Bhanumati et al. (1978), Amarjit et al. (1985), Akihisa et
al. (1992), Ruiz et al. (1993), Parmar et al. (1997), Ghisalberti et al. (2000),
Liscombe et al. (2005), y Said et al. (2005).***° Estos mismos componentes han
demostrado actividad antiparasitaria y son mencionados en estudios hechos por
Anthony et al. (2005), Hoste et al. (2006) Alonso et al. (2008), Fernandez et al.
(2011) y Von son et al. (2012). Por lo tanto, es necesario seguir realizando
estudios para conocer la composicion quimica, mediante cromatografia liquida de

alta resolucion, de los extractos que mostraron efecto anti-fasciola.” 1% 15 24 28
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Sin embargo, estos no son los Unicos compuestos que poseen estas y otras
especies vegetales por lo cual no seria correcto el descartar el efecto de algun

otro compuesto (s) bioactivo (s).

Vera et al. (2008) también realizaron bioensayos con Leucaena (Leucaena
leucocephala) en contra de Fasciola hepatica donde presentaba la ausencia de
actividad en concentraciones de 500 mg / L.*® Por otra parte Fernandez et al.
(2011) usando esta misma leguminosa obtiene una mortalidad del 66.79% en
contra de larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus y 0% de mortalidad en las

etapas adultas de las mismas.?®

En este estudio al usar Leucaena diversifolia tampoco se obtuvo actividad alguna
en todas las concentraciones probadas lo que hace suponer que ninguna especie

de este género tiene actividad anti-fasciola.

Alonso et al. (2008) analizaron Cornezuelo (acacia pennatula) en contra de
Haemonchus contortus, inhibiendo el desenvaine de la L3 dicho parasito a
concentraciones de 1200 pg / ml. ** Mientras que en este bioensayo se reporté
una actividad anti-fasciola del 0 % en todas las concentraciones probadas en los

extractos de Acacia cornigera y Acacia farnesiana.

Singh et al. (2009) e Ibarra et al. (2012) obtienen resultados satisfactorios con
extractos etandlicos y hexanicos de Artemisia absinthium en contra de Fasciola
hepatica. Estos resultados difieren de los obtenidos en nuestro estudio en virtud

de que no se observo actividad anti-fasciola alguna.****
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Por lo anteriormente mencionado, el presente estudio aun cuando representa
informacion preliminar, da la pauta para dar continuidad a diferentes
investigaciones que demuestren si la informacién aqui obtenida puede ser
repetible y amplificada, con el fin de llegar a obtener sus metabolitos secundarios
para finalmente determinar si es uno o la combinacion como responsables de la

actividad fasciolicida obtenida.

IX. CONCLUSION

Se concluye que de los quince extractos probados, cinco demostraron eficacia
promisoria anti-fasciola in vitro, indicando que posiblemente podrian incorporarse

como una alternativa mas en la estrategia del control integral de la fasciolosis.

Futuros estudios sobre toxicidad y evaluacién bioldgica in vivo mediante pruebas
controladas en rumiantes, determinaran el real potencial fasciolicida de estos

extractos.




X. ANEXOS

10.1 Anexo 1. Colecta de plantas.

[41]

NUm ID Peso de g Ms
Noml?re Nombre cientifico Herbario Lugar de Fecha Fecha g BH laBolsa gBH c/Conte Conte g MS
comun colecta Colecta Secado c/Bolsa nedor(g)
Iztacala (9) nedor
Cuerno de . . Rancho La
toro Acacia cornigera 2147 IZTA Soledad 20/01/2012 23/01/2012  187.0 24.0 163.0  66.0 145 515
; ) ) Rancho La
Guandul Cajanus cajan 2164 1ZTA Soledad 20/01/2012 24/01/2012  783.0 24.0 759.0 397.7 435  354.2
Espinillo . . Rancho Villa del
blanco Acacia famesina 2166 IZTA mar 3 23/01/2012 26/01/2012 10855 240 10375 593.6 19.6  554.4
Rancho Villa del
Lantana Lantana camara 2160 IZTA mar 3 08/02/2012 11/02/2012  336.6 16.4 3202 185.0 145 1705
- Hibiscus rosa — ‘
Hibiscus sinensis 2149 1ZTA  Rancho Elclarin 5000012 23/02/2012 1,0850 164  1,068.6 2335 194 2141
Gordolobo  Bocconia frutescens 2153 IZTA  Platanoyacapan 4030015 06/03/2012 1,291.5 37.0 12545 2721 196 2525
Piocho Melia azedarach  21611ZTA  Platanoyacapan 4035015 06/03/2012 1,0201 37.0 9831 2323 196 2127
Leucaena
Leucaena diversifolia 2169 1ZTA  Platanoyacapan 4045015 06/03/2012 1,027.5 37.0  990.5 3839 196  364.3
Mata Cordia s Platanoyacapan
Caballo PP yacapan  3/03/2012 06/03/2012  894.7  37.0 857.7 323.0 19.6  303.4
Epazote Teloxys 2157 IZTA Rancho La
Verde ambrosioides Soledad 04/03/2012 07/03/2012  369.8 185 3513 76.6 19.6 57.0
H. Santa, . . Rancho La
hinojo Piper auritum 2165 12TA Soledad 04/03/2012 07/03/2012 9715 37.0 9345 2075 196  187.9
Martinez de la
H. buena Mentha sp 2163 IZTA Torre 22/03/2012 25/03/2012 7317 421 689.6 207.3 19.6  187.7
. L. Martinez de la
H. Maestra Artemisia absinthium 2155 IZTA Torre 23/03/2012 26/03/2012  700.0 555 6445 2861 392  246.9
. - Martinez de la
Albahaca  Ocimum basilicum 2154 IZTA Torre 23/03/2012 26/03/2012  688.6 185 670.1 145.1 196 1255
. . . Martinez de la
Estafiate  Artemisia mexicana 2156 IZTA Torre 23/03/2012 26/03/2012  314.6 585 2561 128.3 196  108.7




10.2 Anexo 2. Rendimientos de los extractos.
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Planta  Peso  Solvente Peso tras Solvente Peso tras Solvente Peso tras
molida caja (ml) destilaciones (g) (ml) destilaciones (g) (ml) destilaciones (g) RENDIMIENTO
Nombre de Acetato de (9)
(9) petri Hexano etilo Metanol g
(9) la. 2a. 3a. la. 2a. 3a. la. 2a. 3a.
Cuerno de
toro 51 9.59 257.5 10.25 10.43 10.59 257.5 11.31 1182 11.91 257.5 14.03 1497 1591 6.32
Guandul 100 77.36 500 8482 77.86 78.77 500 79.31 79.96 80.68 500 80.81 82.86 84.74 7.38
Espinillo
blanco 100 16.6 500 19.57 21.15 22.02 500 23.82 24.67 25.22 500 30.26 38.32 4341 26.81
Lantana 100 44.1 500 5495 4475 45.04 500 4521 46.42 47.07 500 4751 49.92 52.15 8.07
Hibiscus 100 8.38 500 9.77 1048 11.12 500 12.40 13.04 13.53 500 15.98 17.45 18.92 10.54
Gordolobo 100 8.24 500 9.12 9,54 10.15 500 11.62 12.39 12.75 500 1497 16.71 18.35 10.11
Piocho 100 43.2 500 4415 4433 44.49 500 45.00 45.45 45.60 500 49.10 51.43 53.76 10.53
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...Continuacion
Planta Peso Solvente Peso tras Solvente Peso tras Solvente Peso tras
molida caja (ml) destilaciones (g) (ml) destilaciones (g) (ml) destilaciones (g) RENDIMIENTO
Nombre de Acetato de (9)
(9) petri  Hexano etilo Metanol 9
(9) la. 2a. 3a. la. 2a. 3a. la. 2a. 3a.
Leucaena 100 7.91 500 8.64 895 9.23 500 10.22 10.61 10.90 500 13.08 15.60 17.25 9.34
Mata
Caballo 100 8.39 500 9.46 10.12 10.55 500 11.39 11.78 12.12 500 15.70 18.68 21.66 13.27
Epazote 57 7.91 285 8.34 850 8.62 285 9.23 9.77 9.87 285 12.02 13.06 14.10 6.19
H. santa 100 8.26 500 9.15 9.72 10.22 500 1091 1159 11.78 500 14.27 16.54 18.81 10.55
H. buena 100 8.38 500 9.43 990 10.23 500 11.46 12.10 12.48 500 14.15 15.87 17.13 8.75
H. Maestra 100  7.92 500 8.63 9.18 955 500 10.61 11.21 11.45 500 1420 1552 16.84 8.92
Albahaca 100 9.76 500 10.66 11.16 11.68 500 14.03 14.32 14.58 500 16.83 18.02 19.21 9.45

Estafiate 100 8.26 500 8.80 9.17 957 500 10.89 11.39 11.96 500 13.92 15.13 16.34 8.08
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