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RESUMEN

ALVAREZ MERCADO JOSE MANUEL. Determinacién de metabolitos
secundarios de gordolobo (Bocconia frutescens) con actividad fasciolicida y
su evaluacion biolégica in vitro. (Bajo la direccién de la Dra. Yolanda Vera
Montenegro).

El objetivo del presente estudio, fue evaluar bajo condiciones in vitro el efecto anti-
Fasciola hepatica de extractos de diferente polaridad de Gordolobo (Bocconia
frutescens) asi como de sus fracciones. 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 atmosfera de CO2 al 5%. Estas fueron expuestas
por triplicado a concentraciones de 100 — 500 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 aseépticas, utilizando una campana de flujo laminar. Los resultados
indicaron que el extracto metandlico de Gordolobo (Bocconia frutescens), tuvo
eficacia anti-fasciola in vitro a partir de las 24 hrs en todas las dosis probadas, (P <
0.01). Al particionar el extracto metandlico, se obtuvieron dos partciones una
metandlica pura y otra hexanica obteniendo eficacias del 100% y del 90%
respectivamente a partir de las 24 hrs (P< 0.05). Tras fraccionar el extracto se

obtuvieron 13 fracciones de las cuales solo una, la fraccion tuvo eficacia anti-
fasciola in vitro a las 24, 48 y 72 hs, (P < 0.01). El posterior fraccionamiento de esta
dio como resultado 9 fracciones mas en donde se obtuvieron eficacias a partir de
las 24 hrs (P < 0.05). El analisis fitoquimico cualitativo realizado a cada una de
estos (extractos y fracciones), muestra la constante presencia de alcaloides. Se
concluye que los alacaloides de gordolobo (B. frutescens) mostraron una eficacia
fasciolicida promisoria in vitro, se deben realizar estudios continuos, tendientes a

demostrar la no toxicidad y eficacia fasciolicida in vivo en rumiantes.




I. INTRODUCCION.

Dentro de las enfermedades parasitarias mas importantes en el area veterinaria
destaca la Fasciolosis ocasionada por el trematodo Fasciola hepatica. Esta
enfermedad se considera la enfermedad hepatica mas importante a nivel mundial la
cual afecta tanto a rumiantes domésticos como al hombre. (FAO, 2003). En México
se han realizado diferentes estudios epidemiolégicos en donde se han observado
prevalencias del 2% hasta el 100% a lo largo del pais (Vera-Montenegro, 2011). Por
otro lado Rana y Misra-Bhattacharya (2013) mencionan que solo en los Estados
Unidos de Norte América (EUA) las pérdidas econdmicas causadas por infecciones
parasitarias se han estimado en billones de ddlares. El mayor impacto de estas se
debe a los decomisos de higados, asi como muertes directas, ademas de la
disminucién de los parametros productivos (ganancia de leche y/o carne),
reproductivos (abortos, intervalos entre partos mas largos y baja en eficiencia
reproductiva), sin mencionar los costos en alimento y tratamiento (Dargie, 1987;
Coles, 2001).

Durante décadas la quimioterapia ha sido el método de eleccion para el control de
F. hepatica a nivel mundial, a través del tiempo se han desarrollado un considerable
numero de productos fasciolicidas, la mayoria se encuentra incluidos dentro de los
grupos quimicos de las salicilanilidas, benzimidazoles, sulfonamidas, fenoxialcanos

y fenoles halogenados.

Pero el numero de reportes de resistencia por parte del parasito a uno o mas de
estos grupos quimicos va aumentando dia a dia, siendo esto consecuencia del uso
indiscriminado de estos productos (mal uso y/o dosificacidn incorrecta), provocando

una menor eficacia (Moll et al., 2000; Ceballos et al., 2010 y Olaechea et al., 2011).




En respuesta a esto es necesario buscar alternativas a la quimioterapia
convencional. Una de estas alternativas es la fitoterapia, a través de la
etnoveterinaria que estudia e interpreta la historia y el uso de las diversas plantas a
través del tiempo por grupos étnicos de sociedades antiguas y contemporaneas y la
manera en la que eran usadas para curar diversos males, llevandonos a descubrir o
redescubrir el potencial parasiticida de algunas de estas especies. (Cheeke y Shull,
1998; Sanchez-Peralta, 2015).

1.1 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 disminucién de los ingresos y
riesgos en la seguridad alimentaria de los paises desarrollados. Para mejorar la
salud animal se requiere un mayor esfuerzo en el ambito de la investigacion y
desarrollo de nuevas técnicas diagndsticas y terapias en contra de F. hepatica
(Piedrafita et al., 2010).

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
ddlares anuales por mortalidad y morbilidad, y 2,5 millones por decomiso de
higados danados (OPS, 2003; FAO, 2003).

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 econdmicas se pueden dividir en dos tipos directas e indirectas.




Las pérdidas directas se deben a la disminucion en los parametros productivos
como: ganancia de peso (GDP) que varia del 8-28% en bovinos y entre 30-350
gr/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,
intervalos entre parto, los cuales se ven también afectados aumentado hasta en 20
dias, resultando en 0.5 servicios mas por concepcion (Quiroz, 1984; Bowman, 2004;

Vera-Montenegro, 2011).

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 (Vera-Montenegro, 2011).
1.2 Ciclo Biolégico 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 anaerobicas 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 quimio

tacticos del miracidio los dirigen hacia las sustancias del mucus del caracol.




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 da origen a redias hijas o de segunda generacién 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; una vez adheridas pierden su
cola y segregan a su alrededor un quiste de doble pared convirtiéndose asi en una
metacercaria. La metacercaria constituye la fase infectante del parasito, 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 atmdsfera de anhidrido carboénico
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 (Vera-Montenegro, 2011).

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 migracion, 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 infeccidon 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
ingestion de las metarcecarias (Quiroz, 1984; Soulsby, 1987; Bowman, 2004; Vera-

Montenegro, 2011).




1.3 Patogenia y patogenicidad de Fasciola hepatica.

Durante el paso a través de la pared intestinal o la cavidad abdominal, F. 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 (Soulsby, 1987;

Vera-Montenegro, 2011).

La forma aguda se presenta ante una invasion masiva de fasciolas jévenes que
producen una inflamacién aguda en el tejido hepatico, con profusas hemorragias,
inflamacion periférica y conductos de perforacidon, en estas zonas participan
productos metabdlicos 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.

Accidn mecanica e irritativa, ya que durante el paso del parasito a través del higado
las espinas del tegumento causan dano y esto lleva a una accion 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 depédsitos 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 dafo hepatico es de amplitud variable. En bovinos se presenta
calcifilaxis, es decir la calcificacion de los conductos biliares.




Existe accion expoliatriz hematéfaga que causa anemia, asi mismo el parasito
también se alimenta de bilis, por lo cual reduce la cantidad y altera su composicion.
Formas emigrantes pueden llegar a las venas hepaticas, después de haber pasado
por circulacion pulmonar, llegan a diversos o6rganos como fasciolas erraticas:
nodulos linfaticos, pancreas, musculo, pulmén, bazo, peritoneo, utero y placenta
(bovina y caprina), donde estos son encapsulados y mueren (Quiroz, 1984;
Soulsby, 1987; Bowman, 2004; Vera-Montenegro, 2011).

En infecciones masivas, los animales afectados pueden morir subitamente sin
manifestaciones clinicas, o pueden mostrar debilidad, inapetencia, dolor a la
palpacion 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 (Vera-Montenegro, 2011).

La forma crénica 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 nutricion 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 crénica, la
cual pocas veces llega a tener consecuencias fatales (Quiroz, 1984; Soulsby, 1987;
OPS, 2003; Vera-Montenegro, 2011).




La patogenicidad de F. hepatica esta 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.
1.3.1 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 formacion de trombos en las venas hepaticas y sinusoides, lo cual
obstruye el flujo y provoca una necrosis isquémica y coagulativa. Tras unas 4 o0 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 (Soulsby,
1987; Bowman, 2004; Vera-Montenegro, 2011).

1.4 Diagnéstico.

Una combinacion 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. Actualmente el diagndstico se realiza
obteniendo informacién epidemioldgica referente al caracter enzoodtico de la
enfermedad en la zona, la presencia de caracoles lineidos y su presentacion en
anos 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.
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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. (Soulsby, 1987;
Bowman, 2004; Piedrafita et al., 2010; Vera-Montenegro, 2011).

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 (Quiroz, 1984).

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

leche han sido introducido para el diagnéstico de F. hepatica.

Desafortunadamente este tipo de diagndstico no diferencia entre infecciones activas
e infecciones anteriores ya que los anticuerpos contra F. hepatica pueden persistir
en el suero por meses o incluso afos después de que no se presenten vermes, esto
produce falsos positivos y por lo tanto son poco confiables (Almazan et al., 2001;
Mezo et al., 2010; Piedrafita et al., 2010).
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1.5 Métodos de prevencion y control.

Vera-Montenegro en el 2011 menciona que la profilaxis comprende las siguientes

medidas:

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

ganado HD con el fin de reducir el riesgo de infeccion.

1.5.1 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.

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

estados evolutivos del trematodo.

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

cuales pertenecen a los siguientes grupos:
1.- Fenoles Halogenados.

Hexaclorofenol: Al entrar en circulacién 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.
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Niclofolan: Derivado del hexaclorofenol se trata de un desacoplante de la

fosforilacion oxidativa en las mitocondrias

Nitroxinil: Actua inhibiendo la fosforilacion oxidativa, puede inducir el cese de

inmediato de contracciones musculares del parasito.
2.- Salicilanilidas.

Rafoxanida: interviene en la formacién 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.

Closantel: Dafia la cuticula del trematodo, causando erosiones en las
fasciolas adultas. Bloquea 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 atréfico que

imposibilita sus funciones de crecimiento y reproduccion.
3.- Benzimidazoles.
3.1 Benzimidazoles carbamatos.

Albendazol: Inhibe la polimerizacion 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 disminucién de glucogeno y ATP. Induce la desorganizacion de

la tubulina.
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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 formaciéon de albendazol y
albendazol sulféxido, estos productos son los que confieren la actividad

antihelmintica.
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.

Clorsulon: 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 accién de enzimas.

Siendo en México los mas utilizados, el nitroxinil, closantel, rafoxanida, albendazol y
triclabendazol (Dalton, 1999; Vera-Montenegro, 2011). Sin embargo el creciente
numero de reportes de resistencia hacia el triclabendazol, ha motivado a los

investigadores a encontrar nuevas alternativas para el control de la fasciolosis.
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Il. ANTECEDENTES.

Las plantas han sido usadas con propositos medicinales desde que la raza humana
existe, se tienen registros escritos acerca del uso de plantas desde hace 5000 afos
en la cultura sumeria. El estudio de estas comenzo6 observando a grupos de monos,
caballos, y carnivoros en los que se reportaba el consumo de plantas para aliviar

enfermedades parasitarias e intestinales (Smith-Shalkwijk, M.J, 1999).

Durante el curso de la historia para la humanidad, el uso de plantas como fuente 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 (Raskin et al., 2002).

Las plantas estan constantemente expuestas y amenazadas por una gran variedad
de patogenos presentes en su medio ambiente, por lo cual generan componentes

de defensa los cuales son conocidos como metabolitos secundarios.

Algunas plantas expresan de manera constante estos compuestos y otros se
activan al ser dafiadas algunas de sus estructuras celulares o también son
producidos por sefalizacion exdgena, sin embargo muchos de estos han sido
usados como remedios para dolores de cabeza e infecciones de origen bacteriano,
micotico, viral y parasiticida, pero en los ultimos 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 (Verpoorte, 1999; Shukla, et al., 2013).

Entre los metabolitos que han demostrado actividad contra una amplia gama de
parasitos se encuentran: polisacaridos, esteroides, compuestos aromaticos (aceites
escenciales, alcoholes y cetonas), (glicosidos, alcaloides, saponinas,
skimmiarepinas A y C, taninos o flavonoides, terpenos (mono, di y triterpenos) y
xantonas (Smith-Shalkwijk, 1999; Anthony et al., 2005).
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Estos compuestos actuan de diversas maneras, algunos, como los taninos actuan
como inmuno-moduladores modificando la interaccidn parasito-huésped
estimulando los mecanismos de defensa, aumentando la proteina de paso y
formando compuestos con aminoacidos que pertenecen a la cuticula de los
parasitos (Hoste et al., 2006; Elango et al., 2011; Von Son et al., 2012).

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 (Anthony et al.,
2005).

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 metabolitos secundarios, los de mayor
importancia en cuanto al desarrollo de nuevas alternativas para el control de las

parasitosis.

2.1 Fitoterapia veterinaria y el rol de los metabolitos secundarios.

Estudios recientes han demostrado que los extractos de plantas poseen
componentes con potencial antiparasitario, algunos investigadores han usado
extractos de plantas en contra de diversos parasitos: Alvarez-Mercado (2013) e
Ibarra-Moreno et al. (2012) trabajaron in vitro con extractos de plantas mexicanas,
obteniendo eficacias anti F. hepatica del 80% - 100% (p<0.05) en diferentes
concentraciones con Estafiate (Artemisia mexicana), Gordolobo (Bocconia
frutescens), Lantana (Lantana camara), Hierba santa (Piper auritum), Guandul
(Cajanus cajan); Chaparro amargo (Castela tortuosa), Plumajillo (Achillea
millefolium), Tomillo (Thymus vulgaris), Muicle (Justicia spicigera), Cedron (Limpia
critridora), Alamo (Populus alba),Menta (Mentha piperita), Epazote de zorrillo
(Chenopodium graveolens), Orégano (Lippia graveolens) y Ajenjo (Artemisia

absinthium).




16

Por otro lado Fernandez-Salas et al. (2011) obtienen con Leucaena (Leucaena
leucocephala) un 88.14% (p<0.01) de mortalidad en contra de larvas de

Rhipicephalus microplus.

Con respecto a nematodos gastrointestinales Camurga-Vasconcelos et al., (2008)
usando el aceite escencial de Orégano (Lippia sidoides) redujo entre un 30% y un
40.2% (p>0.05) el conteo de huevos en heces de Haemonchus spp. y

Trichostrongylus spp.

Alonso-Diaz y colaboradores en el 2008 utilizando extractos liofilizados de
Leucaena (Leucaena leucocephala), Huizache (Acacia pennatula) y Tzalam
(Lysiloma latisiliquum) obtuvieron eficacias entre 45.5% y 91.2% (p<0.01) al inhibir

la migracion de L3 de Haemonchus spp.

En el 2013 Sangian, utilizé hierba Canamera (Althea officinalis L.), Mirto (Myrtus
communis Linn), Planta del llantén (Plantago major) y Regaliz (Glycyrrhiza
glabra L.) contra Plasmodium spp., obteniendo 56.52% y un 65.57% de inhibicién

del parasito.

En relaciéon al protozoario Plasmodium spp., Sangian en el (2013), utilizé hierba
Canamera (Althea officinalis L.), Mirto (Myrtus communis Linn), Planta del llantén
(Plantago major) y Regaliz (Glycyrrhiza glabra L.) obteniendo 56.52% y un 65.57%

de inhibicién del parasito.
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IIl. JUSTIFICACION.

Los continuos reportes de resistencia parasitaria alrededor del mundo dan pauta al
desarrollo de nuevas estrategias o alternativas para el control de Fasciola hepatica,
dentro de estas, existe la fitoterapia, dada la gran diversidad de especies vegetales
en el mundo y la gran cantidad de compuestos quimicos que se pueden obtener a
partir de estas, representa un amplio abanico de posibilidades poco estudiado para

el control de la fasciolosis.
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IV. HIPOTESIS
El extracto de Gordolobo (Bocconia frutescens), sus fracciones y metabolitos
secundarios presentaran un 90% de eficacia contra Fasciola hepatica bajo

condiciones in vitro.
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V. OBJETIVO
5.1 Objetivo General.

Evaluar y determinar in vitro el efecto anti-fasciola del extracto de Gordolobo

(Bocconia frutescens) y sus metabolitos secundarios.

5.2 Objetivos particulares.

e Determinar e identificar la(s) fracciones y lo(s) metabolitos secundarios

responsables del efecto anti-fasciola in vitro.
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VI. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Localizacion del estudio.

Las colectas de Gordolobo (B. frutescens) se realizaron en el municipio de

Tlapacoyan Veracruz, México.

La obtencion de los extractos y fracciones se realizé en el laboratorio de fitoquimica
de la Facultad de Estudios Superiores (FES) Iztacala-UNAM.

Las evaluaciones in vitro se llevaron a cabo en el laboratorio de quimioterapia
experimental de helmintos del Depto. de Parasitologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (FMVZ)-UNAM.

6.2. Colecta del material.

Se colectaron aproximadamente dos kilogramos de Gordolobo (B. frutescens) en la
localidad antes mencionada, las cuales fueron transportadas a las instalaciones del
Centro de Ensefianza, Investigacién y Extension en Ganaderia Tropical (CEIEGT)
donde se secaron en un horno por 3 dias a 60°C utilizando la metodologia descrita
por Monroy-Ortiz y Castillo, (2007); Rodriguez et al., (2009).

6.3 Preparacién de los extractos.

Para la elaboracidon de extractos se usaron las hojas de la planta, haciendo uso de
solventes de diferente polaridad (Hexano, Acetato de Etilo y Metanol) en una
proporcion 1:5 (hojas:solvente). Después de macerar la planta, se llevé a sequedad,
eliminando el contenido de solventes mediante el uso de un rota evaporador
Heidolph® a baja presion usando las siguientes condiciones de temperatura y

revoluciones por minuto (RPM) (Harnborne, 1970 y Trease, 1987):

a) Hexano.- 40°C y 50 RPM.
b) Acetato de etilo 65°C y 60 RPM.
c) Metanol 60°Cy 90 RPM.
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Se realiz6 una destilacion por semana durante un mes. Posteriormente, los
extractos fueron colocados en envases de cristal y almacenados en refrigeracion a

(4°C) hasta su posterior evaluacion in vitro.
6.4 Particion del extracto.

Una vez procesadas los extractos se observé que de acuerdo a las caracteristicas
fisicoquimicas de estos, presentaban problemas para fraccionarse por lo que se

decidio realizar una particion, mediante la siguiente técnica:

Reconstituir el extracto usando el solvente correspondiente.
Usando una parrilla con agitador, calentarlo sin llevarlo al punto de ebullicion.
Adicionar un solvente de menor polaridad, el cual nos permita “desengrasar
el extracto”, con lo cual las moléculas afines a este solvente compitan y se
unan a él.

4. Una vez aumentada la temperatura del extracto, se le adicionado el segundo
solvente, la mezcla se deposita en un embudo de separacion.

5. En este se forman dos fases una mas polar que se deposité en la parte
inferior del embudo y una menos polar que se encontro el parte superior del

embudo.
6.5 Obtencion, determinacion y purificacion de Fracciones de B. frutescens.

Todas las fracciones o particiones del extracto, que obtuvieron eficacias mayores al
90%, se procedieron a fraccionar a través de cromatografia de columna abierta
usando como sistema de elusion hexano: diclorometano, diclorometano: metanol

(como fase movil) y silica gel 60 A como fase estacionaria.

En donde se obtuvieron alicuotas para observar el desarrollo de la cromatografia de
columna verificandose por medio de una cromatografia liquida de capa fina (CLCF).
Las cromatoplacas se revelaron con una lampara de luz ultravioleta (UV) (254 y
366nm), para asi organizarlas por su patrén cromatografico.
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La(s) alicuotas con un patron cromatografico similar se reunieron en fracciones a
las cuales se les realizaron las pruebas de actividad biologica correspondiente para
seleccionar la fraccion activa(s) de B. frutescens (Stahl, 1969; Wagner y Bladt,
1998).

6.6 Preparacion de extractos y fracciones para su evaluacién in vitro.

Para la evaluacion se usaron 500 mg de extracto o fraccion (Hexanico, Acetato de
etilo y Metandlico) el cual fue puesto en tubos eppendorf y se le afiadieron 0.1 ml
del solvente correspondiente, para aforar a 10 ml. Se realizaron diluciones decuples
con agua destilada para asi evaluarlos en concentraciones de 100, 200, 300, 400 y
500 mg /L.

6.7 Bioensayo.

Para evaluar el efecto anti-fasciola de cada extracto, se utilizaron fasciolas recién
desenquistadas artificialmente, de acuerdo a la técnica descrita por Ibarra y
Jenkins, (1984).

Se usaron cajas de cultivo marca NUNC® de 24 pozos, en cada pozo se depositd
1.6 ml de medio completo (RPMI®-1640 con glutamina y suero bovino), 0.2 ml del

extracto solubilizado y 0.2 ml conteniendo 10 fasciolas.

Por cada placa, se usaron 4 pozos testigo, 3 de ellos sdlo contenian medio de
cultivo y fasciolas (Testigo negativo), mientras que el ultimo pozo unicamente el
medio RPMI®, fasciolas y 0.1 ml del solvente correspondiente para comprobar la no
toxicidad de este. Adicionalmente 4 pozos mas conteniendo triclabendazol
(SOFOREN®, Novartis) en dosis de 10 y 50 mg/I (Testigo positivo).

Cada extracto y fraccion fue probado por triplicado y aquel o aquellos que
mostraron mayor actividad fueron evaluados nuevamente por triplicado a fin de
tener seguridad de la eficacia en los resultados obtenidos. Cada prueba permanecio

en incubacion a 37°C durante 4 dias bajo una atmoésfera de CO2 al 5%.
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6.8 Analisis fitoquimico.

A los extractos o fracciones que presentaron eficacias mayores o iguales al 90%, se
les realizé un analisis fitoquimico cualitativo, para determinar el perfil fitoquimico
(Shukla et al, 2013), el cual nos permiti6 reconocer los metabolitos secundarios

presentes en los extractos y fracciones de B. frutescens.
6.9 Interpretacion de la Prueba.

Las fasciolas bajo estudio fueron examinadas cuidadosamente a las 24, 48 y 72h
utilizando un microscopio invertido a 40 x. La actividad anti-fasciola fué medida por

comparacion de la sobrevivencia del grupo tratado en relacion al grupo Testigo.

Todos los procedimientos fueron realizados bajo condiciones asépticas utilizando

una campana de flujo laminar.
6.10 Medicién de la eficacia.

La eficacia fué medida utilizando la siguiente formula:

No. de Fasciolas en el grupo Testigo — No. de Fasciolas en el grupo Tratado
Eficacia (%)= X 100

No. de Fasciolas en el grupo Testigo

Cuando se mostrd eficacia superior al 90% se consider6 que poseia actividad
fasciolicida (Marchiondo, et al., 2007).

6.11 Analisis de datos.

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis estadistico usando la prueba de
Kruskall-Wallis con un intervalo de confianza del 99% para determinar diferencias
estadisticamente significativas entre concentraciones, tiempos y tratamientos

(extractos / fracciones) (Systat Software V12, 2008).
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VII. RESULTADOS.

Cabe mencionar que durante todos los bioensayos los controles positivos mostraron
una eficacia del 100% apartir de las 24 hrs, razén por la cual no se ven reportados

en los cuadros de resultados.
7.1 Eficacia in vitro de extractos hexanico, acetato de etilo y metandlico.

Los resultados mostraron que el extracto hexanico a las 24 y 48 h obtuvo eficacias
entre el 4 y 8% en las dosis altas, mostrando una eficacia similar del 4% a las 72 h
en la concentracion de 300 mg/L. Con respecto al extracto de acetato de etilo
mostré eficacias de 4% a partir de las 24 hrs a 200 mg /L, manteniendose constante
en todos los tiempos, observandose un incremento a 21% de eficacia a partir de la
concentracion de 400 mg. El extracto metandlico reportd eficacia anti-fasciola del
100% en todas las concentraciones, partir de las 24 h de exposicion (P< 0.01).
(Cuadro 1).

Al realizar la prueba de Kruskal-Wallis se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las eficacias obtenidas de los extractos de diferente polaridad,
entre las medias de las concentraciones, asi como entre los tratamientos (P< 0.01).
Sin encontrar diferencias estadisticamente significativas entre los tiempos de

exposicion (P> 0.05).
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Cuadro 1. Eficacia fasciolicida in vitro, de extractos de diferente polaridad de

Gordolobo (Bocconia frutescens).

Eficacia (%)*

Tl(?]rrr;[))o Extracto N%%r:tri?/i) Concentracion (mg /L)

100 200 300 400 500

Hexanico 0° 0? 0° oP 4+0.07° 8+0.14°

24 Acetato de Etilo 0? 0° 4+0.07° 8+0.14° 21+0.07° 21+0.07°
Metandlico 0? 100°  100° 100¢ 100° 100

Hexanico 0? 02 0? 02 8+0.07° 8+0.14°

48 Acetato de Etilo 0@ 0° 4+0.07° 13+0.13° 21+0.07° 21+0.07°
Metanolico 0° 100°  100° 100¢ 100° 100

Hexanico 0? 02 0° 4+0.07° 8+0.07° 8+0.14°

72 Acetato de Etilo 02 0° 4+0.07° 13+0.13° 21+0.07° 21+0.07°
Metanolico 0° 100°  100° 100¢ 100° 100

Distinta literal entre columnas indica diferencias estadisticamente significativas. (P<0.01).
*valor promedio de tres replicas + Desviacion Estandar.

Dado que los resultados obtenidos con el extracto metandlico mostraron eficacias

del 100% en todos los tiempos y en todas las concentraciones del estudio in vitro,

se realiz6 una nueva evaluacion obteniendose los siguientes resultados que se

muestran en el cuadro 2, en donde los resultados mostraron eficacias del 100%

(P< 0.01).

Cuadro 2. Segunda evaluaciéon del extracto metandlico de Gordolobo (Bocconia

frutescens) con eficacia anti-fasciola.

(%) Eficacia *

Tiempo Control .
(hrs) Extracto Negativo Concentraciéon (mg /L)
100 200 300 400 500
24 Metandlico 0° 100° 100° 100° 100° 100"

Distinta literal entre columnas indica diferencias estadisticamente significativas. (P<0.01).
* valor promedio de tres replicas + Desviacion Estandar.
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En la figura 1a se muestra una fasciola sana (testigo sin tratamiento) en la cual no
se observan cambios fisicos aparentes. En la figura 1b muestra cambios de
coloracién en el aparato digestivo y perdida de motilidad generados por el extracto

metandlico.

Figura 1. Fasciolas recien desenquistadas sin Tx (a) y tratadas con el extracto
metandlico de Gordolobo (Bocconia frutescens) (b) a las 24 hrs.

7.1.1 Perfil fitoquimico del extracto metandlico de Gordolobo (B. frutescens).

Los datos obtenidos del extracto metandlico de B. frutescens mostraron eficacias
del 100% (P< 0.01) a las 24 h y en todas sus concentraciones, por lo que se decidio
seleccionarlo para su fraccionamiento mediante cromatografia de columna vy

determinar los metabolitos secundarios presentes.
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En el cuadro 3 se observa principalmente la presencia de compuestos fendlicos,
cumarinas, alcaloides, esteroides y triterpenos, mediante el uso de pruebas

colorimétricas cualitativas.

Cuadro 3. Analisis fitoquimico del extracto metandélico de Gordolobo (B. frutescens).

Reaccién colorimetrica Resultado
Compuestos fendlicos (FeCI3) +
Cumarinas (UV) ++
Flavonas (NH3) --
Flavonoides (Shinoda) --
Lactonas sesquiterpenicas (Baljet) --
Alcaloides (Meyer) +++
Alcaloides (Dragendorff) +++
Esteroides y triterpenos (Liberman, Burchard) ++
Glucosidos (a-naphtol) --

Simbologia: -- negativo, + débilmente positivo, ++ positivo, +++ fuertemente positivo.

7.2 Eficacia de particiones metandlica hexanica, y metandlica.

Debido a las caracteristicas fisico-quimicas del extracto, el fraccionamiento a través
de cromatografia de columna no fue posible de realizar, por lo que se realizé una
particion de este. Obteniéndose asi dos particiones, una metandlica y metandlica
hexanica las cuales se evaluaron con el mismo procedimiento para conocer si habia
diferencia entre sus eficacias y poder asi aislar los metabolitos secundarios

responsables de la actividad fasciolicida. Obteniéndose los siguientes resultados.

En el cuadro 4 se puede observar que la particion metandlica mostré una eficacia
del 100% (P< 0.05) a partir de las 24 hrs en todas las concentraciones con
excepcion de la de 100 mg / L, donde se obtuvo una eficacia del 57% (P< 0.05). A
las 48 hrs aumento la eficacia a 80% en la concentracion de 100 mg /L (P <0.05) y

finalmente a las 72 h post-exposicién mostré una actividad de 83% (P < 0.05).




28

Mientras que la particion metandlica hexanica (Cuadro 5), obtuvo eficacias de entre
el 47 y 87% (P < 0.05), en las dosis probadas a las 24 hrs. Finalmente a las 48 h la
particion hexanica, presenté un 100% de eficacia en todas las concentraciones (P <
0.05).

Los resultados obtenidos de las evaluaciones de las particiones mostraron que
ambos extractos tuvieron eficacia anti-fasciola. La prueba de Kruskal-Wallis indico
diferencias significativas entre las medias de las eficacias de los tratamientos (P<
0.05).

Cuadro 4. Porcentajes de Eficacia in vitro de la particion metandlica de Gordolobo
(Bocconia frutescens).

Tiempo Control Eficacia (%)*
(hrs) Negativo Concentracién (mg /L)
0 100 200 300 400 500
24 0° 100° 100° 100¢ 100° 100
48 0? 100P 100° 100° 100° 100

Distinta literal entre filas indica diferencias estadisticamente significativas. (P<0.05).
* valor promedio de tres replicas + Desviacién Estandar.

Cuadro 5. Porcentajes de Eficacia in vitro de la particién metanélica hexanica de
Gordolobo (Bocconia frutescens).

Control Eficacia (%)"
Ti(ir:;p))o Negativo Concentracién (mg /L)
0 100 200 300 400 500
24 0° 90° 90+0.1° 93+0.12% 100° 100
48 0® 100° 100° 100¢ 100° 100"

Distinta literal entre filas indica diferencias estadisticamente significativas. (P<0.05).
* valor promedio de tres replicas + Desviacion Estandar.
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7.3 Fraccionamiento de la particion hexanica.

De acuerdo a los resultados obtenidos se decidié que la particion hexanica se
purificara por medio de un sistema de cromatografia de columna abierta dado que
las caracteristicas de esta particion permiten una separacion adecuada de sus
elementos para obtener el compuesto o compuestos responsables de la eficacia
anti-fasciola. Para realizar esta columna se hizo uso de un sistema de elusion

hexano: diclorometano, diclorometano: metanol.

Tras fraccionar la particion, se obtuvieron 13 fracciones (Fracciones “a “—“m”) de
estas se descarté la primera de estas (Fraccidén “ a ”), el criterio para realizar este
descarte radica en posibilidad de contaminacion con el gosipol propio del algodén
utilizado en la técnica de cromatografia de columna. El resto de las fracciones, de la

“b”ala“m?” fueron evaluadas bajo la misma técnica.

7.3.1 Eficacia de fracciones de Gordolobo (Bocconia frutescens).

Los resultados mostraron que la fraccion “i” generd una eficacia del 100% a partir
de la concentracion de 300 mg/L a las 24 h. y de 97% a 200/mg/L a las 48 hrs.
(P<0.01). Finalmente a las 72 h, la concentracién de 200 mg / L produjo una
eficacia del 100% (P<0.01).

El andlisis estadistico mostré diferencias estadisticamente significativas entre las
medias de la eficacia y de las concentraciones de los tratamientos (P< 0.01).
(Cuadro 6).

La fraccion “ f” obtuvo eficacia del 13% (P< 0.01) a concentracion de 500 a las 24
h. Mientras que a las 48 hrs registré un aumento a un 27% (P<0.01). Alas 72 hrs no

se observo cambio alguno en la eficacia (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Porcentajes de Eficacia fasciolicida in vitro de las fracciones b-m de Gordolobo

(Bocconia frutescens).
Tiempo Fraccion l\ie (;r:tri?llo Concgrﬁtcraagli?srg ?n)1g /L)
100 200 300 400 500
b 0? 0? 0? 0? 0? 0?
c 0? 0? 0? 0? 0? 0?
d 0? 0? 0? 0? 0? 0?
e 0? 0? 0? 0? 0? 0?
f 0? 0? 0? 0? 7 +0.06° 13 £ 0.12°
a a a a a a
L ¢ ¢ o -
i 0° 0° 57 £0.06°  100° 100° 100°
j Oa Oa Oa Oa Oa Oa
k 0? 0? 0? 0? 0? 0?
I 0? 0? 0? 0? 0? 0?
m 0? 0? 0? 0? 0? 0?
b 0? 0? 0? 0? 0? 0?
c 0? 0? 0? 0? 0? 0?
d 0? 0? 0? 0? 0? 0?
e 0? 0? 0? 0? 0? 0?
f 0? 0? 0? 10° 27 +0.06° 27 +0.06°
a a a a a a
w0 L g e o o
i 0? 7+0.12° 97 +0.06° 100° 100° 100’
j 0? 0? 0? 0? 0? 0?
k 0? 0? 0? 0? 0? 0?
[ 0? 0? 0? 0? 0? 0?
m 0? 0? 0? 0? 0? 0?
b 0? 0? 0? 0? 0? 0?
c 0? 0? 0? 0? 0? 0?
d 0? 0? 0? 0? 0? 0?
e 0? 0? 0? 0? 0? 0?
f 0? 0? 0? 10° 27 +0.06° 27 + 0.06°
g 0? 0? 0? 0? 0? 0?
72h h 0? 0? 0? 0? 0? 0?
i 0? 7+0.12° 100° 100¢ 100° 1001
j 0? 0? 0? 0? 0? 0?
k 0? 0? 0? 0? 0? 0?
| 0? 0? 0? 0? 0? 0?
m 0? 0? 0? 0? 0? 0?

Distinta literal entre columnas indica diferencias estadisticamente significativas. (P<0.01).
*valor promedio de tres replicas + Desviacion Estandar.
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Los resultados de eficacia de la evaluacidon confirmatoria de las fracciones i

mostraron similitudes con la primera evaluacion. (Cuadro 7).

Cuadro 7. Evaluacion confirmatoria de las eficacias de la fraccion i de Gordolobo
(Bocconia frutescens) contra F. hepatica in vitro.

Eficacia (%)?

Tiempo Ni%r:tri?/lo Concentraciéon (mg /L)
0 100 200 300 400 500
24 h 0® 0? 02 77 +0.06° 87 + 0.06° 100¢
48 h 02 o° 100° 100¢ 97 + 0.06° 100
72 h 02 33+0.29° 100° 100¢° 100° 100f

Distinta literal entre columnas indica diferencias estadisticamente significativas. (P<0.01).
@ valor promedio de tres replicas + Desviacion Estandar.

En la figura 2a se observa una fasciola del grupo testigo sin tratamiento. En la
figura 2b se aprecia un cambio radical en la estructura fisica de la fasciola tratada
con la fraccion “i”, asi como un cambio conformacional radical al perder por
completo su estructura interna y por su parte en el tegumento se puede observar

perdida de forma e incluso la ruptura de este.




32

Figura 2. Fasciola del grupo testigo(a) y fasciola tratada con la fraccion i (b) de
Gordolobo (Bocconia frutescens) a las 24 hrs.

7.3.2 Perfil fitoquimico de la fraccion “ i ”.

Se procedié a realizar el analisis fitoquimico de la fraccion “i’ por medio de
diferentes pruebas, obteniendose reacciones positivas a Alcaloides y Lactonas

sesquiterpenicas (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Analisis fitoquimico de la Fraccion “ i ” de Gordolobo (B. frutescens).
Metabolito Prueba Resultado
Alcaloides (Dragendorff) +++
Cumarinas (UV) -
Esteroides (Liberman-Burchard) -
Taninos, Flavonoides y fenil propanoles (Cloruro férrico) -
Glucésidos (Molisch) -
Lactonas sesquiterpenicas (Baljet) +

Simbologia: -- negativo, + débilmente positivo, ++ positivo, +++ fuertemente positivo.

7.4 Purificacion de la Fraccion “i ”.

Para purificar la fraccion “ i ” se usé una cromatografia de columna abierta en donde
se utilizd un sistema de elusién diclorometano : metanol, metanol : agua.
Obteniendose 9 fracciones (Fracciones “i 1 “ — “i 9 ”) siendo evaluadas bajo el

mismo procedimiento.
7.4.1 Evaluacion de fracciones “i1”a“i9”.

Los cuadros 9, 10 y 11 muestran los resultados de las eficacias, a las 24, 48 y 72
horas respectivamente. La fraccion “i 4 ” fue la que presento el 100% de eficacia a
partir de la concentracion mas baja, a las 24 h (P<0.05), en cuanto a las demas

fracciones estas no superaron el 80% (P<0.05).

Al comparar las fraciones, el analisis estadistico mostré diferencias
estadisticamente significativas entre “i1” “i4” e “i 7 ” siendo la primera de estas

{3

la menos eficaz diferente del resto de las fracciones. Mientras que “ i 4 ” mostro

mayor eficacia que el resto.

Al interrelacionar las variables fracciones y concentracién se determind que estas

estan relacionadas en la eficacia total.
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Cuadro 9. Porcentajes de Eficacia fasciolicida de las fracciones “i1” a“i9” alas 24

hrs.
Eficacia (%)*
Fraccion NCeogr:’;\o/lo 100 200 300 400 500
mg /L mg/L mg/L mg/L mg /L

i1 0? 0° 0° 0° 0? 0°
i2 0? 0° 0° 0° 0? 0°
i3 0° 0? 0? 17 £0.06° 20+0.17° 53 +0.15°
i4 0? 100° 100° 100¢ 100° 100
i5 0° 0? 17 +0.15° 17 £0.15° 40+ 0.20° 40 + 0.20°
i6 0° 17 +0.15° 17 +0.15° 37 +0.11° 40+0.20° 47 +0.11"
i7 0? 37£0.11° 63+0.06° 73+0.21° 80° 80"
i8 0? 3+£0.06° 10+0.10° 23+0.06° 57+0.06° 57 +0.31
i9 0° 0? 13+0.06° 13+0.11° 17+0.11% 20+0.10°

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

Cuadro 10. Porcentajes de Eficacia fasciolicida de las fracciones “i1” a “i 9 ” alas

48 hrs.
Eficacia (%)*
Fraccion N%‘;r:trl‘\’,'o 100 200 300 400 500
mg /L mg /L mg /L mg /L mg /L

i1 0° 0° 0® 0° 0° 0°
i2 0? 0° 7+0.06° 7+011° 10+0.10° 20+0.26°
i3 0? 0 0? 23+0.11° 30+0.17° 77 +0.21°
i4 0° 100° 100° 100¢ 100° 100
i5 0? 3+0.06° 23+0.15° 23+0.06° 43+0.21° 70%0.26'
i6 0? 20+0.20° 33+0.15° 40+0.10° 40+0.20° 60 +0.10f
i7 0? 47 +0.15° 73 +0.06° 70+ 0.25° 80° 87 +0.11"
i8 0° 3+0.06° 13+0.06° 27 +0.06° 60° 63 + 0.32'
i9 0? 7+0.06° 17+0.11° 17+0.06° 20+0.10° 27 +0.06'

Distinta literal entre columnas indica diferencias estadisticamente significativas. (P<0.05).
*valor promedio de tres replicas + Desviacion Estandar.
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Cuadro 11. Porcentajes de Eficacia fasciolicida de las fracciones “i1” a “i 9 ” a las

72 hrs.
Eficacia (%)*
Fraccién Ni‘g:;?/'o 100 200 300 400 500
mg/L mg /L mg /L mg/L mg/L

i1 0° 0° 0® 0° 0° 0?
i2 0° 0° 7+0.06° 10+0.10° 13+0.06° 23+0.23°
i3 0? 0? 0? 37+0.06° 40+0.10° 77 +0.21°
i4 0? 100° 100° 100¢ 100° 100
i5 0° 3+£0.06° 30%0.17° 30¢ 47 +0.15° 73+0.25
i6 0? 23+0.15° 33+0.15° 40+0.10° 40+0.20° 60 +0.10f
i7 0? 50+0.10° 77+0.06° 80+0.26° 83+0.06° 87+0.11
i8 0° 3+£0.06° 13+0.06° 30¢ 67 +0.11° 67 +0.29
i9 0? 10° 17 +0.11° 17 +0.06° 27 +0.06° 33+0.06'

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

Los datos confirmatorios de la fraccion i4 (Cuadro 12),

mostraron resultados

similares a la primera evalucién, obteniéndose eficacias de entre 93 y 100 %

(P<0.05).

Cuadro 12. Segunda evaluacién de fraccion “i 4 ”.

Eficacia (%)*

Fraccion i4 Negativo 100 200 300 400 500
Omg/L mg /L mg /L mg /L mg /L mg /L

24 h 0? 93+ 0.06° 100° 100° 100° 100
48h 0? 100° 100° 100° 100° 100

Distinta literal entre filas indica diferencias estadisticamente significativas. (P<0.05).
*valor promedio de tres replicas + Desviacién Estandar.
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Los efectos causados por la fraccion “i 4” se muestran en la figura 3 en donde
comparamos una fasciola normal (a) con respecto a un par de fasciolas afectadas

“n
|

(b y c) las fasciolas afectadas al igual que en el caso de la fraccion “i” se observa un
cambio en los érganos internos de fasciola asi como un efecto mas marcado en el

tegumento perdiéndose la continuidad de este en mas de un lugar.

a

Figura 3. Fasciola del grupo testigo(a) y fasciolas tratadas con la fracciéon i4 (b y c) de
Gordolobo (Bocconia frutescens) a las 24 hrs.
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7.4.2. Perfil fitoquimico de la Fraccion.

La evaluacion de las fracciones i, mostraron a la fraccion 4 como la mas activa, por
lo que se decidio realizarle el perfil fitoquimico cualitativo, en donde se obtuvieron
reacciones colorimétricas que dieron positivo a alcaloides y a glucésidos

cardiogénicos (Cuadro 13).

Cuadro 13. Perfil fitoquimico de la Fraccion.

Metabolito Prueba Resultado
Alcaloides (Dragendorff) +++
Cumarinas (UV) -
Esteroides (Liberman-Burchard) -
Flavonoides (Cloruro férrico) -
Glucosidos (Molisch) -
Glucdsidos Cardiogénicos (Keller kiliani) +
Lactonas sesquiterpenicas (Baljet) -
Saponinas (Espuma) -
Taninos (Acetato de plomo) -

Simbologia: -- negativo, + débilmente positivo, ++ positivo, +++ fuertemente positivo.
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VIII. DISCUSION.

La fitoterapia aplicada a la medicina veterinaria es un campo de amplios
conocimientos la mayoria de los cuales es aun desconocido, lo cual manifiesta la
necesidad de desarrollar nuevas investigaciones y por lo consiguiente nuevas
tecnologias que tiendan a develar el real potencial anti-fasciola de los extractos de
plantas. El género Bocconia spp pertenece a la familia Papaveraceae. Esta familia
es bien conocidas por su uso medicinal que es directamente asociado con la alta
produccion de alcaloides que poseen estructuras novedosas y una significante bio
actividad. Algunos ejemplos de la gran variedad de alcaloides que podemos
encontrar en esta familia son la morfina y la codeina. En décadas pasadas,se
realizaron investigaciones referente a los metabolitos secundarios y su
farmacologia incluyendo la identificacion y aislamiento de estos, encontrandose a
los alcaloides como los mas bioactivos y con diversas funciones en contra de virus,

bacterias, hongos y parasitos.

En el presente estudio se analizaron extractos hexanico, acetato de etilo y
metandlico de Gorbolobo (B. frutescens), en donde este ultimo obtuvo eficacias del

100% a partir de una concentracién de 100 mg / L (P<0.01).

En estudios similares realizados por Sanchez-Peralta y Alvarez-Mercado en el 2015
evaluaron un extracto crudo de B. Frutescens obteniendo eficacias del 88 y 100%
(P< 0.05) respectivamente, a una concentracion de 500 mg/L, estos trabajos

corroboran la existencia de una actividad fasciolicida por parte de esta planta.
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De acuerdo a los resultados obtenidos de los estudios fitoquimicos realizados a los
extractos y a las fracciones, se demostré que los metabolitos que permanecian de
manera constante fueron los alcaloides, con respecto a estos resultados Yu et. al.
en el 2011 realizaron una revisidon con relacion a los principales alcaloides
presentes en el género Bocconia, encontrando mas de 75 alcaloides diferentes
contenidas en las diversas especies de este género, encontrandose en diferentes
lugares de la planta, siendo las partes mas comunes: tallos, raices, frutos semillas,

corteza y hojas.

En el caso de B, frutescens se menciona que contiene: Queleritrina, Sanguinarina,
Berberina, Coptisina, Columbamina, Canadina y Protopina en las raices, tallos y
hojas; Isocoripalmina y Escolerina en las raices y hojas ; Rodeina en las hojas y
tallos; Methylcanadinium y Chelidonina de las raices; Dihidroceleritrina, 6-
Acetonildihidrocheleritrina, 6-Acetonildihidrosanguinarina y Corisamina en las hojas.
Caballero-George et. al. (2002) encontraron por medio de una cromatografia liquida
de alta eficacia o HPLC por sus siglas en inglés los alcaloides contenidos en el
extracto etandlico de la raiz de B. frutescens observandose que este contenia:
Sanguinarina, Celeritrina, Celirubina, Macarpina, Celidonina, Berberina,
Allocriptopina, Protopina, Isocoripalmina, Coptisina, Escolerina, Methylcanadinium y

Candesartan.

Con respecto a la berberina, y sanguinarina Schmeller et. al. (1997) concluyen que
algunas de las actividades bioquimicas de estos estan relacionados con la defensa
en contra de microorganismos y virus. Menciona por una parte que estos alcaloides
tienen propiedades anti fungicas, anti bacteriales y anti virales. Y también que la
sanguinarina afecta la permeabilidad de las membranas y la berberina la sintesis de
proteinas, estas propiedades podrian ser las causantes de los dafios observados en

las fasciolas que fueron sujetas a los diferentes tratamientos.
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A partir del fraccionamiento de la particion metandlica hexanica se obtuvieron 14
fracciones de las cuales solo una present6 actividad fasciolicida y a su vez esta se
traté de purificar dando como resultado 9 fracciones de las cuales también solo una
demostré eficacia, el perfil fitoquimico dio como positivo a alcaloides y a glucésidos

cardiogénicos.

En el caso de los glucdsidos cardiogénicos Yarnell en 2007 menciona que sin
importar la estructura quimica que estos poseen, inhiben la sodio / potasio ATP asa
(Na*/K* - ATPasa) limitando la salida de potasio y la entrada de calcio a las celulas,
provocando una deficiencia de sodio, asi mismo la bomba de Na*/Ca?* (ligada a la
Na*/K" - ATPasa) no posee el suficiente sodio para mover calcio fuera de la célula
aumentado el potencial de contractilidad de la célula ademas de tener una leve
tendencia a reducir la reabsorcibn de sodio en los rifiones y un efecto vaso
constrictor. Fairweather y colaboradores en 1999, menciona que entre los
constituyentes de la estructura del tegumento de fasciola se encuentra la Na*/K" -
ATPasa, lo cual podria ayudar a explicar el efecto que poseen las fracciones al ser

aplicadas a fasciolas recién desenquistadas.

Después de una exhaustiva revision bibliografica no se ha encontrado ningun
estudio en donde se fraccione o purifique esta planta, se tienen datos acerca de
diversas actividades en contra de diversos microorganismos y algunos parasitos

pero no se tiene informacion acerca estudios de actividad anti-fasciola.

Realizar la separaciéon y determinacion de los componentes activos de las plantas
medicinales son aspectos considerados como criticos para modernizar y
estandarizar estos procesos. Por lo tanto el desarrollo de métodos efectivos de
separacion con el objetivo de brindar un control de calidad a los productos

obtenidos es absolutamente importante.
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IX. CONCLUSION.

Se concluye que los alacaloides y glucosidos cardiogénicos encontrados en la
Fraccion “ i4 ” de gordolobo (B. frutescens) mostraron una eficacia fasciolicida
promisoria in vitro, se deben realizar estudios continuos, tendientes a demostrar la

no toxicidad y eficacia fasciolicida in vivo en rumiantes.
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