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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la inocuidad del extracto
metandlico de Vernonanthura patens mediante la prueba de toxicidad
aguda, sub crénica y de micronucleos, Asi como la identificacion de los
dafos ocasionados del extracto mediante microscopia electronica de
barrido sobre fasciolas juveniles Para la prueba de toxicidad aguda se
utilizaron 100 ratones CD-1 de 8 semanas de edad. Se formaron 10 grupos
con 10 ratones cada uno. Grupo 1 control negativo; Grupo 2 control positivo
con HxO; los Grupos 3, 4, y 5; se evaluaron a las dosis de 1250, 2500, y
5000 mg/Kg del extracto. Los resultados mostraron que después de la
administracion oral con el extracto de V. patens, no se presentd ningun
efecto toxico en las dosis evaluadas (P<0.05). Para la prueba de toxicidad
sub-crénica, se utilizaron 120 ratones CD-1 de 8 semanas de edad. Se
formaron 10 grupos con 10 ratones cada uno. Grupo 1 control negativo (sin
Tx); Grupo 2 control positivo con H,O; los Grupos 3, 4, 5, y 6; se evaluaron
a las dosis de 125, 250, 375 y 500 mg/Kg. A todos los grupos se les
administré cada semana una sola dosis via oral, hasta cumplir un maximo
de 6 administraciones, los estudios histopatolégicos demostraron que las
dosis evaluadas no presentaron un efecto toxico (P<0.05). Para la prueba
de micronucleos se utilizaron 20 ratones de 8 semanas de edad. Grupo 1
control negativo (sin Tx); Grupo 2 control positivo con Ifosfamida aplicada
una sola vez intraperitonealmente los Grupos 3, 4, y 5; se evaluaron a las
concentraciones de 125, 375, y 500 mg/L con el extracto. Cada uno de los
tratamientos fue administrado cada 24 horas hasta cumplir un maximo de
tres dosis. Se tomaron muestras de sangre periférica de la vena caudal a
las 0, 24, 48, 72, y 96 horas post-tratamiento para obtener un total de 3
frotis por cada ratdn. Las evaluaciones se realizaron mediante la
identificacion de eritrocitos policromaticos (EPC), eritrocitos
normocromaticos (ENC) y micronucleos (MN), Los resultados de la prueba
de genotoxicidad demostraron que el extracto no presenta dafos en la
replicaciéon celular, debido a que no se encontraron indicios de
micronucleos. Para poder elucidar los dafios estructurales del extracto de V.
patens sobre Fasciola hepatica por medio de microscopia electrénica de
barrido (MEB) , se utilizaron 150 fasciolas desenquistadas artificialmente y
tratadas con el extracto metandlico a las concentraciones de 125, 250, 375
y 500 mg/L, con su respectivo grupo testigo sin tratamiento. Los resultados
obtenidos demostraron los dafios del extracto sobre el tegumento del
parasito, con base a los resultados obtenidos de toxicidad del extracto
metandlico de V. patens, se concluye que el extracto es inécuo desde una
concentracion de 125 mg/Kg hasta 5000 mg/Kg.
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. INTRODUCCION

La fasciolosis es una enfermedad parasitaria de distribucidn mundial, ocasionada
por el trematodo Fasciola hepatica, se localiza en el higado y conductos biliares de
los ovinos, bovinos, caprinos, cerdos, cerdos, equinos, conejos, venados y el ser
humano (Taylor et al., 2015).

En México se conoce también a la enfermedad con los nombres de distomatosis
hepatica, conchuela del higado, higado picado, higado podrido, mal de botella,
palomilla. Es una enfermedad de gran importancia ya que provoca un proceso
inflamatorio generalmente cronico del higado y conductos biliares, ocasionando
trastornos digestivos y de nutricion (Cruz, 2000).

Por otro lado, las caracteristicas epidemiologicas y de transmisidn de la fasciolosis
hacen que la enfermedad tenga una distribucion irregular; los focos guardan
relacion con su distribucién geografica la cual corresponde a la de los hospederos
intermediarios, que son caracoles dulceacuicolas pulmonados de la familia
Lymnaeidae. Los estudios sobre el terreno y en el laboratorio han demostrado que
la fasciolosis tiene una gran capacidad de propagacion, que guarda relacion con la
capacidad de ampliacion de nichos ecologicos de los limneidos huéspedes
intermediarios y con la considerable capacidad de colonizacién y adaptacion del
parasito. También estos trematodos han puesto en practica distintas estrategias
de adaptacién que permite tasa mas elevadas de transmision del parasito (Vera,
2011).

Morfologia

Fasciola hepatica en un platelminto hermafrodita de cuerpo ancho y aplanado
dorsoventralmente, el parasito adulto mide de 15-18 x 4-13 mm. Posee dos
ventosas muy proximas, la ventral mas grande que la oral y un proceso conico en
su extremo anterior donde se encuentra la boca. Los o6rganos internos que
conforman el aparato digestivo y reproductor son muy ramificados, especialmente
los ciegos que son largos y con numerosos diverticulos laterales. Los testiculos
ocupan la parte media corporal. El cirro esta bien desarrollado y la bolsa del cirro
incluye también a la prostata y la vesicula seminal. Cuenta con un solo ovario y el
utero se localiza anteriormente a los testiculos. Las glandulas vitelégenas estan
formadas por finos foliculos, se unen formando dos transversales que drenan en la
glandula de Mehlis, desde la cual comunica con el ootipo (Taylor et al., 2015).

El tegumento esta cubierto por numerosas espinas dirigidas hacia atras. Los
huevos miden de 130 a 150 x 63 a 90 ym, posee un opérculo y su cascara es
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relativamente delgada la cual esta tefida por pigmentos biliares de tonos
amarrillos en su interior. Entre numerosas células vitelinas yace el embridn de
color claro y posicion central (Taylor et al., 2015).

Ciclo biolégico

El parasito adulto se localiza en los conductos biliares del hospedador definitivo
donde vierte sus huevos (Fig. 1). 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 anaerobias de las masas fecales impiden
su desarrollo. La primera fase larvaria es el miracidio, es ciliado y posee dos
manchas oculares semilunares. Pueden vivir libres en el agua hasta 24 horas,
pero pierden su capacidad de penetrar al caracol entre las tres a seis horas
posteriores a su eclosion. Al aproximarse a un caracol hospedero intermediario
(Lymnaea bulimoides, L. humilis, L. cubensis), los receptores quimiotacticos los
dirigen hacia las sustancias del mucus. Una vez en contacto con los caracoles, los
miracidios giran sobre su propio eje mayor vertiendo una secrecion histolitica que
facilita su entrada, penetran en ellos por la cavidad respiratoria o a través del
tegumento del pie, pierden la cubierta ciliada, pasan a los canales linfaticos y a los
vasos sanguineos, alojandose en la glandula digestiva, donde se transforman en
la segunda fase larvaria el esporocisto; en un lapso de 14 dias, cada esporocisto
produce y libera de 5 a 8 redias, que se transportan al hepatopancreas del caracol.
Cada redia da origen a redias hijas y cercarias. La cercaria es la ultima fase
evolutiva que parasita al caracol, con un promedio de 9 a 649 por miracidio;
después de 4 a 6 semanas las cercarias abandonan a las redias a través de su
abertura tocoldgica y al caracol por su aparato respiratorio (Vera, 2011; Taylor et
al., 2015).

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. El enquistamiento se completa de 20 a 30
minutos formando las metacercarias. La metacercaria mide aproximadamente 0.2
mm es redondeada, de color blanquecino, requiere de 24 horas para madurar y
poder ser infectante (Taylor et al., 2015).

Las metacercarias son ingeridas por el hospedador definitivo junto con el alimento
o el agua. El desenquistamiento de las metacercarias tiene lugar en dos fases: la
primera o de activacidn comienza en el rumen, en una atmosfera de anhidrido
carbonico concentrado, bajo condiciones reductivas y a temperatura de 39 °C. La
segunda o emergencia tiene lugar en el duodeno, mas alla de la abertura del
conducto biliar, donde la bilis provoca la emergencia activando las enzimas de la
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metacercaria, que provoca la apertura del orificio de emergencia del quiste. Las
metacercarias se alimentan de la mucosa intestinal y después perforan
rapidamente la pared intestinal. La mayoria de las duelas estan en la cavidad
peritoneal 24 horas después del desenquistamiento, desde alli emigran hacia el
higado. A las 90 horas post infeccidon comienza la penetracion de la capsula de
Glisson; en este momento las fasciolas tienen forma lanceolada y miden 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 post infeccion, aproximadamente donde
alcanzan la madurez sexual. Las fasciolas se autofecundan. Los primeros huevos
aparecen en las heces del hospedador a partir de 55-56 dias desde la ingesta de
las metacercarias (Vera, 2011).

Fig. 1. Ciclo biologico de Fasciola hepatica; 1: Huevo; 2: Huevo larvado; 3:
Miracidio; 4: Caracol del género Lymnaea spp; 5: Esporocisto; 6: Redia;
7:Cercaria; 8: Cercaria fuera del caracol; 9: Metacercaria; 10: Huésped definitivo;
11: Huésped definitivo humano. Imagenes 1-10: Laboratorio de Quimioterapia
Experimental de Helmintos. Depto. Parasitologia FMVZ-UNAM; Imagen 11:
https://www.freepik.es.
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Patogenia y lesiones

El grado de patogenicidad depende del numero de metacercarias y su infectividad.
La infeccion se puede presentar en forma crénica y aguda. La forma cronica pocas
veces llega a tener consecuencias fatales y se debe a la presencia de los
parasitos adultos en los conductos biliares; en higado presenta fibrosis y colangitis
hiperplastica. En los bovinos se presenta calcifilaxis, es decir calcificacion en los
conductos biliares. La forma aguda, que es casi exclusiva de los borregos, es
causada por el transito sin rumbo de las fasciolas inmaduras por el higado. La
lesion caracteristica es una hepatitis traumatica. Los signos clinicos que se
presentan en la forma aguda son casi inaparentes. En animales muy afectados se
pueden observar depresion, anorexia, aislamiento, fatiga y ascitis. En la forma
cronica se manifiesta la anemia, edema submandibular y en casos extremos la
enfermedad degenera produciendo mortalidad (Vera, 2011; Alvarez et al., 2014;
Siles et al., 2021; Mas-coma et al., 2022).

Diagnéstico

El diagnostico para la fasciolosis, puede realizarse mediante; a) Diagndstico
clinico: Mediante la observacion del estado general del animal, los signos clinicos
que se presentan: diarrea, edema submandibular, emaciacion, anorexia, palidez
de las mucosas, anemia y abortos; b) De laboratorio: EI método tradicional es la
utilizacién de la técnica coproldgica por sedimentacion, la cual a pesar de ser un
muy antiguo continta siendo preciso, barato y facil de realizar, ya que muestra la
presencia de infeccion activa a través de la demostracion de los huevos del
trematodo en heces (Siles et al., 2021) ; c) Pruebas inmunoldgicas: Existen
considerables técnicas inmunoldgicas tales como: Difusion doble en agar,
inmunoelectroforesis,  contrainmunoelectroforesis, hemaglutinacion  pasiva,
aglutinacion en latex, Inmunofluorescencia, fijacion de complemento, ELISA
indirecto y coproantigenos (Vera, 2011); d) Mediante pruebas moleculares; Las
pruebas mas utilizadas son: Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR), PCR en
tiempo real, PCR multiplex y amplificacion isotérmica mediada por bucle (Arifin et
al., 2016; Shoriki et al., 2016; Ollivier et al., 2020; Carnevale et al., 2021; Davies et
al., 2021); e) Por necropsia: Este método es el mas utilizado en los rastros, en
donde el veterinario inspecciona la presencia o no de fasciolas en los conductos
biliares, de los higados de los animales que son sacrificados (Vera, 2011; Alvarez
et al., 2014; Doxon et al., 2016; Wilson et al., 2019).
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Epidemiologia

La epidemiologia de la fasciolosis esta relacionada con las caracteristicas
geograficas y ambientales del area donde se produce la transmisién. Los estudios
sobre el terreno y en el laboratorio han demostrado que la fasciolosis tiene una
gran capacidad de propagacion debido a la ampliacion de los nichos ecoldgicos y
a la adaptabilidad a factores geoclimaticos, ecoldgicos y antropogénicos por parte
del huésped intermediario. También estos trematodos han puesto en practica
distintas estrategias de adaptacién lo cual permite tasas mas elevadas de
transmision (Vera, 2011; Beesley et al., 2017; Guerrero et al., 2020).

Importancia econémica

Se estima que 300 millones de bovinos y 250 millones de ovinos, a nivel mundial,
se encuentran afectados por F. hepatica (Mas-Coma et al., 2005; Cwiklinski et al.,
2015; Ibarra et al., 2018;).Ademas, se estima una pérdida de $ 3 mil millones de
dolares a nivel mundial (Dalton et al., 2013). En México, esta enfermedad se
encuentra diagnosticada en 29 de los 32 estados (lbarra et al., 2018), lo cual
estima una pérdida de $ 4,239,667 millones de ddlares por afio ( Rodriguez-Vivas
et al., 2017).

Tratamiento

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 huésped definitivo. A través de las décadas se han
desarrollado un considerable numero de fasciolicidas los cuales han demostrado
eficacia de mayor o menor grado contra las diferentes edades de este parasito. La
mayoria de estos productos estan incluidos dentro de los siguientes grupos
quimicos (Vera, 2011; Ezeta, 2021):

1.  Benzimidazoles:
Carbamatos: El Albendazol® produce deficiencia de energia en el parasito
y subsecuentemente la muerte y el Mebendazol® inhibe el paso de glucosa
al parasito.
Benzimidazoles: El Triclabendazol® bloquea el paso de glucosa en el
parasito.
Probenzimidazoles: La Netobimina® es un farmaco que sufre dos
trasformaciones dentro del organismo del HD, una de ellas genera la
formacion de albendazol en el higado y da el efecto fasciolicida.
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2. Fenoles halogenados: El Bitionol® altera el equilibrio digestivo e interfiere
en la embriogénesis, el Nitroxinil® inhibe la contraccion muscular del
parasito.

3. Fenoxialcanos: La Dianfenetidina® actua sobre el tequmento del parasito
haciéndolo susceptible a sistemas enzimaticos.

4. Salicinidas: La Rafoxanida® inhibe la formacién de ATP y ADP del parasito
e interfiere en su fosforilacién oxidativa mitocondrial y el Closantel bloquea
las rutas metabdlicas del parasito, dafia la cuticula y produce atrofia
reproductiva.

5. Sulfonamidas: El Clorsulon® inhibe el metabolismo energético de las
fasciolas.

Debido al paso de los afios algunos de ellos han sido descontinuados, hasta la
fecha el grupo mas utilizado a nivel mundial es el de los benzimidazoles, siento el
Triclabendazol el de mayor eficacia clinica, debido a que a diferencia de los otros
fasciolicidas actua contra todas las fases del parasito (Moll, 2000; Vera, 2005).

Resistencia a fasciolicidas

Debido al uso indiscriminado de estos medicamentos junto con una mala
prevencion y un mal diagndstico ha permitido la generacion y resistencia por parte
del parasito a estos farmacos en diferentes paises del mundo (Fairweather et al.,
2020) (cuadro 1).
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Cuadro 1. Reporte de resistencia antihelmintica

Huésped
Referencia AfRo Farmaco Pais Bovinos Ovinos
Overend y Bowen, 1995. 1995 Triclabendazol Australia X
Mitchell et al., 1998. 1998 Triclabendazol Escocia X
Moll et al., 2000. 2000 Triclabendazol Holanda X X
Thomas et al., 2000. 2000 Triclabendazol Glaes X
Borgsteede et al., 2005. 2005 Triclabendazol Holanda X
AIvarez—Szzr(])cghez etal, 2006 Albendazol y Triclabendazol Espafa X
Elitok et al., 2006. 2006 Albendazol y Rafoxanida Turquia X
Olivera et al., 2008. 2008 Triclabendazol Brasil X
Mooney et al., 2009. 2009 Triclabendazol Irlanda X
Mamani et al., 2009. 2009 Albendazol y Triclabendazol Bolivia X
Flanagan et al., 2010. 2010 Triclabendazol Irlanda (Norte) X
MartanT.—,VZaollfg.ares et 2010 Triclabendazol Espafia X
Sargison et al., 2011. 2011 Triclabendazol Escocia X
Olaechea et al., 2011. 2011 Triclabendazol Argentina X
Daniel et al., 2012. 2012 Triclabendazol Gales y Escocia X
Gordon et al., 2012.° 2012 Triclabendazol Escocia X
Gordon et al., 2012.° 2012 Triclabendazol Escocia X
Novobilsky et al., 2012. 2012 Albendazol Suecia X
Chavez et al., 2012. 2012 Albendazol y Triclabendazol Peru X
Rojas et al., 2012. 2012 Triclabendazol Peru X
Shokier et al., 2013. 2013 Albendazol y Rafoxanida Egipto X
Ortiz et al., 2013. 2013 Triclabendazol Peru X X
Robles;;ir:z etal, 2013 Albendazol y Clorsulon Espafa X
Sanabria et al., 2013. 2013 Albendazol Argentina X
Martinez-Valladares et 2014 Albendazol y Clorsulon Espafia X
al., 2014.
Brockwell et al., 2014. 2014 Triclabendazol Australia
Elliott et al., 2015. 2015 Albendazol y Triclabendazol Filipinas
Novobilsky et al., 2015. 2015 Triclabendazol Australia
Hanna et al., 2015. 2015 Triclabendazol Irlanda (Norte) X
Novobilsky et al., 2016. 2016 Closantel Suecia X
Nzalawahe et al., 2018. 2018 Albendazol Tanzania
Romero et al., 2019. 2019 Triclabendazol Chile
Kamaludeen et al., 2019. 2019 Triclabendazol Inglaterra, Gales X
Ceballos et al., 2019. 2019 Albendazol Uruguay y Argentina X
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Una alternativa para esta problematica es la utilizacién de plantas medicinales o el
uso de extractos de plantas con actividad fasciolicida.

Medicina tradicional.

Las formas de utilizacion indigena de los recursos naturales son multiples e
integrales. El conocimiento adquirido se trasmite de generacion en generacion
dicho conocimiento, esta vinculado a la forma de percibir la realidad y su relacion
(Monroy, 2017). Las plantas medicinales han demostrado ser un método
alternativo debido a que sintetizan una gran cantidad de compuestos los cuales no
son estrictamente necesarios para su crecimiento o reproduccidén, pero cuya
presencia es indispensable y puede ser demostrada genéticamente,
fisiologicamente o bioquimicamente. Estos compuestos son denominados
metabolitos secundarios (Kotni, 2019). Recientemente se ha presentado atencion
a la actividad biologica de estos compuestos, tal interés se debe al hecho de que
durante las ultimas décadas los productos naturales han presentado una gran
ventaja sobre las drogas sintéticas debido a la amplia gama de compuestos que
presentan, los cuales podrian tener un efecto exitoso para el tratamiento de varias
enfermedades, La organizacion mundial de la salud, estima que alrededor del 80%
de la poblacion especialmente paises en vias de desarrollo, utilizan las plantas
medicinales como medicamentos ( Kasterova et al., 2019).

México y las plantas medicinales

El uso de las plantas en México se ha registrado desde tiempos prehispanicos. En
la medicina tradicional mexicana se utiliza una gran variedad de plantas para el
tratamiento de enfermedades gastrointestinales. En México, la medicina tradicional
es la primera alternativa en el cuidado de la salud (Torres et al., 2023). Las
autoridades sanitarias mexicanas han mostrado interés en la investigacion de las
plantas medicinales por lo cual en el 2001 publicaron la primera edicion de la
Farmacopea Herbolaria y en el 2013 la segunda edicion; en dichos documentos se
consigan los métodos generales de analisis y sus especificaciones técnicas que
deben cubrir las plantas y sus derivados para la elaboracién de medicamentos
herbolarios (FHEUM, 2001, 2013). Sin embargo, solo se ha estudiado un pequefio
grupo de plantas medicinales, lo cual representa una gran ventaja sobre los
productos quimicos, debido a que solo el 40.9 % de la poblacién mexicana tiene
acceso a los servicios de salud. Esto significa que el 59.1 % de la poblacion no
tienen acceso a una institucion de salud publica. Por lo cual, recurren a la
medicina alternativa (plantas medicinales) (Alonso et al., 2017).
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Metabolitos secundarios

Las plantas producen una gran variedad de compuestos bioactivos llamados
metabolitos secundarios como medio de defensa al ataque de insectos,
microorganismos y de adaptacion a condiciones ambientales adversas
(temperatura, humedad, intensidad de luz, sequia, etc.) (Ramakrishna et al.,
2011). Los principios activos son aquellos, compuestos que tiene la capacidad de
provocar efectos farmacologicos o toxicologicos en humanos y/o animales (Vélez,
2014). El contenido de los principios activos en los tejidos vegetales puede variar
en funcién de factores genéticos, los ontogénicos y los fenoldgicos propios de
cada especie y puede ser afectado por las condiciones ambientales (climaticas,
luz, temperatura y precipitacion), las caracteristicas del suelo y presencia de
depredadores. La consideracidon de estos factores es imprescindible para el
estudio y aprovechamiento de estas sustancias. La accion farmacoldgica o
terapéutica de una planta medicinal depende de uno o varios principios activos,
existiendo sinergismo y acciones coadyuvantes (Hernandez, 2009).

Sin embargo, antes de considerar a los extractos para futuras evaluaciones in
vivo, es necesario realizar estudios previos de toxicidad para determinar su
inocuidad y de microscopia electronica de barrido para determinar los dafos
ocasionados por parte del extracto a Fasciola hepatica.

Pruebas toxicolégicas

La toxicidad aguda de una sustancia se refiere a los efectos adversos que se
manifiestan tras la administracion de una sola dosis por via oral o cutanea, El
principio de la prueba nos permite calcular la dosis letal 50 (DLsp). Una de las
especies animales mas utilizadas son los ratones, debido a su facilidad de manejo
y costos de mantenimiento (OECDE/OCDE 2001, Shayne, 2007). Otra prueba de
gran importancia es la de toxicidad sub crdnica, a través de esta prueba se
pueden saber los efectos adversos que se tienen tras una administracion
prolongada en los 6rganos de los animales (OECDE/OCDE 2017). Otro estudio
importante es la prueba de micronucleos. El principio es la deteccion de
micronucleos. Los cuales se forman durante la replicacién debido a que el material
genético que se desprende, no se incorpora correctamente al nucleo de la célula
hija, originando un nuevo nucleo de menor tamafo denominado micronucleo (MN)
(Krishna et al., 2000).
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Produccion de Metacercarias

Las metacercarias de F. hepatica utilizadas para los estudios de microscopia
electronica, fueron producidas en el laboratorio de Malacologia del Depto.
Parasitologia de la FMVZ-UNAM, a partir de la infeccion de 200 caracoles L.
humilis de 20 dias de edad, infectados de 3 a 5 miracidios cada uno, durante 2 a 4
horas para permitir la infeccion. Una vez pasado este lapso, los caracoles se
regresaron a sus respectivas cajas de Petri y se monitorearon por 42-45 dias.
Transcurrido este tiempo, los caracoles infectados fueron sometidos a estrés
térmico con ayuda de una bombilla eléctrica, por 24 horas para facilitar la
liberacion de las metacercarias (Flores,2017). Una vez liberadas, se dejaron
madurar durante 24 horas en el medio acuoso y finalmente se conservaron a una
temperatura de 4°C hasta su posterior evaluacion.

Microscopia electrénica de barrido

Los estudios de microscopia electrénica son de suma importancia para poder
distinguir detalles finos de una imagen. La microscopia electronica de barrido
(MEB), permite conocer la morfologia superficial de las muestras, debido a la
generacion de electrones los cuales interactuan con la muestra, posteriormente
esas interacciones son captadas por unos detectores especificos los cuales
captan la sefal electronica generando la imagen la cual es proyectada en una
pantalla (Ipohorski, 2013).
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Il. ANTECEDENTES

Se han llevado a cabo diversos estudios con respecto a la eficacia de diferentes
extractos de plantas contra distintos parasitos. Lograndose obtener inhibiciones in
vitro del 91.2% de larvas L3 de Haemonchus contortus, utilizando extractos de
Acacia pennatula (Huizache), Leucaena leucocephala (Leucaena), Lysiloma
latisiliquum (Tzalam) (Alonso., 2008). Varadyova en el 2018, demostro eficacias in
vitro del 100% de Artemisia absinthium (Ajenjo) sobre larvas de H. contortus. De
igual forma Busari en el 2021, reporta la eficacia in vitro del 89% del extracto
metanalico de Terminalia glaucescens (Mirtilo) contra huevos de H. contortus.

Hossain., en el 2022 demostro el efecto antihelmintico in vitro utilizando parasitos
adultos de Paramphistomun explanatum, con un extracto metanolico de Machigua
(Dregea volubilis) a diferentes concentraciones, provocando la paralisis y muerte
del parasito.

Harba et al., en el 2019 reporta una eficacia in vitro del 90 % del extracto de
Cymbopogon citratus (Zacate limon) y de Pulicaria undulata (Pulga) con Gardia
lamblia.

Campos (2021), logran obtener una eficacia del 100 % en condiciones in vitro
utilizando el extracto de Schinus terebinthifolia Raddi (Pimentero) contra
Ancylostoma spp. Trabajando con larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
con el extracto de Achyrocline satureioides (La marcela), Fantatto, en el 2022
logra una eficacia acaricida in vitro del 100%.

Martinez et al., en el 2022, reporta una eficacia in vitro del 100% con la fraccion
(AE-Hbr ) de Habranthus brachyandrus (Panadera) contra Trypanosoma cruzi.

Plantas con actividad Fasciolicida

Para determinar la eficacia fasciolicida de extractos de plantas, se han llevado a
cado diversos estudios, donde se demostré6 que los extractos crudos de Tilia
mexicana (Tila), Coffea arabica (Café), Eriobotrya japonica (Nispero japonés),
Ternstroemia pringlei (Tila roja) a concentraciones de 50 y 500 mg/L. mostraron
eficacias del 100 % in vitro (Vera, 2008). En el 2013 Alvarez demostré la eficacia
fasciolicida in vitro de extractos crudos de Artemisa ludoviciana Nutt. Spp
mexicana (Estafiate) y Bocconia frutescens (Gordolobo) a concentraciones de 125,
250 y 500 mg/L, obteniendo el 100 % de eficacia en las concentraciones
evaluadas. Sanchez en el 2015 obtuvo una eficacia fasciolicida in vitro del 83.3 y
98 % con los extractos crudos de Buddleia cordata (Tepozan) y de Bocconia
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frutescens a concentraciones de 500 mg/L. Francisco en el 2015, consigui¢ una
eficacia fasciolicida in vitro del 100 % con los extractos crudos de Psidium guajava
(Guayaba), Casimiroa edulis (Zapote blanco) y Vernonanthura patens (Tsapala) a
concentraciones de 125, 250, 375 y 500 mg/L. Landeros en el 2015 reporta una
eficacia fasciolicida in vitro de la fraccion (i) de Bocconia frutescens a
concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 mg/L. obteniendo una eficacia del
100 % en todas las concentraciones evaluadas. En el 2016 Ezeta, determind la
eficacia fasciolicida de algunas fracciones de Artemisa Iludoviciana Nutt. Spp
mexicana a concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 mg/L. obteniendo el 100
% de eficacia en todas las concentraciones evaluadas. En el 2020 Ezeta reporta el
efecto antihelmintico de la sub fraccion “J”, obtenida a partir de la fraccion 3 del
extracto de acetato de etilo a concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 mg/L.
obteniendo el 100 % de eficacia en todas las concentraciones evaluadas.

Descripcion Botanica

Reino: Plantae
Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Compositae
Género: Vernonanthura

Epiteto especifico: patens

Vernonanthura patens (Tsapala)

Se distribuye a través de México, las Antillas, América Central y del Sur. Las
decocciones de sus hojas son empleadas en la medicina folclérica para combatir
el paludismo, dolores estomacales, erupciones en la piel, diarreas, aliviar dolores
de cabeza y como antihelmintico, a pesar de los usos tradicionales, sus estudios
quimicos son muy escasos. Investigaciones realizadas por Manzano en el 2012,
determina la presencia de triterpenos y sesquiterpenos en las hojas de la planta.
Ademas reporta una actividad antifungica contra Fusarium oxysporum 'y
Penicillium notatum (Manzano et al., 2013a). En las flores identifica la presencia
de compuestos fendlicos, taninos y triterpenos. ademas de mostrar actividad
biolégica contra Plasmodium falciparum (Manzano et al., 2013b). En el 2015,
reporta la presencia de compuestos fendlicos, taninos, y flavonoides en las hojas
de planta (Manzano et al., 2015). Por ultimo, en el 2021, reporta la presencia de
un triterpenoide en las hojas de la planta (Manzano., et al 2021).
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En México, Estudios realizados en el 2015 por Francisco, demostraron la eficacia
fasciolicida in vitro del extracto crudo de que planta a concentraciones de 125,
250, 375 y 500 mg/L. obteniendo el 100 % de eficacia en todas las
concentraciones evaluadas y la presencia de alcaloides, taninos y flavonoides en
el extracto crudo. Asi mismo Gutiérrez en el 2018 reporta la presencia de
alcaloides y flavonoides en algunas fracciones aisladas del extracto crudo V.
patens. Hasta el momento no se cuenta con informacion sobre la seguridad del
extracto metandlico de V. patens, por lo tanto, esto motivo a realizar estudios de
toxicidad para demostrar la inocuidad o toxicidad del extracto (Figura 2).

Fig. 2 Tsapala (Vernonanthura patens).
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ll. JUSTIFICACION

Estudios recientes in vitro han demostrado que el extracto metandlico de
Vernonanthura patens presenta una eficacia promisoria contra Fasciola hepatica,
sin embargo, antes de considerar al extracto como una opcion terapéutica es
necesario llevar a cabo pruebas toxicoldgicas bajo condiciones in vivo para
determinar la inocuidad o toxicidad de la planta.

IV. HIPOTESIS

El extracto crudo de Vernonanthura patens no presenta un efecto toxico en
ratones CD1.

El extracto crudo de Vernonanthura patens presenta un efecto sobre el tegumento
de Fasciola hepatica.

24



V.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la inocuidad del extracto metandlico de Vernonanthura patens
mediante pruebas toxicoldgicas en ratones CD1 y el efecto sobre fasciolas recién
desenquistadas mediante microscopia electrénica de barrido (MEB).

Objetivos especificos

Obtener el extracto crudo de Vernonanthura patens con solvente organico
(metanol) a partir de hojas de la planta para determinar los efectos
toxicoldgicos del extracto.

Evaluar la toxicidad aguda del extracto crudo en ratones CD1 para calcular
la dosis letal 50 (DLs).

Evaluar la toxicidad sub crénica del extracto crudo en ratones CD1 para
determinar dafios en los 6rganos.

Evaluar la genotoxicidad del extracto crudo en ratones CD1, mediante la
prueba de micronucleos para determinar si existe algun dano en la

replicacion celular.

Evaluar los dafios estructurales por parte del extracto sobre fasciolas recién
desenquistadas mediante microscopia electrénica de barrido (MEB).
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VI. MATERIALES Y METODO

Localizacion del area de estudio

% La colecta del material vegetal de Vernonanthura patens se realiz6 en el
municipio de Amixtlan en la Sierra Norte de Puebla. El secado de la planta
se llevo a cabo a la sombra en el mismo municipio.

s La identificacion taxondmica de la planta se realizo en las instalaciones del
Herbario Nacional, ubicado en el Instituto de Biologia de la UNAM.

s La obtencion del extracto se realizd en el laboratorio de fitoquimica de la
Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO), de la Facultad de Estudios
Superiores (FES) Iztacala-UNAM, Tlalnepantla, Estado de México.

% Las pruebas de toxicidad se llevaron a cabo dentro de las instalaciones del
Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores (FES) Iztacala-UNAM.

% Los ensayos in vitro para la obtencidn de los especimenes para
microscopia electronica de barrido se llevaron a cabo en el laboratorio de
Quimioterapia Experimental de Helmintos, del Depto. de Parasitologia de la
FMVZ-UNAM, Ciudad de México.

% Los estudios de microscopia electronica de barrido (MEB), se llevaron a
cabo en el Laboratorio Nacional de Biodiversidad (LANABIO), ubicado en el
Instituto de Biologia de la UNAM.

Colecta del material vegetal

Se colectaron 5 kilogramos de la planta las cuales fueron secadas a temperatura
ambiente por 15 dias de acuerdo a la metodologia descrita por Monroy et al. 2007.
posteriormente las hojas fueron molidas y almacenadas en recipientes de plastico
para ser transportadas.
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Preparacién del extracto

Para la obtencidn del extracto se usaron las hojas de la planta, utilizando metanol
como solvente organico, en una proporcion de 100 gramos de hoja seca por 500
mL. de solvente, dejando macerar durante 7 dias. Pasando este periodo se realizo
la destilacion del solvente cada semana durante 6 meses, utilizando un
rotoevaporador Heidolph a baja presién. El extracto fue almacenado en un envase
de vidrio a una temperatura de 4°C, hasta la evaluacion in vivo (Harnborne, 1970).

Determinacién de la toxicidad aguda

La determinacién de la toxicidad aguda se llevd a cabo de acuerdo a la
metodologia descrita por Kabbaoui et al., 2017 y Maimaiti et al., 2021. Se utilizaron
100 ratones CD-1 (50 machos y 50 hembras) de 8 semanas de edad, de 30
gramos de peso. Se formaron 10 grupos con 10 ratones cada uno. Grupo 1 control
negativo (sin Tx); Grupo 2 control positivo con H2O; los Grupos 3, 4, y 5 se
evaluaron a las dosis de 1250, 2500, y 5000 mg/Kg de peso vivo con el extracto
de V. patens (Cuadro 2).

Cuadro 2. Disefio experimental de la toxicidad aguda en ratones CD-1.
Grupos (n=10) Tratamiento Dosis
1 Control negativo Sin tratamiento
2 Control positivo Agua
HEMBRAS 3 1250 mg/Kg
4 Vernonanthura patens 2500 mg/Kg
S) 5000 mg/ Kg
1 Control negativo Sin tratamiento
2 Control positivo* Agua
MACHOS 3 1250 mg/ Kg
4 Vernonanthura patens 2500 mg/ Kg
5} 5000 mg/ Kg
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Para llevar a cabo la administracion del extracto de V. patens se prepard una
solucion madre (5000 mg/Kg), reconstituida con H,O (agua), posteriormente se
realizaron las diluciones correspondientes (1250 y 2500 mg/Kg), a todos los
grupos se les administr6 una sola dosis via oral con ayuda de una canula
esofagica del numero 12. Las inspecciones se realizaron cada 24 horas hasta
cumplir 14 dias (Wang et al., 2014 y Shin et al., 2019). Los animales fueron
monitoreados durante una hora post-administracion para determinar cualquier
sintoma o comportamiento extrafo. También se determind el peso corporal al
inicio y al final del experimento. El manejo y cuidado de los ratones dentro del
bioterio, se llevaron acabo de acuerdo a la directriz 420 y 425 de la Organizacion
para la Cooperacion y el Desarrollo Economicos (OECD/OCDE), y la NOM-062-
Z00.

Determinacion de la toxicidad sub crénica

Se utilizaron 120 ratones CD-1 (60 machos y 60 hembras) de 8 semanas de edad
entre los 25 y 30 gramos. Se formaron 10 grupos con 10 ratones cada uno. Grupo
1 control negativo (sin Tx); Grupo 2 control positivo con H2O; los Grupos 3, 4, 5y
6; se evaluaron a las dosis de 125, 250, 375 y 500 mg/Kg de peso vivo con el
extracto de V. patens. (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Diseiio experimental de la toxicidad sub crénica en ratones CD-1.

Grupos (n=10) Tratamiento Dosis
1 Control negativo Sin tratamiento
2 Control positivo Agua
3 125 mg/Kg
HEMBRAS
4 250 mg/Kg
Vernonanthura patens
S) 375 mg/Kg
6 500 mg/ Kg
1 Control negativo Sin tratamiento
2 Control positivo Agua
3 125 mg/ Kg
MACHOS
4 250 mg/ Kg
Vernonanthura patens
S) 375mg/ Kg
6 500 mg/ Kg

Se realiz6 una solucion madre del extracto a la concentracion de 500 mg/Kg,
reconstituida con H;O (agua), después se realizaron las diluciones
correspondientes (125, 250 y 375 mg/Kg), a todos los grupos se les administro
cada semana una sola dosis via oral con ayuda de una canula esofagica del
numero 12, hasta cumplir un maximo de 6 administraciones. Las observaciones
fueron llevadas a cabo cada 24 horas hasta cumplir 42 dias, se registro cualquier
sintoma o comportamiento extrafo. También se determind el peso corporal al
inicio y al final del experimento. El ensayo se llevd a cabo de acuerdo a la
metodologia descrita por Akindele et al., 2014; Pavan et al., 2018; Feistel et al.,
2018; Hyun et al., 2021 y Sundaram et al., 2021. Los Animales se mantuvieron en
el Bioterio de la FES-Iztacala-UNAM. Al finalizar el experimento se realizé la
eutanasia de los ratones de acuerdo con lo establecido en norma NOM-062-Z00
y bajo los estandares de la directriz 408 de la Organizacion para la Cooperacion y
el Desarrollo Econémicos (OECD/OCDE), posteriormente los cadaveres de estos
fueron refrigerados y transportados al departamento de patologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM para realizar los estudios de
necropsia e histopatologia para determinar si existia algun dafio en los 6rganos
internos.
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Determinacidén de los indices de toxicidad y genotoxicidad en ratones
mediante la prueba de micronucleos

Se utilizaron 20 ratones (10 machos y 10 hembras) de 8 semanas de edad, entre
los 25 y 30 gramos. Grupo 1 control negativo (sin Tx); Grupo 2 control positivo con
Ifosfamida aplicada una sola vez intraperitonealmente los Grupos 3, 4, y 5; se
evaluaron a las concentraciones de 125, 375, y 500 mg/L con el extracto de V.
patens respectivamente (Cuadro 4).

Cuadro 4. Disefio experimental de la toxicidad y genotoxicidad en
ratones CD-1.
Grupos (n=10) Tratamiento Dosis

1 Control negativo Sin tratamiento
2 Control positivo* 60 mg/Kg
HEMBRAS 3 125 mg/L
4 Vernonanthura patens 250 mg/L
S) 500 mg/ L

1 Control negativo Sin tratamiento
2 Control positivo* 60 mg/Kg
MACHOS 3 125 mg/ L
4 Vernonanthura patens 250 mg/L
5} 500 mg/ L

*Ifosfamida

Para la administracion del extracto, se hizo una solucién madre a la concentracion
de 500 mg/ Kg, para llevar a cabo las diluciones correspondientes (125, 250 y 375
mg/Kg), Cada uno de los tratamientos fue administrado cada 24 horas hasta
cumplir un maximo de tres dosis. Se tomaron muestras de la sangre periférica de
la vena caudal a las 0, 24, 48, 72, y 96 horas post-tratamiento para obtener un
total de 3 frotis por cada raton, posteriormente fueron tedidos con
hematoxilina/eosina durante 10 minutos para poder efectuar el conteo celular. Las
evaluaciones se realizaron mediante la identificacion de eritrocitos policromaticos
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(EPC), eritrocitos normocromaticos (ENC) y micronucleos (MN) se contabilizaron
un total de 2000 células por cada raton por dia. Los porcentajes de toxicidad se
obtuvieron de las siguientes formulas:

(%) Toxicidad =No. de células policromaticas / No. de células normocromaticas x100

(%) Genotoxicidad = No. de micronucleos en células policromaticas / 2000 (Células totales) x 100

Los ensayos se realizaron de acuerdo con lo descrito por Dos Santos et al. 2021 y
por la directriz 473 y 487 de la OECD/OCDE.

Para analizar los resultados, se realiz6 un analisis de varianza (ANDEVA) y una
prueba de Dunnett y una prueba de Kruskall-Wallis con un intervalo de confianza
del 95%, para determinar si existian diferencias estadisticamente significativas
entre los diferentes grupos (Systat Software V12 2008).

Determinacién por microscopia electrénica de barrido el modo de accién del
extracto de Vernonanthura patens contra Fasciola hepatica

Para elucidar los danos estructurales del extracto metandlico de V. patens se
utilizaron fasciolas desenquistadas artificialmente, de acuerdo a la técnica descrita
por Ibarra y Jenkins en 1984. Para ello se recuperaron 150 fasciolas tratadas con
el extracto a las concentraciones de 125, 250, 375 y 500 mg/L, con su respectivo
grupo testigo sin tratamiento (30 por cada concentracion). Se llevaron a cabo
lavados con solucion salina fisiologica al 9% (SSF) y fijados en formol al 2%
durante 24 horas, posteriormente se realiz6 otro lavado con SSF y deshidratadas
en series ascendentes de etanol hasta etanol al 96 % 100%? y mantenidas a 4°C
durante 24 horas. Posteriormente, los especimenes fueron secados a su punto
critico con dioxido de carbono seco (CO). Una vez secos, los parasitos fueron
fijados en tiras adhesivas de carbdn y colocadas en una base de aluminio, fueron
recubiertas con una pelicula de oro de 20 mA durante 2 minutos (Acevedo et al,
2019). Las muestras fueron observadas en un microscopio electronico de barrido
S450 Hitachi® de 10-15kw, ubicado en el Laboratorio Nacional de Biodiversidad
(LANABIO), dentro de las instalaciones del Instituto de Biologia de la UNAM.
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VIl. RESULTADOS

Con respecto al rendimiento obtenido del material vegetal colectado (5 kg), se

obtuvo un total de 1.326 Kg de materia seca, del cual obtuvimos 250 gramos de
extracto metandlico.

Los resultados obtenidos, en la prueba de toxicidad aguda demostraron que las
dosis de 1250, 2500 y 5000 mg/Kg no presentaron indicios de toxicidad durante
los 14 dias del estudio, en comparacion grupo testigo negativo (P<0.05). La
informacion obtenida indica que el extracto es seguro a dosis de hasta 5000
mg/Kg (Grafica 1y 2).

Con relacion a las observaciones generales de los ratones, no se observaron
cambios en cola, ojos, genitales, heces, orina, reflejo de agarre, reflejo de escape,
alopecia, ataxia, convulsiones, disnea, lesiones, frecuencia cardiaca y temblores.
Con relacidn al peso corporal se obtuvieron ganancias para las hembras de 2.86 y
para los machos de 5.04 grs. El efecto de la toxicidad aguda del extracto
metandlico de V. patens fue determinado por la directriz 420 y 425 de la OECD, en
la cual la maxima dosis permitida es de 5000 mg/kg. Por lo cual se concluye que el
extracto metandlico de V. patens no mostro toxicidad aguda a las concentraciones
evaluadas en ratones CD1.

Grafica 1. Toxicidad aguda promedio del extracto metandlico de V.
patens por concentracion en ratones machos CD-1.
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Grafica 2. Toxicidad aguda promedio del extracto metanolico de V.
patens por concentraciéon en ratones hembra CD-1.
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Los resultados de toxicidad sub crénica demostraron que el extracto de V. patens,
no presentd ningun efecto téxico a las dosis de 125, 250, 375 y 500 mg/Kg con
respecto al grupo testigo (Grafica 3 y 4).

Grafica 3. Toxicidad sub créonica promedio del extracto metandlico de V.
patens por semana en ratones macho CD-1.
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Grafica 4. Toxicidad sub crénica promedio del extracto metandlico de V.
patens por semana en ratones hembra CD-1.
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Con respecto a los resultados obtenidos de los estudios enviados a patologia de
los experimentos subcronicos, mostré que los ratones macho presentaban un
buen estado de conservaciéon y una buena condicion corporal. La descripcion
microscopica (histologia) demostré6 que los 6rganos no presentaron cambios
patolégicos aparentes que indique algun signo de toxicidad sub cronico por parte
de los tratamientos (125, 250, 375 y 500 mg/Kg) con el extracto de V. patens en
comparacion con el grupo testigo sin tratamiento. Las lesiones observadas fueron
leves en el rindn y el higado, por lo que no se consideran relevantes en ausencia
de signos clinicos asociados, dado que en todos los tratamientos presentaron
lesiones similares y no hubo predominio de ellas, lo cual nos indica que su

desarrollo no se encuentra asociado a ninguno de los tratamientos (Fig. 3, 4, 5, 6,
7,8,9y10).
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Fig. 3. Histopatologia del riidn de la prueba de toxicidad subcrénica. a) Rifién sano del
grupo testigo sin tratamiento, no se aprecian cambios relevantes (Tincion hematoxilina-
eosina, aumento 10x); b) RifA6n tratado con la dosis de 125 mg/Kg a los 42 dias post-
tratamiento (Tincion hematoxilina-eosina 10X). Los vasos sanguineos se encuentran
dilatados por ligera cantidad de eritrocitos (congestion), se observd escasos infiltrados
linfoplasmocitico adyacente a la pelvicilla renal con distribucién multifocal (nefritis
intersticial).

Fig. 4. Histopatologia del higado de la prueba de toxicidad subcrénica. a) Higado sano del
grupo testigo, sin tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 40X) los sinusoides hepaticos
se observan distendidos por escasa cantidad de eritrocitos (congestién) ademas de un
infiltrado linfoplasmocitico y neutrofilico; b) Higado tratado con la dosis de 125 mg/Kg a
los 42 dias post-tratamiento (Tincion hematoxilina-eosina 10X). Los sinusoides hepaticos
se observan distendidos por escasa cantidad de eritrocitos (congestion).
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Fig. 5. Histopatologia del rifién de la prueba de toxicidad subcrénica. a) Rifién sano del
grupo testigo, sin tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 10X) los vasos sanguineos se
encuentran dilatados por ligera cantidad de eritrocitos (congestion) ; b) Rifién tratado con
la dosis de 250 mg/Kg a los 42 dias post-tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 10X).
Se observd de manera focal escaso infiltrado linfocitico adyacente a la pelvicilla renal
(nefritis intersticial).

Fig. 6. Histopatologia del higado de la prueba de toxicidad subcrénica. a) Higado sano del
grupo testigo, sin tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 40X) los sinusoides hepaticos
se observan distendidos por escasa cantidad de eritrocitos (congestién) ademas de un
infiltrado linfoplasmocitico y neutrofilico; b) Higado tratado con la dosis de 250 mg/Kg a
los 42 dias post-tratamiento (Tincion hematoxilina-eosina 10X). Los sinusoides hepaticos
se observan distendidos por escasa cantidad de eritrocitos (congestion).
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Fig. 7. Histopatologia del rifién de la prueba de toxicidad subcrénica. a) Rifién sano del
grupo testigo, sin tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 10X) los vasos sanguineos se
encuentran dilatados por ligera cantidad de eritrocitos (congestién); b) RifAdn tratado con
la dosis de 375 mg/Kg a los 42 dias post-tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 10X).
Se observd de manera focal escaso infiltrado linfocitico adyacente a la pelvicilla renal
(nefritis intersticial).

Fig. 8. Histopatologia del higado de la prueba de toxicidad subcrénica. a) Higado sano del
grupo testigo, sin tratamiento (Tincion hematoxilina-eosina 40x) los sinusoides hepaticos
se observan distendidos por escasa cantidad de eritrocitos (congestién) ademas de un
infiltrado linfoplasmocitico y neutrofilico; b) Higado tratado con la dosis de 375 mg/Kg a
los 42 dias post-tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 10x). Los sinusoides hepaticos
se observan distendidos por escasa cantidad de eritrocitos (congestion).
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Fig. 9. Histopatologia del rifién de la prueba de toxicidad subcrénica. a) Rifién sano del
grupo testigo, sin tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 10X) los vasos sanguineos se
encuentran dilatados por ligera cantidad de eritrocitos (congestién); b) RifAdn tratado con
la dosis de 500 mg/Kg a los 42 dias post-tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 10X).
Se observd de manera focal escaso infiltrado linfocitico adyacente a la pelvicilla renal
(nefritis intersticial).

Fig. 10. Histopatologia del higado de la prueba de toxicidad subcrénica. a) Higado sano
del grupo testigo, sin tratamiento (Tincion hematoxilina-eosina 40X) los sinusoides
hepaticos se observan distendidos por escasa cantidad de eritrocitos (congestion)
ademas de un infiltrado linfoplasmocitico y neutrofilico; b) Higado tratado con la dosis de
500 mg/Kg a los 42 dias post-tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina, aumento 10x). Se
aprecia un foco de infiltrado linfoplasmocitico y neutrofilico periportal.
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Con respecto a la descripcidn macroscopica post mortem de los ratones hembra se
evidencio un buen estado de conservacion y una buena condicion corporal. La
descripcion microscépica (histologia) demostré que los 6rganos de los ratones
(hembra) no presentaron cambios patolégicos aparentes que indique algun singo
de toxicidad por parte de los tratamientos (125, 250, 375 y 500 mg/Kg) con el
extracto de V. patens en comparacion con el grupo testigo sin tratamiento, las
lesiones observadas fueron leves, por lo que no se consideran relevantes en
ausencia de signos clinicos asociados, dado que en todos los tratamientos
presentaron lesiones similares y no hubo predominio de ellas, lo cual nos indica
que su desarrollo no se encuentra asociado a ninguno de los tratamientos (Fig. 11,
12,13, 14, 15, 16, 17 y 18).

Fig. 11. Histopatologia del rifidén de la prueba de toxicidad subcrénica. a) Rifién sano del
grupo testigo, sin tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 10X) los vasos sanguineos se
encuentran dilatados por ligera cantidad de eritrocitos (congestion) también se observé un
foco de escaso infiltrado linfocitico y neutrofilico (nefritis intersticial); b) Rifién tratado con
la dosis de 125 mg/Kg a los 42 dias post-tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 10X).
Se observé escaso infiltrado linfoplasmocitico adyacente a un vaso sanguineo (nefritis
intersticial).
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Fig. 12. Histopatologia del higado de la prueba de toxicidad subcrénica. a) higado sano
del grupo testigo, sin tratamiento (Tincion hematoxilina-eosina 40X) los sinusoides
hepaticos se observan distendidos por escasa cantidad de eritrocitos (congestion)
ademas de un infiltrado linfoplasmocitico y neutrofilico; b) higado tratado con la dosis de
125 mg/Kg a los 42 dias post-tratamiento (Tincidén hematoxilina-eosina 40X). Se observan
multiples focos de inflamacién compuesta por escasos neutrofilos e histiocitos.

Fig. 13. Histopatologia del rindn de la prueba de toxicidad subcrénica. a) rindn sano del
grupo testigo, sin tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 10X) los vasos sanguineos se
encuentran dilatados por ligera cantidad de eritrocitos (congestion) también se observé un
foco de escaso infiltrado linfocitico y neutrofilico (nefritis intersticial); b) rifidn tratado con la
dosis de 250 mg/Kg a los 42 dias post-tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 10X). Se
observé de manera focal escaso infiltrado linfocitico adyacente a la pelvicilla(nefritis
intersticial).
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Fig. 14. Histopatologia del higado de la prueba de toxicidad subcrénica. a) Higado sano
del grupo testigo, sin tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 40X) los sinusoides
hepaticos se observan distendidos por escasa cantidad de eritrocitos (congestion)
ademas de un infiltrado linfoplasmocitico y neutrofilico; b) Higado tratado con la dosis de
250 mg/Kg a los 42 dias post-tratamiento (Tincion hematoxilina-eosina 40X). Se observa
un infiltrado linfoplasmocitico periportal.

Fig. 15. Histopatologia del rifién de la prueba de toxicidad subcrénica. a) Rifién sano del
grupo testigo, sin tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 10X) los vasos sanguineos se
encuentran dilatados por ligera cantidad de eritrocitos (congestion) también se observé un
foco de escaso infiltrado linfocitico y neutrofilico (nefritis intersticial); b) Rifién tratado con
la dosis de 350 mg/Kg a los 42 dias post-tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 10X).
Se aprecia un escaso infiltrado linfocitico multifocal.
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Fig. 16. Histopatologia del higado de la prueba de toxicidad subcrénica. a) Higado sano
del grupo testigo, sin tratamiento (Tincion hematoxilina-eosina 40X) los sinusoides
hepaticos se observan distendidos por escasa cantidad de eritrocitos (congestion)
ademas de un infiltrado linfoplasmocitico y neutrofilico; b) Higado tratado con la dosis de
350 mg/Kg a los 42 dias post-tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 40X). Se observa
un foco de infiltrado neutrofilico, linfocitico e histiocitico.

Fig. 17. Histopatologia del rifidén de la prueba de toxicidad subcrénica. a) Rifién sano del
grupo testigo, sin tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 10X) los vasos sanguineos se
encuentran dilatados por ligera cantidad de eritrocitos (congestion) también se observé un
foco de escaso infiltrado linfocitico y neutrofilico (nefritis intersticial); b) Rifién tratado con
la dosis de 500 mg/Kg a los 42 dias post-tratamiento (Tincién hematoxilina-eosina 10X).
Presenta un escaso infiltrado linfoplasmocitico multifocal (nefritis intersticial).
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Fig. 18. Histopatologia del higado de la prueba de toxicidad subcrénica. a) Higado sano
del grupo testigo, sin tratamiento (Tincion hematoxilina-eosina 10X) los sinusoides
hepaticos se observan distendidos por escasa cantidad de eritrocitos (congestion)
ademas de un infiltrado linfoplasmocitico y neutrofilico; b) Higado tratado con la dosis de
500 mg/Kg a los 42 dias post-tratamiento (Tincion hematoxilina-eosina 10X). Se aprecian
multiples focos de infiltrado linfocitico y neutrofilico periportal.

Cuadro 5. Promedio de la ganancia de peso por semana durante la prueba de

toxicidad sub crénica en machos CD-1.

Grupos
Testigo Testigo
Semana | negativo positivo 125 mg/Kg | 250 mg/Kg | 375 mg/Kg | 500 mg/Kg
(Sin tx) (Agua)
1 32+0.45% | 32+0.44°% | 35+0.55% | 33+0.53% | 34+0.50° | 32+0.49°
2 34.2+0.44°% | 34.3+0.47% | 36+0.47% | 35.4+0.50° | 35.5+0.46 ° | 33.7 +0.45°
3 35.7+0.44°% | 35.7+0.53% | 37+0.45% | 36.5+0.43° | 36.7 +0.48° | 34.5+0.50°
4 36.7+0.49% | 36.9+0.55% | 38.1+0.° | 37.6+0.56° | 37.5+0.64° | 36.6 +0.70°
5 37.7+0.72% | 38+0.45% | 39+0.50% | 38.3+0.55° | 38.1 +0.45° | 37.6 +0.44°
6 38.7+0.43% | 38.9+0.40% | 40.1+0.51% | 39.5+0.41° | 39.2+0.62° | 38 +0.60°

Se presentan los valores promedio del porcentaje total de la ganancia de peso % la
desviacién estandar. Literales iguales no indican diferencias (P > 0.05); literales diferentes
indican diferencias significativas (P < 0.05).
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Grafica 5. Ganancia de peso por semana durante la prueba
de toxicidad sub cronica en machos CD-1.
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En los pesos promedio de los ratones hembra, no se encontr6 evidencia
estadistica suficiente para determinar diferencias entre las dosis de 125, 250, 375
y 500 mg/Kg (P>0.05). Esto nos indica que el extracto no causo dafo en ningun
organo, dado que al momento del sacrificio los ratones presentaban una buena
condicion corporal.

Cuadro 6. Promedio de la ganancia de peso por semana durante la prueba de
toxicidad sub crénica en hembra CD-1.

Grupos
Semana Testigo Testigo 125 mg/Kg | 250 mg/Kg 375 mg/Kg
negativo positivo
(Sin tx) (Agua)
1 26.5+0.41% | 26.6+0.65° | 26.3+0.45% |26.2+0.39% | 26.4+0.41°
2 27.1+0.55% | 27.2+0.40°% | 26.9+0.55% | 27.1 +0.60° 27 +0.52°2
3 28.1+0.53% | 28.1+0.45°% |27.9+0.50% | 28 +0.45° 27.8 +060°
4 29.3+0.40% | 29.1+0.46° | 28.8+0.65°% | 28.6+0.57% | 28.5+0.40°
5 29.9+0.51% | 29.8+0.49°% | 29.6+0.45% | 29.1+0.43° 29 +0.44 2
6 30.9+0.50% | 30.7+0.57% | 30.5+0.55° | 30.4 +0.49° 30 +0.40°

Se presentan los valores promedio del porcentaje total

indican diferencias significativas (P < 0.05).
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Grafica 6. Ganancia de peso por semana durante la prueba
de toxicidad sub crénica en hembras CD-1.
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Al analizar los datos de la prueba de micronucleos para determinar el posible
efecto en el dafo cromosdmico tras la administracion del extracto de V. patens, se
identificaron diferencias estadisticamente significativas respecto al testigo positivo
(Ifosfamida) y el resto de los tratamientos (P<0.05). El testigo positivo registro los
valores mas elevados, mientras que el efecto de los tratamientos de 125, 375 y
500 mg/L fueron similares entre ellos no encontrando diferencias estadisticamente
significativas (P>0.05) (Cuadro 7 y Grafica 7).

Cuadro 7. Porcentajes totales del indice de toxicidad del extracto metandlico de V.
patens por grupo y horas de analisis.
GRUPOS (%)
CONTROL V. patens (mgl/L)
Horas Negativo Sin Positivo 125 375 500
Tx. Ifosfamida
60mg/kg

0 12.86+0.41° 12.53+35? 8.43+45% | 7.29+35% | 7.05+38°
24 8.48+0.34° 16.43+42° 7.65+30° | 8.15+337 | 7.51+34°
48 9.84+30° 17.55+45° 7.09+36°% | 7.3+41°% | 7.96%39°
72 8.95+41° 16.33+45° 7.15+39% | 6.83+45° | 6.64+42°
96 10.32+42 2 16.87+39° 7.41240°% | 7.09+42° | 6.4+44°
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Se presentan los valores promedio del porcentaje total de toxicidad + la desviacién
estandar. Literales iguales no indican diferencias (P > 0.05); literales diferentes indican
diferencias significativas (P < 0.05).

Grafica 7. Porcentajes totales del indice de toxicidad del
extracto metandlico de V. patens por grupo.
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Al analizar los datos de la prueba de micronucleos, se encontraron diferencias
entre los porcentajes de genotoxicidad del testigo positivo (lfosfamida) y las
concentraciones evaluadas con el extracto de V. patens 125, 250 y 500 mg/L.
(P<0.05) (Cuadro 8).

Cuadro 8. Porcentaje total de genotoxicidad del extracto metandlico de V.
patens.
GRUPOS (%)
CONTROL V. patens (mgl/L)
Negativo Sin Positivo 125 375 500
Horas Tx. Ifosfamida
60mg/kg

o 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a
24 0° 0.97+.2° 0° 0° 0°
48 0° 0.73x1° 0° 0° 0°
72 0° 0.75+1° 0° 0° 0°
96 0° 0.8+2° 0° 0° 0°

Se presentan los valores promedio del porcentaje total de micronucleos + la desviacion
estandar. Literales iguales no indican diferencias (P > 0.05); literales diferentes indican
diferencias significativas (P < 0.05).

47



Grafica 8. Porcentajes total de micronucleos del extracto
metandlico de V. patens por grupo.

<> <> +
Testigo  Testigo sin 125 mg/L 375 mg/L 500 mg/L
positivo tratamiento
(Ifosfamida)

Grupos
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Los resultados de microscopia electronica de barrido (MEB) del extracto de V.
patens contra F. hepatica nos demuestra, que el extracto actua sobre el
tegumento del parasito, en comparacion con el grupo testigo sin tratamiento (Fig.
19 y 20), donde se aprecian en la vista ventral estructuras anatémicas importantes
como las espinas (E), la ventosa oral (VO), la ventosa ventral (VV) y el poro
excretor (PE). Comparando esta informacion con la concentracion de 125 mg/L a
las 24 horas post-tratamiento, se logra apreciar la presencia de ampollas (A) (Fig.
21y 22). Lo cual nos indica que el extracto esta causando dafios sobre el parasito.

SU1510 10.0kV 15.2mm x800 SE . SU1510/10.0kV. 15.7mm x4.20k SE
Fig. 19. Vista ventral de F. hepatica recién Fig. 20. Ventosa ventral de F. hepatica recién
desenquistada (24 hrs) sin tratamiento. Se aprecian las desenqlistada’{Z4"hrsy'slntratamisnio.”Se"apreclan
espinas (E), la ventosa oral (VO), la ventosa ventral las espinas (E), la ventosa ventral (VV).

(VV) y el poro excretor (PE).

SU1510 10.0kV 15.1mm x650 SE 50.0um SU1510 10.0kV 15.1mmx4.20k SE

Fig. 21. Vista ventral de F. hepatica recién desenquistada a ~ Fig. 24. Ventosa ventral de F. hepatica recién
las 24 hrs. Tratada a una concentraciéon de 125 mg/L del ~ desenquistada a las 24 hrs. Tratada a una
extracto de Tsapala. Se distinguen vesiculas (V), las  concentracion de 125 mg/L del extracto de

espinas (E) presentan dafios y tenemos la presencia de  Tsapala. Se aprecia un dafio en la ventosa ventral
ampollas (A). (VV) y tenemos la presencia de ampollas (A).
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En la concentracion de 250 mg/L, en comparacion con el grupo testigo sin
tratamiento (Fig. 23 y 24). Se presenta una ruptura sobre el tegumento y una
discontinuidad en la formacién de las espinas de F. hepatica (Fig. 25y 26.)

=

SU1510 10.0kV 15.8mm x850 SE 50.0um

Fig. 23. Vista ventral de F. hepatica recién desenquistada (24 Fig. 24. Ventosa ventral de F. hepatica recién
hrs) sin tratamiento. Se aprecian las espinas (E), la ventosa desenquistada (24 hrs) sin tratamiento. Se aprecian las
oral (VO), la ventosa ventral (VV) y el poro excretor (PE). espinas (E), la ventosa ventral (VV).

A

I T N T B |

SU1510 10.0kV 15.2mm x800 SE 0.0KM 15.2mm x3.00k'SE ;7 10.0um

Fig. 25. Vista dorsal de F. hepatica recién desenquistada a Fig. 26. Ventosa ventral de F. hepatica recién
las 24 hrs. Tratada a una concentracion de 250 mg/L del desenquistada a las 24 hrs. Tratada a una concentracion de
extracto de Tsapala. Se distinguen un dafio en las espinas 250 mg/L del extracto de Tsapala. Se aprecia un dafio en la
(E), y el sobre el tegumento (T). ventosa ventral (VV) y las espinas (E).
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En la concentracion de 375 mg/L el efecto fasciolicida se potencializa en
comparacién con el grupo testigo sin tratamiento (Fig. 27 y 28) debido a que ya no
tenemos la presencia de las espinas en las diferentes zonas del tejido. Ademas de
observar una discontinuidad por parte del tegumento y una ruptura en la lamina
basal (Fig. 29 y 30).

SU1510 10.0kV 17.1mm x750 SE

Fig. 27. Vista ventral de F. hepatica recién
desenquistada (24 hrs) sin tratamiento. Se aprecian
las espinas (E), la ventosa oral (VO), la ventosa
ventral (VV)y el poro excretor (PE).

Fig. 28. Ventosa ventral de F. hepatica recién
desenquistada (24 hrs) sin tratamiento. Se aprecian las
espinas (E), la ventosa ventral (VV).

SU1510 10.0kV 15.3mm x800 SE

Fig. 29. Vista ventral de F. hepatica recién
desenquistada a las 24 hrs. Tratada a una
concentracion de 375 mg/L del extracto de Tsapala. Se
aprecian dafios en el tegumento (T), las espinas (E), el
poro excretor (PE), la ventosa oral (VO) y la ventral
(WV).
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Fig. 30. Ventosa oral de F. hepatica recién
desenquistada a las 24 hrs. Tratada a wuna

concentracion de 375 mg/L del extracto de Tsapala. Se
aprecia un dafio en la ventosa oral (VV) y las espinas
(E) ademas tenemos la presencia de vesiculas (V)



En la concentracion de 500mg/L del extracto de Tsapala, se aprecian dafios de
mayor gravedad en comparacion con el grupo testigo sin tratamiento (Fig. 31 y 32)
debido a la perdida total de las espinas y el tegumento(Fig. 33 y 34).

\'A%

SU1510 10.0kV 15.1mm x850 SE

Fig. 31. Vista ventral de F. hepatica recién
desenquistada (24 hrs) sin tratamiento. Se aprecian
las espinas (E), la ventosa oral (VO), la ventosa ventral
(WV).

50.0um

SU1510 10.0kV 15.2mm x650 SE

Fig. 33. Vista ventral de F. hepatica recién desenquistada
a las 24 hrs. Tratada a una concentracion de 500 mg/L
del extracto de Tsapala. Se aprecia una perdida total del
tegumento (T), las espinas (E), el poro excretor (PE), y un
dafio en la ventosa oral (VO) y la ventral (VV).

50.0um

50.0um

SU1510 10.0kV 17.2mm x700 SE

Fig. 32. Vista dorsal de F. hepatica recién
desenquistada (24 hrs) sin tratamiento. Se aprecian
las espinas (E), la ventosa oral (VO)

=

SU1510 10.0kV 15.3mm x750 SE

Fig. 34. Vista ventral de F. hepatica recién
desenquistada a las 24 hrs. Tratada a una concentracion
de 500 mg/L del extracto de Tsapala. Se aprecia una
perdida total del tegumento (T), las espinas (E), el poro
excretor (PE), la ventosa oral (VO) y la ventral (VV).
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VIl. DISCUSION

El uso de plantas medicinales, tal como lo define la Organizacion Mundial de la
Salud, es la suma total de conocimientos, habilidades y practicas basadas en la
teorias, creencias y experiencias autéctonas de las diferentes culturas, ya sean
explicables o no, algunos sistemas de medicina tradicional estan respaldados por
grandes volumenes de literatura y habilidades practicas, otros se mantienen de
generacion en generacion a través de la ensefianza verbal. En algunas partes del
mundo, la mayoria de la poblacion sigue dependiendo de su propia medicina
tradicional (Medicina complementaria y/o alternativa). Uno de los problemas de
utilizar plantas medicinales es la seguridad, debido que algunas plantas han
demostrado tener efectos toxicos a corto o largo plazo, para confirmar su
seguridad se deben de realizar estudios de toxicidad aguda y sub cronica para
poder demostrar su verdadero potencial (Ayu et al., 2020 y Kpemissi et al., 2020).

Los resultados obtenidos en el estudio de toxicidad aguda con el extracto
metanalico de V. patens se demostré que desde la dosis de 1250 a 5000 mg/Kg
no se presentaban indicios de toxicidad debido a que no se presentd mortalidad ni
perdida de peso por parte de los ratones, ademas de que el comportamiento
general de los ratones CD-1 no se vio afectado. Estos resultados concuerdan con
la informacién obtenida por Ezeja et al.,, en el 2014, donde demostré6 que el
extracto metandlico de Gouania longipetala a dosis de 5000 mg/Kg no presentaba
indicios de toxicidad aguda en las ratas debido a que no se vio afectado el
comportamiento general de los animales ni se presentd mortalidad. Por otra parte,
un estudio de toxicidad aguda realizado por Oshiomame et al., en el 2018 reporta
que el extracto acuoso de Kedrostis africa es inocuo a dosis de 5000 mg/Kg al no
presentar mortalidad ni alteraciones en el comportamiento general de las ratas. En
otro estudio de toxicidad aguda realizado por Yang et al., en el 2019 reporta que el
extracto etandlico de Epigynum auritum es inocuo a dosis de 5000 mg/Kg debido a
que no se presentaron alteraciones en el comportamiento general ni mortalidad
por parte de los ratones durante los 14 dias de evaluacion.

Zheng et al., en el 2016 realiz6 estudios de toxicidad sub crénica en ratones con
un extracto acuoso de Maydis stigma donde menciona que los cambios fisicos,
como la disminucion de peso puede indicar un efecto toxico en los animales
tratados a dosis repetidas. Estas observaciones concuerdan con las obtenidas por
Kabbaoui et al, en el 2017, en su estudio de toxicidad sub cronica con el extracto
acuoso de Cistus ladaniferus de igual manera menciona que la mortalidad y el
comportamiento general, ademas del crecimiento son indicadores de algun efecto
toxico a dosis repetidas. Yoshino et al., 2019 administro por 90 dias el extracto
hidroalcohdlico de Kaempferia parviflora, reportando que no existe un efecto toxico
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debido a que no se encontraron diferencias en la ganancia de peso en
comparacion con el grupo testigo sin tratamiento, estos parametros son de suma
importancia debido a que durante el estudio de toxicidad sub cronica de V. patens
no se presentd ninguna mortalidad ni anomalias en su crecimiento. Ademas de
que no se observaron cambios en el comportamiento general de los ratones CD-1.
Los machos se encontraban en excelentes condiciones al igual que las hembras.

En cuanto a la prueba de Micronucleos realizada dentro de este estudio, no se
encontraron datos que indiquen que el extracto de V. patens presenta algun tipo
de genotoxicidad sobre los eritrocitos de sangre periférica de ratones CD-1. Estos
resultados concuerdan con los parametros establecidos por la directriz 487
Guideline for testing of chemical (2014) de la OCDE en donde establece que al no
encontrar micronucleos se determina que la droga administrada no presenta dano
en la replicacion celular.

Los estudios de microscopia electronica son de suma importancia para determinar
los efectos de compuestos sintéticos y naturales, sobre los parasitos. La mayoria
de los fasciolicidas comerciales actuan sobre el tegumento de F. hepatica
alterando sus funciones de protecciéon y osmorregulacion (Rivera et al., 2004;
Halton et al., 2004; Toner et al., 2009). Las lesiones observadas por microscopia
electronica en las fasciolas recuperadas, demuestran que el extracto crudo de V.
patens produce un dafo directo sobre el tegumento del parasito y sobre las dos
ventosas (oral y ventral). Esto es de suma importante debido a que la ventosa oral
y la ventral son determinantes en la supervivencia del parasito, ya que brindan el
soporte adecuado y los movimientos migratorios necesarios dentro de los
conductos biliares. El tegumento desempefia un papel muy importante en el
parasito, debido a que confiere proteccion y la absorcion de nutrientes (Dalton et
al., 2004; McCusker et al., 2020).

Un estudio realizado por Ezeta et al en el 2020 demostro que el extracto crudo de
Artemisia ludoviciana Nutt. Mexicana tiene un efecto directo sobre el tegumento de
fasciolas juveniles, estos resultados concuerdan con los obtenidos en el presente
estudio con el extracto de V. patens, debido al dafio en el tegumento del parasito.
En el 2019 Martinez reporta la presencia de flavonoides vy triterpenos como los
metabolitos de mayor abundancia en V. patens. Este reporte es de suma
importancia ya que Gorniak et al., en el 2019, menciona que algunos flavonoides
tienden a inhibir la formacion de ATP y ADP, provocando la muerte del parasito.
Por otra parte, Ahuir et al. en el 2021 reporta que los triterpenos interactuar con las
funciones mitocondriales y con las glicoproteinas presentes en el tegumento de F.
hepatica ocasionando el desprendimiento del tegumento.
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IX. CONCLUSIONES

Los estudios de toxicidad aguda, sub cronica y de genotoxicidad del extracto
metanolico de Vernonanthura patens, mostraron que el extracto es inocuo desde
la concentracion de 125 mg/Kg hasta 5000 mg/Kg.

El extracto crudo metandlico de V. patens tiene un efecto sobre el tegumento de
Fasciola hepatica, demostrado por microscopia electronica de barrido.
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