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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar bajo condiciones in vitro el efecto
fasciolicida de fracciones y compuestos de Vernonanthura patens, obtenidos a
partir del extracto metandlico de la planta, mediante un sistema de cromatografia
en columna abierta. La evaluacion se realizd en fasciolas recién desenquistadas in
vitro, para la obtencion de las metacercarias de Fasciola hepatica, se realizo el
cultivo e infeccidon de caracoles del género Lymnaea. Se evaluaron un total de 13
fracciones y dos compuestos puros a concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500
mg/L, las cuales se seleccionaron de acuerdo con la polaridad en que fueron
obtenidas, asi como su rendimiento. La eficacia fasciolicida se midié comparando
la sobrevivencia del grupo tratado con relacion al grupo testigo, cuando la eficacia
fue mayor al 95% se consider6 que la fraccidon y/o compuesto presentd actividad
fasciolicida, las lecturas de las pruebas in vitro se realizaron a las 24, 48 y 72
horas post-tratamiento con ayuda de un microscopio invertido a 40x, bajo
condiciones asépticas. Los resultados obtenidos indicaron que las fracciones
denominadas F24, F27 y F31 presentaron una eficacia del 100% a partir de las 24
horas post-tratamiento a la concentracién de 500 mg/L, mientras que el compuesto
C2, a la misma concentracion de 500mg/L, mostré una eficacia del 96% a las 24
horas post-tratamiento, alcanzando el 100 % a las 48 horas. Las fracciones
evaluadas que presentaron eficacia fasciolicida del 100 % (F24, F27 y F31), se
analizaron mediante un perfil fitoquimico, observandose la presencia de
compuestos fendlicos y triterpenos. Se concluye que las fracciones evaluadas in

vitro de Vernonanthura patens presentan una eficacia fasciolicida promisoria.

Palabras clave: Vernonanthura patens, fracciones, compuestos, metabolitos

secundarios, fasciolosis.



ABSTRACT

The objetive of the present study was to evaluate under in vitro conditions the
fasciolicidal effect of fractions and compounds of Vernonanthura patens, obtained
from the methanolic extract of the plant, by means of an open column
chromatography system. The evaluation was carried out in recently excysted
fasciolas in vitro, to obtain the metacercariae of Fasciola hepatica. The culture and
infection of snails of the genus Lymnaea were carried out. A total of 13 fractions
were evaluated at concentrations of 100, 200, 300, 400 and 500 mg/L, these
fractions were selected according to the polarity in which they were obtained, as
well as their yield. The fasciolicidal efficacy was measured by comparing the
survival of the treated group in relation to the control group, when the efficacy was
greater than 95% it was considered that the fraction and/or compound presented
fasciolicidal activity, the in vitro test readings were performed at 24, 48 and 72
hours post-treatment with the help of an inverted microscope at 40x, under aseptic
conditions. The results obtained indicated that the fractions F24, F27 and F31
presented an efficiency of 100% from 24 hours post-treatment at the concentration
of 500 mg/L, while the C2 (500mg/L), showed an efficacy of 96% at 24 hours post-
treatment, reaching 100% at 48 hours post-treatment. The evaluated fractions that
presented fasciolicidal efficacy of 100% (F24, F27 and F31), were analyzed by
means of a phytochemical profile, observing the presence of phenolic compounds
and triterpenes. It is concluded that the fractions evaluated in vitro of V. patens

have a promising fasciolicidal efficacy.

Keywords: Vernonanthura patens, fractions, compounds, secondary metabolites,

fascioliasis.



1. INTRODUCCION

La fasciolosis es una enfermedad parasitaria provocada por la presencia y accion
del trematodo Fasciola hepatica, esta parasitosis se distribuye a nivel mundial, sin
embargo, presenta una mayor incidencia en zonas tropicales y subtropicales. La
fasciolosis se considera una zoonosis importante, y es reconocida por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una de las enfermedades
tropicales desatendidas (Dalton, 2021, Casulli, 2021).

Por otro lado, las caracteristicas epidemioldgicas y de transmisién 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 ampliacién de nichos ecolégicos de los limneidos huéspedes
intermediarios y con la considerable capacidad de colonizacion y adaptacion del
parasito. También estos trematodos han puesto en practica distintas estrategias
de adaptacion que permite tasa mas elevadas de transmision del parasito (Vera,
2011).

Ademas de considerarse una zoonosis de importancia medica debido a que afecta
a millones de personas a nivel global. En México, esta parasitosis se encuentra

presente en 29 estados de la Republica Mexicana (Ibarra et al., 2018).

El tratamiento contra la fasciolosis estd basado en numerosos farmacos
antihelminticos, sin embargo, su uso indiscriminado ha favorecido la generacién
de resistencia por parte del parasito, por lo que es de suma importancia la
busqueda de alternativas contra esta enfermedad (Moll et al, 2000; Olaechea et
al., 2011; Rojas, 2012).



1.1 Fasciola hepatica

F. hepatica también denominada duela del higado y/o conchuela del higado es un
parasito hermafrodita que pertenece al filo Platyhelminthes, clase Trematoda,
subclase Digenea. Morfolégicamente presenta un cuerpo aplanado dorso-
ventralmente, con forma lanceolada y con simetria bilateral, cuenta con un cono
cefélico bien diferenciado y dos ventosas, una oral localizada en la parte anterior y
una ventral, también denominada acetabulo, la fase adulta mide aproximadamente
de 2 a 3 cm de largo y 1 cm de ancho. El aparato digestivo comienza con la boca
ubicada en la ventosa oral, continua con una faringe musculosa y un eso6fago
pequefio, sigue un par de ciegos intestinales ramificados a través de los laterales
del cuerpo y termina con el aparato excretor, que consiste en numerosas células
en flama, con conductos que desembocan en un par de canales colectores que
forman una vesicula excretora que se abre en el poro excretor. El aparato
reproductor masculino consta de dos testiculos ramificados y una bolsa del cirro,
ubicada a un costado del acetabulo, que desemboca en el poro genital, el cual se
ubica sobre el borde anterior del acetabulo; el aparato reproductor femenino
consta de un ovario ramificado, ubicado del lado derecho, anterior a los testiculos,
no presenta receptaculo seminal. Las glandulas vitelégenas se encuentran en los
laterales del cuerpo, el utero es corto y sinuoso con varios huevos. El tegumento
es carnoso y blando, revestido por una cuticula gruesa que presenta espinas. Los
huevos son ovalados y su tamafo oscila entre los 130 a 150 micras de largo por
60 a 90 micras de ancho, presentan un opérculo polar en uno de sus extremos y
tienen una cascara delgada de tono amarillo-dorado conferidos por los pigmentos
biliares (Vera, 2011).

Este parasito se distribuye mundialmente, sin embargo, es diagnosticado en
paises donde se lleva a cabo como actividad principal la cria de vacas y ovejas
(Carrada-Bravo, 2003).



1.2 CICLO BIOLOGICO DE Fasciola hepatica

El ciclo biolégico de F. hepatica es de tipo indirecto, se considera asi, ya que
requiere de dos hospedadores, uno definitivo (vertebrados herbivoros) y uno
intermediario (caracoles del género Lymnaea spp.) para completar su ciclo de vida
(Fig. 1). El parasito adulto se localiza en los conductos biliares y el higado del
huésped definitivo, ahi deposita sus huevos y estos son expulsados junto con la
materia fecal, los cuales al entrar en contacto con un cuerpo de agua son
embrionados en condiciones éptimas de temperatura (26°C) y humedad (80 %),
dando origen a la primera fase de larvas ciliadas denominadas miracidios,
después de dos o tres semanas. Los miracidios pueden nadar libremente hasta
por 24 horas, hasta encontrar al huésped intermediario (HI), caracoles del género
Lymnaea spp. (L. humilis, L. bulimoides y L. cubensis), para continuar con su ciclo
de vida; el ingreso a los caracoles a través del mucus se da gracias a los
receptores quimiotacticos logrando penetrar a través de la cavidad respiratoria o

mediante el tegumento de los caracoles (Bowman, 2011; Vera, 2011).

Dentro del caracol los miracidios se dirigen a la glandula digestiva, donde se
desarrolla la segunda fase larvaria, los esporocistos, los cuales dan origen a las
redias que se alojan en el hepatopancreas, estas a su vez originan a redias hijas,
denominadas de segunda generacion. Cuando existen condiciones favorables, se
genera la ultima fase larvaria dentro del caracol, las cercarias, las cuales salen del
caracol después de 4 0 6 semanas a través de la abertura tocologica y finalmente
del aparato respiratorio, una vez afuera, al encontrarse en un medio acuatico, las
cercarias se adhieren en la superficie de plantas, formando un quiste de doble
pared desarrollando asi las metacercarias, esta fase madura en el transcurso de
24 horas para volverse infectiva. Esta fase es ingerida por el huésped definitivo

(HD) al alimentarse o beber agua contaminada (Bowman, 2011; Vera, 2011).

Una vez dentro del huésped definitivo, el parasito continia con su desarrollo. El
proceso de desenquistamiento de las metacercarias se divide en dos fases, la
primera denominada fase de activacion, la cual se lleva a cabo en el rumen con

una atmosfera de anhidrido carbonico concentrado y una temperatura de 39°C. La



segunda fase denominada de emergencia ocurre en el tracto digestivo,
especificamente en el duodeno, donde componentes de la bilis provocan la
activacion enzimatica de las metacercarias provocando la apertura del quiste.
Cuando la forma juvenil, se encuentra libre, atraviesa la pared intestinal y llega a la
cavidad peritoneal, de ahi se dirige a la capsula de Glisson y la perfora para
penetrar el higado. Posteriormente migran por el parénquima hepatico donde
permanecen aproximadamente seis semanas y finalmente se localizan en los
conductos biliares, ahi alcanzan su madurez sexual llegando al estado adulto,
logran auto fecundar a partir del dia 55 post infeccion, los huevos pasan al
duodeno junto con la bilis y son evacuados con las heces, cerrando asi su ciclo de
vida (Bowman, 2011; Vera, 2011).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Fasciola hepatica.

Tomado y modificado de: https://www.parasite.org.au/para-site/fasciola/fasciola-clinical.html
Imégenes tomadas en el Laboratorio de Quimioterapia experimental de helmintos del
Departamento de Parasitologia de la FMVZ, UNAM (Huevos, huésped intermediario y parasito
adulto).
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1.3 PATOGENIA Y LESIONES DE LA FASCIOLOSIS

La patogenia de esta enfermedad se caracteriza por dos periodos, un periodo
inicial, también conocido como periodo de invasion, el cual comienza con la
ingestion de las metacercarias hasta la implantacion de los parasitos en los
conductos biliares, y un segundo periodo, también conocido como periodo de
estado, abarca cuando los parasitos alcanzan su madurez sexual y comienzan la

deposicion de los huevos.

La patogenia depende del numero de metacercarias que el animal ingiere y que
tan infectivas sean, ademas de la especie del huésped definitivo, ya que se

reporta que algunas especies son mas susceptibles que otras.

La fasciolosis hepatica puede presentarse de forma aguda o crénica, siendo la
forma aguda la que ocasiona mayor dafno al huésped definitivo, ya que se
encuentra asociada con fiebre, hepatomegalia y eosinofilia. Las formas juveniles
del parasito que se encuentran en el duodeno y yeyuno del huésped no producen
lesiones significativas al atravesar la pared intestinal, para emigrar a la cavidad
peritoneal, sin embargo, ocasionan un aumento importante de eosindfilos
(Carrada-Bravo, 2003).

La fase aguda es casi exclusiva de los ovinos y es ocasionada por las fasciolas
inmaduras que invaden el higado de forma masiva, ocasionando una hepatitis
traumatica. La forma cronica es causada por parasitos adultos en los conductos
biliares y se caracteriza por cdlico biliar, ictericia, colangitis, pancreatitis y fibrosis
hepatica (Vera, 2011).

Las lesiones mas importantes se encuentran en el parénquima hepatico, durante
la migracion del parasito y en los conductos biliares, Las fasciolas juveniles
pueden producir hemorragia peritoneal, asi como lesiones necréticas en el higado,
asi como engrosamiento de los conductos biliares, colangitis hiperplasica y fibrosis
hepatica (Vera, 2011).



1.4 DIAGNOSTICO

El diagnéstico 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
utilizacion 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 demostracién de los huevos del
trematodo en heces (Siles et al., 2021) ; c) Pruebas inmunoldgicas: existen
considerables técnicas inmunoldgicas tales como: difusibn doble en agar,
inmunoelectroforesis, contra inmunoelectroforesis, hemaglutinacién pasiva,
aglutinacion en latex, inmunofluorescencia, fijacion de complemento, ELISA
indirecto y coproantigenos (Vera, 2011); d) Mediante pruebas moleculares; las
pruebas mas utilizadas son: reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), PCR en
tiempo real, PCR multiplex y amplificacion isotérmica mediada por bucle (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, 2016;
Wilson et al., 2019).

1.5 PERDIDAS ECONOMICAS

Es considerada una de las enfermedades hepaticas de mayor importancia que
afecta a mas de 600 millones de animales en todo el mundo, se estima que
aproximadamente 350 millones de bovinos y 250 millones de ovinos se
encuentran infectados con F. hepatica, generando pérdidas econdmicas entre los
2,000 y 3,000 millones de dodlares anuales en todo el mundo (Fernandez et al.,
2015; Mas-Coma et al., 2005; Cwiklinski et al., 2015; Ibarra et al., 2018). Las
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pérdidas econdmicas provocadas por F. hepatica se dividen en directas e
indirectas, las pérdidas directas son aquellas causadas por muertes o decomisos
de higados en los rastros, mientras que las indirectas son aquellas causadas por
la disminucion en la produccion del ganado, que incluyen baja en la produccion de
lana, baja en la fertilidad de animales infectados y bajas en la produccion de carne
y leche, las pérdidas econdmicas indirectas son de mayor importancia, debido a
que la forma sub-clinica de la enfermedad se presenta con mayor frecuencia
(Vera, 2011; Cwiklinski et al., 2016). Las estimaciones sobre las pérdidas
econdmicas estan basadas en los higados decomisados y eliminados, registrados
en el Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA), sin embargo, datos como
las pérdidas en la produccion lactea, la produccion de carnes, la disminucion de la
fertilidad, muerte por infecciones masivas, el uso de farmacos antihelminticos, la
mano de obra, entre otros, no se encuentran registrados, por lo que las
estimaciones basadas en decomisos caen en una subestimacién (Espinoza et al.,
2010).

1.6 TRATAMIENTO, PREVENCION Y CONTROL

El tratamiento contra la fasciolosis que mas se ha utilizado en las ultimas décadas
esta basado en numerosos farmacos antihelminticos clasificados en los siguientes
grupos quimicos: benzimidazoles, fenoles halogenados, fenoxialcanos, salicinidas
y las sulfonamidas. Los mas usados pertenecen al grupo de los benzimidazoles,
como el Albendazol, el Netobimin, el Albendazol sulféxido y el Triclabendazol
(Vera, 2005; Olaechea, et al., 2011).

El Albendazol es un bencimidazol de amplio espectro, que se ha utilizado de forma
amplia en el ganado, se utiliza en diferentes helmintiasis y trematodosis. El
Triclabendazol es el farmaco mas efectivo contra F. hepatica, dada su alta
eficacia, ya que actua contra todos los estadios de este trematodo (Vera, 2005;
Olaechea, et al., 2011).



El tratamiento contra la fasciolosis estd basado en numerosos farmacos
antihelminticos, sin embargo, su uso indiscriminado ha favorecido la generacién
de resistencia por parte del parasito en diversas poblaciones de trematodos
resistentes a TCBZ en Australia, Nueva Zelanda, Peru, Argentina, Brasil, Bolivia,
Chile, Filipinas, Reino Unido, Irlanda y otros paises europeos (Fairweather et al.,
2020; Hanna et al. ., 2015; Hassell y Chapman, 2012; Kelley et al., 2016; Moll et
al., 2000; Olaechea et al., 2011; Ortiz et al., 2013; Romero et al., 2019; Venturina
et al., 2015; Novobilsky et al., 2016; Kamaludeen et al., 2019; Kelley et al., 2020;
Olaechea et al., 2011; Kaplan et al., 2012; Ceballos et al., 2019 y Romero et al.,
2019)

Dada esta situacion es importante la busqueda de alternativas para el tratamiento
de estas enfermedades, una de estas alternativas es el uso de plantas
medicinales, que han demostrado ser eficaces para el tratamiento de diferentes
patogenias. Se estan desarrollando u optimizando rapidamente métodos para
cosechar y modificar diversos productos naturales para controlar o revertir
enfermedades infecciosas o no transmisibles (Rates, 2001; Faustino et al., 2019).
Este descubrimiento ayudo a la busqueda de productos naturales de origen
vegetal con actividad contra los parasitos helmintos (Liu et al.,, 2020). Los
productos naturales investigados como antihelminticos incluyen monofenoles o
terpenoides (por ejemplo, timoles y carvacrol) y flavonoides como la quercetina y
los acidos cinamicos, (Garcia-Bustos et al., 2019), diterpenoides y triterpenoides
contra patégenos de trematodos hepaticos y sanguineos (Edwards et al., 2015;
Crusco et al., 2018, 2019; Whiteland et al., 2018).

1.7 PLANTAS MEDICINALES

Las plantas medicinales se han utilizado desde hace muchos siglos, para el
tratamiento de diferentes afecciones y enfermedades por lo que su uso es
considera como una tradicién milenaria (Evans y Hoffman, 2012).



El éxito de su uso se debe a la presencia de ciertos compuestos denominados
metabolitos secundarios, ya que derivan del metabolismo secundario de las
plantas, también son llamados productos naturales. Los metabolitos secundarios
tienen un valor medicinal muy importante, asi como un valor econdémico, ya que
son utilizados en la industria cosmética, alimentaria y farmacéutica. Se calcula que
mas de 100,000 metabolitos secundarios son producidos por las plantas (Bhalla et
al., 2005).

Los metabolitos secundarios tienen una gran importancia ecoldgica para las
plantas, ya que participan en procesos de adaptacidén, simbiosis y defensa,
ademas, al contar con miles de estructuras quimicas se les atribuyen diferentes
actividades bioldégicas, siendo una alternativa la identificacion de nuevos

compuestos con fines terapéuticos (Sepulveda et al., 2003).

1.8 Vernonanthura patens

La planta Vernonanthura patens (Kunth) H. Rob (V. patens), es un arbusto poco
ramificado originario de Sudamérica que pertenece a la familia Asteraceae y
subfamilia de Cichorioideae, mide aproximadamente 3 metros de altura, presenta
tallos surcados y hojas alternas (Blair, 2005); se distribuye desde el sur de México

hasta el rio de La Plata (Vega y Dematteis, 2009).

Esta planta se utiliza en la medicina tradicional para combatir el paludismo, contra
dolores del parto y post parto, asi como dolores estomacales en general, diarrea y
como analgésico natural (Blair, 2005). También es usada como cicatrizante, para
tratar erupciones en la piel y heridas, ulceras, congestion nasal, hemorragias y

aliviar el espanto (Béjar et al., 2001, Kvis et al, 2006).

Estudios previos realizados en el departamento de parasitologia de la FMVZ, han
demostrado que el extracto metandlico de V. patens in vitro tiene efecto
fasciolicida, por lo cual podria considerarse una alternativa para el tratamiento de

la fasciolosis en rumiantes (Francisco, 2015). Sin embargo, es necesario la



identificacion de las fracciones o compuestos con eficacia fasciolicida in vitro para

determinar el verdadero potencial de la planta.

1.9 ANTECEDENTES

Se han realizado diversos estudios sobre la eficacia de varios extractos de plantas
para combatir diferentes tipos de parasitos, los cuales han demostrado actividad
parasiticida promisoria, por ejemplo, Vera Montenegro y colaboradores en 2008,
probaron diversos extractos crudos de plantas contra F. hepatica in vitro y
mostraron que los extractos de Tila (Tilia mexicana), Café (Coffea arabica), Tila
roja (Ternstroemia pringlei) y Nispero japonés (Eribotrya japdnica) presentan

eficacia fasciolicida entre 95 y 100% en concentraciones de 50 a 500 mg/ L.

Ferreira y colaboradores en 2011, mostraron actividad in vitro de extractos crudos
de plantas del género Artemisia (A. annua, A. absinthium) contra los F. hepatica,
presentando actividad fasciolicida del 100% en organismos adultos, a las 23 y 70
horas post-exposicion respectivamente, a una concentracion de 2 mg/ml,
determinando la presencia de artemisina y acetogenisas en los extractos con

mayores eficacias.

En 2012, Hossain y colaboradores demostraron la eficacia antihelmintica in vitro
del extracto metandlico de las hojas de Machigua (Dregea volubilis) a diferentes
concentraciones (10, 25, 50 y 100 mg/ml), contra parasitos adultos de
Paramphistomum explanatum, el cual provoca la paralisis del parasito y su
posterior muerte en cuestion de minutos, observando la maxima actividad

antihelmintica con la dosis de 100 mg/ml.

De manera similar en 2013, Hossain y colaboradores evaluaron el efecto
fasciolicida, especificamente contra Fasciola gigantica; del extracto metandlico de
las hojas de D. volubilis a diferentes concentraciones (5, 10, 25, 50 y 100 mg/ml),
observando la maxima actividad con la dosis de 100 mg/ml a los 38 a 40 minutos
aproximadamente, generando paralisis y posterior muerte del trematodo.
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Otro estudio mostro la eficacia in vitro de diferentes extractos obtenidos a partir de
las hojas de Euphorbia hirta, Guayaba (Psidium guajava), Ricino (Ricinus
communis), Tamil (Solanum trilobatum) y Cadillo (Tridax procumbens) contra
Paramphistomum cervi, logrando mortalidad in vitro al 100% de parasitos adultos,
a partir del fraccionamiento de este extracto, se obtuvo un compuesto denominado

epicatequina, con potencial antiparasitario (Zahir et al., 2012).

Varadyova y colaboradores en 2018, evaluaron diferentes extractos metandlicos y
acuosos de 13 plantas medicinales tipicas de Europa Central, contra Haemonchus
contortus (huevos y larvas), obteniendo actividad antihelmintica mas significativa
de los extractos metandlicos de Artemisia absinthium, tanto en eclosion de huevos
como en desarrollo larvario, en lo que respecta a la actividad ovicida, obtuvieron

mejores resultados de los extractos acuosos.

Ibarra en 2012, demostré que los extractos obtenidos con hexano a partir de hojas
y flores de Milenrama (Achillea millefolium), Menta (Mentha piperita), Orégano
(Lippia graveolens), Epazote de zorrillo (Chenopodium graveolens), Muiche
(Justicia spicigera), Alamo blanco (Populus alba), Estafiate (Artemisa mexicana),
Plumajillo (Achillea millefolium), entre otras, mostraron eficacia fasciolicida del

100% en concentraciones de 500 mg/L a partir de las 24 horas post-exposicion.

Sanchez-Peralta en 2015, mostré que los extractos de Gordolobo (Bocconia
frutescens) y Buddleja cordata muestran eficacias del 98 y 83.3% respectivamente

en concentraciones de 500 mg/L.

Alvarez en 2015, mostré la eficacia fasciolicida en fasciolas recién desenquistadas
de extractos obtenidos a partir de solventes de diferente polaridad de Lantana
(Lantana camara), Gordolobo (Bocconia frutences), Hierba santa (Piper auritum),
Estafiate (Artemisa mexicana) y Guandul (Cajanus cajun), los cuales mostraron

eficacias del 100% a concentraciones de 125 a 500 mg/L.

Un estudio previo realizado en el laboratorio de Quimioterapia Experimental de
Helmintos demostré actividad fasciolicida in vitro del extracto de tres plantas,
Guayaba (Psidium guajava), Zapote blanco (Casimiora edulis) y V. patens, los
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cuales mostraron eficacias del 100 % en concentraciones de 125, 250, 375 y 500

mg/L siendo V. patens la que presentdé mayor eficacia (Francisco, 2015).

V. patens es una especie poco estudiada, sin embargo, es ampliamente usada en
comunidades rurales y se le atribuyen varias propiedades medicinales como
analgésico, anti-inflamatorio, anticancerigeno, antileishmanial, entre otras
(Manzano et al., 2013).

En 2012 Manzano y colaboradores realizaron un estudio donde se mostré el
tamizaje fitoquimico de V. patens donde se mostré la presencia de aceites
esenciales, alcaloides, compuestos reductores, fenoles, taninos, flavonoides
quinonas, saponinas triterpenos y esteroides; una fraccidén obtenida con hexano al
100% de V. patens y 2 compuestos puros identificados como lupeol y epilupeol
presentaron actividad anti-fungica (80-100%), con porcentajes de inhibicién del
57,6 y 80,2 % frente a Penicillium notatum, y 64,8 y 81,5 % frente a Fusaryum
oxysporum, a los 15 dias de incubacién, por parte de la fraccidén, mientras que el
compuesto epilupeol mostro inhibicion del 100% del Fusaryum oxysporum.
Propusieron la estructura de 33 compuestos (hidrocarburos) como constituyentes
de la fraccibn hexanica, ademas dilucidaron la estructura quimica de 3
compuestos: lupeol, acetil lupeol y epilupeol, compuestos reconocidos por sus
diversas actividades bioldgicas, concluyen que V. patens puede considerarse

como un candidato potencial para futuras investigaciones.
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2. JUSTIFICACION

Debido a la resistencia generada por parte de los parasitos contra los farmacos
fasciolicidas convencionales, es importante encontrar una alternativa al
tratamiento y control de la fasciolosis, la cual podria ser el uso de compuestos
derivados de plantas, que, al contar con una gran cantidad de metabolitos
secundarios con actividad biolégica, podrian combatir de forma eficaz esta

parasitosis.

3. HIPOTESIS

Debido a que el extracto crudo metandlico de Vernonanthura patens tuvo efecto
fasciolicida, se espera que las fracciones y/o compuestos aislados de dicho
extracto presenten un efecto fasciolicida in vitro mayor a 95% en fasciolas recién

desenquistadas bajo condiciones in vitro.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad fasciolicida in vitro de las fracciones y/o compuestos aislados

a partir del extracto metandlico de Vernonanthura patens.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1) Colectar, cultivar e infectar caracoles limneidos para la obtencién de

metacercarias.

2) Realizar el fraccionamiento del extracto metandlico crudo de Vernonanthura

patens mediante cromatografia en columna abierta.

3) Evaluar in vitro las fracciones y/o compuestos obtenidos del extracto

metandlico de Vernonanthura patens contra Fasciola hepatica.
4) ldentificar las posibles familias de metabolitos secundarios presentes en

aquellas fracciones y/o compuestos con mayor actividad fasciolicida a

través de un analisis fitoquimico cualitativo.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Colecta y cultivo de caracoles del género Lymnaea spp.

Para realizar los analisis de eficacia fasciolicida se requerian las fases infectantes
(metacercarias) de F. hepatica, por lo que se llevé a cabo la colecta y cultivo de
caracoles limneidos (huéspedes intermediarios). Las colectas se realizaron en
diferentes salidas de campo, al municipio de Jilotepec, Estado de México y al
Centro de Ensefianza, Investigacion y Extensién en Produccion Agro Silvo Pastoril
(CEIEPASP) de la FMVZ-UNAM, ubicado en el municipio Chapa de Mota, Estado
de México. En ambas ubicaciones se seleccioné una zona con humedad, a un
costado de los animales en pastoreo, para llevar a cabo la busqueda y colecta de
los caracoles, los cuales se colectaron de forma manual con ayuda de ciertas
herramientas como pinzas y cucharas, posteriormente se colocaron en recipientes
de plastico y/o bolsas con cierta cantidad de agua aireada, para su transporte
hacia el laboratorio de Malacologia del departamento de Parasitologia de la
FMVZ-UNAM.

Los caracoles colectados fueron identificados con ayuda de claves taxonémicas

en el laboratorio de Moluscos del Instituto de Biologia de la UNAM.

En el laboratorio de Malacologia, los caracoles se traspasaron a macetones de
barro y recipientes de vidrio (refractario) con tierra previamente esterilizada y alga
sembrada, colectada del mismo sitio, para mantener una temperatura y humedad
controladas. Después de una semana de adaptacién con estas condiciones, las
masas ovigeras que producian los caracoles eran colectadas cada tercer dia con
ayuda de un pincel para no danarlas y colocadas en cajas Petri pequehas con
agua aireada, una vez eclosionados los caracoles (aproximadamente 10-12 dias),
se pasaban cuidadosamente en recipientes de vidrio (cajas Petri, refractarios),
previamente preparados con tierra estéril y alga colectadas del mismo sitio de la
colecta de los caracoles y se monitoreaban de 2 a 3 veces por semana, se

alimentaban con alga y alimento comercial “Tetra Min” y se cambiaban a nuevas
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cajas con tierra estéril y alga sembrada, hasta completar 3-4 semanas de edad, y

poder ser infectados.

5.2 Colecta y cultivo de alga

De forma simultanea a la colecta y cultivo de los caracoles, se realizo la colecta y
el cultivd de alga del género Oscillatoria en los mismos sitios, para alimentar a los
caracoles y mantenerlos en las mejores condiciones posibles. La identificacion se

realizé en el laboratorio de Ficologia del Instituto de Biologia-UNAM.

El alga colectada se transporté al Laboratorio de Malacologia de la FMVZ, lugar
donde se realizo la separacion del alga, realizando lavados en repetidas ocasiones
para quitar el exceso de ramas y basura, con ayuda de un cernidor Una vez
lavada se colocd en recipientes de plastico con agua limpia y se mantenia a
temperatura ambiente y con cambios de agua cada 24 horas, transcurridos 2-3
cambios al observar el agua lo mas limpia, sin exceso de tierra, se procedié a

realizar la siembra en recipientes de vidrio y cajas Petri con tierra estéril.

Para la siembra del alga, se tom6 una porcidon de alga con agua, y se licuo
agregando mas agua, la mezcla se sembraba sobre los recipientes de manera
uniforme y estos se dejaban expuestos al sol durante 2-3 horas al dia y se
mantenian dentro del malacolario durante la noche, respetando el fotoperiodo del
alga; para favorecer el crecimiento del alga, se realizdé una solucién de trabajo con
diferentes nutrientes y vitaminas, como medio de cultivo, de acuerdo con la
formulacion descrita por Guillard y Ryther (1973), el cual se agregaba a los

cultivos de alga cada semana.

La produccion del alga se realizé aislando una porcion del alga sembraba,
utilizando una solucion estéril de medio BG 11 Cianobacterias (solucidon de agua
dulce) 50x de SIGMA-ALDRICH, lote # RNBH3657 al 4% con un sistema de
aireacion constante y periodos de luz sintética/obscuridad por intervalos de 12
horas para favorecer su crecimiento (Fuenmayor et al., 2009).
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5.3 Infeccion de caracoles

Para la infeccion experimental de los caracoles, se obtuvieron huevos de F.
hepatica de vesiculas biliares de bovinos infectados en el rastro municipal de
Toluca, Estado de Meéxico, utilizando la técnica de sedimentacion, estos se
mantuvieron en incubacion a una temperatura constante de 26°C durante 15-21
dias, una vez transcurrido ese periodo de tiempo, los huevos se expusieron a luz
artificial para permitir la liberacion de los miracidios. Los caracoles fueron
seleccionados de forma individual y expuestos a 3 a 5 miracidios cada uno,
durante 2 o 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 (Flores, 2017).

5.4 Obtencidon de metacercarias

Transcurridos los 42-45 dias los caracoles infectados se colocaron en bolsas de
plastico con agua destilada y se sometieron a un estrés térmico con ayuda de una
bombilla eléctrica, por aproximadamente 6 a 24 horas para facilitar la liberacion de
las metacercarias (Alcibar et al., 1985; 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 la evaluacion in vitro.

5.5 Obtencion de fracciones y/o compuestos bioactivos del
extracto crudo de Vernonanthura patens

La separacion y obtencion de fracciones y/o compuestos del extracto crudo
metandlico de V. patens se llevé a cabo en el laboratorio de Fitoquimica de la
Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) de la Facultad de Estudios

Superiores lztacala, mediante un sistema de cromatografia de columna abierta
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(CC), usando como fase estacionaria un gel de silice (Ref. 816310.5, Lot.
822032811, Silica gel 60 A) y como fase movil, solventes organicos de polaridad
ascendente en distintas proporciones (Hexano, Hexano: Acetato de Etilo, Acetato
de Etilo: Metanol, Metanol:H20).

Una vez obtenidas alicuotas de 450 a 500 ml, se evaporaron con ayuda de un
rotavapor para la eliminacion eficiente de los solventes, posteriormente se
agruparon en fracciones mediante un sistema de cromatografia de capa fina de
acuerdo con su patron cromatografico: Las cromatoplacas se revelaron con una
lampara de luz ultravioleta (UV) en longitud de onda corta (254 nm) y en longitud
de onda larga (365 nm) (Wagner y Bladt, 1998).

5.6 Evaluacion biolégica in vitro de las fracciones y compuestos
de Vernonanthura patens

Para la evaluacion in vitro de la eficacia fasciolicida de las fracciones y los
compuestos, se utilizaron fasciolas recién desenquistadas de forma artificial, el
desenquistamiento se realizé exponiendo las metacercarias a ditionato de sodio
como medio de activacién durante hora y media bajo incubacién a 37°C y una
atmosfera de 5% de CO2. Pasado este tiempo, se colocaron en un medio de
emergencia formado por solucién de Hank y bilis de bovino durante dos horas y
media, bajo las mismas condiciones de incubacion, finalmente las fasciolas
desenquistadas fueron suspendidas en medio de cultivo RPMI-1640 (Roswell Park
Memorial Institute) y suero bovino, procedimiento descrito por Ibarra y Jenkins
(1984).

Para la evaluacion de las fracciones y compuestos obtenidos a partir del
fraccionamiento del extracto metandlico de V. patens, se seleccionaron 11
fracciones con base en la polaridad con que fueron obtenidos y a su rendimiento.
(F2, F24, F27, F31, F32, F34, F35, F37, F39, F41 y F45), y 2 compuestos aislados
de la fraccion F3y F8 (C1y C2).
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Para reconstituir las fracciones y los compuestos y obtener las diferentes
concentraciones a evaluar, se realizdé una solucion madre con una concentracion
de 500 mg/L de cada fraccion y compuesto a evaluar en 10 mL de agua destilada,
a partir de estas soluciones se realizaron las diluciones decuples para obtener las
concentraciones correspondientes. Las fasciolas fueron expuestas por triplicado a
las concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 mg/L.

Las lecturas de las pruebas se realizaron a las 24, 48 y 72 horas con ayuda de un
microscopio invertido a 40x. Todas las evaluaciones se llevaron a cabo bajo

condiciones asépticas, dentro de una campana de flujo laminar.

Cada experimento realizado in vitro, para evaluar la eficacia fasciolicida de las
fracciones y/ o compuestos obtenidos a partir del extracto crudo de V. patens
contenia como control positivo el Triclabendazol, un farmaco de referencia, que
mostré un 100% de eficacia fasciolicida a partir de las 24 horas post-tratamiento, a
las concentraciones de 10 y 50 mg; asi como un control negativo que consistia en

medio RPMI-1640 y suero bovino.

La eficacia se valord utilizando la formula creada por Wood y colaboradores en
1995, donde se compara el porcentaje de mortalidad con relaciéon al numero de
fasciolas vivas contra las muertas, cuando esta fue mayor al 95% se considerd

que la fraccion y/o compuesto posee actividad fasciolicida.

Eficacia (%) = Num. de fasciolas en grupo testigo — Num. de fasciolas en grupo tratado x 100

Num. de fasciolas en grupo testigo

La evaluacion se llevé a cabo en el laboratorio de Quimioterapia experimental de
helmintos del Departamento de Parasitologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia.
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5.7 Analisis fitoquimico de las fracciones de Vernonanthura
patens

Las fracciones que presentaron una actividad fasciolicida igual o superior al 95%
fueron analizadas mediante un analisis fitoquimico cualitativo, para determinar la
presencia de las principales familias de metabolitos. Las pruebas realizadas fueron
(Shukla et al., 2013):

Grupo de metabolito Método o agente cromégeno Referencia
Reactivo de Dragendorff Dominguez, 1973
Alcaloides Reactivo de Mayer Dominguez, 1973
Compuestos fenolicos Cloruro férrico Rivas-Morales et al., 2016
Glucésidos Reactivo de Molisch Foulger, 1931
Terpenos Liebermann-Burchard Rivas-Morales et al., 2016

5.8 Medicién de puntos de fusién de los compuestos

Las fracciones obtenidas que presentaron precipitados y apariencia pura fueron
evaluadas con un aparato Fisher-Johns para determinar sus puntos de fusion, y de
esta forma comprobar su grado de pureza. Las sustancias puras se funden a una
temperatura elevada y muy definida, con un intervalo de temperatura muy
pequefio de 0,5 a 1°C, mientras que las sustancias impuras y contaminadas

suelen presentar un intervalo de fusion amplio.
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5.9 Analisis estadistico

Los datos obtenidos en las pruebas in vitro para determinar la eficacia fasciolicida
de las fracciones y/o compuestos evaluados fueron analizados por medio de la
prueba de Kruskall-Wallis con un intervalo de confianza del 95% para determinar
si existian diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes grupos

experimentales (Systat Software, Inc. 2008).

6. RESULTADOS

6.1 Obtencién de fracciones y/o compuestos bioactivos del
extracto crudo de Vernonanthura patens y determinacion del
grado de pureza.

Se obtuvieron 206 alicuotas de 450 a 500 ml cada una, a partir del
fraccionamiento del extracto metandlico de V. patens mediante cromatografia en
columna abierta; las cuales se agruparon de acuerdo con su patrén cromatografico
en capa fina (Fig. 2); obteniendo un total de 45 fracciones, de las cuales 5 (C1, C2,
C3, C4 y C5) presentaron caracteristicas de compuestos puros por el rango de

temperatura que presentaban al fusionarse (Punto de fusién) (cuadro 1).

Figura 2. Patrén cromatografico de alicuotas obtenidas a partir del extracto
metandlico de V. patens. a) Cromatoplaca revelada con sulfato cérico, vista en lampara
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de luz ultravioleta a 254 nm, b) Cromatoplaca vista en lampara de luz ultravioleta a 365
nm.

CUADRO 1. PUNTOS DE FUSION DE LOS COMPUESTOS
COMPUESTO PUNTO DE FUSION (°C)
C1 144-145
C2 79-80
C3 75-76
C4 77-78
C5 73-74

Cuadro 1. Puntos de fusidon de los compuestos. Se muestran los puntos de fusién de
los cinco compuestos. Todos los compuestos mostraron puntos de fusién con un intervalo
de un grado centigrado.

6.2 Evaluacion biolégica in vitro de las fracciones y/o compuestos
de Vernonanthura patens

Los resultados de la evaluacion de la actividad fasciolicida de las fracciones del
extracto metandlico de V. patens, muestran que las fracciones F24, F27 y F31
obtuvieron el 100 % de eficacia in vitro a las 24 horas post-exposicion a la
concentracion de 500 mg/L. La fraccion F2 mostré el 100% de eficacia a las 48

horas post-exposicidén a la misma concentracién.

Las fracciones F32, F34, F37, F39 y F41 alcanzaron el 100 % de eficacia in vitro a

las 72 horas post-exposicidon a la concentracién de 500 mg/L (cuadro 2).
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Cuadro 2. Porcentaje de eficacia fasciolicida in vitro de fracciones de V. patens.

TIEMPO (horas) | FRACCION CONCENTRACION (mg/L)
10 50 100 200 300 400 500
F2 0 0 0 0 83+ 0.144
F24 0 0 4+£0.072 0 100
F27 0 0 8 £0.072 410.072 100
F31 0 0 410.072 410.072 100
F32 0 0 4£0.072 4£0.072 79 £ 0.088
F34 0 0 0 0 70 0.173
F35 0 0 0 0 0
24 F37 0 0 0 0 38+0.125
F39 0 0 0 0 83 +0.289
F41 0 0 0 0 79+ 0.191
F45 0 0 0 0 0
TESTIGO (+) | 100 100 } } } - }
TESTIGO (-) - - 0 0 0 0 0
F2 0 0 0 0 100
F24 0 0 410.072 0 100
F27 0 0 17+ 0.144 410.072 100
F31 0 0 410.072 410.072 100
F32 0 0 410.072 410.072 96 + 0.072
F34 0 0 0 0 78 +0.139
48 F35 0 0 0 0 0
F37 0 0 0 0 46 +0.260
F39 0 0 0 0 92 1 0.144
F41 0 0 0 0 83+ 0.191
F45 0 0 0 0 0
TESTIGO (+) | 100 100 : : - - -
TESTIGO (-) - - 0 0 0 0 0
F2 0 0 0 0 100
F24 0 0 410.072 8 +0.072 100
F27 0 0 2110.072 8 £0.072 100
F31 0 0 41 0.072 8 +0.072 100
F32 0 0 4% 0.072 410.072 100
F34 0 0 0 0 100
72 F35 0 0 0 0 0
F37 0 0 0 0 100
F39 0 0 0 0 100
F41 0 0 0 0 100
F45 0 0 0 0 0
TESTIGO (+) | 100 100 : : - - -
TESTIGO () - - 0 0 0

T (+) = Testigo positivo (Triclabendazol) y T (-) = Testigo negativo (medio de cultivo RPMI-1640 + Suero bovino).
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El analisis estadistico en donde se evaluaron las eficacias de las fracciones: F2,
F24, F27, F31, F32, F34, F35, F37, F39, F41 y F45, a la concentracion de 100,
200, 300, 400 y 500 mg/L, monitoreadas a las 24, 48 y 72 horas, demostré que
hubo diferencias significativas entre las eficacias promedio (P < 0.05). Estas
diferencias se registraron entre la fraccion F3, F35, F45 y F37 y el resto de las

fracciones, a excepcion de la fraccion F34 (cuadro 3).

Cuadro 3. Eficacias promedio por fracciéon analizada

Fraccion Eficacia
(%)

F2 94.33 +9.81°
F24 100 + 0°
F27 100 + 0°
F31 100 + 0°
F32 91.66 + 11.152
F34 82.66 + 17.32%°
F35 0+0°
F37 61.33 £ 33.72°
F39 91.66 + 8.5°
F41 87.33+11.152
F45 0+0°

Se presentan los valores promedio de la eficacia + la desviacion estandar.
Literales iguales no indican diferencias (P > 0.05); literales diferentes indican
diferencias significativas (P < 0.05).
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De los dos compuestos evaluados, C1(F3) y C2(F8), unicamente el compuesto C2

presento eficacias del 100 % a las 48 horas post-exposicion a la concentracion de
500 mg/L (Grafica 1).

Grafica 1. Porcentajes de eficacia fasciolicida in vitro de 2 compuestos puros de V. patens a
diferentes concentraciones y tiempos
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Gréafica 1. Porcentaje de eficacia fasciolicida in vitro de 2 compuestos de V. patens.
Eficacia evaluada a concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 mg/L, donde C1 (F3) y
C2 (F8), representan a los compuestos 1 y 2 respectivamente, T (+) el testigo positivo

(Triclabendazol) y T (-) el testigo negativo (medio de cultivo RPMI-1640 + Suero bovino)
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Al determinar las eficacias promedio de cada fraccion analizada, resulté la fraccién
F37, la que registré la media mas baja de todas las fracciones analizadas, asi
como la desviacion estandar mas alta, alcanzando valores maximos similares a los
minimos de la fraccion F34, mientras que las fracciones con mayor eficacia son la
F24, F27 y F31, las cuales mostraron eficacias del 100% solo en la concentracion
de 500 mg/L. Al analizar la eficacia respecto de la fraccion y el tiempo, se
determinaron diferencias significativas en la eficacia por fraccion y la eficacia por
tiempo (P < 0.05). Las mayores eficacias se registran entre las 48 y 72 horas en
todas las fracciones analizadas. Las fracciones F24, F27 y F31, registraron
eficacias del 100 % en los tres tiempos de evaluacion, esto se muestra en la

siguiente grafica (Grafica 2).

Grafica 2. Porcentaje de eficacia fasciolicida in vitro de fracciones de

Vernonanthura patens a concentracion de 500 mglL.
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Grafica 2. Porcentaje de eficacia fasciolicida in vitro de fracciones de V. patens a
concentracion de 500 mg/L. Eficacia fasciolicida evaluada a concentracion de 500 mg/L,
de las fracciones obtenidas, donde T (+) = Testigo positivo (Triclabendazol) y T (-) =
(medio de cultivo RPMI-1640 + Suero bovino).
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Al analizar los datos de eficacia se determinaron diferencias significativas entre la
concentracion de 100, 200, 300 y 400 mg/L las cuales no presentaron eficacia
fasciolicida, respecto a la concentracion de 500 mg/L (P > 0.05) la cual presenté el
100 % de eficacia fasciolicida.

En la gréfica 3, se observa como la concentracion de 500 mg/L fue la que presentd
mayores eficacias, con valores que van del 98 al 100%, siendo las fracciones F24,
F27 y F31, las que mostraron eficacias del 100%.

Grafica 3. Porcentaje de eficacia fasciolicida por concentracion
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Grafica 3. Porcentaje de eficacia fasciolicida a diferente concentraciéon. Eficacia
fasciolicida de las fracciones obtenidas, evaluada a diferentes concentraciones: 300, 400
y 500 mg/L, donde T (+) = Testigo positivo (Triclabendazol) y T (-) = (medio de cultivo
RPMI-1640 + Suero bovino)
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En lo referente al tiempo de accion y la concentracion, se determinaron diferencias
significativas (P < 0.05), las concentraciones de 100 y 200 mg/L mostraron
eficacias nulas en los tres tiempos evaluados. La de 300 y 400 mg/L registraron
eficacias inferiores al 10%. Mientras que la de 500 mg/L fue la que presento mayor
eficacia en los tres tiempos evaluados, alcanzando el 77 % a las 72 hrs (Grafica
4).

Grafica 4. Porcentaje de eficacia fasciolicida in vitro
de Vernonanthura patens por concentracioén y tiempo
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Grafica 4. Porcentaje de eficacia fasciolicida in vitro de fracciones de V. patens por
concentracion y tiempo. Eficacia fasciolicida evaluada a concentraciones de 300, 400 y
500 mg/L, de las fracciones obtenidas, a diferentes intervalos de tiempo (24, 48 y 72 hrs),
donde T (+) = Testigo positivo (Triclabendazol) y T (-) = Testigo negativo (medio de cultivo
RPMI-1640 + Suero bovino)
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6.3 Analisis fitoquimico de las fracciones y/o compuestos de
Vernonanthura patens

En cuanto a la determinacion de metabolitos secundarios presentes en las fracciones
evaluadas, se observd la presencia de compuestos fendlicos y triterpenos en las
fracciones F27 y F31, mientras que la fraccion F24 presentd solamente triterpenos
(cuadro 4).

Cuadro 4. Perfil fitoquimico de las tres fracciones con mayor eficacia fasciolicida.

METABOLITO PRUEBA FRACCIONES
SECUNDARIO
Alcaloides Dragendorff F24 F27 F31
Alcaloides Mayer - - -
Compuestos fendlicos Cloruro férrico - + +
Glucoésidos Reactivo de Molisch - - -
Triterpenos Liebermann- + + +
Burchard
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7. DISCUSION

Las plantas medicinales han sido y siguen siendo una alternativa para el
tratamiento de diferentes afecciones desde hace mucho tiempo, por lo que su uso
es considerado como una tradicion milenaria que ha permanecido a traves de los
afos. La importancia de las plantas medicinales radica en la presencia de
productos naturales que contienen y la utilidad que se les ha dado como
alternativas terapéuticas para tratar diferentes afecciones, sintomas leves, como
tratamiento preventivo, hasta dolencias cronicas y de mayor importancia, como la
diabetes, la hipertension, la hipercolesterolemia, asi como el cancer (Lopez-
Luengo, 2008). A pesar de la investigacion que se ha realizado en el campo de los
productos naturales, aun falta mucho por explorar, ya que estos representan un
papel destacado al contar con una una fuente ilimitada de moleculas bioactivas
que sirven de base para la generacion y el desarrollo de nuevos farmacos (De las
Heras, 2022). Francisco en el 2015, llevo a cabo un estudio en donde se probaron
un total de 3 plantas, entre ellas V. patens, la cual mostré una eficacia promisoria,
Ademas, se llevaron a cabo pruebas fitoquimicas cualitativas, evidenciando a
grandes rasgos la presencia de alcaloides, taninos y compuestos fendlicos entre
las familias de metabolitos, contenidas en el extracto de la planta, sin embargo, no
se llevé a cabo el fraccionamiento del extracto ni se identific6 con certeza que

familias de metabolitos eran las responsables del dafo al parasito.

En el presente estudio se demostr6 que algunas fracciones de V. patens
presentan una eficacia fasciolicida in vitro del 100 % en contra de formas juveniles
de Fasciola hepatica a partir de las 48 horas post-exposicion, reafirmando el
potencial antihelmintico de la planta. Esto nos indica que la planta produce

metabolitos secundarios que provocan este efecto.

Los compuestos detectados en el analisis fitoquimico de las fracciones F24, F27 y
F31 de V. patens obtenidas a partir del extracto metandlico con mayor eficacia
fasciolicida, indican que las posibles familias de metabolitos secundarios
implicadas en el efecto fasciolicida son los compuestos fendlicos, y los triterpenos.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Manzano et al., en el 2015

30



donde reporta la presencia de compuestos fendlicos en las hojas de V. patens. Por

ultimo, en el 2021 reporta la presencia de un triterpenoide en las hojas de la planta

Respecto a los compuestos fendlicos, son compuestos quimicos entre los cuales
se encuentran los flavonoides, acidos fendlicos y polifenoles; son un grupo
ampliamente distribuido en la naturaleza, se trata de una de las clases mas
abundantes e importantes de metabolitos secundarios presentes en las plantas,
los cuales son producidos principalmente mediante dos rutas biosintéticas: la ruta
del acido shikimico, y la ruta del acetato-malonato (Martin, 2018). La estructura
quimica consiste en un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo incluyendo
a sus derivados funcionales, se trata de un grupo diverso que comprende desde
moléculas sencillas como los acidos fendlicos , hasta polimeros complejos como

los taninos condensados y la lignina (Martin, 2018).

Las fracciones con mayor eficacia fasciolicida de V. patens mostraron la presencia
de compuestos fendlicos, al igual que el estudio realizado por Parola-Contreras y
colaboradores en 2021, quienes reportaron la presencia de estos compuestos en
extractos metanolicos de Heliopsis longipes, planta medicinal de la misma famila

Asteracea (Parola-Contreras et al., 2021).

Respecto a la actividad biolégica en contra de F. hepatica, Olazabal y
colaboradores, en 2001 reportaron actividad fasciolicida del 100%, del extracto
acuoso de Parthenium hysterophorus a las 24 horas de exposicidén, la cual

pertenece a la misma familia de V. patens.

Un estudio realizado por Ezeta et al., en el 2020 demostré que el extracto crudo de
Artemisia ludoviciana Nutt. Mexicana tiene una eficacia fasciolicida in vitro del 100
% en las concentraciones de 125, 250, 375 y 500 mg/L. De igual manera algunas
fracciones tienen la misma eficacia a concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500
mg/L sobre fasciolas recién desenquistadas. También en este estudio se demostrd
el efecto que tiene el extracto sobre el tegumento de fasciolas juveniles. Estos
resultados son de suma importancia debido a que pertenecen a la misma familia,
ademas concuerdan con los resultados obtenidos en las evaluaciones in vitro con

las fracciones de V. patens en donde se demostré eficacias fasciolicidas a
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concentraciones de 500mg/L. Francisco en el 2023 en su tesis de maestria,
demostré que el extracto metandlico de V.patens es inocuo desde
concentraciones de 125 mg/kg hasta 5000 mg/kg, ademas observé por
microscopia electronica de barrido que el extracto tiene un efecto sobre el
tegumento del parasito. Las lesiones observadas demuestran que el extracto
crudo de V. patens produce un dafo directo sobre las dos ventosas (oral y
ventral). Esto es de suma importancia 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 proteccién y absorcion de nutrientes (Dalton et al., 2004; McCusker
et al., 2020). 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, algunos triterpenos interactuan con las funciones mitocondriales y con las
glicoproteinas presentes en el tegumento de F. hepatica ocasionando el
desprendimiento del tegumento (Halton, 2004; Ahuir et al., en el 2021; Becerro et
al., 2022). Debido a que las familias de metabolitos presentes en las fracciones

F24, F27 y F31 son compuestos fendlicos y triterpenos.
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8. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, se concluye que
las fracciones F24, F27 y F31 con una menor polaridad presentaron una eficacia
fasciolicida del 100% a partir de las 24 horas post- tratamiento sé6lo en la

concentracion de 500 mg/L.

Las familias de metabolitos secundarios presentes en las fracciones con mayor

eficacia fasciolicida fueron los compuestos fendlicos y triterpenos.

Se sugiere terminar de evaluar las demas fracciones para determinar el verdadero

potencial de la planta, ademas de la identificacidn del principio activo.
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ANEXOS

Anexo | Pruebas para analisis fitoquimico de fracciones de V. patens

Reactivo de Dragendorff: Agregar 0.1 ml de acido hidroclorhidrico diluido y 0.1
ml del reactivo de Draggendorff. La formacién de un precipitado marrén en el
fondo del tubo indica la presencia de alcaloides. Para preparar el reactivo se
mezclan 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado en 20 ml de acido nitrico al 30%,
con una solucién de 27.2 g de yoduro de potasio en 50 ml de agua destilado. Se
deja reposar durante 24 horas y pasado ese tiempo se decanta hasta 100 ml.

Reactivo de Mayer: se prepara disolviendo 1.3 g de bicloruro de mercurio en 60
ml de agua y 5 g de yoduro de potasio y se afora a 100 ml. Los alcaloides se
detectan al formarse un precipitado color blanco a crema cita.

Glucésidos (Molisch): Se agregan un par de gotas de una solucién al 15% de
alfa-naftol y 2 ml de acido sulfurico. La presencia de un aro violeta rojizo entre las
dos fases indica la presencia de glucésidos.

Liebermann-Burchard: Se agrega 1 ml de anhidrido acético y 2ml de &cido
sulfurico. La presencia de un anillo violeta-rojizo entre las dos fases que se forman
indica la presencia de triterpenos. (Shukla et al., 2013)
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