Nota de Investigacion

:EVALUACION ‘in vitroDE LA-ACTIVIDAD ANTHHELMINTICA DE COMPUESTOS -
QUIMICOS Y NATURALES CONTRA LOS ESTADIOS INMADU ROS Y MADUROS-
DE Fasciola hepatlca o

RESUMEN

Se -probd in vitro el efecto de 274 extractes
acuosos vegetales, obtenidos de 95 especies de
plantas; con el fin de detectar su posible
potencial fasciolicida. Los extractos se prepara-
ron con 5 g de planta seca en 100 ml de agua
destilada y sometidos a ebullicion durante 5
min. Del concentrado se prepard una dilucion al
50%, ambos se probaron por duplicado en
fasciolas recién desenquistadas. 'Los extractos
que tuvieron efecto letal sobre los parasitos
recién desenquistados;  se - probaron' a .dos
concentraciones menores sobre ellos y también
sobre fasciolas adultas. También se probd el
efecto de 11 compuestos de sintesis ‘quimica a
concentraciones de 50 y 10 Mgiml en fasciolas
recién desenquistadas, con etanol como solven-
te. De las 95 especies vegetales probadas, nueve
causaron mortalidad del 100% a los parasitos
recién desenquistados a concentracién de 5 y
2.5 mg de planta/ml; por lo que se considera a
estas plantas con posible potencial fasciolicida.
Estas especies son: Ambrosia artemisiaefolia,
Artemisia mexicana, Artemisia klotzchiana,
Cynara scolymus, Chenopodium graveolens,
Eucalyptus globulus, Peumus boldus, Stachy-
tarpheta_jamaicensis 'y Zaluzania triloba. Sélo
cuatro de los compuestos quimicos mostraron
una ligera actividad en su concentracién mas
alta (mortalidad- de menos -del 50% de-los
parasitos) y ‘a concentracion de .10 ug/mi
resultaron inocuos, lo -mismo que los demés
compuestos quimicos a las dos concentraciones
- probadas. Se contd con dos grupos testigo, uno
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fungié como blanco'y en otro se utilizd .un
fasciolicida de conocida.efectividad.

México es un pais rico en flora
medicinal, un significativo. nimero de
sus plantas . se han .usado como
antihelminticos en humanos y en forma
ocasional en animales, durante cientos
de afios. Aparte de Dryopteris filix-mas
(helecho. macho; Taylor, 1965), es
probable que exista entre estas plantas
alguna con potencial fasciolicida, sus-
ceptible de ser empieada en el combate
contra F. hepatica; por lo que, el
presente estudio tuvo como primer
objetivo determinar bajo condicionesin
vitro la actividad fasciolicida de 274
extractos acuosos de diferentes plan-
tas,a la vez de determinar la actividad
fasciolicida de 11 compuestos de
sintesis quimica; y segundo, comparar
la eficacia de la técnica desarrollada
por |barra y Jenkins (1984) para la
prueba in vitro de sustancias contra
fasciolas recién desenquistadas en
relacién con fasciolas adultas.

Se realizé una investigacién bibliografi-
ca sobre las plantas que en nuestro
pais se utilizan en forma popular como
antihelminticos, asi como entrevistas
personales con gente de - distintas
localidades de los estados de México,
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Hidalgo, Veracruz, Puebla y Distrito

Federal. Durante los meses de marzo,
abril, septiembre, octubre y noviembre
de 1985 se colectaron en esos lugares
95 plantas pertenecientes a 37 familias;
ia mayoria de las cuales tienen un uso
popular como antihelminticos, algunas
toxicas sefialadas en el Cuadro 2, y
otras de uso variable. Las plantas
fueron colectadas y procesadas segtin
los métodos utilizados en herbolaria,
se identificaron y separaron las distin-
tas partes de las plantas, a las que se
reconoce con la clave utilizada por Amo
{1979 : hoja (1), raiz {2, tallo (3), flor
(4, fruto- (5, semilla (6), planta
completa (9), corteza (10).
Preparacion de sustancias. Siempre
protegidos de la luz, se prepararon los
extractos acuosos con 5 g de planta
seca y triturada, en 100 ml| de agua des-
tilada, se sometieron- a ebulliciéon du-
rante 5 min, se filtraron y -prepararcon
concentraciones de 5 mg v-2.5 mg/
planta/mi. Los productos quimicos se
solubilizaron-en etano! y-se prepararon
concentracnones de. 50' pgfmr y, 10

pgiml

Obtencion de fasciolas Las fascno—
las recién desenquistadas se obtuvie-
ron por desenquistamiento artificial de
las metacercarias, de acuerdo a la
ténica de Dixon (1966) con algunas
modificaciones consistentes en: elimi-
nacion del ditionito de sodio para la
preparacion del medio de activacion e
incremento en ¢l tiempo de exposicion
al CO= para el mismo, incremento en el
tiempo. de incubacion para el medio de
activacion (1/2 h), y para el medio de
emergencia (1 h), asi como reduccién
de la cantidad de bilis para el medio de
emergencia(0.2ml).

" Las fasciolas adultas se obtuvieron
en forma aséptica de higados de ovino,
recien removidos, los cuales se habian
infestado de manera artificial.

En- ambos c¢asos las fasciolas se
desinfectaron durante 1 1/2 h en medio
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de -cultivo y- antibidtico, antes de
~ proceder a realizar las pruebas. -

Cultivo de fasciolas. E| trabajo de
laboratorio se realizé bajo campana de
flujo laminar, se coloco a las fasciolas
recién desenquistadas en cajas multi-
camaras para cultivo de tejidos de 24
pozos, con capacidad de 3 mi (10
fasciolas por pozo), que contenian
medio de cultivo estéril, desarrollado
por Smith y Clegg y descrito por lbarra
y Jenkins (1984).

A este medio se adiciond un 2%
vlv, de la sustancia a probar, extractos
vegetales o producto quimico, para un
volumen final de 2 mi; el medio se
homogeneizd antes de depositar con
una micropipeta a las fasciolas recién
desenquistadas. Después se incubaron
a37°Ccon5% de CO, , durante 72 h.

De esta manera se probaron por
duplicado los 274 extractos vegetales a
concentracion de 5 mg/planta/ml y
una concentracion 50% menor, en
fasciolas recién desenquistadas, - asi
como los 11 compuestos de sintesis
quimica a concentracion de 50 pug/mly
10 ug/ml, estas pruebas se realizaron
por cuadruplicado. También se mantu-
vieron dos lotes testigo, a uno se le
sometid a la accion de Diamphenetide
diacetilado en polvo a concentracion de
10 ug/mi, y el otro fungié como testigo
blanco.

Valoracién de resultados. Se efec-
tud con base en la viabilidad y
motilidad presentada por los parasitos
de los lotes experimentales, en rela-
cion con la de los lotes testigo; se
-valoraron bajo microscopio invertido.
Los extractos vegetales gque presenta-
ron actividad contra los parasitos
recién desenquistados, se probaron
igual contra fasciolas adulias, se
colocaron tres fasciolas por caja de
cultivo individual, a las que se propor-
cionaron las mismas concentraciones
de medio de cultivo y extracto, sblo



que en mayor porcion; para dar un
volumen final de 6 ml.

Se encontré que los extractos obteni-
dos de nueve plantas de las 95 con las
que se trabajé, causaron la mortalidad
de 100% de los parasitos recién
desenquistados, este efecto se mani-
festd con la concentracion obtenida del
extracto original y su primera dilucién
al 50%; en las diluciones menores se
perdi6 por completo como puede
apreciarse en el Cuadro 1. También se
observd que en todos loscasosla.
actividad se localiza en la parte aérea
de dichas plantas; las cuales en su
mayoria pertenecen a la familia de las
compuestas y dentro de ésta, dos
especies pertenecen al mismo génerq
lo cual indica que no es remota la
posibilidad de que en esta familia, por
cercania filogenética, se encuentren
sustancias similares, que sean - las
responsables de su actividad antihel-
mintica. A las nueve plantas se les
emplea en forma popular con este fin.-

~ Por los resultados obtenidos, se
piensa que es probabie existan por lo
menos tres diferentes grupos de sustan
cias activas’ contra fasciola en las
nueve plantas cuyos extractos acuosos
tuvieron un efecto letal sobre los
parasitos; debido a que, la observacion
cualitativa, mostré diferentes patrones
en el modo de accién de los extractos,
similares a los notificados por Fairwea-
ther y col., (1984): a) Fasciolas en
condicion relajada, con notoria desin-
tegracion de organos internos. b) La
misma condicion relajada pero con' los
organos’ internos intactos y evidente
desintegracion de la pared corporal. ¢)
Fasciolas en condicion por completo
contraida. ;

Otro efecto mas, observado en las
duelas adultas, fue una paralisis irre-
versible con incremento de tensién
muscular y disminucién en la amplitud
de la contraccion, tal como el encon-

trado por Rew y col., (1983) .al probar
in vitro el efecto de fasciolicidas
comerciales. :
En la mayoria de las plantas no se
detecté actividad fasciolicida, estas
plantas se detallan en el Cuadro 2, se
sefialan las partes que se probaron de
cada una. El hecho de que en éstas
plantas no se detectara actividad
contra los parasitos, quiza se debio al
sistema de extraccion utilizado; ya que
s6lo una minoria -de los principios
activos son solubles en agua, y los
extractos de una misma planta, segin
el tipo de solvente utilizado, pueden
presentar diferente grado de actividad
biolégica, Susplugasycol., (1980,
N’Doungay col., (1984). Por-tal motivo,
se considera que el potencial fascioli-
cida de estas plantas es mucho mayor
que el detectado mediante éste siste-
ma. Sin embargo, fue necesario utili-
zarlo dado el numero de plantas con el
que se trabajé. Ahora se cuenta con las
bases para proseguir la investigacién a
fondo con cada una de las plantas
activas, determinar y evaluar sus
principios activos. ‘

Debido a que las fasciolas adultas
no tuvieron una buena adaptacion al
medio de cultivo no fue posible obte-
ner resultados confiables, sin embar-
go,existen razones para pensar que
algunas de las plantas probadas tam-
bién puedan tener accion contra los
estados maduros del parasito, tanto
por las observaciones realizadas, como
por la informacién obtenida en entre-
vistas personales acerca del uso de
plantas para el combate de fasciolasis
en humanos y animales,en especial en
el estado de Puebla.

Los productos quimicos evaluados
también en parasitos recién desenquis-
tados no mostraron potencial fascioli-
cida, ya que sélo cuatro de ellos, en su
concentracion mas elevada, causaron
la mortalidad de menos del 50% de los
parasitos.
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CUADRO 1
ACTIVIDAD in vitro DE DIVERSOS EXTRACTOS DE “PLANTAS ‘CONTRA FASCIOLAS RECIENaDESENéﬁISTAQAs.

NOMBRE CIENTIFICO ~NOMBRE COMUN FAMILIA °  CONCENTRACION (mg planta/ml.} ACTIVIDAD EN:
o ‘ ' : 5 2,6 1.25 0,62 EE

Ambrosia artemisiaefolia L.’ATtamisa N 'Compﬁestas + ﬂ+' - = S Parte aéfeaLé
~Artemisia k]otzéhiéna L. Esta%iéfe,lﬁ ,:Compuestas\"f o+ . : " . ‘
Artemisia mexicana willd. Estafiste  Comestas + & - .

Chencpodium graveolens Lag: Epazote Compuestas  + + - B e

Chenopodium foetidum Sch. Zorrillo B ' ' |
Cynara sco]ymus L. 1“ Alcachofa E -Compuestaé" + + ‘ —‘  : - o ot
iEﬂca]yptus gTobuJus}Labil] Euca]ipté . “Mi}técéas v } ' - - ’ ‘ f
EggmHE;gglggg Molina kBo]doyj - Moniﬁiééeas oo - - “

Stachytarpheta jaméiéensis‘ ;
valh, 3 ~ Verbena Vefbenéceas + v - - . "

Zaluzania triloba (Ort) Hédiondil1a | Compuestas - +  + - - - o

Pers, -



CUADRO 2

PLANTAS ER LAS QUE NO.SE DETECTD POTENCIAL FASCI@LTCIDA MEDIANTE EL -
SISTEMA DE EXTRACCION ACUOSA

FAMILIA -

ACANTACEAS

ANACARDIACEAS
APOCINACEAS

BIXACEAS
BORRAGINACEAS

CAPRIFOLIACEAS
CARTCACEAS

COMELINACEAS

COMPUESTAS

CRUCTFERAS
CUCURBTTACEAS

EQUICETACEAS
EUPHORBIACEAS

*

GENTIANACEAS
JULTANIACEAS
LABTADAS

Carica papaya L.
CHEMOPODI ACEAS* Chenopodium ambros101des L

“Croton draco Sch.

NOMBRE CTENTIFICO

_ NOMBRE COMUN

Jacobinia spicigera (SchT ) Mu1c1e

Bailey:
Schinys melle L.

Mandevilla foliosa (Mue11*

Arg) HemsT.

Tabernaemontana grand1f1ora

Jacqg.

Bixa orellana L.
HeTiotropium curassavwcum
(L.} Uline.

Sambucus. mexicana Pres1

Commelina coelestis willd,
Zebrina pendula Schinz.

Artemisia vulgaris L.
Bidens pilosa L. L
CoTeosanthus squarrosus .
{Cav.) Blake.

Montanoa- tomentosa Cerv.
Tagetes-Tucida H.B.K.-
Tagetes tenuifolia-Cav.

Tagetes trirradiata Green
- Brassica oleraceae L.

Cucurbita pepo L.
Momordica charantia L.
Sechium edule Sw. -
Equisetum laevigatum

Euphorbia postrata Ait.

,Jatropha dioica (H.B. K ) '

Mc. Baugh.

Ricinus communis L.
Erytraea tetramera Schl.
Juliania adstringens Schl.
Chenopodium macros temum
Benth.

Marrubium vulgare Linn.
Mentha canadensis L.
Mentha rotundifolia L.

P1ru]

Hierba de' la

cucaracha’
Lecheritlo

" Achiote

Cola de atacran

Sauco’

" Papava -
. Epazote

Maclalia

“Hierba del
~pollo.

Ajenjo

- Aceitilla
gProdigiosa

V;Zoapat11,
Hierba anfs

Flor de muerto
Flor de muerto

~Col.

Calabaza
Cundeamor
Chayote

Cola de-caballo
. Sdngregade
" Hierba de Ta
"~ golondrina
- Sangre de drago

~Higuerilla
*Tlanchalahua

Cuachalatlate
Poléo

Marrubio
lenta
Menta

0Ly O

fd e
. » e

PARTES

" PROBADAS

3
Cad

B A
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Continda Cuadro 2

FAMILIA

LAURACEAS
LEGUMINOSAS

LILTACEAS

LOGANTACEAS

LITRACEAS
MALVACEAS

MIRSINACEAS
MORACEAS

MIRTACEAS
© ONAGRACEAS
PALMAS

PLANTAGINACEAS

PIPERACEAS
POLIGONACEAS

POLTPODIACEAS *

ROSACEAS.
RUTACEAS

SIMARUBACEAS
SOLANACEAS

UMBELIFERAS

VERBENACEAS

-~ Mis
rales.

NOMBRE CIENTIFICO

Mentha spicata L.

- Ocinum basilicum L.

*

Thimus vulgaris L.

Persea .americana Mill,
Caesalpinia pullcherrima
{C.7 Sw.

Cassia grandis L.
Erythrina americana Mill.
Mimosa pigra L.

Allium cepa L.

ATTium sativum L.

Aloe vera L.

Buddleia scordioides H.B.K.

Cuphea aequipetala Cav.
Malva parviflora L.

Sida rhombifolia L. .
Ardisia compressa H.B.K.
Cecropia peltata L.

Ficus carica L.

Psidum guajava L.
Qenother rosea Ait.

Cocos nucifera L.
Plantago major L.

Piper amalogo L. :
Piper sanctum {Miq.) Schl.
Rumex crispus L:.

Rumex obtusifolius L.
Bryopteris filix-mas- {L.)
Schott

Rosa centifolia L.

Citrus limon Burni

Ruta graveolens L.
Castela tortuosa Liebm.

- Cuassia amara L.

Cestrum nocturnum L.
Datura stramonio L.
Nicotiana tabacum L.
Selanum verbascifolium
Aptum graveolens L.
Sium erectum Huds,

CovilTe,
Lippia citriodora H.B.K.

* Plantas TSxicas.

NOMBRE COMUN

Hierbabuena
Albahaca
Timo
Aguacate’
Tabachin

. Cafia fistula

Colorin
Zarza
Cebolla

Ajo

Zibila
Escobilla de

perro

Alfilerillo
Malva
Escobilla
Capulin
Guarumbo
Higuera
Guayaba
Arnica

Coco
Llantén
Cordoncillo

Tanepa.
Lengua de vaca
Lengua de vaca

He}echo macho

Rosa de castilla

Limén
Ruda

Chaparro amargo

Cuassia

Huele de noche

Toloache
Tabaco

Ufa de gato
Apio

Berro

Berro

Cedrén

PARTES

PROBADAS

1,3

v o ow o
A G G
. -
f =t

a2 Gl W G s BN B W

1,3,4

14 especies que no se identificaron por carecer de drganos flo



En todos los casos en el grupo
testigo blanco las fasciolas permane-
cieron en perfectas condiciones, mien-
tras que en el grupo tratado con el
fasciolicida, no sobrevivio ninguna.

Por los resultados obtenidos se con-
cluye que existe entre la flora medicinal
de México y en concreto entre las
plantas empleadas por tradiciéon co-
mo antihelminticos; un nimero signifi-
cativo con posible potencial fasciolici-
da; es necesario identificar los princi-
pios activos de estas plantas y conti-
nuar la investigacién a fin de llegar a
producir en México un fasciolicida
rentable y accesible a los ganaderos de
nuestro pais.

Por otra parte, se comprobd que la
técnica para el -probado in vitro de
compuestos en contra de F. hepatica
desarrollada por |barra y Jenkins (1984)
es satisfactoria y efectiva para detectar
actividad antihelmintica en fasciolas
recién desenquistadas, no asi en el
caso de fasciolas adultas.

SUMMARY

An in vitro screen was carried out to test the.
fasciolicidal effect of 274 acuous plant extracts
all obtained of 95 species of plants. All extracts
were prepared with 5 g of dried plant in 100 ml of
boiling destilled water, during five minutes.
From this concentrated solution, a 50% dilution
was prepared and tested by duplicate against
newly excysted Fasciola. Extracts showing
lethal effect were tested at lower concentrations
agains adult and newly excysted parasites. On
the other hand, 11 unknown chemically syntheti-
zed compounds were similarily tested at
concentrations of 50 and 10 mg/I against newly
excystedFasclola. The results showed that nine
out of 95 species of plants exerted 100%

"FAIRWEATHER, |.,

mortality of newly excysted Fasciola at concen-

trations of 5 and 2.5 mg of plant/ml. These"
species of plants were: Ambrosia artemisiaefo-

lia, Artemisia mexicana, Artemisia klotzchiana,

Cynarascolymus, Chenopodium graveolens, Eu-

calyptus globulus, Peumus boldus, Stachytar-

pheta jamaicensls y Zaluzania triloba. None, of

the chemical compounds tested were effective

against newly excysted fluke.
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