RESUMEN

En la presente investigacion se trata de determinar la actividad vermifuga de las
semillas de Cucurbita Aff. maxima, para lo cual se realizé el tratamiento de la droga que
consistid en: recoleccion del fruto, separacién y seleccion de las semillas, secado,
trituracion y desengrasado de las mismas.

Posteriormente se procedid con el estudio fitoquimico de la misma a partir del extracto
alcohalico, el mismo que luego se procedio a liofilizarlo, donde se obtuvo un extracto
99,9% puro y de este liofilizado se re disolvi6 en agua destilada con un volumen
exactamente igual a si peso y a partir de este se preparo la solucion madre al 15,38% y
se procedio con diluciones al 1,5%,3,07, 4,6, 6,15, 7,69 11,53, de igual manera se
realizé un control positivo de piperazina, un control negativo con agua destilada y el
blanco con suero fisiolégico.

Una vez preparadas las diluciones se procedié a inocular a los modelos bioldgicos,
analizando el comportamiento y los efectos que produjeron a las distintas diluciones.

La investigacion se realizdé en 9 grupos y cada uno constituido por 10 lombrices y por
duplicado, para corroborar los datos.

Para verificar la toxicidad y la dosis letal media (DL50) de las semillas de Cucurbita Aff.
maxima, se utilizo el método de Artemia Salina.

De donde se pudo comprobar la efectividad vermifuga de las semillas fue con la

dilucion al 15,38 y 11,53 comparable con los controles positivos.
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OBJETIVOS
GENERAL:

e Determinar la actividad vermifuga, presente en el extracto alcohdlico re disuelto

en agua de las semillas de Cucurbita Aff. maxima.

ESPECIFICOS:

e Determinar los grupos metabolicos generales, mediante marcha fitoquimica.

e Evaluar la seguridad de la droga a partir del extracto, mediante en ensayo de
toxicidad con Artemia salina

e Detectar la concentracion que produzca el efecto vermifugo de la solucion
acuosa a partir del extracto alcohdlico en el modelo biolégico de Eisenia foetida
(lombriz roja californiana).

e Evaluar el potencial vermifugo in vitro frente al patron de referencia.

HIPOTESIS

Las soluciones del extracto alcohdlico re disuelto en agua de Cucurbita Aff.
maxima, presentan efecto antihelmintico comparable con el patrén de

referencia, piperazina.
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INTRODUCCION

El hombre desde sus inicios en un proceso de relacion e integracién con el entorno,
busco siempre en la naturaleza, la manera de encontrar la cura a las enfermedades que
le aguejaron; de forma empirica en su afan de encontrar la sanacién de sus dolencias,
fue descubriendo el efecto del buen uso de las plantas y con el paso del tiempo

investigando y extrayendo sus propiedades.

Hoy en dia, en pleno siglo XXI, con el desarrollo de una conciencia ambiental surge
una nueva tendencia de la medicina moderna cuya directriz fundamental es volver a la
medicina natural y ancestral, una medicina basada en el manejo de plantas medicinales
y energias alternativas.

Es necesario meditar también, en torno a las condiciones econémicas de la mayoria de
la poblacién, que pese a la gratuidad de servicios de salud consagrada en la
Constitucion, recibe servicios de calidad y cobertura no muy apropiadas y medicinas
genéricas que no siempre son la mejor ni mas efectiva alternativa para tratar dolencias;
en tanto que, en el mercado farmacéutico es una constante el costo excesivo de las
medicinas y cada vez menor participacion del sector publico en respuesta a las
necesidades de regulacién de costos de medicamentos; lo cual devuelve actualidad y
vigencia al uso de las plantas medicinales, como la mas econdémica y accesible opcion

para un importante grupo de la poblacién.

Sin lugar a dudas, el primer tratamiento que se utiliza antes de recurrir a la medicina
moderna es el uso de infusiones, emplastos, o ingestion de plantas medicinales de
manera empirica; segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las parasitosis
son problema de salud a nivel mundial, que afecta en nuestro pais al 80% de la
poblacion rural y el 40%en la poblacion urbana, con alta incidencia en los nifios; una de
las grandes causas para esta problematica, como tantas otras que inciden en la salud

publica, es la desnutricion y la insalubridad que asociadas a la pobreza.
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Como ensefi6 Einstein: “...Todo trabajo es una invitaciéon a la duda y toda duda es
la célula de un nuevo conocimiento...”.
CAPITULO |

1.1. DEFINICIONES GENERALES

1.1.1. PARASITISMO

El parasitismo es una asociacion del tipo simbidtico, que se establece entre dos
organismos heteroespecificos: parasito y hospedero. El parasito puede vivir una parte o
la totalidad de su ciclo vital a expensas del hospedero, siendo utilizado como biotipo
temporal o permanente, dejandole ademas la funcién de regular una parte de sus

relaciones con el medio ambiente, e incluso su propio desarrollo.

Ademas el parasito depende del hospedero para otras funciones como fuente
alimenticia para lo que utiliza sus tejidos o bien de los productos de metabolismo del

mismo.*

1.1.2. ENTEROPARASITOSIS

Son un conjunto de padecimientos, causados principalmente por protozoarios y
helmintos. Estos permiten analizar los diversos indicadores: ya sean del estado
sanitario ambiental, asi como también de las caracteristicas sociales, econémicas y

culturales de la poblacién.?

1.1.3. HELMINTOS

El término helminto viene del griego helmint, que significa gusano o verme. Estos son
de cuerpos redondos, planos y blandos, pluricelulares e invertebrados, sin apéndices
articulados que carecen de aparato circulatorio, 6rganos de respiracion.

Se caracterizaran por ciclos de vida cortos y sencillos; en otros casos son de ciclos

largos, por lo general en anaerobiosis. Necesitan para su reproduccion de huéspedes

! GALLEGO Berenger Jaime, Manual de Parasitologia, Morfologia y Biologia de los parasitos de interés sanitario,
Ediciones de la Universidad de Barcelona, 2006, Pag. 33.
2 es.scribd.com/doc./3448914/parasitosis.
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directos o intermediarios; ademas son agentes de morbimortalidad en ciertas

poblaciones del mundo.?

1.1.3.1. Clasificaci6n

Los helmintos se clasifican en tres grupos que son:

Nemstodos BT

Helmintos

<_
\—

Figura 1: Clasificacion de helmintos

1.1.3.2. Neméatodos

Son gusanos libres o parasitos carentes de segmentacion, normalmente de forma
cilindrica y alargada con simetria bilateral, las hembras de algunas especies desarrollan
dilataciones corporales mas o menos globulosas. El tamafio de los nematodos varia de

pocos milimetros hasta varios centimetros de longitud. Con unas pocas excepciones,

® MONTOYA, Villafafie Hugo Humberto, Microbiologia basica para el area de la salud y afines, Editorial Universidad

de Antioquia , Segunda edicién, 2008, Pag. 195.
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son de sexos separados y su ciclo de vida puede ser directo o incluir un hospedador

intermediario.*

/. |
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Figura 2: Ascaris lumbricoides

1.1.3.3. Trematodos

Constituyen un grupo heterogéneo de gusanos que se caracterizan por poseer un solo
cuerpo no segmentado, pueden ser alargados u ovalados de diversos tamanos.

La mayoria son hermafroditas, son aplanados en sentido dorso ventral, presentan
simetria bilateral, tienen un 6rgano de fijacion que es una ventosa y poseen un solo
poro excretor.

Los trematodos de importancia médica se ubican en los géneros Fasciola, Echinostoma
y Schistosoma, estos presentan ciclos de vida complejos, que incluyen habitualmente
uno o dos hospederos hasta el hospedero definitivo.

El patrén basico del ciclo biolégico de los trematodos lo integran los componentes:
huevo, miracidio, esporoquiste, redia, cercaria, metacercaria adulto, con variaciones

que se puede identificar en los respectivos ciclos de vida.’

Figura 3: Fasciola hepética

* BOTERO David, RESTREPO Marcos, Parasitosis Humanas, Editorial Corporacién para Investigaciones biol6gicas,
Cuarta Edicion, Medellin, Colombia, 2005, Pag. 93
° http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/trematodos/generalidades.php
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1.1.3.4. Céstodos

Son parasitos de cuerpo plano con aspecto de cinta, estan compuestos por un 6rgano
de fijacion llamado escélex, el cuerpo est4d formando por segmentos individuales
llamados proglotide que conforma el estrobilo.

Todos los céstodos son hermafroditas, poseen érganos reproductores tanto masculinos
como femeninos en cada proglétide madura. Estan desprovistos de tubo digestivo por lo

tanto se alimentan por osmosis de los nutrientes existentes en el intestino del huésped.®

Figura 4: Taenia solium

1.1.3.5. Estructura de los Agentes etioldgicos

Los nematodos presentan en su estructura interna las siguientes capas:

e Cuticula: Es gruesa y esta estratificada, puede ser una capa exterior lisa o
puede tener estrias longitudinales y circulares que pueden ser modificadas para
formar parte de una variedad de estructuras, es parcialmente translucida y esta
compuesta fundamentalmente de quitina, lo que le permite colonizar ambientes
hostiles, es relativamente impermeable y permite el paso de agua y ciertos iones
solubles en agua. Las capas de la cuticula estan arregladas de manera tal que
permitan mantener un diametro corporal constante, al mismo tiempo que

permiten al nematodo estirarse longitudinalmente.

® MURRAY Patrick, ROSENTHAL Ken, PFALLER Michael, Microbiologia Médica, Publicaciones ELSERVIER
MOSBY, Quinta Edicién, Madrid Espafa, 2006 Pag. 907.
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Esta cuticula se conoce como "esqueleto hidrostatico de los nematodos”, debido
a que las cavidades corporales de los mismos contienen fluidos que funcionan
bajo presion. La cuticula aparentemente ayuda a mantener el cuerpo en un
diametro constante resistiendo la presién interna, ayudando a mantener la forma
y estructura de los nematodos y al mismo tiempo provee de un ancla para los
musculos.

Una variedad de compuestos organicos han sido identificados en las cuticulas de
muchos nemétodos. Estos incluyen aminoacidos, proteinas, carbohidratos,
lipidos, ARN, acido ascorbico, ATP y hemoglobina. Su presencia y variedad
sugiere que la cuticula no es inerte, al contrario la misma esta activa
metabdlicamente la mayor parte del tiempo, también se reconoce que la cuticula
es antigénica y posee un papel importante en iniciar una respuesta inmunolégica

en hospedadores infectados. " ®

Epidermis: Es una capa monoestratificada, puede ser celular o sincitial,
presenta 4 entrantes hacia el pseudoceloma que reciben el nombre de cordones
epidérmicos; éstos recorren longitudinalmente el cuerpo del animal uno por la
linea medio dorsal, otro por la linea medio ventral y otros 2 medio laterales. En
los cordones estan los nlcleos de las células epidérmicas. En el cordén
epidérmico dorsal y ventral se localizan los cordones nerviosos longitudinales. Y

en los cordones epidérmicos laterales se localizan los conductos excretores.

Musculatura: Las células estan ordenadas longitudinalmente, esto hace que el
movimiento de estos animales esté reducido al serpenteo, las mismas estan
estrechamente asociadas con la dermis y también se conectan a la cuticula
mediante fibras que pasan por la parte contractil de cada célula muscular. Cada
célula muscular tiene una parte contractil con fibras musculares y una parte no

contractil o cuerpo celular que contiene al nucleo, mitocondrias y otros organulos

! http://www.ucm.es/info/tropico/docencia/Textos/C3Trematodos.pdf.
8 http://cal.vet.upenn.edu/projects/merialsp/nems_msp/nm_3asp.htm.
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ademas de glucogeno y almacenes de lipidos. Las células musculares en los
nematodos son poco comunes debido a que no son inervadas por fibras
nerviosas, en vez de ello presentan prominencias de los cuerpos de las células

musculares que se encadenan a las mismas y a los troncos nerviosos.’®

Ademas de las capas que poseen los nematodos se presentan otras estructuras

como:

e Tubo Digestivo: Es sencillo, consiste en un tubo simple en donde la mayoria de
variaciones ocurren en el tamafio de la apertura a nivel de la cavidad bucal,
esofago e intestino.

El sistema digestivo se inicia con la cavidad bucal. Los nematodos que presentan
una gran apertura bucal son los que se alimentan mordiendo la mucosa,
mientras que aquellos que se alimentan por ingestion de fluidos presentan la
cavidad bucal mas pequefia, la misma que desemboca en el eso6fago que es una
estructura musculosa también llamada hexdéfago, la misma que ayuda a la
deglucién debido a que es muscular y es utilizada para bombear el alimento

hacia el interior del intestino.

Contindia con el intestino que es un tubo vertical casi circular al observar su
seccion transversal, y una pared del mismo consiste en una sola capa de células
columnares. Las superficies libres de estas células contienen mdultiples células
cilindricas que son utilizadas en la absorcion. Debido al gran nimero de estas
proveen una inmensa capacidad de absorcion, el intestino es muy largo y se
extiende por todo el cuerpo del animal hasta el extremo posterior del cuerpo para

desembocar en el ano en el caso de las hembras y en los machos en el recto.

" MORENO G. Ana. Apuntes de Zoologia. Pag. 1,2. Disponible en:
http://www.ucm.es/info/tropico/docencia/Textos/C3Trematodos.pdf.
8 http://cal.vet.upenn.edu/projects/merialsp/nems_msp/nm_3asp.htm
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e |Intercambio Gaseoso: No tienen sistema respiratorio. El intercambio gaseoso
se verifica a través de la pared del cuerpo. Los parasitos habitan en zonas
pobres de oxigeno por lo que recurren a rutas metabdlicas anaerdbicas para

obtener energia. *"®

e Sistema Nervioso: Esta formado por el cerebro y los cordones nerviosos
longitudinales. EIl cerebro tiene forma de anillo nervioso perifaringeo, y lleva seis

ganglios nerviosos unidos por anillos.

1.1.3.5.1. Agente etioldgico: Ascaris lumbricoides

Conocida también como lombriz intestinal, es de forma cilindrica con extremos
aguzados. La hembra mide de 20 a 35 cm de largo y de 3 a 6mm de ancho y el macho
mide de 12 a 31 cm de largo y de 2 a 4 mm de ancho.

Tienen un tiempo de vida de aproximadamente un afio. Al cabo de este tiempo mueren
y son eliminados espontaneamente. Son de color rosado o blanco amarillento, los
sexos pueden diferenciarse macroscopicamente por la forma del extremo posterior, en
el caso de la hembra es recta esta puede llegar a producir 200000 huevos diarios y el
macho en forma curva con 2 espiculas quitinosas y retractiles que sirven para la
copulacion.

El aparato digestivo esta constituido por la boca ubicada en el extremo anterior
constituido por 3 labios prominentes, por un corto eséfago y por el intestino el cual se

observa aplanado y de color verdoso que desemboca en el ano.

La mayor parte de la cavidad interior esta constituida por el aparato genital que se
observa como ovillos de conductos de diferente diametro.
Los paréasitos adultos no tienen organos de fijacion por lo que viven en la luz del

intestino delgado sometidos por las paredes, el cual logran estar adheridos a esta por

7 http://www.ucm.es/info/tropico/docencia/Textos/C3Trematodos.pdf.
8 http://cal.vet.upenn.edu/projects/merialsp/nems_msp/nm_3asp.htm
® ZAMAN, Viqar, Atlas de Parasitologia médica, Editorial Medicina Panamericana, 1979, Pag. 123.
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su capa muscular existente debajo de la cuticula, evitando ser arrastrados por el
peristaltismo intestinal.

Los huevos fértiles tienen forma oval o redondeada, miden alrededor de 60 micras de
diametro mayor y poseen 3 membranas: una externa mamelonada y 2 internas lisas,
estos maduran a larva dentro de 4 a 6 semanas y a forma adulta después de 2 meses.

Madurado el parasito comienza su ciclo infeccioso. "

1.1.3.5.2. Agente etioldgico: Trichiris trichura

Son gusanos blancos que pueden llegar a medir entre 3 a 5 cm de largo. Se
caracterizan porque su ingreso es por la piel o por ser ingeridos. La parte anterior es
delgada y ocupa dos terceras partes del parasito. El tercio posterior es mas grueso y en
conjunto simula un latigo.

Los huevos son muy caracteristicos y faciles de identificar, estos miden
aproximadamente 25 micras de ancho por 50 de largo, son de color café con doble

membrana y tapones en los extremos. *

1.1.3.5.3. Agente etioldgico: Uncinarias
Son parasitos también conocidos como anquilostomas. Estos producen la denominada
anemia tropical. Pertenecen a la familia Ancylostomidae, el hombre es afectado las dos

especies principales son: Ancylostoma duodenale y Necator americanus. *

1.1.3.5.4. Agente etioldgico: Ancylostoma duodenale

Son mas gruesos y un poco mas largos de color blando; el macho mide
aproximadamente de 7 a 10mm de diametro, mientras que la hembra de 9 a 15mm vy
éstas ultimas son mas gruesas. El extremo anterior de estos parasitos generalmente es

recto.

7 http:/Avww.ucm.es/info/tropico/docencia/Textos/C3Trematodos.pdf.

8 http://cal.vet.upenn.edu/projects/merialsp/nems_msp/nm_3asp.htm

* BOTERO David, RESTREPO Marcos, Parasitosis Humanas, Editorial Corporacién para Investigaciones biol6gicas,
Cuarta Edicion, Medellin, Colombia, 2005, Pag. 93
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1.1.3.5.5. Agente etioldgico: Necator americanus

Estos son mas delgado y de menor tamafio que el A. duodenale. La hembra mide de 9
a 11mm, mientras que el macho de 5 a 9mm.

Tanto A. duodenale y N. americanus, se caracterizan por tener una morfologia similar

de sus huevos y en el tamafio que va de 40 a 60 micras de membrana lisa y uniforme.*

1.1.3.5.6. Agente etioldgico: Strongyloides stercoralis
Son gusanos transparentes que pueden llegar a medir entre 1 y 3 cm. Se caracterizan
porque su ingreso es por la piel o ingeridos, se sitian en los tuneles de la submucosa
intestinal, no se ha evidenciado la presencia de machos, la hembra es parteenogénica,
es decir que ella misma se autofecunda.*
Las larvas se forman en la tierra y son de 2 tipos con morfologia diferente:

Larva rhabditiforme: Es la primera en salir del huevo mide 250 micras de largo

por 20 micras de didmetro, es poco movil se divide en tres partes que son cavidad bucal
larga, es6fago con divisiones y ano.

Larva filariforme: Una vez madura la larva rhabditiforme, su tamafio es de

500micras de largo por 25 de didmetro, es de igual morfologia al anterior con la
diferencia por poseer una membrana envolvente el eséfago, ya no presenta divisiones y

el extremo posterior tiene forma puntiaguda.

1.1.3.5.7. Agente etiologico: Enterobius vermicularis

Es un gusano blanquecino y delgado, tiene caracteristicas especiales debido a que la
hembra sale del ano del paciente a depositar los huevos en la region perianal y
después de copular los machos son eliminados. Pueden medir alrededor de 0.5 a 1 cm
de longitud por 0.4 y 0.6 mm de diametro. Los huevos son traslucidos con una cara

planay otra convexa, de 50 a 60 micras de largo y 30 micras de diametro.

AUTORAS:
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El sistema digestivo estd constituido por una boca, esofago y el resto del tubo
digestivo. En la hembra éste es recto y en el macho enroscado, su estructura interna

esta formada por un aparato genital muy desarrollado. *

* BOTERO David, RESTREPO Marcos, Parasitosis Humanas, Editorial Corporacién para Investigaciones biol6gicas,
Cuarta Edicion, Medellin, Colombia, 2005, Pag. 93
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1.1.3.6. Sintomas asociados a helmintiasis
Helmintos
Nematodos
Agente causal Manifestaciones clinicas Patologia
Ascariasis Ascaris lumbricoides Pueden ser asintomaticas, | Depende donde se encuentre presente el
pero también pueden | parasito para causar diferente sintomatologia.
presentar infecciones en | Cuando estos irrumpen el sistema
cualguier momento como: respiratorio producen ruptura de capilares y
e Dolor y distension | alveolos, produciendo irritacion de la mucosa
abdominal respiratoria.
e Pérdida de peso A nivel intestinal el problema radica cuando
 Diarrea y vomito hay gran cantidad de estos parasitos
e Obstruccion hepatica | Pudiendo producir apelotonamiento de los
e intestinal mismos produciendo obstruccion intestinal
e Fiebre La patologia se agrava cuando estos migran
e Hipersensibilidad a diferentes partes del organismo en algunos
« Anemia y eosinofilia casos se puede ver obstruccion a nivel de
vesicula biliar produciendo obstruccién de la
misma, si la hembra deposita huevos estos
AUTORAS:

Marcia Elizabeth Avila Ayala

Andrea Paola Vasquez Alvarez
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extravasan el parénquima hepatico

produciendo granuloma de cuerpo extrafio.

Tricocefalosis

Trichuris trichura

Dolor tipo célico
Diarrea con moco Yy
sangre

Pujo

Tenesmo

Pérdida de peso
Anemia

Falta de desarrollo en

la estatura

La patologia se da por la lesibn mecéanica al
introducirse parte de la porcion anterior en la
mucosa del intestino grueso como
inflamacion local, edema y hemorragia con
pocos cambios histologicos.

En niflos con infecciones cronicas se han
detectado aumentos de inmunoglobulina E
circulante y en mucosa de colon. En la cual
se ha encontrado elevadas cantidades de
histamina y aumento de mastocitos.

La gravedad de la patologia es proporcional
al numero de parasitos que esta asociada a

desnutricion. Puede haber prolapso rectal.

Uncinariasis e Ancylostoma Estd asociado a la | Se produce en cuatro niveles:
duodenale intensidad de la e En un comienzo hay lesiones
e Necator infeccion. producidas par la penetraciéon de las
americanus Dolor epigastrico larvas filariformes, consistentes con
AUTORAS:

Marcia Elizabeth Avila Ayala

Andrea Paola Vasquez Alvarez
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Nauseas

Pirosis
Ocasionalmente
diarrea

Anemia crénica
Dermatitis pruriginosa
Tos, expectoraciones,
fiebre en caso de que
la sintomatologia se
presente a nivel

pulmonar.

eritema, papulas, edema, vesiculas y
pustulas cuando hay infecciones
secundarias.

Cuando las larvas llegan a los
pulmones se producen pequefias
hemorragias debido a la ruptura de
capilares que causa una reaccion
inflamatoria predominantemente de
células mono nucleadas.

Fijacion de parasitos adultos a la
mucosa intestinal causa una lesion
inflamatoria y mecanica.
MicroscOpicamente hay una reaccién
inflamatoria sangrante y
macroscopicamente no hay cambios
aparentes.

El principal dafio es pérdida de sangre

debido a la succion y hemorragia.

Estrongiloidiasis

Strongyloides

Dermatitis pruriginosa

Depende de los etapas de invasion al
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stercoralis e Tos, expectoraciéon y | organismo humano, que corresponden a
elevacion de | cuadros patoldgicas diferentes que pueden
temperatura. ser:

e Dolor epigastrico a e Invasion a la piel
veces agudo e Lesiones pulmonares
e Eosinofilia e Localizacion intestinal
e Diarrea e Invasion a otras viseras
¢ Nausea, vomito
Oxiuriasis Enterobius e Prurito No hay lesiones anamopatologicas
vermicularis e Inflamacion en la | caracteristicas producidas por oxiuros.

region anal

e Ligero dolor

sensacion de un

cuerpo extrafo.

¢ Rasquifa

La migracion de los parasitos adultos por la
piel a diferentes sitios puede desencadenar

una reaccion inflamatoria local.

Tabla 1: Sintomas, manifestaciones clinicas y patologias de helmintiasis causada por Nematodos.

i\

* BOTERO David, RESTREPO Marcos, Parasitosis Humanas, Editorial Corporacién para Investigaciones bioldgicas, Cuarta Edicién, Medellin, Colombia, 2005,

Pag. 93.

AUTORAS:

Marcia Elizabeth Avila Ayala
Andrea Paola Vasquez Alvarez

28




é@;{m%
UNIVERSIDAD DE CUENCA

1.1.3.7.

1.1.3.7.1. Taenia solium y saginata

Céstodos causales de infestaciones gastricas

Son parasitos largos y aplanados. Se observan como una cinta blanca o amarillenta
con un extremo mas delgado que corresponde al escélex, tiene la forma de una
cabeza de alfiler mide de 1 a 2mm. Posee 4 ventosas, el escoélex continta
aumentando su tamafo hasta 1cm que son los proglotides inmaduros continuando
con los maduros que son los de la parte terminal y en esta Ultima estan los gravidos
que son 3 veces mas largos y anchos. El huevo o cisticerco mide de 5micras ancho
y 10mm de largo, posee un escélex invaginado con ventosas y ganchos.

Las principales diferencias para el diagnostico de las 2 especies son:

Taenia solium Taenia saginata

Escolex posee 4 ventosas y un| e

rostelo con una corona doble de
ganchos.

Proglétides gravidos con menos de
12 ramas uterinas principales a cada
lado

Menor tamafio (hasta 5 metros) y un
menor numero de proglétides (hasta
1000).

Los proglotides gravidos salen solos
con menos frecuencia en cambio se
observa eliminacién de porciones de
estrobilo con la defecacion.

Presenta 3 I6bulos ovéricos en los
proglotides maduros y carece de

esfinter vaginal.

Escélex posee 4 ventosas sin
rostelo ni ganchos.

Proglétides gravidos con mas de
12 ramas uterinas principales a
cada lado

Mayor tamafo (hasta 10 metros)
y un ndamero  de

proglotides (hasta 2000).

mayor
Los proglétides gravidos se
eliminan por el ano con mas
frecuencia y salen
espontdneamente sueltos y con
movimiento activo.

Presenta 2 Iébulos ovéricos en
los proglétides maduros y carece

de esfinter vaginal.
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Tabla 2: Diferencias morfolégicas entre T. solium y T saginata.”
Tanto T. solium como T. saginata se fijan al intestino delgado por medio de las
ventosas y ademas por los ganchos en T. solium. La patologia que causa la tenia en
su estado adulto es muy escasa y pueden producir una irritacion mecanica en la
mucosa intestinal y rara vez reaccion inflamatoria.

El mayor problema es la migracién de los cisticercos hacia el sistema nervioso.*

1.1.3.7.2. Diphyllobothrium latum

Son parasitos que se adquieren a partir del consumo de pescado se caracteriza por
el escélex de 1mm de diametro. Posee 2 ventosas longitudinales llamadas botrias,
un cuello largo y delgado, el estrébilo mide de 3 a 10 metros de longitud con miles
de proglétides, el aparato reproductor esta a la mitad, éste presenta un poro genital

por donde elimina los huevos que miden 70 por 45 micras.*

1.1.3.7.3. Hymenolepis nana

Es el mas pequefio de los céstodos humanos mide de 2 a 4cm, el escélex posee 4
ventosas con rostelo retractil y una corona de ganchos, el cuello es largo y delgado y
se continua con el estrobilo el cual puede tener hasta 200 proglotides mas anchos
que largos, estos contienen principalmente los 6rganos genitales que desembocan
en los poros genitales por donde salen los huevos.

Los huevos miden de 40 a 50 micras son de color blanco transparente con una doble

membrana con filamentos en forma de mechones. *

* BOTERO David, RESTREPO Marcos, Parasitosis Humanas, Editorial Corporacién para Investigaciones

biologicas, Cuarta Edicion, Medellin, Colombia, 2005, Pag. 93
* BOTERO David, RESTREPO Marcos, Parasitosis Humanas, Editorial Corporacién para Investigaciones
bioldgicas, Cuarta Edicion, Medellin, Colombia, 2005, Pag. 93
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1.1.3.7.4. Hymenolepis diminuta

El parasito adulto mide 20 a 60cm, se caracteriza el escoOlex porgue no tiene
ganchos y posee 4 ventosas, las proglétides son cortas y anchas, los proglotides
maduros son hermafroditas que desembocan en un poro genital lateral.

Los proglotides gravidos se deprenden en el intestino donde liberan los huevos que

son de 60 a 80 micras de color amarillo de membrana externa gruesa.”

1.1.3.7.5. Dipylidium caninum

Parasito que mide 20 a 60cm, el escolex es pequefio de forma romboidal provisto de
4 ventosas y de un réstelo retractil armada de varias coronas de ganchos.

Los huevos se acumulan dentro de una capsula ovigera, los cuales pueden ser

eliminados en la materia fecal. 4

1.1.3.8. Treméatodos causales de infecciones gastricas

1.1.3.8.1. Fasciolopsis buski

Se localizan en el intestino delgado, el tamafo oscila de 20 a 75 mm de longitud por
82 20 mm de ancho. Este gusano es carnoso, alargado, ovoide y externamente esta
recubierto por un tegumento espinoso. El tiempo de vida media de F. buski es

aproximadamente de 6 meses.

1.1.4. FARMACOS ANTIHELMINTICOS
Los antihelminticos son farmacos que tiene una accion terapéutica en la eliminacién
del parasito del organismo.
El modo de accion de estos farmacos tiene tres objetivos:
1. Actuar a nivel de la coordinacion neuromuscular del parasito,
produciendo pardlisis.
2. Actuar inhibiendo la captacién de glucosa del parasito, produciendo la

muerte del parasito.

* BOTERO David, RESTREPO Marcos, Parasitosis Humanas, Editorial Corporacién para Investigaciones

bioldgicas, Cuarta Edicion, Medellin, Colombia, 2005, Pag. 93
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3. Actuar a nivel de la membrana microtubular alterando las funciones

bioquimicas del mismo. *°

1.1.4.1. Bencimidazoles

Quimicamente son derivados del grupo de los imidazoles, dentro de este grupo
tenemos al albendazol, mebedazol y flubendazol, son los antihelminticos de
eleccion en parasitosis asociadas a helmintos, debido a su amplio espectro, este
grupo de farmacos actian de la siguiente manera:

1. Inhibicidn de la fumarato Reductasa.

2. Inhibicién de la captacion de glucosa, produciendo agotamiento de las
moléculas de glucégeno y el detenimiento de la produccion de ATP
que lleva a la pardlisis o la destruccién.

3. Alteracion de la funcién micro tubular.

Este grupo de farmacos se absorbe poco (<5%) tras la administracion oral, el
farmaco sufre rapidamente un metabolismo de primer paso en higado y no se
detecta generalmente en plasma. El sulfoxido que se forma es el metabolito
primario, el cual se considera la fraccion activa en la eficacia frente a las infecciones

tisulares sistémicas. La semivida plasmatica del sulfoxido es de 8,5 horas. *°

1.1.4.2. Tetrahidropirimidinas

El pirantel es una tetrahidropirimidina preparada en forma de pamoato, su
mecanismo su accion se fundamenta en la activacion al receptor nicotinico
exitatorio de la acetilcolina del musculo de los neméatodos, produciendo se una
despolarizacion y paralisis espatica por incremento del sodio y potasio causando
pardalisis irreversible, lo cual permite la expulsion natural de los vermes por las heces
del hospedero.

Este grupo de farmacos se puede utilizar con un analogo que es el oxantel para

producir mejor eficacia en el tratamiento. *°

' MURRAY Patrick, ROSENTHAL Ken, PFALLER Michael, Microbiologia Médica, Publicaciones Elservier
Mamby, Quinta edicion, Madrid Espafia, 2006, Pag. 786, 907, 986.
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1.1.4.3. Compuestos tiazonicos

La nitazoxanida es un nitroimidazolico, éster del metronidazol. A diferencia del resto
de farmacos de este grupo, debido a que un atomo de azufre reemplaza al nitrdgeno
en el anillo tiene menos toxicidad, mayor espectro de accion y mas eficacia clinica.
La actividad antiparasitaria y antibacteriana se produce por interferir con el ciclo de
Replicacion del DNA mediante la inhibicibn de la sintesis de glicoproteinas,

necesarias para la replicacion.'®

1.1.4.4. Prazicuantel

El praziquantel es un antihelmintico antiparasitario de amplio espectro, aumenta la
permeabilidad de la membrana al calcio aumentando asi contraccion marcada
aumenta la paralisis muscular y vacuolizacion y desintegracion del tegumento.

El praziquantel sufre una importante biotransformacion metabdlica en el higado
(fenémeno de primer paso hepético) y sus metabolitos inactivos, se eliminan por

hidroxilacion.

1.1.4.5. Piperazina

El efecto predominante de la piperazina sobre las helmintiasis es causar paralisis
flacida del masculo que resulta en la expulsion del verme por el peristaltismo. La
piperazina bloquea la respuesta del musculo del helminto a la acetilcolina,
aparentemente alterando la permeabilidad de la membrana celular a los iones

responsables del mantenimiento del potencial de reposo.

1.1.4.5.1. Indicaciones terapéuticas

Esta indicada en Enterobiasis y Ascariasis.

1 MURRAY Patrick, ROSENTHAL Ken, PFALLER Michael, Microbiologia Médica, Publicaciones Elservier
Mosby, Quinta edicién, Madrid Espafia, 2006, Pag.907, 986

% pLM , Diccionario de especialidades Farmacéuticas, Editorial PLM DEL ECUADOR S.A , EDICION
36,Ecuador, 2010
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1.1.4.5.2. Posologia

Esta es oral, siendo una dosis expresada en Hexahidrato de piperazina. Las dosis a
utilizar son:

e Enterobiasis, adultos y nifios: 65 mg/kg/dia, en 1 toma, 7 dias.
e Ascariasis: adultos: 3,5 g, en 1 toma, 2 dias; nifios: 75 mg/kg/dia, en 1 toma,
2 dias.
e En infestaciones graves, repetir tratamiento al cabo de 1 semana.
1.1.5. FITOTERAPIA

Es la aplicacion y uso de farmacos de origen vegetal con el afan de prevenir, curar, o
atenuar sintomas de enfermedades; las preparaciones farmacéuticas a partir de
principios activos vegetales tienen cada vez mayor aceptacion por parte del personal

de salud y de la poblacién en general. *2

1.1.5.1. Fitoterapico
Forma farmacéutica preparada a partir de las plantas de las que se ha demostrado
actividad terapéutica por tradicién o experimentacion. Estas se clasifican en:
e Categoria A: respaldado por estudios farmacoldgicos, toxicolégicos
experimentales y clinicos.
e Categoria B: respaldado por estudios farmacolégicos y toxicolégicos
experimentales.
e Categoria C: respaldado por referencias bibliograficas de uso tradicional en
estudios de toxicidad aguda y que no presentan formas farmacéuticas

definidas.

1.1.5.2. Cucurbitaceas

12 www.vademecum.es/principios-activos-piperazina-p02cb0. acceso: 15 de julio de 2011.
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La familia cucurbitdcea comprende alrededor de 118 géneros y 825 especies, estas
son cultivadas o silvestres, son de alto consumo en algunas poblaciones del mundo
debido que son fuentes alimenticias y medicinales. **

Las cucurbitas mas representativas son Cucurbita pepo, C. fixifolia, otra planta con
actividad medicinal perteneciente a las cucurbitdceas es el pepino (Cucumis
sativus).

De sus hojas no se conocen con certeza las propiedades medicinales debidas que
no se documentan estudios siendo mas utilizados el fruto para consumo humano y
las semillas como antiparasitario por su actividad vermifuga y las raices por su
actividad purgante. **

Las semillas del genero cucurbita contienen las cucurbicinas que son las

responsables del efecto vermifugo sobretodo en tenias y oxiuros.™

1.1.6. GENERALIDADES DE LA PLANTA

-

~

Cucurbita Aff. maxima
Familia: Cucurbitaceas
Geénero: Cucurbita
Especie: maxima

. J

1.1.6.1. Descripcion botanica

Se trata de una planta anual de grandes dimensiones caracterizada por presentar un
tallo rastrero provisto de zarcillos que puede alcanzar a medir hasta 10 metros.
Las hojas son grandes codiformes, asperas, de color verde, cubiertas de una

pilosidad urticariante.

B KLUKLINSKY Claudia, Estudio de las drogas y sustancias medicamentosas de origen natural, Editorial
Omega, 2000.
" ASTUDILLO Machuca Adelina, Practicas de Farmacognosia, 2005.

> RODRIGUEZ Arévalo Lira, “Catalogo de la familia cucurbitaceas de México”, Unidad Bioldgica,
Tecnolégica y Prototipos, FES Iztacla. Base de datos SNIB-Conabio DS002. Disponible en:
http://www.conabio.gob.mx/informacion/catalogo_autoridades/doctos/cucurbitaceas.html.
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Figura 5: hojas de Cucurbita Aff. maxima

El tallo es hirsuto acanalado, las hojas son acorazonadas y lobuladas, presentan
vellosidades, las flores en campana son diclino monoica, es decir, tiene flores
femeninas y flores masculinas en la misma planta; flores masculinas cuando

presentan el estambre soldados a la columna y las femeninas son simples.

Figura 6: flor de Cucdurbita Aff. maxima

Las flores masculinas tienen pedunculos largos y tres estambres con filamentos
libres, donde se encuentra el polen. Las flores femeninas tienen el ovario en su base
gue se visualiza como un pequeio zapallito.

La polinizacién la realizan los insectos (entomdéfila) y generalmente son las abejas
las que provocan cuando buscan el néctar en la base de las flores.

Estas se mantienen abiertas durante 12 horas, tiempo durante el cual deben ser
fecundadas para que se forme el fruto.

Los frutos pueden ser pequeiios denominados calabacines y los grandes calabazas
o zapallo, son carnosos grandes y huecos, de color amarillo verdosos al madurar,
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conteniendo gran cantidad de semillas ovales cubiertas por un epispermo de color

blanquecino y duro, recubriendo al embrién. %’

Figura 7: fruto de Cucdrbita Aff. maxima

1.1.6.2. Antecedentes

El zapallo se cree que es de origen americano, habiendo constituido un importante
alimento en las épocas precolombinas. Se comenzo6 a cultivar muchos siglos antes
del descubrimiento de América de acuerdo con las evidencias antropolégicas
halladas en México segun Alonso (2010).

Los indigenas Cherokee e Iroquois, empleaban la infusién de las semillas como
antihelmintico y para combatir trastornos urinarios. La planta fue difundida por toda
Europa a partir del siglo XV, para algunos autores el origen del zapallo seria
asiatico, basandose en antiguos escritos que datan de tiempos biblicos, sin
embargo, en estos textos se hablan de otras plantas con diversos nombres que
corresponderian al meldn, pepinos o la calabaza vinatera; que en descubrimientos
arqueoldgicos incaicos se ha encontrado restos de estas semillas, lo que haria

suponer que existié algtn tipo de contacto entre Asia y América.'®

1.1.6.3. Habitat y distribucion
La mayoria de especies de zapallos proceden de las regiones aridas o desérticas de

México y suroeste de Estados Unidos, existen muchas variedades y especies

16 http://www.inta.gov.ar/valleinferior/info/r48/02.pdf.
v http://www.botanical-online.com/llavor.htm#The%20seed%20coat.

¥ ALONSO Jorge, tratado de Fitofarmacos y Nutraceuticos, Editorial Omega, Espafia, 2010
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emparentadas, crece entre los 2000 a 4000 metros sobre el nivel del mar, son
cultivadas en la agricultura tradicional de temporada, se hallan comdnmente en
cultivos de maiz en las zonas andinas y a veces se encuentran en estado semi

silvestre. 1819

1.1.6.4. Usos medicinales

e Semillas: Las semillas son utilizadas desde la antigiedad por sus
propiedades alimentarias y medicinales, tradicionalmente se las utilizado por
su efecto antihelmintico y como diurético.

Desde el punto de vista alimentario son muy ricas en &cidos grasos

insaturados, y a partir de las semillas se obtiene el aceite de Estiria.

Figura 8: semillas de Cucurbita Aff. maxima

e Hojas: En decoccidn se utiliza como antipirético y antidiarreico.
e Pulpa: Se utiliza en emplastos como cicatrizante y emoliente en la piel.
e Otros usos populares: En hiperplasia prostatica disminuyendo el tamafio de

la misma.*®

1.1.6.5. Composicion quimica

e Semillas:

Y TAPIA, M. E. y A.M. Fries. 2007. Guia de campo de los cultivos andinos. FAO y ANPE. Lima. Disponible en:
ftp://ftp.fao.org/docrep/fao/010/ai185s/ai185s.pdf
¥ ALONSO Jorge, tratado de Fitofarmacos y Nutraceuticos, Editorial Omega, Espafia, 2010
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e AMINOACIDOS: alanina, cucurbitina, arginina, cistina, glicina.
e ACIDOS GRASOS: Oleico y palmitico.

e VITAMINAS: AYE

e FIBRA

e MINERALES: calcio magnesio, zinc, potasio °

1.1.6.6. Farmacobotanicay Farmacognosia
El material utilizado con fines medicinales lo constituyen las hojas y semillas. El

principio de la semilla es la cucurbitina que ejerce actividad vermifuga.

1.1.6.7. Indicaciones terapéuticas

Semillas: se puede emplear las semillas frescas trituradas sin la cascara o
epispermo en dosis de 30-50 gramos para nifios y 100 gramos para adultos en
ayunas y se puede acompafiar con algun laxante salino o con semillas de zen
mezcladas con miel. '8

1.1.6.8. Tratamiento de la droga

1.1.6.8.1. Recoleccion

Este proceso depende de las caracteristicas de la especie y de la parte de la planta
en estudio; pudiendo ser la recoleccibn mecanica o manual.

La recoleccion es un proceso que se debe hacer de manera condicionada ya que de
esta dependera la cantidad y la calidad de los principios activos, es por esto que se
debe tener en cuenta factores como: la edad de la especie vegetal, época del afio,

momento del dia y la parte de la planta que se recolecta.

1.1.6.8.2. Secado
Esta se considera una fase critica e importante, ya que en el momento del secado, la

planta esta propensa a ser contaminada por agentes patdégenos.

® MONTOYA, Villafafie Hugo Humberto, Microbiologia basica para el area de la salud y afines, Editorial

Universidad de Antioquia , Segunda edicion, 2008, Pag. 195
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Por lo general, todas las plantas se secan para almacenarlas y para procesos de
extraccion de los principios activos a excepcion de las que se van a emplear para la
extraccion de aceites esenciales, las temperaturas de secado son entre 30 y 60°C,
para evitar la pérdida de los principios activos volatiles y termolabiles. Se debe
considerar que en aquellas plantas que poseen aceites esenciales la temperatura
no debe ser mayor a 40°C, en cualquiera de los casos mencionados lo importante es
garantizar una buena corriente de aire para facilitar el proceso de secado, el mismo

que puede ser rapido o lento dependiendo de cada droga.
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1.1.6.8.3. Trituracion
Es una operacién unitaria que reduce el tamafio promedio de las particulas de la
muestra, la reduccién se lleva a cabo dividiendo o fraccionando la muestra por

medios mecanicos hasta el tamafio deseado.?°

1.1.6.8.4. Desengrasado
Tiene por finalidad la eliminacion de grasas, aceites, espumas y materias flotantes
mas ligeras que el agua que pueden interferir en el proceso de determinacién de los

principios activos.?*

1.1.6.8.5. Almacenamiento
Permite conservar la droga y sus principios activos. Las condiciones de
almacenamiento dependen de las caracteristicas de cada especie y de la parte de la
planta en estudio. Se deben seguir estos pasos para una buena conservacion de la
droga:

e lugar seco, evitando la luz y contacto con polvo.

e sol yroedores.

1.1.6.8.6. Célculo de rendimiento
Este calculo sirve para saber cuanto de droga fresca se requiere para obtener una
determinada cantidad de droga seca.™

El rendimiento se realiza con la siguiente formula:

o gramos de la droga seca
Rendimiento = x 100
gramos de la droga fresca

1.1.6.8.7. Estabilidad microbiol6gica

* MORENO G. Ana. Apuntes de Zoologia. Pag. 1,2. Disponible en:
http://bdigital.eafit.edu.co/bdigital/PROYECTO/P664.022CDE184/capitulo5. pdf
" ASTUDILLO Machuca Adelina, Practicas de Farmacognosia, 2005.

2 http://recursosbiblioteca.utp.edu.co/tesisdigitales/texto/58322C355.pdf.
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La invasion de microorganismos en una planta puede ocasionar la disminucién de
los principios activos y por lo tanto altera la calidad de la droga por la presencia de
estos elementos nocivos. Cuanto mas rica en sustancias nutritivas es una droga y el
proceso de secado se lo realice de manera muy lenta, el nUmero de gérmenes
presentes en la droga sera mayor, por esta razon, el niumero de microorganismos de
una droga a otra varia notablemente.

En general, la droga durante su manipulacion en las operaciones de cosecha,
recoleccion, almacenamiento, secado se contamina con gérmenes provenientes del
suelo del ambiente y la tierra. De los innumerables microorganismos que pueden
contaminar la droga seca se destacan las esporas aerobios, estreptococos fecales,
pseudomonas, enterobacterias; los méas peligrosos son los hongos filamentosos,
porque producen micotoxinas y algunas especies son productoras de aflatoxinas las
cuales son consideradas altamente toxicas. Esta contaminacién varia por lo general

de 10%y 10° gérmenes por gramo de planta.

1.1.6.8.7.1. Microorganismos mesoéfilos aerobios

La mayoria de estos microorganismos se encuentran en casi todos los productos. En
este grupo se incluyen todas las bacterias, capaces de desarrollarse a 30° C en las
condiciones establecidas, debido a que su temperatura de desarrollo es Optima para
muchas formas de vida libre que se encuentran difundidos en el medio ambiente. El
recuento de estos microorganismos estima la microflora total, sin especificar tipos de
microorganismos, reflejando la calidad sanitaria del producto a examinar, las

condiciones de manipulacion y las condiciones higiénicas de la materia prima.

1.1.6.8.7.1.1. Recuento estandar en placa (R.E.P.)

INEN 1529:05

Es un método cuantitativo que se basa en el célculo del nUmero de microorganismos
aerobios, a partir de diluciones decimales de la muestra. Estas se colocan alicuotas
en cajas de petri estériles y se vierten un medio solido adecuado, fundido y
temperado a 45° C e incubado a la temperatura de 37°C durante 24 horas;
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transcurrido este tiempo se cuantifica la cantidad de microorganismos viables que

se encuentran en una determinada cantidad de la muestra.

1.1.6.8.7.1.2. Recuento estandar de mohos y levaduras
NTE INEN 1529:11
Los recuentos de mohos y levaduras sirve como criterio de re contaminacion de la
droga después de un proceso higienizante y en drogas desecadas y tratados por
calor.
Las levaduras y los mohos crecen con menor rapidez que las bacterias y favorece al
crecimiento de las mismas con:

¢ medios poco acidos

e humedad del medio

e actividad acuosa
El peligro potencial de la produccion de metabolitos toxicos son las micotoxinas y
las mas peligrosas las aflatoxinas producidas por el género aspergilius.
Las levaduras crecen mas rapido que los mohos pero con frecuencia junto a ellos'y
en el mismo medio de cultivo a pH acido igual o menor a 5 y toleran bajas
actividades de agua (aproximadamente del 0,95% y el 0,5%), toleran altos
contenidos de sales y azucares, bajas temperaturas de almacenamiento, para
inhibir el crecimiento de las bacterias. La temperatura éptima de incubacion esta
alrededor de los 22°C vy el tiempo de incubacién mas adecuado es de 5 a 7 dias.
Los mohos se identifican segin su morfologia macroscopica y microscopica. Se
toma en cuenta las caracteristicas de la colonia como: tamarfio, superficie, aspecto,
textura, color, ademas las caracteristicas propias de los micelios vegetativos como la
presencia de tabiques, diametro y forma de las hifas. En tanto que para identificar
las levaduras es necesario recurrir a las pruebas bioquimicas ya que la

diferenciacion microscopica es dificil.
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1.1.6.8.8. Determinacion del contenido de humedad

1.1.6.8.8.1. Método gravimétrico

Se lo define, como la relacion de la masa de agua libre en una masa de material,
respecto a la masa de sélidos que lo constituyen.

El contenido de humedad dependera si la planta esta fresca o si ya ha sido sometida
a un proceso de secado y de la parte de la planta con la que se esta trabajando. En
el caso de la semilla de Cucurbita Aff. maxima, se indica que para las semilla es
permitido hasta un 14% de humedad; los célculos de esta técnica se describe en el

capitulo II.

1.1.6.8.9. Obtencion de extracto
Tanto para la marcha fitoquimica como para la preparacion del extracto, se utilizo el
método de extraccion de percolacion.
Un extracto se define como preparados concentrados de drogas vegetales o
animales, obtenidos mediante la remocion de los constituyentes activos a través de
un solvente.
La obtencion del extracto es uno de los puntos claves en la identificacion de los
metabolitos y en la efectividad fitofarmacologica del mismo, los procesos previos de
tratamiento de la droga garantizan una buena calidad del extracto.
Una vez acondicionada la droga para la obtencion del extracto se realizan las
siguientes operaciones:
e Maceracién: Es una técnica de extraccion que se fundamenta en el
intercambio de la célula con el solvente en 72 horas, se debe cambiar el
solvente durante 3 veces hasta que haya agotamiento total de la droga, el

inconveniente que se presenta es que se necesita de movimiento y tiempo.??

2 REGMINTON, FARMACIA, Editorial medica Panamericana, Edicién 17, Buenos Aires, 1987, Pag. 2054,
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e Percolacion: Es una técnica de extraccidn que consiste en extraer los

principios activos mediante solventes en la droga seca realizando la
maceracion por 24 horas, el reposo permite el intercambio dentro y fuera de la
célula. Se procede al goteo XX afiadiendo nuevo solvente hasta el

agotamiento de los principios activos presentes en la droga.?

e Liofilizacién: Es el método de desecaciéon en el que se elimina el agua por
congelacion del producto humedo y posterior sublimacion del hielo en
condiciones de vacio, el hielo sublima y se evita el paso por la fase liquida.??

1.1.6.8.10. Extracto seco

Se define como: “el producto obtenido después de la desecacion y extraccién total
del agua contenida en un liquido o en un sdélido”.

1.1.6.8.11. Ensayo de toxicidad en artemia salina

La Artemia salina o Brine Shrimp pertenece a un grupo de crustaceo la A. salina tal
cual como lo indica su nombre, no es un habitante directo del mar sino de salinas.
Este pequefio camaron es utilizado comercialmente como alimento en la cria de
peces y crustaceos, también ha sido usado durante afios como modelo para realizar
investigaciones en disciplinas basicas y/o aplicadas, en el analisis de residuos de

pesticidas y micotoxinas entre otras.

Los huevos de A. salina pueden obtenerse facilmente y una vez colocados en agua
de mar artificial, estos eclosionan en aproximadamente 48 horas obteniéndose
grandes cantidades de nauplios, lo que permite su uso para comprobar la actividad

biol6gica en extractos de productos naturales.

El bioensayo de la Artemia salina Leach se basa en la premisa de que los
compuestos bioactivos son toxicos a altas dosis y la letalidad en un organismo
simple puede ser utilizada para detectar y guiar el fraccionamiento de los extractos.
Este ensayo se caracteriza principalmente por ser de bajo costo, no requiere
AUTORAS:
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condiciones estériles de trabajo, es relativamente rapido y no utiliza medios de
cultivo. Actualmente, el ensayo de Toxicidad contra A. salina se utiliza en la
investigaciéon de la fuente de toxicidad en mezclas de compuestos quimicos y
muestras ambientales, toxicidad aguda, estudios de modelos de accién téxica de
sustancias y para detectar la actividad biologica de sustancias tan diversas como
pesticidas, micotoxinas, anestésicos, aceites esenciales, compuestos tipo morfina,
entre otros. Se han demostrado su utilidad en la determinacion de compuestos
antitumorales y en el fraccionamiento biodirigido para el aislamiento de moléculas a

partir de productos naturales.
1.1.6.8.12. Marcha Fitoquimica

1.1.6.8.12.1. Determinacion de metabolitos
Estos se determinan como:

e Metabolitos primarios: Son los productos quimicos necesarios para la

vida resultantes del metabolismo vital de todo ser vivo son:
carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos.

e Metabolitos secundarios: Otros compuestos llamados metabolitos

secundarios son subproductos de rutas metabdlicas normales que
ocurren en ciertas especies siendo particulares dentro de un grupo
taxonomico, estado de vida o tejido presentando una distribucion
restringida dentro del Reino Vegetal dando origen a la
guimiotaxonomia. Su ocurrencia depende de condiciones externas
tales como ataques de patdgenos, predadores, cambios térmicos o
luminicos, deficiencias nutricionales o presencia de otros organismos
intra o interespecificos. El metabolismo secundario es una
caracteristica fundamental de la especializacion, es decir que el

compuesto resultante puede no ser importante para la célula pero si

> LAUGHLIN Mc. Dr. Universidad de Purdue. Ensayo de toxicidad general en artemia salina.
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para el organismo como un todo. Los metabolitos secundarios pueden
ser bioactivos, pero no jugar un papel esencial en los procesos
fisiolégicos del organismo. Algunos metabolitos secundarios son
“residuos bioquimicos”, es decir, productos de actividad enzimatica de
substratos no apropiados o productos de desecho de importancia para
la supervivencia y la buena condicién de los organismos. Con pocas
excepciones los metabolitos secundarios pueden ser clasificados
dentro de cinco grupos, de acuerdo con su base biosintética:

fenilpropanos, acetogeninas, terpenoides, esteroides y alcaloides.

1.1.6.8.12.2. Reconocimientos de metabolitos
El reconocimiento de metabolitos secundarios se realiza por medio de pruebas
fitoquimicas preliminares, las cuales son una prueba quimica de caracterizacion
consistente en una reaccion quimica que produce alteracion rapida en la estructura
molecular de un compuesto.
1.1.6.8.12.3. Glucidos o Hidratos de carbono
Son compuestos organicos resultantes del metabolismo primario de las plantas.
Poseen como féormula general C,(H.O),, se originan a través del metabolismo
primario de las plantas siendo los primeros componentes biosintetizados mediante la
fotosintesis, su estructura estd compuesto por una funcién aldehido o cetona y el
resto por carbonos hidroxilados (OH), son la principal fuente de reserva energética.
Se clasifica en:
e Monosacaridos 0 azucares sencillos: son unidades simples de
polihidroxialdehidos y polihidroxicetosas, con un nimero de carbonos entre 3
y 9.
e Holdsidos que resultan de la unidbn de monosacaridos y se clasifican en:
v Polisacaridos contiene mas de 10 monosacaridos
v Oligosacaridos contiene menos de 10 monosacaridos.
e Heterdsidos: Son estructuras quimicas de una o varios monosacaridos unidos

a otras estructuras no glucidicas.
AUTORAS:
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Para la determinacion de glacidos en una muestra se aplica el Ensayo de Fheling.
Esta prueba permite determinar la presencia de glucidos reductores en la muestra,
se fundamenta en la reduccién de Cu ++ a Cu+, en medio alcalino en caliente, por
accion de reductora de los hidratos de carbono que poseen aldehido libre o un grupo
cetdnico, que permite la reduccion y formacion de un precipitado de color amarrillo —
tomate, en caso de no ser negativa esta prueba se procede a realizar una hidrolisis

acida de los compuestos.

1.1.6.8.12.4. Polisacaridos

v Polisacaridos heterogéneos: Se caracterizan por tener en su estructura acido

uronico o hidratos de carbono.

v' Pectinas: Es el principal componente enlazante de la pared celular de los
vegetales, son polisacaridos compuestos de una cadena lineal de moléculas
de acido D-galacturénico, son derivados complejos de los hidratos de carbono
solubles en agua formando una solucién viscosa.

1.1.6.8.12.5. Lipidos

Son derivados de los acidos grasos de cadena larga, la gran mayoria son esteres
entre un acido graso y un alcohol o poliol, pero también hay un Unico grupo de
esfingolipidos que presentan unién amida, estan presentes generalmente en el fruto

y la semilla.

1.1.6.8.12.6. Protidos

Los prétidos son un grupo de compuestos quimicos que incluyen los aminoacidos y
también aquellas estructuras que mediante hidrolisis producen aminoacidos.

Los prétidos se pueden clasificar en tres grupos fundamentales: aminoacidos libres,

péptidos y proteinas.
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1.1.6.8.12.6.1. Determinacion de aminoacidos (AA)

Son unidades basicas de los péptidos y las proteinas, en la naturaleza existen
aminoacidos libres, son 20 y pueden sufrir transformaciones en su estructura para
ejercer accion en los procesos bioquimicos.

Los péptidos son la unién de varios aminoacidos y las proteinas son la unién de
aminoacidos mediante enlaces peptidicos.

Para la determinacion de aminoacidos se realiza el ensayo de ninhidrina (hidrato de
tricetohidrindeno) que es un oxidante que reacciona con los alfa amino&cidos en un

pH entre 4 y 8 produciendo un compuesto de color purpura.

1.1.6.8.12.7. Flavonoides

Son compuestos polifendlicos con quince atomos de carbono, cuya estructura
consta de 2 anillos de benceno unidos por una cadena lineal de tres carbonos. El
esqueleto de los flavonoides se representa por el sistema C6 —C3 — C6.

Los flavonoides se determinan mediante el ensayo de Shinoda y otras sustancias
con nudcleo y- benzopirona, los flavonoides con el nlcleo benzopirona producen
coloraciones rojizas cuando a sus disoluciones acuosas o alcohdlicas se les adiciona
magnesio seguido de HCI concentrado. Aunque no se conoce el mecanismo de esta
prueba, es muy utilizada para reconocer esta clase de compuestos. La aparicion de

una coloracién entre naranja y violeta se considera positiva.

1.1.6.8.12.8. Compuestos fenélicos

Son metabolitos secundarios que pueden proceder de la ruta del &cido shikimico o
del acetato actuan como antioxidantes, secuestradores de radicales libres,
antimicrobiano y protectores de los rayos UV. Los compuestos fendlicos se
determinan mediante el ensayo del tricloruro férrico, permite reconocer compuestos
fendlicos debido que se produce una oxidacion de Fe+++ a Fe++, produciendo la
coloracion que dependera del tipo de compuesto fendlico.

Se considera positiva la aparicion de coloraciones violetas, verdes, azules u
obscuras.
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1.1.6.8.12.9. Taninos

Son un grupo de compuestos hidrosolubles con estructura polifendlica capaces de
precipitar macromoléculas, debido a esto se les utiliza en el curtimiento de piel y por
su poder astringente. La determinacion de los mismos se fundamenta en que los
taninos permiten la precipitacibon de macromoléculas como las proteinas de la
gelatina, debido a su poder astringente.

La formacion de precipitado al agregar el reactivo de gelatina y la aparicién de

colores o precipitados verdes, azules 0 negros es prueba positiva.

1.1.6.8.12.10. Isoprenoides
Son metabolitos secundarios formados a través de la ruta de la condensacion
isoprenica o ruta del acido mevaldnico en la que incorporan unidades Cs,
Se clasifican en:
e Hemiterpenos
e Monoterpenos: regulares e irregulares
e Sesquiterpenos
e Diterpenos
e Triterpenos
e Tetraterpenos

e Poliisoprenoides

Los Triterpenos y/o esteroides con grupos dieno conjugados reales o potenciales, se
valoran mediante el Ensayo de Liebermann — Buchard la reaccién se hace en un
medio anhidro acido fuerte (anhidrido acético- acido sulfurico), la fase inicial del
proceso estriba en la protonacion del grupo hidroxilo del colesterol seguido de una
deshidratacion para formar un ion carbonio 3,5-colestadieno. La oxidacion
secuencial de esta carbonacién por el &cido sulfarico produce un compuesto

cromoformo de estructura no bien definida. La formacién de colores azules, violetas,
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rojos o verdes es prueba positiva de que la muestra contiene Esteroides y/o

Triterpenoides. *

1.1.7. Descripcion del modelo biologico

Eisenia foetida
Familia: Lumbricidae
Género: Eisenia
Especie: E. foetida

La especie mas utilizada es la lombriz roja californiana (Eisenia foetida), se
caracteriza por la capacidad de descomposicion de materia organica que puede
llegar a consumir una cantidad de residuos equivalentes a su propio peso.

Es de color rojo oscuro y su cuerpo esta divido en anillos 0 metameros que son
apreciables a simple vista. Mide entre 4 a 10 cm de longitud y 3 a 5 mm de didmetro.
Esta constituida por el aparato respiratorio primitivo, el intercambio de oxigeno se
realiza a través de la pared del cuerpo, el sistema circulatorio, nervioso y excretor
esta también repartido en los distintos anillos. Asi en cada anillo se hallan 5 pares de
corazones y un par de rifiones; el sistema digestivo de la lombriz inicia con la boca,
denominada probdscide continuando con el es6fago y cuando llega al estbmago
unas glandulas especiales se encargan de segregar carbonato calcico que neutraliza
los acidos presentes en la materia organica ingerida.

El sistema muscular esta muy desarrollado tanto en sentido longitudinal como en
sentido circular, lo que permite al animal efectuar cualquier tipo de movimiento.
Aunque un mismo individuo tiene ambos sexos se reproduce por fertilizacion
cruzada, donde ambos ponen un capullo, llamado cocon, cada 10-30 dias. Cada
capullo contiene de 2 a 10 lombrices que emergen a los 21 dias y se reproduciran en
un lapso de 3 a 4 meses, en fase adulta.

Las condiciones ambientales para un 6ptimo desarrollo son una temperatura de 19 a
20°C, con una humedad del 80%, un pH de desarrollo entre 6.5y 7.5 y con baja
luminosidad. En estas condiciones una lombriz produce unas 10.000 lombrices por
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afo. La lombriz succiona o chupa la tierra y digiere de ella las particulas vegetales o

animales en descomposicion expulsando los elementos no digeribles y los residuos

metabdlicos que son los que forman el humus.?*?°

*GELER  Abraham, Compostadores. Disponible  en: http://www.compostadores.com/descubre-el-
compostaje/biodiversidad/anatomia-y-fisiologia-de-la-lombriz-roja
% Eistenia foetid. Disponible en: http://graniesworms.s5.com/about.html.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

2.1. Meétodo
Se realiz6 un estudio observacional descriptivo con el propésito de determinar el
nivel de eficacia del extracto alcohdlico re disuelto en agua en los modelos de

experimentacién, por el método in vitro de la actividad antihelmintica.
2.2. Materiales, equipos y reactivos

Para llevar a cabo el presente estudio en las lombrices se necesita de:
e Cristaleria de laboratorio.
Dentro de los Equipos utilizados constan:
e Balanza OHAUS
e Bafio maria Memmert
e Estufa de secado Memmert
e Liofilizador Labconco 4500
e Equipo de venoclisis NIPRO
e Percolador
Los reactivos que se utilizan para la extraccion de resultados de este estudio son:
e Agar Sabouraud BD
e Agar nutritivo
e Agua destilada
e Etanol al 84.4%
¢ limaduras de magnesio
e anhidrido acético
e Sulfato de sodio anhidro
e Acido clorhidrico concentrado
e alcohol amilico

e Solucion de gelatina sal
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e Cloruro férrico

e Cloroformo

e Acido sulfarico concentrado
e benceno o tolueno

e Hidréxido de sodio al 5%

e Hidréxido de amonio al 2%
e Acido clorhidrico concentrado
e Hidroxido de amonio

e Ninhidrina

e Sulfato de quinina

e Acido tanico

e Solucién semisaturada de cloruro de sodio

2.3. Muestreo del material vegetal

La recoleccion del fruto (zapallo) se realizé el 18 de febrero del 2011, en la parroquia
de Sigsig de la provincia del Azuay.

Para la recoleccion del fruto se observo que éste se encuentre maduro y en buen
estado ademas que esté libre de contaminacion.

Para la selecciéon de las semillas se las separ6 del fruto y se seleccioné a las que
se encontraban en buen estado y de tamafio uniforme. (Anexo 1).

El transporte de este fruto se lo realiz6 en funda de papel.

2.3.1. Requisitos macromorfologicos
La droga fue categorizada de acuerdo a sus caracteristicas sensoriales,
macroscopicas y microscopicas. La calidad, identidad y pureza se obtiene a partir de

estas observaciones y percepciones.
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Para realizar esta prueba o ensayo se tomé una muestra de la planta y se observo a
simple vista o con ayuda de una lupa; la morfologia, el color y el olor; asi como las
contaminaciones por materias extrafas, insectos y microorganismos.

Para el examen morfologico se determiné las dimensiones de los diferentes 6rganos
vegetales (largo y ancho). Para esto se puede utilizar una regla graduada en
milimetros.

Se inform6 el valor promedio de al menos 30 dimensiones. También se debe
examinar la textura y la fractura de la droga cruda. Inicialmente se investigaron los

siguientes datos:

(NOMBRE CIENTIFICO: Cucurbita Aff. maxima \
NOMBRE VULGAR: Zapallo
FAMILIA BOTANICA: Cucurbitaceas
ESPECIE: Aff. maxima
LUGAR DE RECOLECCION: Canton Sigsig
FECHA DE RECOLECCION: 18 de febrero de
2011

\FECHA DE ENVASADO: 04 de abril de 2011. )

2.4. Tratamiento de la droga

2.4.1. Secado

Se realiz6 el método natural, es decir exponiendo la droga al aire libre, en este caso
fueron las semillas. Por lo general todas las plantas se secan a excepcion de las que

se van a emplear para la extraccién de aceites esenciales. (Anexo 2)

2.4.1.1. Metodo Natural

2.4.1.1.1.Desecacion al aire libre

Las semillas fueron expuestas al aire libre y protegidas de los rayos del sol para
completar con el proceso de secado.

El tiempo de secado fue realizado en 47 dias.*®

2.4.2. Trituracién
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Una vez que las semillas de zapallo se secaron se procedio a retirarles el epispermo
para obtener el embrion y asi poder triturarlo y se procedio al triturado con ayuda de
una licuadora.

En el caso de las semillas de zapallo, se realizo un desengrasado previo debido a

que la semilla es rica en grasa. *}(Anexo N° 3)

2.4.3. Desengrasado

El desengrasado se realiz6 para eliminar el exceso de grasa que posee las semillas
de Cucurbita Aff. maxima para que no interfieran en el proceso de la marcha
fitoquimica, para lo cual se colocd la siguiente relacion 1:4 Peso: Volumen (P/V) una
parte de éter etilico en 4 partes de muestra triturada y se procedid a realizar lo
siguiente:?®

En un vaso de precipitacion se coloca una porcion de la droga y éter hasta
humectar, con la ayuda de una varilla se agita hasta que se forme una pasta.

1. Esta pasta se coloca en papel absorbente hasta la total absorcién del
éter etilico.

2. Se repite el procedimiento las veces que sean necesarias para eliminar
la mayor cantidad de grasa y se procede a la eliminacién total del
solvente a través de la evaporacion del mismo.

Después de realizar todos estos pasos, se procedié con un secado para ella unjbef
el envasado, que consiste en colocar la droga en un recipiente de vidrio protegido de
la luz en un lugar fresco y seco con buena ventilacion ademas de un espacio fisico
limpio y libre de insectos.

Una vez envasado se etiqueto con los datos de identificacion de la planta (nombre
cientifico), nombre de las personas que recolectan, fecha de recoleccion, lugar de

recoleccion y fecha de envasado. (Anexo N°4)

2.4.4 Analisis microbiolégico

2 CASTRO Lina, ALZATE, Ménica GUERRERO, Edith, Estudio preliminar de la bioactividad de extractos de
semillas de Annona cherimolia de la familia Annonaceae, Uiversidad Tecnoldgica de Pereira. ISSN 0122-1701,
Abril del 2010.
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2.4.4.1 Recuento estandar en placa (REP) (Anexo N°5)
El siguiente esquema presenta los pasos a desarrollarse para obtener el recuento

estandar en placa:

1gramo de muestra en
9ml agua de peptona al 0.1%

x__" Homogenizar

10°
iml iml
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Figura 9: Recuento Estandar en Placa

2.4.4.2. Recuento de Mohos y Levaduras
El siguiente esquema presenta los pasos a desarrollarse para obtener el recuento de

mohos y levaduras: (Anexo N° 6)
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Figura 10: Recuento de Mohos y Levaduras
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2.4.5 Obtencién de extractos

Para la obtenciéon de extractos, es necesario determinar el contenido de humedad a

través del método gravimeétrico.

2.45.1 Percolacion

El procedimiento para llevar a cabo la percolacion fue el siguiente:

Armar el percolador en un soporte y colocar el equipo de venoclisis

1.

Una vez pesada la droga colocar en el percolador y humectar con
alcohol por 15 minutos

Igualar el volumen a 3 veces su peso.

Colocar un papel filtro del didmetro del percolador sobre la droga y
colocar sobre el papel las canicas para evitar que el papel se eleve.
Dejar en reposo por 24 horas a temperatura ambiente y protegido de la
luz.

Transcurrido este tiempo proceder a abrir la llave del equipo de
venoclisis y dejar gotear XX gotas por minuto.

Se obtiene 2 fracciones:

Fraccion A: es igual al 75% del peso de la droga, porque es donde
existe mayor concentracion de los principios activos.

Fraccion B: es el resto del filtrado hasta el agotamiento de la droga
gue se comprueba mediante una prueba que corrobore la ausencia de

un metabolitos o por cromatografia de capa fina.

2.45.2 Liofilizacion

Luego de obtener el extracto de la percolacion se repartio en los vasos del equipo de

liofilizacion para obtener un extracto libre de agua. (Anexo N°8)

2.4.6 Ensayo de toxicidad en Artemia salina

Para realizar esta prueba biolégica fue necesario trabajar tres dias consecutivos,

preferentemente en las mismas horas de trabajo. (Anexo N° 9)
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DIA 1
1. Preparacion del agua de mar
2. Incubacién de los huevos de Artemia Salina

3. Preparacion de las diluciones de la sustancia a ensayar.

1. Preparacién de agua de mar

Se peso6 38 gramos de sal de mar y se disolvié hasta un litro de solucién con agua

destilada, filtrando con papel Whatman.

2. Incubacién de los huevos de Artemia salina

Se pesaron 100mg de huevos y se depositaron en un recipiente que contiene 1000
ml de agua de mar, se los coloco en una estufa a una temperatura adecuada (25 —

27°), dejandolo por 24 horas.

3. Preparacioén de las diluciones

Las sustancias se ensayaron a 1000, 100 y 10 ppm (partes por millén). Las

diluciones se obtuvieron de la siguiente forma:

(Para la dilucién de 1000 ppm, se partié de la solucion madre\
Para la dilucion de 100 ppm, se parte de la de 1000ppm:
0,7ml de sol de 1000 ppm + 6.3 ml de agua de mar
Para la dilucion de 10 ppm, se parte de la de 100ppm:
0,7ml de sol de 100 ppm + 6.3 ml de agua de mar

\- J

En donde:

mg: miligramo
pl: micro litro
mi: mililitro
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ppm: parte por millén

El control que se aplico fue en agua de mar, esto nos asegura que la probable
muerte de las artemias no se debe a otro factor mas que el de la actividad toxica de

la sustancia.

DIA 2

Luego de las 24 horas de incubacion, se colocé las artemias en las diluciones
respectivas. EI nimero estimado de artemias por dilucion debe ser de 10 en cada
tubo de ensayo.

Esta es la etapa mas laboriosa del ensayo, debido al tamafio reducido de la Artemia.
La distribucion se realizd con ayuda de una pipeta, sin agitar el contenido del frasco
se recogieron los nauplios vivos, los que son muy evidentes por el movimiento que
tiene, se colocé el niumero adecuado de nauplios en cada uno de los tubos a

ensayar, se incubaron entre 20y 25°C.

DIA 3
Transcurridas las 24 horas de incubacion, se realizé el recuento de artemias vivas y
muertas que estan en contacto con la sustancia de ensayo.
El recuento se lo hizo directamente en el frasco observando con una lupa por la
parte superior, contra un espacio obscuro. Las artemias muertas se depositaron en
el tubo de ensayo y las vivas fueron evidentes por su movimiento, se consideraron
Artemia viva aun cuando s6lo se observen pequefios movimientos de sus aletas.
Con los datos obtenidos del ensayo se determind la dosis letal media (DL50),
mediante un analisis de regresion lineal, presentada en el siguiente capitulo.
La escala que se utilizé para la respectiva interpretacion en el analisis de regresion

lineal fue la siguiente:

Interpretacion:
DL50 entre 1 — 100 ppm muy toxica
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DL50 entre 100- 1000 ppm medianamente toxica
DL50 entre 1000 ppm atoxica.

2.4.7 Marcha fitoquimica
Una vez realizado el estudio y la comprobacion botanica de la planta se procedio
con el estudio quimico que permiti6 determinar los principales grupos de

constituyentes quimicos que pueden estar presentes en una droga.?’

Las siguientes siglas que se presentan, ayudaran en el estudio quimico para

determinar los compuestos quimicos:

SIGLAS SIGNIFICADO
AA AMINOACIDOS

CF COMPUESTOS FENOLICOS

TA TANINOS

FL FLAVONOIDES

TE TRITERPENOSY/O ESTEROIDES
QU QUINONAS

CA CARDIOTONICOS

LE LEUCOANTOCIANIDINAS

AL ALCALOIDES

Tabla 3: siglas de denominacién de compuestos quimicos

Se presenta a continuacion la escala que se utilizara en el estudio quimico:

Resultado | Asignacion |

*’SHARAPIN Nikolai. Fundamentos de tecnologia de productos fitoterapéutico. Quebecor Impreandes. Convenio
Andres Bello. Bogota — Colombia. 2000. Pag.198.
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NEGATIVO -
DUDOSO +/-
POSITIVO +

FRANCAMENTE POSITIVO | ++
Tabla 4: escala utilizada en el estudia fitoquimico de la droga

NO DETERMINADO ND

El procedimiento que se siguid para obtener los compuestos quimicos presentes en
la droga se detallan en el ANEXONC°10.

2.4.7.1 Procedimiento de las reacciones realizadas de la marcha fitoquimica
En la tabla se presenta los procesos que se realizaron para la obtencion de las
reacciones: (Anexo N°11, Anexo N° 12, Anexo N° 13, Anexo N° 14)

Ensayo Procedimiento

Ensayo en papel y tubo: Con una tira
Determinacion de aminoacidos: de papel filtro utilizando guantes se
Ensayo de la Ninhidrina introducir en el extracto alcohdlico o
acuoso, esperar que se seque y colocar
una gota de ninhidrina sobre la
mancha, llevar a la estufa a 50°C por 5
minutos y observar. El desarrollo de
coloraciones violeta, azul o rosada se

considera la prueba positiva.

En un 1ml de de extracto colocar cintas
Determinacion de flavonoides:
Ensayo de Shinoday otras
sustancias con nucleo y- del tubo 1ml de acido clorhidrico

benzopirona

de magnesio y afadir por las paredes

concentrado. Para patron comparativo

realizar en 0,5ml de morina. La

aparicion de coloraciones naranja o
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violeta es prueba positiva.

Determinacion de
Leucoantocianidinas: Ensayo de
Rosenheim

Colocar unos 2 ml del filtrado en un
tubo de ensayo, afadir 1 ml de acido
clorhidrico concentrado. Calentar en
bafio de agua hirviendo durante 15
minutos y afadir 0,8ml de alcohol
amilico y agitar, dejar que se separen
las fases. La aparicion de coloraciones
rojas es prueba positiva de la existencia
de leucoantocianidinas en la muestra,
para fines comparativos utilizar como

patrén el acido tanico.

Determinacion de compuestos
fendlicos:
Ensayo del tricloruro férrico

En 1ml de extracto colocar una gota de

cloruro férrico al 1% acuoso o

alcohodlico, esperar el cambio de
coloracién que indica la positividad de

la prueba.

Determinacién de taninos

1ml de extracto en un tubo de ensayo
afadir 1ml del Reactivo Gelatina-Sal,
centrifugar si  es necesario para
observar el precipitado. La presencia de
precipitado indica la positividad de la

prueba.

Determinacion de Isoprenoides:

Ensayo de Liebermann — Buchard

En un tubo colocar 1ml de filtrado
de anhidrido

acético. Por la pared del tubo y con

organico, afadir 1ml

mucha precaucion, dejar resbalar 1-2

gotas de acido sulfurico concentrado. El

cambio de coloracion indica la
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positividad.

Determinacion para nafto-y
antraquinonas: Ensayo de

Borntranger

Colocar en un tubo de ensayo unos 5ml
de filtrado acuoso. Afadir 1ml de
peréxido de hidrégeno al 20% y 1ml de
acido sulfurico al 8%. Calentar la
mezcla en un bafio de agua hirviendo
durante 15 minutos. Enfriar. Afadir 5ml
de tolueno. Agitar sin emulsionar,
recuperar la fase toluénica trasvasar
2ml fase toluénica a un tubo de ensayo,
afadir 1ml de una solucion de hidroxido
de sodio al 5% con amoniaco al 2%. La
prueba se considera positiva cuando
aparecen coloraciones que van del
rosado al rojo intenso en la capa

alcalina.

Determinacion de Cardioténicos

En un tubo de ensayo colocar 1ml de
filtrado, afiadir 0.5ml de Reactivo de
Kedde (mezclar 1ml de solucién A con
1ml de solucién B para preparar este
reactivo antes de su uso) esperar 10
minutos a temperatura ambiente, la
presencia de coloracion indica la

positividad del ensayo.

Ensayo de Dragendorf: En 1mL de
solucién colocar 3 gotas del reactivo. La
presencia de precipitado y cambios de
coloracion indica la positividad del
ensayo.
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Ensayo de Mayer: En 1mL de solucién
Determinacion de Alcaloides SoligEEl 2 RS EE] [EReive.

Ensayo de Wagner: En 1mL de
solucion colocar 3 gotas del reactivo
Ensayos confirmatorios

Ensayo con soluciéon de taninos: En
1mL de extracto colocar 0,5mL de HCI
al 1% y afiadir 3 gotas de reactivo.
Ensayo con solucion de acido
fosfowolframico: En 1mL de extracto
colocar 0,5mL de acido clorhidrico al
1% y afadir 3 gotas de reactivo.
Ensayo con acido fosfomolibdico: En
1mL de extracto colocar 0,5mL de
acido clorhidrico al 1% y afiadir 3 gotas
de reactivo.

Ensayo con &cido picrico: En 1mL de
extracto colocar 0,5mL de acido
clorhidrico al 1% y afadir 3 gotas de
reactivo.

Ensayo con reactivo de Marme: En
1mL de extracto colocar 0,5mL de
acido clorhidrico al 1% y afadir 3 gotas
de reactivo

Tabla 5: procedimientos para determinar los compuestos quimicos presentes en la
droga
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2.4.8 Muestreo del modelo de experimentacién

Se realizé la técnica in vitro de motilidad y supervivencia de la lombriz de tierra,
segun el estudio (Instituto Superior de Medicina Militar "Dr. Luis Diaz Soto" Actividad
antiparasitaria de una decocciéon de Mentha piperita Linn M. Sc. José de la Paz
Naranjo, Lic. Maria Acelia Maceira Cubiles, M. Sc. Aida Corral Salvado y Téc. Carlos
Gonzéalez Campos) %
Se utiliz6 como modelo biolégico la lombriz terrestre del género rojo californiana en
estadio adulto, con un tamafio entre 6 a 10 cm de largo y 3 a 5mm de didmetro, con
un peso de 0,3 gramos; suministradas por un proveedor particular. (Anexo N°15)
Las mismas fueron trasladas al Laboratorio de Farmacognosia de la Universidad de
Cuenca en cajas plasticas con respiraderos. Una vez trasladadas al Laboratorio se
sometid a la eliminacion de la materia organica mediante un lavado y se procedio
con la seleccion de las mismas de acuerdo al peso de 0,3 gramos. (Anexo N°16,
Anexo N°17)
Las lombrices se mantuvieron en un medio rico en materia organica a una
temperatura de 25 a 27°C y una humedad relativa del 80% y pH de 7.
Para la observaciéon se formaron 9 grupos para las sustancias de ensayo, control

positivo, control negativo, blanco y diluciones. (Anexo N°18)

La actividad vermifuga se evalu6 mediante la observacion directa en las lombrices
para detectar los cambios en la motilidad y la muerte en funcion del tiempo. (Anexo
N°19)

2.5 Manejo estadistico de los datos
Para obtener los resultados del presente estudio se aplico método in vitro de la
actividad antihelmintica y estos datos fueron recopilados en diferentes tablas o

formatos preestablecidos que diferencian el efecto paralisis y muerte de los mismos

%% http://bvs.sld.cu/revistas/mil/vol35_3_06/mil13306.htm.
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y a su vez se fueron describiendo los diferentes comportamientos de estos parasitos,

con los parametros establecidos que se valoraron. (Anexo N° 20)
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CAPITULO IlI

3.1. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

Para poder aplicar el estudio en las lombrices con el extracto alcohdlico re disuelto

en agua se realizdé un estudio previo de la planta, en el que se identificaron los

componentes de la misma como se muestra a continuacion:

Identificaciéon y control de las drogas

Nombre cientifico: Cucurbita Aff. maxima.

Nombre comun: Zapallo
Droga utilizada: Semillas

Recoleccion:

Latitud: 03° 03' 19”
Longitud: 78° 48' 00”
Elevacion: 2430m

1. Ensayos organolépticos

Caracteristicas | Droga fresca | Droga seca
Color Verde Verde
Sabor Astringente Astringente
Olor Sui generis Sui generis
Textura Lisa Lisa

Tabla 6: Ensayos Organolépticas
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2. Ensayos Botanicos

Caracteristicas Caracteristicas microscopicas

macroscopicas

1. Generales: 1.Corte Histolégico y Micrografia de la
Color de la semilla: Verde droga
Aspecto externo: Verde Presencia de células grasas

Aspecto interno: Blanco
Consistencia: Fibrosa 2.Estudio Histoquimico

Olor: Suigeneris

Sabor: Astringente Almidones Neg.

Tamano Determinacion de tricomas | Neg.

Largo: 1cm Determinacion Oxalatos de | Neg.

ancho: 0,8cm calcio

Presencia de vellosidades: no Determinacion Carbonato | Neg

Forma de la semilla: Ovalada de calcio

Borde de la semilla; Liso

Tabla 7: ensayos botanicos

3. Ensayos farmacodinamicos y bioldgicos

Principios Amargos Negativo
Principios Astringentes Positivo
Aceites Esenciales Negativo

Tabla 8: Ensayos farmacodinamicos y biolégicos
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4. Ensayos de Control de Pureza
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Determinacion de semillas ennegrecidas 0%
Determinacion de otras partes de la planta 1%
Materia organica extrafia 0,4%
Materia inorganica extrafia 0,2%
Contenido de humedad 1%
Cenizas 1,05%
Recuento de bacterias aerobias mesofilas 1,4x 10°
Recuento estandar de Mohos y levaduras 1,2 x 10°

Tabla 9: Ensayos de Control de Pureza

5. Ensayos Fisico Quimicos

ENSAYO RESULTADO EN | RESULTADO EN
E. ACUSO E. ALCOHOLICO
Reconocimiento de los glucidos:
» Ensayo De Fheling Positivo No realizado
» Ensayo De Molish Negativo No realizado
» Formacién De Osazonas Negativo No realizado
» Ensayo De Selivanoff Negativo No realizado
» Ensayo De Las Pentosas Negativo No realizado
Reconocimiento de polisacaridos
homogéneos:
» Almidon Negativo No realizado
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Reconocimiento de polisacaridos

heterogéneos:

» Gomas Negativo No realizado
» Mucilagos Negativo

» Materias pécticas Positiva

Aminoécidos

» Ensayo en papel Positivo
» Ensayo en tubo Positivo
» Cromatografia en papel No Se realizo

Glic6sidos cianogénicos

» Mas concretamente heterésidos Negativo

Compuestos fendlicos

» Compuestos fendlicos en Negativo
general
» Taninos del tipo pirocatecolicos Positivo

» Taninos del tipo

pirogalotanicos Negativo

Coumarinas

» Ensayo de hidroxamato férrico Negativo
» Ensayo de Baljet Negativo
AUTORAS:
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Reacciones de coloracion

» Ensayo de Shinoda Negativo
Para flaconas, flovononoles,

Flovononas, Isoflavonas, Negativo
Isoflavonas charconas auronas

» lIdentificacion de colorantes Negativo
Antocianinas

Flavonas y flavonoles Positivo
Mezcla Negativo
Flavononas Negativo
Ensayo de Taninos

» Taninos Positivo

» Com. Relacionados(catequinas)

Quinonas y deriva. Antracénicos No realizado

» Ensayo de Borngtrager No realizado Negativo
Triterpenos y/o esteroides

» Ensayo de Lieberman-Burchard No realizado Positivo
» Esteroides

Saponinas Negativo Positivo
Heterdsidos cardiotonicos

» Ensayo de Kedde No realizado Negativo
» Ensayo de Resinas No realizado Positivo
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Alcaloides

» Ensayo de Dragendoforf No realizado Negativo
» Ensayo de Mayer No realizado Negativo
» Ensayo de Wagner No realizado Negativo
» Ensayo de Marme No realizado Negativo
» Ensayo de acido picrico No realizado Negativo
» Ensayo de acido No realizado Negativo

fosfomolibdico

Tablal0: Ensayos Fisico Quimicos
6. Resultados de la marcha fitoquimica

Compuestos | Fraccion | Fracciéon | Fraccion | Fraccion | Fraccion
A B C D E

FL - - - + -
LE - - - - -
CF + - - - -
TA + - - - +
AA + - - - -
CA - - - - -
TE - + + - -
QU - : : - :
AL - - - - -

Dragendorf - - - - -

Mayer - - - - -

Wagner - - - - -

Marme - - - - -

Tablall: Resultados de la Marcha fitoquimica
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SIMBOLOS:

+/- Dudoso

+ Positivo

- Negativo

CF= compuestos fendlicos
TA = taninos

FL = flavonoides

TE = Triterpenoides y/o esteroides
QU = quinonas

CA = cardiotonicos

AL = alcaloides

LE = leucoantocianinas.

AA=aminoacidos.

3.1.1. Interpretacion de datos obtenidos:

Fraccion A: Se pueden determinar los compuestos hidrosolubles donde se

evidencio la presencia de: taninos y aminoacidos y compuestos fendlicos.

Fraccion B: Es una fraccidon acida, donde precipitan compuestos de caracter acido

como Terpenos.

Fraccion C: Es una fraccion alcalina, permite identificar la presencia de compuestos

gue pueden encontrarse tanto en un pH acido como basico como Terpenos

Fraccion D: Remanente acida, permite reconocer metabolitos que necesitan de un

pH cercano a la neutralidad como los flavonoides.

Fraccion E: es una fraccion acuosa, permite reconocer si existen compuestos

hidrosolubles como los taninos.
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Preparacion de diluciones

Luego de este estudio, se realizé el estudio observacional descriptivo, para lo cual
se tomo muestras de 10 lombrices y por duplicado, en el que a cada lombriz y el
duplicado se le aplicé una dilucion a partir del extracto madre para obtener valores

mMAs precisos, de los cuales se trabajé con un promedio entre ellos.
Este estudio consistio:

e Andlisis cualitativo: contorsiones, paralisis y muerte.

e Analisis cuantitativo: paralisis y muerte frente al tiempo.

3.2 Anaélisis cuantitativo

A partir de 200g de droga se obtuvo 7,699 de liofilizado, con un una pureza de
99,9%. Este volumen se procedid a llevarlo a 50ml obteniendo una dilucién al
15,38% siendo esta la solucion madre y a partir de esta se realizaron las

correspondientes diluciones:

AUTORAS:
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VOLUMEN SOLUBILIZACION 50mL

% extracto 15,38%
SOLUCION 11,53 |%
SOLUCION 7,69 (%
SOLUCION 6,15|%
SOLUCION 4,6|%
SOLUCION 3,07 | %
SOLUCION 1,5|%
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Tabla 12: Tiempo de paralisis en las diferentes diluciones

N° de | Diluci | Diluci | Diluci | Diluci | Diluci | Diluci | Hexahid | citrato | Blan
mues |[6nal |6nal |6nal [6nal |6nal [6nal |ratode de co
tra | 3,07 |46 6,15 |7,69 |11,53 |15,38 |piperazi | pipera
na zina

1| 1046 | 83,61 | 61,60 | 63,22 | 51,563 | 49,82 5,39 20,50 | >120,

0 00

2| 104,0 | 86,40 | 62,83 | 59,52 | 58,08 | 48,86 6,12 21,50 | >120,

9 00

3| 105,6 | 84,43 | 65,97 | 61,12 | 51,96 | 49,01 5,56 22,00 | >120,

0 00

4| 105,1 | 85,40 | 67,50 | 62,44 | 54,21 | 49,44 5,59 22,50 | >120,

1 00

5| 105,9 | 86,10 | 63,14 | 64,89 | 57,75 | 48,06 5,64 22,00 | >120,

0 00

6| 1059 | 8596 | 65,42 | 60,94 | 5850 | 47,94 5,66 23,00 | >120,

1 00

7| 104,0 | 86,15 | 65,76 | 64,30 | 53,84 | 48,84 6,36 21,00 | >120,

3 00

8| 1044 | 83,27 | 6459 | 64,45 | 58,86 | 47,47 6,29 24,00 | >120,

4 00

9| 104,0 | 84,03 | 66,64 | 62,22 | 55,50 | 50,09 5,88 23,50 | >120,

1 00

10| 105,9 | 84,37 | 64,50 | 60,00 | 55,01 | 49,00 6,03 21,50 | >120,

3 00

Figura 11: Tiempo de pardlisis en diferentes diluciones de Cucurbita Aff. maxima
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En el presente grafico, indica el tiempo en el que se produjo la paralisis, con
respecto a las diluciones aplicadas al modelo bioloégico, donde se puede observar
que las diluciones al 11,53 y 15,38%, producen la paralisis en menor tiempo, con
respecto a las diluciones de 4,69; 6,15y 7,69%.

Tabla 13: Tiempo de muerte en las diferentes diluciones

N° de Dilucion | Dilucién | Dilucién | Dilucion | Dilucién Dilucién Hexahidrato | Citrato de | blanco
muestra | al al4,6% | al al al 11,53% | al 15,38% | de piperazina
3,07% 6,15% 7,69% piperazina
1| 159,33 159,83 90,32 87,57 72,89 60,76 28,07 67,50 | >180,00
2| 160,54 160,17 91,02 84,15 72,49 61,51 25,10 67,50 | >180,00
3| 157,58 157,99 93,00 85,45 75,39 60,90 26,95 67,50 | >180,00
4| 161,40 161,78 92,00 87,72 71,99 57,18 23,66 64,50 | >180,00
5| 162,59 162,30 91,50 87,84 73,31 62,51 22,57 68,50 | >180,00
6 | 156,13 156,83 92,50 85,04 73,45 66,22 23,10 65,50 | >180,00
7| 157,25 159,23 91,50 85,74 72,28 62,21 25,08 66,50 | >180,00
8| 160,85 160,52 91,50 87,37 72,60 60,73 24,73 67,50 | >180,00
9| 163,44 162,84 90,00 85,92 76,36 60,67 23,81 69,50 | >180,00
10 | 159,78 160,15 91,24 87,33 74,02 63,49 24,06 67,50 | >180,00
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Figura 12: Tiempo de muerte en distintas diluciones de Cucurbita Aff. maxima

r
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En el presente grafico, indica el tiempo en el que se produjo la muerte, con respecto
a las diluciones aplicadas al modelo biolégico donde se puede observar que las
diluciones al 11,53y 15,38% producen la muerte en menor tiempo con respecto a las
diluciones de 4,6; 6,15 y 7,69 donde se puede ver que el tiempo de muerte de estas
diluciones son iguales, donde se puede observar que a mayor dilucion menor tiempo

de muerte.
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Figura 13: Tiempo de paralisis en controles positivos

Controles: Paralisis
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En el presente grafico se indica que el tiempo de pardlisis de las lombrices con
Piperazina humana (Hexahidrato) es menor con respecto a la Piperazina animal
(citrato), lo que permite evidenciar que la forma farmacéutica de Hexahidrato tiene
mayor efectividad frente a la de citrato ya que produce efecto en un tiempo mas

corto.
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Tabla 14: Comparacion de Pardlisis de diluciones 11,53 y 15,38% con Hexahidrato
de Piperazina y blanco

N° de Pardlisis: | Paralisis: | Hexahidrato | Blanco
muestra | Dilucion | Dilucién de
al al piperazina
11,53% | 15,38%
1 51,53 49,82 5,39 >70,00
2 58,08 48,86 6,12 >70,00
3 51,96 49,01 5,56 >70,00
4 54,21 49,44 5,59 >70,00
5 57,75 48,06 5,64 >70,00
6 58,50 47,94 5,66 >70,00
7 53,84 48,84 6,36 >70,00
8 58,86 47,47 6,29 >70,00
9 55,50 50,09 5,88 >70,00
10 55,01 49,00 6,03 >70,00

Figura 14: Comparacion de paralisis de Hexahidrato de Piperazina con las
diluciones de 11,53 y 15,38% de Cucurbita Aff. maxima

Comparacion de paralisis: dilucion al 11,53%; solucién
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Comparando el Hexahidrato de Piperazina frente a las diluciones de 11,53 y 15,38%

se puede observar que las dos diluciones tienen tiempos de paralisis similares, si
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bien el tiempo de pardlisis demora un poco mas en relacion al Hexahidrato de

piperazina se observa que si hay un efecto farmacologico.

Tabla 15: Comparacién de Pardlisis: Diluciones 11,53%, 15,38% y Citrato de
piperazina

N° de Paralisis: Paralisis: Citrato de
muestra Dilucion al Dilucion al piperazina | Blanco
11,53% 15,38%
1 51,53 49,82 20,50 >70,00
2 58,08 48,86 21,50 >70,00
3 51,96 49,01 22,00 >70,00
4 54,21 49,44 22,50 >70,00
5 57,75 48,06 22,00 >70,00
6 58,50 47,94 23,00 >70,00
7 53,84 48,84 21,00 >70,00
8 58,86 47,47 24,00 >70,00
9 55,50 50,09 23,50 >70,00
10 55,01 49,00 21,50 >70,00
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Figura 15: Comparacion de paralisis de Citrato de Piperazina con las diluciones de
11,53% y 15,38% de Cucurbita Aff. maxima
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Haciendo un andlisis se observa que el Citrato de Piperazina frente a las diluciones
de 11,53% y 15,38% tienen un efecto farmacolégico similar, sin embargo la dilucion

al 15,38% produce pardlisis en menor tiempo en relacion al citrato de piperazina.
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Tabla 16: Comparacion de Muerte: Diluciones 11,53%, 15,38% y Hexahidrato de

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Piperazina
N° de Dilucién | Dilucion | Hexahidrato | Blanco
muestra al al de
11,53% | 15,38% | piperazina
1 72,89 60,76 28,07 >180,00
2 72,49 61,51 25,10 >180,00
3 75,39 60,90 26,95 >180,00
4 71,99 57,18 23,66 >180,00
5 73,31 62,51 22,57 >180,00
6 73,45 66,22 23,10 >180,00
7 72,28 62,21 25,08 >180,00
8 72,60 60,73 24,73 >180,00
9 76,36 60,67 23,81 >180,00
10 74,02 63,49 24,06 >180,00

Figura 16: comparacion de muerte con Hexahidrato de piperazina en relacién a
diluciones de 11,53% y 15,38%

Comparacion en muerte de dilucion al 11,53%; solucion
madre 15,38% con Hexahidrato de piperazina y blanco
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Comparando el Hexahidrato de piperazina con las diluciones del 11,53 a y 15,38%
se observa que las dos diluciones tienen efecto farmacologico, pero la dilucién al
15,38% tiene un mayor efecto farmacolégico ya que el tiempo de muerte se produce
a partir del minuto 60 y la de 11,53 a partir del minuto 72.

Tabla 17: Comparacion de Muerte: Diluciones 11,53, 15,38% y Citrato de piperazina

N° de Muerte: | Muerte: | Citrato de | Blanco
muestra | Dilucion | Dilucién | piperazina
al 11,53 al
15,38%
1 72,89 60,76 67,5 >180,00
2 72,49 61,51 67,5 >180,00
3 75,39 60,90 67,5 >180,00
4 71,99 57,18 64,5 >180,00
5 73,31 62,51 68,5 >180,00
6 73,45 66,22 65,5 >180,00
7 72,28 62,21 66,5 >180,00
8 72,60 60,73 67,5 >180,00
9 76,36 60,67 69,5 >180,00
10 74,02 63,49 67,5 >180,00
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Figura 17: Comparacién de muerte con citrato de piperazina y las diluciones de
11,53 y 15,38%

Comparacion de muerte en dilucién al 11,53%; solucién madre
15,38% con Citrato de piperazina y blanco
180
160 =@=Muerte: Dilucion al
140 11,53
== Muerte: Dilucion al
[7]
o 120 15,38%
3
E 100 === Citrato de
S piperazina
o 80
g- Blanco
£ 60 m
40
20
0
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Numero de lombrices

Comparando las diluciones de 11,53 y 15,38% con citrato de piperazina ambas
tienen efecto farmacolégico similar con el citrato de piperazina ya que los tiempos
obtenidos desde los 60 minutos hasta los 75 minutos son préximos en los 3 casos.

3.3.  Andlisis Regresion Lineal en actividad toxica en Cucurbita Aff. maxima

Tablas:
Muertos | Vivos Total
18 20
10ppm 19 20
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20 0 20

13 7 20

100ppm 19 1 20
16 4 20

1 19 20

1000ppm 0 20 20
2 18 20

Tabla 18: Resultados de Artemia Salina
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Figura 18: regresion lineal en artemia salina

Respuestas:

R = 0,933
R*= 0,871
a=0,504

b = 0,238

Interpretacion:

De acuerdo a los resultados obtenidos la actividad toxica en cucUrbita Aff. Maxima

no presenta actividad toxica por lo tanto si es apto para el consumo humano.

AUTORAS:
Marcia Elizabeth Avila Ayala
Andrea Paola Vasquez Alvarez 88



fovs vw&@w s

UNIVERSIDAD DE CUENCA

3.4. Andlisis cualitativo

3.4.1. Dilucién al 1,5%
Al aplicar la dilucion al 1,5% en las lombrices, para determinar la paralisis, no se
observé ningin comportamiento anormal dentro de los 180 minutos, correspondiente
a 3 horas. De igual manera al aplicar una misma dilucion al 1,5% para determinar la
muerte, tampoco se observé ningln comportamiento anormal dentro de los 180

minutos correspondientes a 3 horas.

3.4.2. Control Negativo: Pardlisis y Muerte con Suero Fisiolégico y Agua
Destilada

Al aplicar agua destilada y suero fisiolégico en las lombrices, no se observd ningun

comportamiento anormal, en cuanto a la paralisis y muerte, dentro de los 180

minutos, correspondiente a 6 horas. Por lo que se puede decir que el agua no afecta

a ninguna de las estructuras morfolégicas de la lombriz ya que su medio vital

también puede darse en un medio acuoso.

3.4.3. Andlisis de comportamiento de modelos biolégicos en funcién al
tiempo de exposicidon
Al exponer a los modelos bioldgicos a diferentes diluciones se observaron ciertos
comportamientos como: Contorsiones, paralisis y muerte. Para lo cual se realizé un
analisis cualitativo de dichos comportamientos en los bioldgicos.
Para poder interpretar de mejor manera se asigno valores a los distintos

comportamientos como se indica en la siguiente tabla:

Nulo -

Leve +

Moderado | ++

Intenso +++
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Tabla 19: Nomenclatura de denominacion

CONTORSIONES

diluci [ 15m | 30m | 45m | 60m | 75m | 90m | 105 120 135 150 165 180
on in in in in in in min | min |[min | min | min | min
/tiem
po
1,5% - - - - - - - - - - -
3,07% - - - + + - - - - - - -
4,6% - - + - - - - - - - - -
5% - - + - - - - - - - - -
7,69% - ++ - - - - - - - - - -
11,53 | - ++ - - - - - - - - - -
%
15,38 - +++ - - - - - - - - - -
%

Tabla 20: Observacién de contorsiones

Como se puede observar las contorsiones que realizaron los modelos biolégicos se

dio en menor tiempo de acuerdo a la dilucion a la que eran expuestas, ademas que

el numero de contorsiones variaba de acuerdo a la dilucion asi se puede observar

que en la dilucién al 3,07% no hubo contorsiones en comparacion con la dilucion al

15% que tubo contorsiones a los 30 minutos y fueron muy seguidas.

PARALISIS

lilucion
tiempo

15min

30min

45min

60min

75min

90min

105min

120min

135min

150min

165min

180n

1,5%

3,07%

+++

4,6%

+++

6,15%

7,69%

11,53%

+++

15,38%

+++
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La paralisis de los modelos bioldgicos se produjo de acuerdo a las diluciones a las
que fueros sometidas, se puede observar que en las diluciones mas bajas el efecto
de la pardlisis se dio en mayor tiempo y en el caso de la dilucién al 3,07% no se dio

paralisis.

MUERTE

diluci | 15m | 30m | 45m | 60m | 75m | 90m | 105 120 135 150 165 180
on in in in in in in min min min min min min
/tiem
po

1,5% | - - - - - - - - - - - -

3,07% | - - - - - - - - - - - -

4,6% | - - - - - - - - - - - +++

6,15% - - - - - - - +++ - - - -

7,69% | - - - - - = A | - - - - -

11,53 | - - - - |- - - - - - -
%

15,38 | - - N [ - - - - - - -
%

Tabla 22: Observacidon de muerte

La muerte de los modelos biolégicos se produjo de igual manera de acuerdo a la
dilucion a la que fueron expuestas y en el caso de la dilucion al 3,07% y 4,6% no se
produjo muerte en el tiempo que se realizo la prueba, después de transcurrido este
tiempo los modelos biolégicos empezaban a sufrir cambios debido a que conforme
mas tiempo pasaba perdian su medio adecuado, por lo tanto la muerte se producia

por otros factores y no por efecto de las diluciones.
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3.5. DISCUSION

De acuerdo con los datos obtenidos y la investigacion bibliografica permite el

analisis de la siguiente investigacion:

En la actualidad segun la OMS se estima que alrededor del 80% de la poblacién
utiliza medicina alternativa herbolaria (Fitoterapia) como tratamiento paralelo a la
medicina tradicional y su uso ha estado siempre muy arraigado a la tradicion.
(Plantas medicinales y Medicina natural, 2009)

El presente estudio se encamino en el afan de corroborar la aplicacién empirica de
las semillas de Cucurbitaceas en los tratamientos para parasitosis principalmente de
helmintiasis corroborando en el estudio Fitofarmacos en la Atencién Primaria de la
Salud: Disponibilidad y Uso, en Cuba, 2002 después del andlisis del uso de
Fitoterapicos se pudo ver que las cucurbitdceas son usadas para tratamientos de

enfermedades parasitarias empiricamente.

Marcha fitoguimica

El manejo de la droga se realiz6 de acuerdo a la marcha fitoquimica de Dominguez,
debido a que las droga es una semilla y por su alto contenido de grasa, y el
desengrasado se debe tener en cuenta que pueden existir diferencias en la
actividad biol6gica de los extractos desengrasados frente a los organismos
ensayados, posiblemente por las diferencias en la absorcion, metabolismo y
excrecion de los metabolitos secundarios por parte de estos organismos, es decir, a
sus diferencias genéticas y fisioldgicas; se procedié con el desengrasado de la
misma y se procedio de acuerdo a la técnica aplicada en el ESTUDIO PRELIMINAR
DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE EXTRACTOS DE Annona cherimolia Mill
(Chirimoya), 2008.

Realizada la marcha fitoquimica en extracto alcoholico se puede evidenciar la
presencia de carbohidratos, pectinas, aminoacidos, compuestos fendlicos tipo
pirocatecolicos, flavonoles, taninos, heterdsidos, Triterpenos y esteroides y resinas.
AUTORAS:
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Los resultados del analisis fitoquimico realizados en el instituto de alimentos de la
Universidad de la Habana (2002), en un estudio de analisis de la droga cruda de
Cucurbitaceas, se realizd con 3 especies de cucurbitdceas en el que se aplico
cromatografia en capa fina y el desengrasado de las mismas con soxlet se pudo ver
la presencia de aminoéacidos, y de la cucurbicina a la que se le atribuye como

molécula con efecto vermifugo.

Con lo que se corrobora que la cucurbicina que es un aminoacido, es la molécula
gue tiene el potencial vermifugo, a mas de estos compuestos se le puede atribuir a
los compuestos fendlicos y a los Triterpenos que son moléculas que actian como
antiinflamatorios, razén por la cual es utlizado en tratamientos de hipertrofia

prostatica segun Angol Gutiérrez, 2009.

Por el contenido de aminoacidos y carbohidratos es utilizado en la fabricacion de

productos alimentarios en estudios realizados en Venezuela, 2010.

Modelo bioldgico

El uso del modelo biolégico lombriz roja californiana se utilizo por la semejanza a los
parasitos intestinales en cuanto a su estructura, modelo que también fue utilizado en
la investigacion Instituto Superior de Medicina Militar "Dr. Luis Diaz Soto", Cuba,

2002 en plantas con efecto vermifugo.

Toxicidad del extracto de Cuculrbita Aff. maxima

La toxicidad evaluada del extracto acuoso, con la técnica de Artemia salina, se pudo
comprobar que el extracto es atoxico, en un estudio realizado en el Peru en el 2004
ESTUDIOS PRECLINICOS DE CUCURBITA MAXIMA (SEMILLA DE ZAPALLO) UN
ANTIPARASITARIO INTESTINAL TRADICIONAL EN ZONAS URBANO RURALES,
se comprobd la toxicidad de la planta en ratas en donde se obtuvo los siguientes

resultados, la produccion de gastritis a dosis altas 9 g/kg de peso de Cucurbita
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maxima equivalente a 630 g. semilla de zapallo en una persona de 70 kg., nos

brinda un amplio rango de seguridad para su uso.

Efectividad del extracto

Para determinar la efectividad del extracto de Cucurbita Aff. maxima, se baso en un
estudio de dilucion del extracto vs. Tiempo, donde se valoré pardlisis y muerte del

los modelos biolégicos.

En este estudio se observo la efectividad del extracto al 11,53 y 15,38% como se
puede ver en la figura N°16 y 17, con lo que se corrobora la efectividad del mismo.

De acuerdo al estudio realizado en Peru en el aflo 2004 de la efectividad del
extracto obtenido por arrastre de vapor, en el cual se observo que el tiempo de

pardlisis de los modelos bioldgico fue de 38,4 minutos.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

La humedad después del proceso de secado es de 1%, que estd dentro de
los valores establecidos por la norma INEN 540 DETERMINACION DE
PERDIDA DE PESO POR CALENTAMIENTO.

La marcha fitoquimica del extracto alcohdlico de semillas de Cucurbita Aff.
maxima presenta: flavonoides, compuestos fendlicos, taninos, aminoacidos y
Triterpenos como metabolitos secundarios. Se debe recordar que los estos

resultados son cualitativos.

Mediante la obtencion del extracto seco vy liofilizado de Cucurbita Aff. maxima,

se obtuvo una pureza del 99,0% del total de la droga utilizada.

El extracto alcoholico re disuelto de las semillas de Cucurbita Aff. maxima
preparada a partir de la solucion madre (15,38%) presenta efecto vermifugo,
este hecho se pudo comprobar al realizar varias diluciones y observar que la
dilucion al 11,53% vy la solucién madre produjeron paralisis y muerte en el

modelo biolégico en el cual se realiz6 el estudio.

Luego de evaluar la toxicidad de la droga mediante el ensayo con artemia
salina se confirmo que el extracto es atoxico por lo tanto el extracto si se

puede emplear en humanos.

Se realizaron varias diluciones a partir de la solucion madre y se observo que
la dilucion al 11,53% y la solucion madre (15,38%) fueron las que produjeron

pardlisis y muerte sobre los modelos biolégicos en el tiempo establecido (3
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horas) ademéas durante ese tiempo se observo el comportamiento que

presentaron como el nimero de contorsiones, paralisis y muerte.

e Se evalud el potencial vermifugo del extracto alcohdlico re disuelto en agua
de semillas de Cucurbita Aff. maxima. en los modelos bioldgicos de forma in
vitro frente a la piperazina animal (Citrato de piperazina) y piperazina humana
(Hexahidrato de piperazina) y se observo que el Hexahidrato de piperazina y
dilucion del 11,53% vy la solucién madre (15,38%) tienen efecto farmacologico

comparable con estos farmacos ya que produjeron muerte de los mismos.

AUTORAS:
Marcia Elizabeth Avila Ayala
Andrea Paola Vasquez Alvarez 96



fovs vw&@w s

£

UNIVERSIDAD DE CUENCA

4.2. RECOMENDACIONES

Ante el estudio presentado se recomienda:

AUTORAS:

Se pueden realizar estudios in vivo en otros modelos biologicos
como protozoarios debido a que las patologias parasitarias no son
aisladas sino asociadas a otros parasitosis.

Se puede realizar estudios cuantitativos de los metabolitos
presentes en las semillas de la planta ya que los estudios

realizados hasta la presente fecha solo son cualitativos.

Se puede probar el efecto vermifugo de Cucurbita Aff. maxima en
los modelos biolégicos a dosis repetidas, es decir, a la hora, dos

horas y tres horas para observar el efecto que producen.

Al momento de realizar la experimentacion en los modelos
biolégicos se debe controlar variables como temperatura, ruido, luz,
cantidad de oxigeno ya que estos afectan en el comportamiento de

los modelos y ayudan a analizar de mejor manera.
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ANEXOS
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ANEXO N°1
Recoleccion de semillas de Cucurbita Aff. maxima

ANEXO N°2
Secado de semillas de Cucurbita Aff. maxima

ANEXO N°3
Trituracion de semillas
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ANEXO N°4
Envasado de la droga

ANEXO N°5
Recuento estandar en placa
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ANEXO N°6
Recuento de mohos y levaduras

ANEXO N°7
Percolacién
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ANEXO N°8
Liofilizacion
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ANEXO N°9
Determinacion de toxicidad
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ANEXO N°10

Esquema de procedimiento
Obtencién de metabolitos.- Droga (509) secay pulverizada

Desengrasado de las semillas con éter mediante maceracion

‘ Percolacion con etanol 70% en 24 horas, filtrar en caliente

[Residuo lavar con etanol] ;l‘ Filtrado (FRACCION Al
I Iml I 40 ml.
Residuo I Filtrado)
A

FRACCIO

Desechar
Ensayar RESIDUAL

CF, AA

Llevar a sequedad

CF= COMPUESTOS FENOLICOS= ENSAYO DE CLORURO FERRICO

[ Redisolver en 20ml de agua caliente y filtrar ]

TA= TANINOS= ENSAYO DE GELATNA SAL | | |

Residuo Filtrado Acuoso
Desechar| 10ml.(caliente) | 10 ml.
Ensayar FL | firarentio

esiduo Filtrado
esechar Atuoso

Ensay*ar CFyTa J
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FRACCION A RESIDUALJ

l Sequedadl

Anadir 30ml de HCI 5%
Calentar a 60°C x 15min

Filtrar en caliente

|

2

Residuo Insolubl

Lavar con 20ml de HCI 5%; fiItra]

1

[

Residuo

|

Filtrado

v

Disolver con 30m
De cloroformo

1

eshidratar con Na2S04 anhidro; filtrar

1

[

Filtrado

Ensayar: TE; QU
FL.
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Residuo

pDesechal
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» [FILTRADO ACUOSO ACIDOj

TE= TERPENOS = E. DE LIEBERMANN- BURCHARD
QU= QUINONAS= ENSAYO DE BORNTRANGER
FL= FLAVONOIDES= ENSAYO DE SHINODA
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&TRADO ACUOSO ACIDO ||

I Nca Inizar con gotas ae :|F|45F| conc. ipn IU - II; l

0 a r— a
Particion con 2ml de cloroformo x “/15ml de solucion

CE v
ase organic » FASE ACUOSA BASICA J

l Lavar con'10ml de qu
[

l Fase organica I fase acuo'sa
rDeshidratar con Nalzs_o4 anhidro vy filtrar l

|
'Residuo ' I Filtrado (FéACCION C]
lDesecha' Ensayar TE '

TE= TERPENOS= E. DE LIEBERMANN- BURCHARD
FASE ACUOSA BASICAJ

I Parflcmn con 2X IEm ae Cc oro|ormo l
|

|
:+: ' y
Fase organic FASE ACUOSA
(FRACCION E)

Cavar con 20ml de solucio
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Semisaturada de NacCl

Fase organica Fase acuos

Neutralizar con HCl y ensayar:
FL, LE (medio acido)

> FesHlarafar con Ua?gcz anlharo Yy ||Erai|

*

Filtrado
(FRACCION D

Repartir en tres porciones iguales de 5ml
‘/y: D1; D2; D3. Llevar a sequedad

lResiduo ‘

- CF (pH lig. acido)
TA (pH neutro)

FL= FLAVONOIDES= ENSAYO DE SHINODA

LE= LEUCOANTIOCIANINAS= E. ROSEHEIM

CF= COMPUESTOS FENOLICOS= E. CLORURO
FERRICO

TA= TANINOS = E. DE GELATINA SAL

TE= TERPENOS= E. DE LIEBERMANN- BURCHARD

» [Redisolver: en 4ml de etanol y ensayar: )
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ANEXO N° 11
Reacciones de caracterizacion
Determinacion de glucidos

ANEXO N° 12
Determinacién de aminoéacidos
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ANEXO N°13
Determinacion de compuestos fendlicos

ANEXO N° 14
Determinacién de heter6sidos

ANEXO N°15
Habitad de lombrices
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ANEXO N°16
Lavado de las lombrices

Pesos de las lombrices
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ANEXO N°18
Preparacion de las diluciones

ANEXO N°19
Inoculacion de los modelos bioldgicos
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Controles

Dilucién 3,07%
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Dilucion 4,6 %

Dilucion 6,15 %
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Dilucion 7,69%

Dilucién 11,53 %
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Dilucién 15,38%
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ANEXO N°20
Formato preestablecido

N° de Tratamient | Tratamient | Promedi \° de DESCRIPCION
muestra ol 02 o] Muestra
1 1
2 2
3 3
4 4
S 5
6 6
7 7
8 8
9 9
10 10
ANEXO Na21
CERTIFICADO DE VALIDACION DE LA PLANTA
Cuenca, 10 de octubre de 2011
Srta. Andrea Paola Vasquez Alvarez
Informo a Usted que [a muestra botdnica entregada por Usted ha sido revisada e identificada
taxonomicamente.
Cucurbita maxima L.
Perteneciente a Ia familia CUCURBITACEAE.
El ejemplar reposa en el Herbario Azuay (HA)
Atentamente,
9 .
Dra. RMM&%:H
Directora HA
AUTORAS:
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ANEXO N222

NORMA INEN 1529:05

RECUENTO DEBACTERIAS MESCFILAS REP INEM 1529-05

H= Numer
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ANEXO N°23

NORMA INEN 1529:11
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RECUENTO ESTANDAR EM PLACA DEMOHOS Y LEVADURAS NTE1529-11
1.0bjetivo:
Des cribir lametodologia para determinar |a carga bacteriana en muestras «n alimentidas.
2Alcance:
Esta metodologias ervird parala aplicara cualquier producto alimentario.
3.Definidones:

3.1, IMoho: Es un hongo ques eencuentratanto al aire libre comolos imeriores son espedes micosapica crecen en forma de filamentos pluricelulares
o unicelulares.

3.2, Levadura: 5e denomina levadura a cualquiera d= |os divers 6 hongm migos @picos unicelularss queson importante porsu capaddad parade
fermentacion decuerpm organics principalmente carbohidratos.

3.3, Patdgeno: &5 un agemtebioldgim capaz de produdrenfermedad o dafios ala biologia deun hudsped.

0] RecuentoEstandar enFla@mde Mohos y Lenaduras.

1. TemperarIos medios de cultiva

2. Etiquetado de cajas ytubos parals diludones

3. El medio de cultivotemperarlo aunatemperatura que soporte @8 mano

q, Secolocaen 22,5mlde agua de peptonaal@lingada (APA), 2,5 detierray homogenizams.

E. Tomar 1ml| d= estasolucidny |o [levwamos a 3m|d= APA, homozenizar, realizar este procedimiento hastaladiluddn deseada.
6. De cada dilucidntomamaos 1mly colo@mos el agar fundido, homogenizar, realizareste procedimiento por dupliado

7. Dejarenfriary colo@rinsentida en la estufaa 22°C.

g. Leerala 72 horas, de no haber credmiento, hasta 7 dias.

Para calalarel numerode UFC porgramo o centimetro cubim se siguen los siguientes pasos:

" Elegir las cajas que presenten entre 15y 200 colonias. Separads deacuerdo a |= diludones, porejemplo dos deladiluddn 1710, dos dela diluddn
1/100+ dos deladiluddn 11000

- Procedera contarls UFCen el cuemta colonias, eiranotandolos datms para luegn realizarlos cdlculos correspondiemtes.
M= MNumero de coloniss contadas o calawladas
Cantidad de muestrasembrada
M= iC
Y inl1+0.1n2)d
EC=5uma de |as colonis contads o calculadas
nl=Numero de placs comadas enlaprimera diluddn
n2=Numero de placa contada enlasegunda diluddn
d= Dilucidn delacuals e obtuvieron |os primeros recusmm

W= %Yolumensembrado encadaplaz
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GLOSARIO

Aflatoxinas: Las aflatoxinas son micotoxinas producidas por muchas especies del
género de hongos Aspergillus.

Aglicones: Porcidén de una molécula glicidica que carece de azlcar.

Amilosa: es el producto de la condensacion de D-glucopiranosas por medio de
enlaces glucosidicos a (1,4), que establece largas cadenas lineales con 200-2500
unidades y pesos moleculares hasta de un millon; es decir, la amilosa es una a-D-
(1,4)-glucana cuya unidad repetitiva es la a-maltosa.

Anaerobiosis: microorganismos que vive y crece en ausencia completa o casi
completa de oxigeno.

Antipirético: se aplica a una sustancia o procedimiento que disminuye la fiebre. 2
Artemia salina: es una especie de crustaceo branquiépodo del orden Anostraca
propia de aguas salobres continentales, de distribucion cosmopolita.

Biodirigido: Molécula con accion farmacéutica que tiene producira efecto a nivel
especifico.

Capullo: Flor que todavia no ha abierto los pétalos.

Cuticula: es la capa mas exterior del tegumento, inmediatamente por encima de la
epidermis

Emoliente: sustancia que ablanda los tejidos especialmente la piel y las mucosas.2
Espastica: Concerniente a espasmos u otras contracciones no voluntarias de los
musculos esqueléticos.

Esporoquiste: segundo estadio larvario en el ciclo vital de las tenias parasitarias.
Extrapiramidales: relativo a los tejidos y estructuras del cerebro que guardan
relacion con el movimiento del cuerpo.2

Filariforme: La maduracién de la forma rabditiforme a la filariforme.
Heteroespecificos: Que posee 0 que se acomparia de los caracteres propios a otra

especie.
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Hidroxilacion: Es una reaccion quimica en la que se introduce un grupo hidroxilo
(OH) en un compuesto reemplazando un &tomo de hidrégeno, oxidando al
compuesto.

Micotoxinas: es una toxina producida por setas, mohos y levaduras, de que
producen toxicidad y hasta la muerte.

Miracidio: Larva ciliada de los trematodos parasitos procedente de un huevo, que
s6lo puede sobrevivir penetrando y desarrollandose posteriormente en un caracol,
su huésped, en donde la larva se sigue desarrollando hasta un esporozoito madre,
que a su vez produce mas larvas.

Parestesias: cualquier sensacion subjetiva experimentada como entumecimiento,
hormigueo o sensacion de pinchazos. 2

Parteenogénica: una forma de reproducciéon basada en el desarrollo de células
sexuales femeninas no fecundadas, que se da con cierta frecuencia en platelmintos,
rotiferos, crustaceos, insectos, anfibios y reptiles, mas raramente en algunos peces
y, excepcionalmente en aves.

Pirosis: sensacion dolorosa de quemazoén localizada en el eséfago, inmediatamente
por detras del esternon. 2

Protonacion: En quimica, la protonacién es la adicién de un proton (H) a un
atomo, molécula, o ion.

Pseudoceloma: Es una cavidad de origen blastocélico.

Quimiotaxonomia: Ciencia que estudia las sustancias quimicas de los grupos
taxondmicos (plantas, animales, microorganismos).

Rabditiformes: La primera etapa juvenil de su existencia se le llama rabditiforme
(en forma de baston), de Necator amaricnus.

Redia: Segunda o tercera etapa larvaria alargada de un trematodo que se desarrolla
en un esporocisto y madura a numerosas cercarias.3

Tenesmo: Deseo continuo, doloroso e ineficaz de orinar o defecar, producido de

ordinario por una irritacion del cuello vesical o del ano.2
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Terpenoides: Estructuras quimicas muy distintas, proceden de la condensacion, en
namero variable, de unidades isoprénicas.
Vermifugo: agente que produce evacuacion de gusanos intestinales.

Volatizar: Transformar un cuerpo solido o liquido en vapor o gas
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