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RESUMEN

La ascariasis, enfermedad causadapor Ascaris es una de las enfermedades con mayor prevalencia en cerdos
domésticos de sistemas de produccion masiva, siendo responsable de grandes pérdidas econdmicas. La presente
investigacion tiene como finalidad comparar el efecto del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Peumus
boldus“Boldo” con el de la piperazina citrato, droga utilizada como antihelmintico en algunos paises, sobre:
(i) la embrionacion de huevos (formacion de la larva), (i) supervivencia invitro de larvas L2 y (iii) infectividad
in vivo de A. lumbricoides var. suum en ratén, Mus musculus BALB/c. Las hojas de “Boldo” utilizadas fueron
importadas de Curic6, (Chile) y el extracto hidroalcohdélico se obtuvo mediante el método de maceracion. Los
huevos de A. lumbricoides var. suum fueron obtenidos de parasitos hembras recolectadas en el Camal de
Trujillo (PerG). La investigacion se disefi6 en tres sistemas: grupo experimental (extracto), control positivo
(piperazina) y control negativo (SSF para el sistema de embrionacién y la pruebain vivo y medio Minimun
Esential Medium (MEM) para la pruebain vitro. El porcentaje de eficacia hallado en cada experimento fue: (i)
para la embrionacion, 11% en el grupo experimental (1.5mg del extracto), 10% con piperazina (1.5 mg) y 90%
en el grupo control (SSF), (ii) para la accion in vitro frente a la L2, 03% en el grupo experimental (0.5 mg/mL
del extracto), 02 con piperazina (0.5 mg/mL) y 99% en el grupo control (MEM) vy (iii) para la eficacia in vivo,
0.05% en el grupo experimental (2 mg/kg de estracto), 0.05 en el control positivo (1.65 mg/kg de piperazina)
y 91% en control (SSF). En todos los casos el porcentaje del grupo experimental y el control positivo no se
diferenciaron estadisticamente (p<0,05) porlo quese concluye que tienen efecto similar.
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ABSTRACT

Ascariasis, a disease caused by Ascaris, is one of the diseases with the highest prevalence in domestic pigs
of mass production systems, being responsible for large economic losses. The purpose of this research is to
compare the effect of the hydroalcoholic extract of the leaves of Peumus boldus "Boldo™ with that of piperazine
citrate, a drug used as an anthelmintic in some countries, on: (i) egg embryo (formation of the larva), (ii) in
vitro survival of larvae L2 and (iii) in vivo infectivity of A. lumbricoides var. suum in mouse, Mus musculus
BALB /c. The "Boldo" leaves used were imported from Curic6, (Chile) and the hydroalcoholic extract was
obtained by the maceration method. The eggs of A. lumbricoides var. suum were obtained from female
parasites collected in the Camal de Trujillo (Peru). The research was designed in three systems: experimental
group (extract), positive control (piperazine) and negative control (SSF for the embryo systemand the in vivo
testand medium Minimun Esential Medium (MEM) for the in vitro test. The efficacy found in each experiment
was: (i) for embryo, 11% in the experimental group (1.5 mg of the extract), 10% with piperazine (1.5 mg) and
90% in the control group (SSF), (ii) forin vitro action against L2, 03% in the experimental group (0.5 mg / mL
of the extract), 02 with piperazine (0.5 mg / mL) and 99% in the control group (MEM) and (iii) for the efficacy
in vivo, 0.05% in the experimental group (2 mg / kg estracta), 0.05 in the positive control (1.65 mg / kg
piperazine) and 91% in control (SSF) In all cases the percentage of the experimental group and the positive
control did notdiffer statistically (p <0.05), so it is concluded thatthey have a similar effect.

Keywords: Ascariasis, Piperazine citrate, anthelmintic.



INTRODUCCION

En cerdos de produccion masiva, Ascaris lumbricoides var. suumesuno de los parasitos con mayor
prevalencia, siendo la forma de diagnéstico el hallazgo de huevos en heces o de la forma adulta'®.
Rara vez afecta otros animales como perros, ovejas, y vacas, aunque bajo condiciones de laboratorio
se han podido obtener adultos en algunos especimenes como es el caso de conejos’®.

La ascariasis causa perdida de peso y retencion de higados de los cerdos en el matadero, ya que
usualmente suelen encontrarse entre 5a 10 individuos adultos en el intestino delgado e higado de los
cerdos'®4, Esta parasitosis aumenta en zonas de produccion que poseen un sistema obsoleto de
engorde y donde los animales tienen mayor contacto con material fecal®s.

El control de la ascariasis se ha convertido en dependiente del tratamiento masivo con
antihelminticos sintéticos, liderado principalmente por la Administracion Masiva de Farmacos de la
Organizacion Mundial de la Salud la cual distribuye antihelminticos tales como el Albendazol,
Mebendazol, Levamisol y el Pirantel*5-*8, Sin embargo, el uso periédico de antihelminticos puede
conllevar la adquisicion de resistencia a dichas drogas por parte del paréasito, lo cuales muy grave ya
que se trata de un parasito con fuerte potencia bioldgica®1419-22,

La piperazina, que no figura entre los antihelminticos mas usados, ha demostrado ser también eficaz
contra la ascariasis, debido a que paraliza a los adultos en lugar de matarlos y, potencialmente,
dafiarlos; asi, éstos son expulsados intactos en el intestino por peristaltismo?24. La piperazina, bajo
el nombre comercial de piperazina citrato o citrato de piperazina, segun la Organizacion Mundial de
la Salud, es efectivo en el tratamiento contra A. lumbricoides y E. vermicularis. En el organismo se
absorbe facilmente, una parte se metaboliza en el higado y el resto se elimina sin transformar a traves
de la orina. La dosis recomendada contra la ascariasis es ingerirla como dosis Unica?®. Como
contraindicaciones, no se recomienda en pacientes con disfuncion renal?®; puede producir mareos,
alergias o irritacion gastrointestinal, la sobredosis puede dar lugar a convulsiones, depresion
respiratoria y paresia transitoria de los miembros. Nunca debe administrarse junto al pirantel, ya que
son de accién antagonista, pudiendo aumentar el riesgo de convulsiones.?

Debido a la resistencia que el parasito pueda crear frente al uso de antihelminticos, es que como
alternativa se plantea el uso de extractos vegetales, los que poseen principios activos con comprobada
actividad antihelmintica?’-2, tales como el ascaridol, carvacroly el timol**-*. Diferentes plantas han
demostrado poseer capacidad antihelmintica, estudios revelan que el extracto acuoso de Carica
papaya es efectivo contra A. lumbricoides y Ascaridia galli. Los extractos acuosos, etandlicos y
alcohodlicos de Curcubita mexicana demostraron significativamente la actividad antihelmintica
contra Moniezia expansa, Fasciolopsis buski, Ascaris lumbricoides e Hymenolepis diminuta. Asi
mismo el extracto hidroalcohdlico de Helleborusniger, Zingiber officinale, Carum copticum, Agati
gratifolay Magnifera indica demostraron también tener actividad antihelmintica contra Ascaris

lumbricoides.3637
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Dentro de las plantas consideradas como antihelminticas, se encuentra Peumus boldus ‘Boldo’ el
cual se usa ampliamente como digestivo, y como medicina alternativa para afecciones al higado.
Andlisis fitoquimicos demuestran los principios activos presentes en sus hojas como hidrocarburos,
monoterpenos, ascaridol, cineol y lonalolP38%. Siendo dentro de estos el mas importante y en mayor
concentracion (21.3%)°, el ascaridol, por sus propiedades antibacterianas y antihelminticas contra
A. lumbricoides, Trichuris trichuria y Ancylostoma duodenale™.

Se han realizado pruebas in vitro de diferentes tipos de extractos vegetales de hoja y semillas sobre
la formacion de la larva L2 de diferentes parasitos, entre los cuales destacan los extractos de Ficus
carica*?, Coriandrumsativum*®, Eucalyptus globulus*4, entre otros; inhibiendo la formacién de la
larva L2 de nematodos como T. muris*®, Toxocara canis*®, Haemonchus contortus**y A. suum?*’.

El presente trabajo tiene como finalidad el de comparar el efecto antihelmintico del extracto de las
hojas de Peumus boldus con el de la piperazina citrato, sobre la formacion de la larva dentro del
huevo (embrionacion), la viabilidad de la L2 in vitro y la capacidad o no de infeccion de los huevos
conteniendo las L2 de A. lumbricoidesvar. suum, para que en un futuro pueda usarse como alternativa
al tratamiento quimico convencional para la ascariasis. Dados los antecedentes, se espera que el
efecto entre ambos sea similar en todos los casosy demostrar que el extracto de boldo tiene poder
antihelmintico, por lo que podria utilizarse para tal fin.

MATERIAL Y METODOS

Material bioldgico:

En la presente investigacion se utilizo: (i) hojas de P. boldus secas, las que fueron importadas desde
la ciudad de Curicd, provincia de Curicé, enChile, acargo de la importadora FRUTOSY ESPECIAS
SAC., bajo el nimero de lote No. 1211-15324, (i) huevos de Ascaris lumbricoides var. suum los
que fueron obtenidos de Uteros de especimenes hembras, recolectadas de cerdos infectados
naturalmente y sacrificados en el camal EI Porvenir, distrito de EIl Porvenir, provincia de Trujillo,
departamento de La Libertad, PerQy (iii) ratones Mus musculus BALB/c machos, de 21 a 23 dias de
edad, procedentes del Bioterio del Centro Nacional de Productos Biologicos del Instituto Nacional
de Salud del Perd, con el nimero de lote No. M-22-2016.

Obtencion del extracto hidroalcoholico de Peumus boldus

Para obtener el extracto hidroalcoh6lico se selecciond las hojas que no presentaranabolladuras, luego
se colocaron en estufa a 40°C por 24 horas. Las hojas fueron pulverizadas mediante molino de mano,
se tamizaron hasta obtener un tamafio de particula apropiado (entre uno y dos milimetros). Se dejo
macerar en alcohol y agua en proporcion 1:3, durante una semana, con agitacion diaria. Tras una
semana de maceracion, se realizé el filtrado, el producto obtenido fue concentrado, exponiéndolo a

corriente de aire por al menos 24 horas.
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Obtencidn de huevos de A. lumbricoides var. suum.

Se eligio el camalde EIl Porvenir, de la provincia de Trujillo, como lugar de muestreo. Se selecciond
hembras vivas de A. lumbricoides var. suum, las que fueron colocadas en frascos de vidrio con tapa,
conteniendo suero fisioldgico, para ser transportadas al laboratorio. Se escogié hembras adultas. Se
disectd 2 cm de la parte terminal de los Uteros. Se retir6 la masa de huevos, que se colocaron en
placas de Petripequefias con 3 mL de suero fisiologico. Se tomé una pequefia porcion de los huevos
de cada frasco y se observd al microscopio las caracteristicas morfologicas y el estadio de
maduracion.

Determinacion del efecto del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Peumus boldusy la
piperazina citrato sobre laembrionacién de huevos de A. lumbricoides var. suum.*®

Para disgregar los huevos se usé la técnica descrita por Fairbairn, recopilada por Mac Innis y
Vogue*?, la cual consiste en afiadir NaOH 0.5 N a la masa de huevos y agitar, como resultados los
huevos perderan la cubierta externa. Elgrupo experimental estuvo compuesto por tres tubos con 3mL
de SSF, un mililitro de SSF conteniendo aproximadamente 2000 huevos y 1.5 mg del extracto de
boldo. EI control positivo, conformado por tres tubos con 3mL de SSF, 1.5 mg de piperazina citrato
y ImL de SSF con 2000 huevos aproximadamente. Por ultimo, el control negativo estuvo formado
por tres tubos con 3mL de SSF y 2000 huevos aproximadamente contenidos en 1mL de SSF. Los
tubos fueron incubados durante 21 dias a temperatura ambiental, terminado este periodo, se realizd
un recuento de huevos no embrionados de cada tubo del grupo experimental y de los grupos
controles, se obtuvo el porcentaje de embrionacion y se comparo los resultados. Se consideré como

huevo embrionado a aquellos que presentaron la larva formada en su interior.

Obtencidonde L2 de A. lumbricoides var. suum

Los huevos de A. lumbricoides var. suum fueron concentrados por centrifugacion. Se los lavo con
agua destilada y fueron colocados a embrionar en SSF durante 21 dias, hasta la observacion
microscopica de huevos larvados. Se considerd que los estadios larvales pertenecen al primer y
segundo estadios (L1y L2)*°. Se centrifugd y el sedimento con los huevos larvados, se lavo con agua
destilada y se removi6 la cubierta de los huevos con hipoclorito de sodio al 1% a 37°C por treinta
minutos. Posteriormente se lavo con formol SSF. Los huevos larvados se colocaron en medio de

eclosién, agitando constantemente de una a dos horas hasta la liberacion de las larvas.

Determinacion del efecto in vitro del extracto hidroalcohélico de las hojas de Peumus boldus y
la piperazina citrato sobre las L2 de A. lumbricoides var. suum.

Se acondiciond tres tubos para el grupo experimental y para cada uno de los grupos control, cada uno
con 3mL de medio MEM,; a cada tubo se le adiciond 200 larvas L2 contenidas en ImL de medio
MEM, adicional el grupo experimental tuvo 0.5mg/mL del extracto de boldo, el control positivo

0.5mg/mL de piperazina citrato y el control negativo no tuvo ningin aditivo adicional. La
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concentracion usada de boldo es de acuerdo a referencia de estudios realizados con Chenopodium
ambrosioides®®?, con el cual comparte mismo principio activo. Los tubos fueron incubados hasta
notar un cambio de color en los grupos control. Se realizé observaciones microscopicas y se obtuvo
el porcentaje de larvas L mdviles, los resultados fueron comparados.

Determinacion del efecto del extracto hidroalcohélico de las hojas de Peumus boldusy la
piperazina citrato en ratones Mus musculus BALB/c, infectados experimentalmente con A.
lumbricoides var. suum.

Se usé tres ratones para cada grupo control y experimental respectivamente. A cada raton se le
inoculara 0.5mL de una suspensién conteniendo 2000 huevos infectivos de A. lumbricoides var. suum
en una sola dosis. Los especimenes seran mantenidos en jaulas y se les proporcionard alimento
controlado paraevitar la trasmision de otros paréasitos. Se les dio 2mg/Kg del extracto hidroalcohdlico
a cada raton, del grupo experimental, en ayunas durante tres dias seguidos, y 1.65g/Kg de piperazina
citrato a cada raton del grupo control positivo, en dosis Unica. EI grupo del control negativo estuvo
conformado solo por ratones infectados con ascariasis. Tras una semana se sacrificé los especimenes,
disectando el higado para observar la carga larvaria presente. Se compararon los resultados de cada
grupo.

Andlisis estadistico de datos.

Los datos obtenidos seran analizados mediante la prueba estadistica, Test de Proporciones, con un

valor de significancia p<0.05, usando el programa estadistico SPSS.

RESULTADOS

En la prueba de eficiencia del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Peumus boldus sobre la
embrionacion in vitro de huevos de Ascaris lumbricoides var. suum, de los huevos expuestos al
tratamiento con el extracto hidroalcohdlico, el 11% de huevos se encontraron embrionados. En el
grupo control expuesto al tratamiento con la piperazina citrato, tan solo un 10% estuvieron
embrionados sin embargo la larva no presentaba movimiento alguno. Mientras que en el grupo
control negativo, el 90% de huevos se encontraron embrionados. No existe diferencia significativa
entre los datos obtenidos. (Fig. 1)

En la prueba in vitro de eficacia del extracto hidroalcohdlico sobre las larvas L2 de A. lumbricoides
var. suum, de las larvas expuestas solo el 03% presentaron movimiento letargico, en su mayoria se
encontraron sin movimiento alguno. Las del grupo de control positivo con tratamiento de piperazina

citrato, el 02% de larvas sobrevivieron al tratamiento presentando movimiento. En el control
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negativo, el 99% de larvas se encontraron viables. No hay diferencia significativa entre los datos
obtenidos. (Fig. 1)

En ratones BALB/c infectados experimentalmente con ascariasis y la diseccion de higados de los
especimenes, muestra un 0.05% de larvas moviles en el grupo experimental tratado con el extracto
de boldo, mientras que el grupo de control negativo, el 91% de larvas L2 estaban moviles. En el
grupo tratado con la piperazina citrato, no se encontr larvas viables en los higados de los
especimenes. No hay diferencia significativa entre los resultados obtenidos. (Fig. 1)

100%
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0% . .
° Huevos embrionados L2 libresv méviles Larvasen higado (7 dias)

W Control M Piperazina M Extracto hidroalcohdlico de "Boldo™"

Fig 1. Efecto del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Peunmus boldus sobre (1) la embrionacion, (2)
larvas L2 in vitro e (3) infectividad in vivo de Ascaris lumbricoides var. suum en relacion al efecto de la
piperazina citrato y solucion control (SSF).

DISCUSION

Para medir el efecto sobre el embrionamiento se obtuvieron huevos, se elimind los detritus, y se
puso en contacto tanto con el extracto de Peumus boldus, como con la piperazina citrato y solucion
salina fisiologica, dejando incubar por 21 dias. Usando este proceso se logré determinar la eficacia
del extracto hidroalcoholico de ‘Boldo’ en relacion a la de la piperazina. Esto se debe a que, en
solucion salina, los huevos desarrollan normalmente*®, mientras que, con algin tipo de
antihelmintico, seanaturalP®3” o quimico®?, la embrionacion se ve afectada, reduciendo notablemente
la cantidad de huevos embrionados.
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Para medir el efecto sobre las L2, se us6 el medio minimo esencial para realizar los ensayos in vitro
tanto para el extracto hidroalcohdlico como para la piperazina citrato; ya que este medio es el de uso
preferencial, contiene mas aminoacidos y en mayor concentracion que otros®3, convirtiéndolo en uno
de los mas apropiados para cultivos celulares y de parasitos.

Para la prueba sobre la infectividad in vivo en ratones Mus musculus BALB/c, a cada grupo
respectivo se le administrd dosis unica de piperazina y durante tres dias, del extracto de ‘Boldo’, esto
se debe a que estas dosis son en caso de la piperazina la recomendada por la OMS?%, y en caso del
extracto de boldo, es la dosis experimental en base a su principio activo, el ascaridol®*. El efecto de
ambos contra Ascaris lumbricoides var. suum es descrito mas adelante.

Peumus boldus *Boldo’, planta originaria de Chile y Argentina, tiene como principios activos al
ascaridol, cineol, lonalol, flavonoides, entre otros; tal cual lo citan ciertos autores, basando en el
estudio fitoquimico de los distintos extractos obtenidos de dicha planta342°3, Sin embargo, de todo
este grupo de compuestos, el mas importante contra parasitosis es el ascaridol, ya que estudios
revelan que es eficaz contra una gran gama de parasitos, dentro de ellos Ascaris lumbricoides var.
suum.

Uno de los antihelminticos mas reconocidos de origen vegetal es el ascaridol, un monoterpeno
biciclico, y principio activo de las hojas de Peumus boldus es muy Util en el control de nematodos
parésitos ya que reduce la viabilidad de los huevos de A. lumbricoides var. suum, asi mismo actua,
como muchos otros terpenoides, paralizando y narcotizando al endoparasito intestinal y facilitando
su desprendimiento del tejido al que se adhieren, facilitando su expulsion por el peristaltismo
intestinal®®.

Esto explica la razdn por la cual en los ensayos realizados in vitro al someter las larvas a una solucion
con el extracto hidroalcohdlico de P. boldus, las larvas L2 quedan inméviles y en muchos de los
casos, en posicion rigida, asi mismo en el ensayo in vivo las larvas halladas en los higados de los
especimenes infectados experimentalmente con ascariasis, presentaron falta de movimiento y del
mismo modo rigidez a lo largo de toda la larva, lo que se explica por lo anteriormente mencionado.

La piperazina citrato actta sobre la union mioneural o placa motriz del ascaris, produciendo paralisis
y expulsion del parasito por peristaltismo, al igual que con el ascaridol. Su selectividad por los
helmintos se debe a que los vertebrados solo emplean el receptor GABA en el sistema nervioso
central, ademas de que el receptor en las membranas de los paréasitos es una isoforma diferente al de
los vertebrados. La piperazina actia como agonista del receptor GABA del parasito, el cual esta
ligado a un canal de cloro y se localiza en las membranas sinapticas y extrasinapticas de los musculos.
Tanto el GABA como la piperazina incrementan la apertura de los canales de cloro de la membrana
del masculo, hiperpolarizando la membrana, incrementando su conductancia lo que desencadena la

parélisis neuromuscular. El resultado final es un efecto narcético y paralizante del verme, el cual
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pierde su motilidad y por lo tanto su capacidad de mantener su sitio preferencial de alimentacion en
el tracto gastrointestinal®®>’.
El extracto hidroalcohdlico de las hojas de P. boldus demostro ser tanefectiva como el antinelmintico
de uso comercial, piperazina citrato, ambos redujeron significativamente la viabilidad de huevos de
A. lumbricoides var. suum, asi mismo la movilidad de las larvas L2 del parasito, por los mecanismos
ya mencionados.
Se conoce el mecanismo de accion de la piperazina citrato, pero no se describe a perfeccion el modo
de actuar del ascaridol. Por lo que aun deben hacerse mas investigaciones al respecto. Se concluye
que: (i) el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Peumus boldus, a la concentracion de 0.5 mg/mL,
tiene un efecto similar al de la piperazina citrato, sobre la embrionacién de huevos en las larvas L2
de Ascaris lumbricoides var. suum. (ii) a la concentracion de 0.5mg/mL, el extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Peumus boldus, tiene un efecto similar al de la piperazina citrato sobre las larvas L2
de Ascaris lumbricoides var. Suumy (iii) en ratones BALB/c la eficacia del extracto hidroalcoholico
de las hojas de Peumus boldus a la concentracion de 2mg/Kg, como antihelmintico contra la
ascariasis, tiene una eficiencia similar al de la piperazina citrato, antinelmintico usado contra dicha
enfermedad.
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