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RESUMEN

La fascioliasis es causada por el trematodo Fasciola hepatica que tiene como
hospedador intermediario a caracoles de agua dulce del género Lymnaea, asi que el
objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto molusquicida del liofilizado de
las saponinas triterpénicas obtenidas a partir de las cascaras de Sapindus saponaria
L. “choloque” frente a dichos caracoles, con la finalidad de interrumpir el ciclo
bioldgico de Fasciola hepatica. Mediante el método de fraccionamiento en Sistema
Soxleth, a partir de los frutos de Sapindus saponaria L. se obtuvo un crudo de
saponinas, las cuales fueron liofilizadas y luego diluidas a diferentes
concentraciones para luego enfrentarlos a caracoles del género Lymnaea y de esta
manera determinar el efecto molusquicida de las saponinas triterpénicas. Los
resultados del ensayo mostraron que la eficacia de las saponinas liofilizadas es
estadisticamente significativa con respecto al tiempo (p = 0,000038) con un
porcentaje del 100% a una concentracion de 220 ppm durante 48 horas, frente a
caracoles criados en condiciones de laboratorio. El presente trabajo demuestra que
el liofilizado de saponinas triterpénicas tienen actividad molusquicida frente al
hospedador intermediario de Fasciola hepatica convirtiéndose en una alternativa

de control de la parasitosis que este trematodo produce.

Palabras Claves: Sapindus saponaria L “choloque”, Lymnaea, molusquicida,

liofilizado.
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ABSTRACT

The fascioliasis is caused by the fluke Fasciola hepatica has as intermediate host
to freshwater snails of the genus Lymnaea, so that the objective of this work was to
evaluate the effect of the lyophilizate of the molluscicidal triterpenoid saponins
obtained from the shells of Sapindus saponaria L. "choloque" against these snails,
with the purpose of interrupting the life cycle of Fasciola hepatica. Using the
method of fractionation in Soxleth System, from the fruit of Sapindus saponaria L.
was obtained a crude saponins, which were dried and then diluted to different
concentrations and then face them to snails of the genus Lymnaea and in this way
to determine the effect of the molluscicidal triterpenic saponins. The test results
showed that the efficacy of the lyophilized saponins is statistically significant with
respect to time (p = 0,000038) with a percentage of the 100% at a concentration of
220 ppm for 48 hours, compared to snails reared in laboratory conditions. The
present work demonstrates that the lyophilisate of triterpénicas saponins have
activity molluscicidal in front of the intermediate host of Fasciola hepatica

becoming an alternative control of the parasitosis that this fluke produces.

Keywords: Sapindus saponaria L "choloque", Lymnaea, molluscicide, lyophilized.
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I. INTRODUCCION

La fascioliasis causada por el trematodo Fasciola hepatica, puede producir grandes
pérdidas econdmicas que van desde el decomiso de los higados hasta la disminucién
del peso, retraso del crecimiento, reduccion de la produccion de carne, leche o lana,
descenso de la resistencia a otras enfermedades, inhibicion de la reproduccion,

abortos e inclusive la muerte del animal 81415

La fascioliasis humana es un problema significativo de Salud Publica a nivel
mundial, en la actualidad hay entre 2,4 y 17 millones de casos humanos y 91,1
millones de personas en riesgo de infeccion en el mundo.?% A pesar que la
mortalidad debido a fascioliasis es relativamente baja, infecciones masivas o

repetidas pueden producir una considerable morbilidad.®

Varias areas son realmente endémicas, con caracteristicas epidemioldgicas
singulares. Una caracteristica en esta enfermedad es estar asociada a regiones
altitudinales muy altas, al menos en Sudamérica.®>** Los focos de transmision de
la fascioliasis estdn marcados por la presencia de poblaciones de caracoles
Lymneidos.*1430 El éxito de la infeccion de un treméatodo a un caracol de agua
dulce depende de al menos tres factores principales: La edad del caracol en la
exposicion, la temperatura del agua en donde se localizan el caracol y el miracidio,
y la nutricion del caracol.? Los parasitos pueden colonizar nuevos huéspedes

intermediarios y adaptarse a nuevos ambientes, afiadiendo que Fasciola hepatica,

Bach. Amambal Choléan Elizabeth 1 Facultad de Ciencias de la Salud
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se puede adaptar a Lymnaeidos autoctonos.®®>* En Cajamarca han sido
caracterizados molecularmente tres caracoles Lymneidos, Galba truncatula,

Lymnaea neotropica y Lymnaea schirazensis.’

En la lucha para el control de F. hepatica y de sus hospederos intermediarios se han
empleado extractos vegetales con diversas propiedades,?>?% sobre todo aquellas con

efecto molusquicidas.>*>’

Uno de los métodos mas eficaces para la prevencion y propagacion de la fascioliasis
es el uso de molusquicidas,?®44%! los de origen vegetal estan siendo de gran
importancia en comparacién con lo molusquicidas de origen sintético, ya que son
mas eficaces y mas econdémicos.?5325262 E| control adecuado de estos hospederos
repercutié muy significativamente en la transmision de esta parasitosis es por ello
la importancia de utilizar extractos vegetales ademas, tienen menor impacto sobre
el medio ambiente ya que son biodegradables, asi conservar la biodiversidad. Es
por ello, que la identificacién y utilizacion de diferentes compuestos bioactivos que
tengan un mayor impacto en esta parasitosis, fortaleceran el desarrollo de diferentes
tratamientos y de esta forma, se podria eliminar la enfermedad antes de que se
produzcan dafios en los hospederos definitivos, consecuentemente se podrian

beneficiar gran niamero de personas en Peru y sobre todo en Cajamarca.

Ademas, estad demostrado que el pericarpio del fruto de Sapindus saponaria L. tiene
efectos larvicidas, actividad antimicrobiana, espermicida, insecticida, fungicida y

actividad molusquicida.! Es asi que se plated la siguiente interrogante:

Bach. Amambal Choléan Elizabeth 2 Facultad de Ciencias de la Salud
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¢Tiene actividad molusquicida el liofilizado de saponinas triterpénicas
obtenidas de las cascaras de los frutos de Sapindus saponaria L. “choloque”

frente a hospederos intermediarios de Fasciola hepatica?

Ante lo cual se postuld la siguiente hipdtesis:
El liofilizado de saponinas triterpénicas obtenidas de las cascaras de los frutos de
Sapindus saponaria L. “choloque” tienen actividad molusquicida frente a

hospederos intermediarios de Fasciola hepatica.

Teniendo como objetivo general:
Demostrar el efecto molusquicida del liofilizado de saponinas triterpénicas
obtenidas de las cascaras de los frutos de Sapindus saponaria L. “choloque” frente

a hospederos intermediarios de Fasciola hepatica.

Y como objetivos especificos:
- Obtener el liofilizado de saponinas triterpénicas de las cascaras de los frutos

de Sapindus saponaria L. “choloque”.

- Determinar la concentracibn mas adecuada para obtener el efecto
molusquicida del liofilizado de saponinas triterpénicas obtenidas de las
cascaras de los frutos de Sapindus saponaria L. “choloque” frente a

hospederos intermediarios de Fasciola hepatica.
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II. MARCO TEORICO

2.1. Teorias que sustentan la investigacion
En la investigacion del potencial medicinal del género Sapindus
(Sapindaceae) y de la especie Sapindus saponaria L., se dio a conocer las
propiedades detersivas de estas especies que le son conferidas por las
saponinas que contiene el pericarpio, la tensioactividad caracteristica de estos
glicésidos son especialmente toxicos para los animales de sangre fria, de ahi
los efectos biocidas comprobados de una u otra forma mediante experimentos
de actividad farmacoldgica in vitro o in vivo; y en algunos casos, encontro

varios estudios y en mas de una especie la accion molusquicida.t

Asi también se demostro la actividad molusquicida de los extractos obtenidos
con solventes organicos de Sapindus mukorossi y Terminalia chebula frente
a caracoles de agua dulce Lymnaea acuminata, ademas indica que los
extractos etanolicos, son mas eficaces que los de origen organico, y sus

efectos son dependientes de la concentracion y del tiempo.®

Al evaluar la actividad molusquicida del crudo de saponinas del pericarpio de
Sapindus saponaria L. extraidas por fraccionamiento con etanol, se encontrd
dicha actividad sobre el caracol Biomphalaria glabrata Say desde una

concentracion de 10 ppm.*°
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En varios estudios se demostrd la toxicidad de los extractos acuosos,
etanolicos y organicos de Agave americana, Furcraea andina (Asparagaceae)
y Sapindus saponaria L., (Sapindaceae) sobre el caracol invasor Melanoides
tuberculata (Thiaridae), Candida albicans y el piojo saltador del camu camu
(Hemiptera: Psyllidae), atribuyendole las propiedades molusquicidas a las
saponinas triterpénicas que poseen acido oleico y hederagenina del pericarpo
del fruto y de las semillas, y también sesquiterpenos aciclicos

oligoglicésidos 4,24-26,43,47,48,53,60

Las especies de la familia Sapindaceae se caracterizan por la presencia de
saponinas triterpénicas, sustancias que poseen propiedades farmacologicas
tales como hemoliticas, antimicrobiales, insecticidas, molusquicidas y

antitumorales.

Todas las especies de Sapindus que han sido estudiadas presentan una alta
actividad molusquicida, pero la que mayor efectividad alcanzé fue Sapindus

saponaria L.

Un estudio realizado, en nifios en edad escolar entre las edades de 2 - 18 afios,
de seis localidades de la provincia de Cajamarca - Per, localizadas entre 2627
y 3061 m de altitud, demostraron que la prevalencia de fascioliasis va desde
6,7 hasta 47,7%, lo cual resulté ser el méas alto registro en humanos hasta

ahora en esta zona hiperendémica.?
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2.2. Bases tedricas

2.2.1. Etiologia
La fascioliasis es una enfermedad ocasionada por Fasciola hepatica y
Fasciola gigantica, estas se encuentran distribuidas en muchas zonas
de Africa, Asia y América.3*% Para que fasciola complete su ciclo de
vida necesita de dos hospederos, un intermediario, especies de
caracoles de agua dulce de la familia Lymnaeidae (Lymnaea viatrix,
Pseudosuccinea columella, Galba truncatula, Lymnaea schirazensis)
y un hospedador definitivo que incluye muchos mamiferos

herbivoros, incluyendo al hombre,30:36:37:51

2.2.2. Fasciola hepatica
La Fasciola hepatica elimina huevos por medio de la bilis y las heces;
que al caer en corrientes de agua se embrionan entre 10 a 15 dias
dando salida a una larva ciliada o miracidio nadador que posee
glandulas secretoras necesarias para penetrar al hospedador
intermediario. Cuando la larva encuentra un caracol de la familia
Lymnaea adecuada, pierde los cilios transformandose en esporocisto
sacciforme y se inicia la “explosion reproductiva” en cadena, es decir,
las redias madres existentes dentro del esporocisto son liberadas y de
inmediato comienzan a generarse las redias hijas. Este proceso
multiplicador y asexual ocurre principalmente en el hepatopancreas

del molusco. Finalmente, salen las cercarias bien diferenciadas y se
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2.2.3.

adhieren a las hojas de los berros acuaticos al secretar un fluido
gomoso Yy elastico que al solidificarse forja la metacercaria

infectante.1:12.14

Epidemiologia

La fascioliasis es una enfermedad de distribucién mundial, que se
encuentra en las regiones subtropicales y tropicales del mundo,
incluyendo América Latina, EE.UU., Reino Unido, Irlanda, Europa,
Oriente Medio, Asia y Africa.®® Ademas abarca factores que afectaran
la prevalencia y la intensidad de la infeccién con el parésito y cémo
éstas impactan sobre los animales, tanto en términos de enfermedad
clinica y de la economia.’® La epidemiologia de la enfermedad
depende de factores tales como el medio ambiente y la susceptibilidad
de las especies huéspedes (o individuo) a través de la resistencia innata
0 adquirida. Por otra parte, la disponibilidad de un gran nimero de
huéspedes definitivos e intermedios susceptibles aumentard la
capacidad del parasito para reproducirse. Para ser eficaces, las
medidas de control dependen de una buena comprension de la
epidemiologia de la enfermedad de modo que las estrategias de
intervencion pueden ser disefiadas para producir el mayor beneficio
posible en términos de enfermedad o reducir al minimo la

productividad de los animales en riesgo de infeccion.'4
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2.2.4.

En la fascioliasis humana, se han descrito situaciones de

hipoendemia, mesoendemia e hiperendemia. 16363

Huésped intermediario de Fasciola hepatica

Los caracoles que intervienen como vectores realmente son anfibios y
viven tanto dentro como alrededor de zonas encharcadas o con cursos
de agua permanentes (pozos, fuentes, represas, lagos, pantanos, rios),
asi como en entornos con vegetales himedos o en proximidad de
bebederos, zonas periddicamente inundadas. En esos lugares y con
temperatura adecuada llegan a ser enormemente prolificos, puesto que
en condiciones Optimas, un caracol puede producir hasta 100000

caracoles en un sélo afio.t-1

El éxito de la infeccion de un trematodo a un caracol de agua dulce
depende de al menos tres factores principales: La edad del caracol en
la exposicion, la temperatura del agua en donde se localizan el caracol
y el miracidio, y la nutricion del caracol.? Existe una diversidad de
factores que provocan la extension de las especies intermediarias de
Fasciola hepatica como es el caso de los caracoles que actian como
vectores, como los Lymneidos que se encuentran en contacto directo
con los animales porque ambos comparten habitats similares. Esto es
lo que sucede con respecto a Galba truncatula, un caracol que, por lo
general, se encuentra en lugares encharcados y en el fango y puede ser

arrastrado entre las pezufias de los animales, y dispersados a otros
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lugares, introduciéndose asi de manera accidental donde no es
habitual. Esto es lo que probablemente ha sucedido en las zonas de
Bolivia.®® En Cajamarca se ha identificado molecularmente la
presencia de tres, especies morfologicamente similares, Lymnaeidos
pertenecientes al grupo Galba / Fossaria: Galba truncatula, Lymnaea
neotropica y L. schirazensis, siendo la mas abundante Galba

truncatula.’

Se menciona, igualmente, que existen tres especies diferentes de
caracoles intermediarios como Galba truncatula, Fossaria cubensis,
y Pseudosuccinea columella.®® Externamente el caracol del género
Lymnaea esta constituido por un pie, dos antenas y un caparazon e
internamente por hepatopancreas, rifiones, ductos glandulares
digestivos, conductos hepaticos, glandula digestiva, senos venosos,
ductos lagunares. Las células epiteliales de L. truncatula tienen un
tamafio de 5 a 10 um vy el epitelio respiratorio mide alrededor de
15 - 16 um en promedio, en cambio, las células epiteliales de L.
cubensis miden de 10 a 14 um vy el epitelio respiratorio
aproximadamente 16 pum. La sustancia intercelular de las células
epiteliales del molusco estd compuesta de mucopolisacéridos, con
gran contenido de &cido hialurénico. Las células que configuran el
tejido conjuntivo de L. truncatula (no asi las L. cubensis) estan
representadas por células fusiformes y células en forma de estrella que

con sus ramales se sujetan a la membrana basal que es muy delgada,
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Y NOo es raro observar que se acomparie de fibras elasticas de coldgeno
unidas dentro de paquetes robustos. Estas fibras son siempre notables
por su gran durabilidad y su poca elasticidad, ademas son parte de la
sustancia intercelular que es amorfa, viscosa e incolora, la cual no
tiene diferenciacion morfoldgica visible y no es observable mediante
microscopia Optica. También esta constituido por tegumentos, epitelio
intertegumentario del hepatopancreas, tejido conjuntivo del higado,
glandula digestiva, senos venosos, ductos lagunares, higado, las fibras
del tejido conjuntivo se desarrollan de manera abundante,
mucopolisacaridos, ductos glandulares digestivos, higado que
consiste en numerosos tubos formados por una capa de células
hepéticas con ndcleo redondo u oval situado en la parte basal de la
célula, y tejido elastico de sostén (células ovaladas con nucleo
redondo u oval pero con superficie espiculada). La presion ejercida
sobre los conductos hepaticos por los parasitos genera la desaparicion
de sus hendiduras; dificulta el acceso de hemolinfa, sustancia
alimenticia y oxigeno, lo que genera que se produzcan depdsitos
adiposos en el higado del molusco y se presente autolisis de las células
digestivas; los moluscos mueren de hambre, ademéas de pasar por un
proceso toxico al tener la hemolinfa problemas de salida hacia los
rifiones, por lo que se acumula junto con los productos metabolicos de
los parésitos, estos productos son absorbidos por el epitelio del
higado, lo que genera profundas alteraciones fisiologicas y muerte de

las células hepaticas. El higado de los moluscos L. truncatula y L.
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cubensis consiste en numerosos tubos redondos y ovalados en la
seccion transversal unidos a la masa compacta por tejido conjuntivo.
Ademas estan formados por una capa de células de 2 tipos: Hepatico
(grandes células cilindricas con ndcleo redondo u oval situado en la
parte basal de la célula) y tejido elastico de sostén (células ovaladas

por ntcleo redondo u oval pero con superficie espiculada).!t148

2.2.5. El género Sapindus (Sapindaceae)
Esta formado por unas 12 especies de arboles o arbustos distribuidos
por los tropicos y subtropicos del mundo. Sapindus saponaria L.
“choloque” es una especie nativa del Peru que existe desde épocas
precolombinas, sus frutos y semillas se muestran en restos
arqueoldgicos pertenecientes a culturales pre-incas. Cada fruto del
boliche contiene saponinas triterpenoides, taninos, gomas, azlcares y
aceites. En la naturaleza, las saponinas triterpénicas estan
ampliamente distribuidas, las pentaciclicas se encuentran con
frecuencia en las monocotiledoneas, especialmente en las familias de

la Dioscoreas, Amarilidaceas e Iliaceas.>?

2.2.6. Sapindus saponaria L.
Es un arbol tropical de mediano tamafio y es conocido vulgarmente

como jaboncillo, boliche, campeche, jurupe o choloque.®253
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> Reino Plantae
> Division Magnoliophyta
» Clase Magnoliopsida
» Orden Sapindales
» Familia Sapindaceae
» Género Sapindus
> Especie Sapindus saponaria L.

e Distribucidon geogréfica: Especie de amplia distribucion desde
Mexico hasta Argentina. En las provincias de Esmeraldas,
Galédpagos, Guayas, Imbabura, Los Rios, Loja y Manabi. Crece

entre 0 - 2500 m.s.n.m en bosque seco y valles secos interandinos.®

e Descripcion botanica: Arbol que alcanza entre 8 - 15 m de alto y
de 45 - 50 cm de DAP. Fuste muy ramificado. Copa redonda a
ovalada, estrecha. Corteza escamosa (a veces lisa), grisacea a
verdosa, levemente fisurada. Ramitas terminales cilindricas,
glabrescentes. Hojas compuestas, alternas, imparipinadas con
borde entero, lanceoladas, de 10 - 20 cm de longitud, foliolos 3 - 4
pares, alternos, de 5 - 10 cm de longitud, 2,5 - 4,3 cm de ancho, con
laminas lanceoladas elipticas, apice obtuso, base asimétrica, borde
entero, 2 - 4 pares de nervios secundarios, glabros, tiene el raquis

alado. Planta monoica; flores unisexuales, blancas, 0,5 cm de
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diametro, en inflorescencias de racimo compuesto o panoja; flores
masculinas con 5 sépalos y pétalos, estambres 7 - 8; flores
femeninas con periantio reducido o nulo. Fruto una drupa
monospérmica, castafio, de 11,5 cm de didmetro con una cascara
semitransparente, una sola semilla de color negro, lustrosa, muy

dura.®* Comunmente es conocido como jaboncillo, jaboncillo

occidental, por su propiedad detersiva.®

Tabla 1. Usos tradicionales de Sapindus spp.

Uso A B C D E Total
Abortivo X XXXXXX 7
Alexifarmaco X XXX XX 6
Amigdalitis X 1
Antidiarréico X 1
Antihelmintico X 1
Antipirético X XX XX 5
Antirreumatico X XXX 4
Antirreumatico X 1
Antitusivo X 1
Antivenin XXX 3
Asma bronquial X XX 3
Asma humoral X 1
Astringente XXX 3
Bactericida X 1
Barios X 1
Cabello, cuidado X X X 3
Cataratas X 1
Circulacion X 1
Clorosis XXX 3
Colera X X 2
Demulcente X 1
Denticién X 1
Detersivo XX XX 5
Dolor uterino X 2
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Continuacién de la tabla 1.

Emenagogo
Emeético
Encias
Epilepsia
Escabicida
Exorcismo
Expectorante
Halitosis
Hemicrania
Histeria
Inconsciencia
Ictericia
Insecticida
Lumbalgia
Glandulas
Molusquicida
Oftalmias
Parto, facilitar
Paralisis
Pecas
Pediculicida
Piel, afecciones
Piscida
Psoriasis
Purgante
Salivacion
Soporifero
Rifion,
enfermedades
Tdnico
Veneno
Ulceras
Uterotonico

XXX

XX

XXX
XX

XX

XX

XXX

XX XX

XX XXX

XXX

XXX

XX

<
~NPFRP PP NNRPRPRPARPRPRPORREPNRECNND®OWN

XX XX
XXXXXX XX XXX
X

[EEN
w

XX
XX
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XXXX X

x
= = N Ol

X

Total reportes

34

54 10 41 139

Total usos

23

32 5 24

A: S. laurifolius, B: S. mukorossi, C: S. saponaria, D: S. rarak, E: S. trifoliatus.

Fuente: Abreu O. Potencial medicinal del género Sapindus L. (Sapindaceae) y de la

especie Sapindus saponaria L. Rev Cuba Plant Med. 2005; 10: 3 - 4.1
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La parte mas empleada es el fruto (pericarpio), aunque también hay
referencias de uso de la hoja, ramas, corteza y semillas. La vias por
las que se puede administrar son diversas tanto internas como
externas se tienen la via oral, nasal, oftdlmica y vaginal. La
decoccion es el modo mas usual de prepararla. Los paises donde se
ha empleado el género como medicinal son: Siria, Lanka, India,
Nepal, Japon, Tailandia, especificamente S. saponaria se ha
empleado en Egipto, Kenya, EE.UU, Per, Brasil, Puerto Rico y

Cuba.l

Tabla 2. Ensayos realizados a Sapindus spp.

Ensayo bioldgico A B C D E Total
Abortivo X X 2
Acaricida XX 2
Analgésico X 1
Antiandrogénico X X 2
Antibacteriano X 1
Anticonvulsivante X 1
Antiespermatogénico XX 2
Antiestrogénico X 1
Antiflngico X X 2
Antihelmintico X 1
Antihemorrégico X 1
Antiimplante XXXX 4
Antiinflamatorio X X 2
Antiprotozoario XX 2
Antiulceroso X X 2
Citdxico X 1
Embriotdxico XXX 3
Espasmolitico X X 2
Espermicida XXXXXXXXXX 10
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Continuacién de la tabla 2.

Estimulante uterino X X 2
Hipotensor X 1
Induccion ACTH X 1
Insecticida X XX 3
lonotropico positivo X 1
Larvicida X 1
Molusquicida XX XXXXXX X X 10
Nematicida X X 2
Permeabilidad X 1
capilar, disminucion

Piscida X XX 3
Repelente X 0
Total reportes 1 23 22 1 21 67
Total ensayos 1 13 14 1 14

A: S. laurifolius, B: S. mukorossi, C: S. saponaria, D: S. rarak, E: S. trifoliatus.

Fuente: Abreu O. Potencial medicinal del género Sapindus L. (Sapindaceae) y de la especie

Sapindus saponaria L. Rev Cuba Plant Med. 2005; 10: 3 - 4.1
Esta planta es conocida en algunos paises como toxica. Las
conocidas propiedades detersivas de estas especies se la confieren
las saponinas que contienen en el pericarpio. La tensioactividad
caracteristica de estas puede estar relacionada con su accién sobre
el Sistema Respiratorio, estos glicésidos son especialmente tdxicos
para los animales de sangre fria, de ahi los efectos biocidas
conspicuamente referidos. Muchas saponinas por via oral
presentan toxicidad, irritan las mucosas bucofaringeas y digestivas,
ocasionando dolor abdominal, vomitos y diarreas. Pero también
pueden ejercer una amplia actividad biologica y farmacologica:
Antiedematosa, venotonica, broncolitica, citotdxica frente a varias

neoplasias, antiinflamatoria, hipocolesterolémica, entre otras.*
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2.2.1.

2.2.8.

Fitoconstituyentes

Los estudios fitoquimicos han planteado la presencia de glicosidos
triterpénicos del tipo hederagenina en el pericarpio en 5 especies
estudiadas y en el endocarpio de S. mukorossi, S. saponaria y S.
trifoliatus la presencia de diferentes triterpenos y acidos grasos.
También se han dilucidado la presencia de otros metabolitos como
flavonoides en todos los estudios realizados a las hojas: luteolina y 4-
metoxiflavona en S. saponaria, kamferol y quercetina en S. trifoliatus,
rutina en ambas especies y en Paullinia clavigera (Sapindaceae)
triterpenos, flavonoides y quinonas. En estudios cualitativos no se
informa la presencia de alcaloides ni taninos en ninguna parte de la

planta para S. saponaria.’

Descripcion general de los glicésidos

Los glicosidos son metabolitos vegetales de gran importancia. Su
nombre hace referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una
molécula de azlcar se condensa con otra que contiene un grupo
hidroxilo. Existen tres grupos de glicésidos de particular interés:
saponinas, glicésidos cardiacos, glicosidos cianogénicos y una cuarta
familia, los glucosinolatos, se incluyen en este grupo debido a su

estructura similar a los glicdsidos.®
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2.2.9. Importancia de las saponinas
Antes de que el hombre creara la industria del jabon, se usaban
jabones naturales, conocidos por los mexicanos como amole entre los
cuales se incluyen a las saponinas. Los pueblos prehispanicos del
centro de México, llamaban amole a las plantas que tiene la propiedad
de hacer espuma con el agua, como es el caso de la parota, por lo que
se han utilizado desde la antigiiedad para lavar ropa. Aldn en la
actualidad en muchas comunidades rurales se emplea el amole tanto
para lavar ropa fina, como para evitar que se deteriore, ya que es un

detergente neutro perfectamente degradable.®

Las saponinas son altamente tdxicas a peces y a otros animales
acuaticos de sangre fria o que respiran por branquias, sin embargo, su
efecto dafiino en animales superiores es variable.3#? En la actualidad
se ha realizado un notable incremento en el conocimiento de este tipo
de compuestos, porque aparte de que manifiestan ciertas propiedades
toxicas, también se les han reconocido otras cualidades tecnoldgicas

y medicinales.*®

Entre las saponinas de naturaleza esteroidal, son muy importantes los
glicosidos cardiacos, como el obtenido de la (Digitalis purpurea). El
extracto obtenido de las semillas contiene una mezcla de saponinas y

es muy util en el tratamiento de enfermedades del corazon.?
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Debido a que las saponinas s6lo son absorbidas en cantidades infimas
por el intestino, actdan especialmente en la luz del tracto
gastrointestinal. Se les atribuye un efecto protector del cancer de
estomago e intestino. Las saponinas presentes en las legumbres
ejercen, asi mismo, una influencia sobre diversos factores
inmunitarios, actdan sobre determinados tipos de célula haciendo que
se produzcan mas anticuerpos. Las saponinas son capaces de captar y
combinarse con el colesterol alimentario en el intestino, e impedir asi
que pueda llegar a la sangre. Ademas, pueden captar también acidos

biliares primarios y facilitar su eliminacion del cuerpo.*®

2.2.10. Saponinas
Las saponinas son glicdsidos que se encuentran distribuidos
ampliamente en las plantas y estan formadas por una aglicona de
origen terpénica, esteroidal o alcaloide; Algunas saponinas tienen
adicionalmente un azucar, el cual es generalmente glucosa, unido al
carbono 26 O 28.%' Las saponinas esteroidales se encuentran
principalmente en monocotiledneas, mientras que las saponinas
triterpénicas se encuentran especialmente en dicotiledoneas.*® La
gran diversidad estructural de las saponinas se refleja en sus
diferentes propiedades bioldgicas y fisicoquimicas.®® Los dos tipos
de saponinas presentan ciertas propiedades distintivas que sirven de
base para su identificacion rapida: a) sabor amargo, b) produccion

de espuma al ser agitadas en soluciones acuosas, ¢) produccion de

Bach. Amambal Choléan Elizabeth 19 Facultad de Ciencias de la Salud
Bach. VVega Alarcon Elvis



A

Efecto molusquicida del liofilizado de saponinas triterpénicas obtenidas de las cascaras de <,
los frutos de Sapindus saponaria L. “choloque” frente a hospederos intermediarios de I
Fasciola hepatica. UPAGU

hemolisis de los globulos rojos, d) toxicidad en animales de “sangre
fria”, en especial los peces (sapotoxinas), a los cuales les provocan
paralisis de las agallas, €) la mayoria de las saponinas son solubles
en diferente grado en soluciones de alcohol - agua, propiedad que se
emplea en diversas técnicas para su extraccion y purificacion,
f) produccion de wuna reaccion positiva en la prueba de
Liebermann-Burchard, por lo general, las saponinas esteroidales en
esta prueba, manifiestan colores que varian desde el azul hasta el
verde y las triterpénicas, rosado, rojo o violeta.?® Por hidrolisis de las
saponinas se obtienen carbohidratos y una aglicona, llamada
sapogenina, la cual puede tener un esqueleto esteroidal o

triterpénico.?

A pesar de su gran aplicacién industrial vy
farmacéutica, las saponinas glicoalcaloides, en determinadas
concentraciones, son toxicas para microorganismos, insectos,
animales y humanos, y por ello cuando estan presentes en los
alimentos se consideran como factores antinutricionales.

Recientemente, las investigaciones se han centrado en desarrollar

técnicas para remover las saponinas de los alimentos.8

Las saponinas, ya sean esteroidales o triterpénicas, son sintetizadas

a partir de la via de los isoprenoides.®*®

Bach. Amambal Choléan Elizabeth 20 Facultad de Ciencias de la Salud
Bach. VVega Alarcon Elvis



Efecto molusquicida del liofilizado de saponinas triterpénicas obtenidas de las cascaras de <,
los frutos de Sapindus saponaria L. “choloque” frente a hospederos intermediarios de I
Fasciola hepatica. UPAGU

2.2.11. Saponinas triterpénicas

Las saponinas triterpénicas, son acidas debido a la presencia de
grupos carboxilos que se encuentran unidos en la posiciéon 3 de la
aglicona, que por lo general son oleanano y mas raramente ursano o
damarano. Los grupos de carbohidratos usualmente contenidos son
unidades de 1 - 6 monosacaridos, siendo los mas comunes la glucosa,
galactosa, ramnosa, arabinosa, fucosa, xilosa, acido galacturénico y
acido glucurdnico. Las saponinas tritepérnicas, abundan en muchas
familias de las dicotileddneas, especialmente en Caryophillaceae,
Sapindaceae, Polygalaceae =y  Sapotaceae, = Compositae,
Cucurbitaceae, Linaceae. Actualmente se han clasificado en tres
grupos, representados por a-amirina, B-amirina y lupeol (esterol
unido a una cadena corta de uno o méas azcares).3-

Las plantas contienen frecuentemente cantidades considerables de
saponinas triterpénicas, la raiz de primula contiene alrededor de
5 - 10%; la raiz de regaliz entre 2 - 12%, la corteza de quilaya
contiene hasta 10% de la mezcla conocida por el nombre de

“saponina comercial” y las semillas de castafio de Indias, hasta el

13% 27,31,33,46
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Tabla 3. Estructuras de algunas saponinas triterpenoides méas conocidas que

se han establecido recientemente.

Componentes

Saponina Genina P Fuentes
glucosidicos
. - 2 - glucosa. 1 acido Aesculus
Aescina Aescigenina glucuronico. 1 acido .
. hippocastanum
tiglico
Aralina Aralidina 2 arablnosa§, y acido Aralia japonica
glucurénico
Caléndula - saponina Acido 2 glucosa, 1 galactosa Calendula
A oleandlico 1 &cido glucuronico officinalis
< . Acido L -
Acido glicirricico glicirretinico 2 acido glucuronicos Gilicirriza ssp.
. Acido 1 ramnosa, 1 glucosa, .
Gualanina - ; Guaiacum spp.
noroleandlico 1 arabinosa
1 galactosa, 1 xilosa,
Gipsofila Gipsogenina 1 arabinosa, 1 fucosa,  Gipsophila spp.
1 ramnosa
Hederaco_5|do A Hederagenina 1 gluqosa, 1 Hedera helix
(hederina) arabinosa
1 ramniosa, 1
Primula — saponina Primulgenina glucosa, 1 falactosa, Primula spp.

Quilaya — saponina

Salko - saponina A

Acido quilayco

Saikogenina

1 &cido glucurénico

1 Acido glucurénico,
6 az(cares y restos
acilo

1 glucosa, 1 fructosa

Quillaia saponaria

Bupleurum spp

Fuente: Garcia M. Extraccion y determinacion de propiedades de saponinas a partir del fruto de
Enterolobium cyclocarpum (Jacq) Griseb (“parota™). [Tesis para optar el Titulo Profesional de
Bidlogo]. México: Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo; Facultad de Biologia. [En
internet] 2008.°

Todas las saponinas triterpénicas poseen actividad hemolitica, la

cual puede ser débil a fuerte dependiendo del tipo de sustituyentes.>®

Bach. Amambal Cholan Elizabeth 22
Bach. VVega Alarcon Elvis

Facultad de Ciencias de la Salud



Efecto molusquicida del liofilizado de saponinas triterpénicas obtenidas de las cascaras de
los frutos de Sapindus saponaria L. “choloque” frente a hospederos intermediarios de
Fasciola hepatica.

2.2.12.

El uso potencial de plantas para el control de los vectores,
especificamente de caracoles, tiene un gran potencial biologico, lo
cual ha recibido considerable atencion.*

El uso de saponinas ha contribuido a la reduccion de polutantes
ambientales por el riesgo causado a los humanos, por residuos
quimicos en alimentos y resistencia antibidtica de patdgenos
humanos. Los metabolitos secundarios de las plantas estan
generalmente asociados con su mecanismo de defensa, pero también
han sido asociadas con un amplio rango de propiedades bioldgicas,
Las concentraciones de los metabolitos secundarios de las plantas y
sus actividades en sistemas biologicos varian con la madurez de las
plantas, las partes de las plantas, las condiciones del suelo,
disponibilidad de agua y luz y otras condiciones ambientales en

donde la planta crece.®?

Actualmente se reportan estos compuestos en especies de otras
familias de plantas como Quillaja saponaria (Rosaceae), Zizyphus

jujuba var. sapinosay, y el hongo Ganoderma atrum.>

Saponinas esteroidales

Las sapogeninas esteroidales, son principalmente derivados de
espirostano y furostano, que son normalmente convertidas en
espirostanoles durante el aislamiento. Estas sapogeninas no tienen

grupos carboxilo y pocas unidades de azucar; la mayoria de los
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2.2.13.

compuestos de este grupo, estan presentes en las plantas como
glucésidos en forma de antrona y usualmente se encuentran unidos
al C-1, C-8 y C-6, entre los glicosidos encontrados estan la glucosa,

ramnosa Yy apiosa.314

Los estudios fitoquimicos han demostrado su presencia en muchas
familias de las monocotileddneas, especialmente en Dioscoreaceae
y Liliaceae. Entre las dicotiledoneas, en Leguminosae y Solanaceae.
Las saponinas esteroidales son de gran interés e importancia por su
relacion con compuestos como las hormonas sexuales, cortisona,
esteroides diuréticos, vitamina D y heterdsidos cardiacos. Algunas
son utilizadas como material de partida para la sintesis de estos

compuestos. 4664

La produccion industrial de estas sustancias requiere una serie de
procesos microbiolégicos de fermentacion y una serie de
conversiones quimicas relativamente complejas y en su gran

mayoria patentadas por los grandes laboratorios farmacéuticos.33°°

Hemolisis

Una caracteristica muy importante que presentan las saponinas, es la
capacidad de provocar hemélisis como consecuencia de la capacidad
que poseen para alterar la permeabilidad de las membranas. La
capacidad de las saponinas para romper la membrana de los

eritrocitos esta vinculada a la capacidad de las saponinas para fijar
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2.2.14.

los esteroles de la membrana como resultado de ello, la membrana
estalla, provocando un aumento en la permeabilidad.?>?® Una
situacion fisioldgica se define en relacion con la concentracion de
soluciones en ambos lados de una membrana, si la presion osmotica
es igual a un lado y otro de la membrana, se habla de soluciones
isotonicas; si la solucion tiene menor presion se denomina

hipotdnica.®

Sulfato de cobre (Cu2S0a)

El sulfato de cobre es el molusquicida méas antiguo de los que adn
siguen empleandose, ya que cristalizado es muy estable y se
conserva durante mucho tiempo. Téxico para los moluscos, inocuo
para el hombre y los mamiferos, a las dosis usuales, y su toxicidad
para los peces es menor que la de los demas molusquicidas
empleados. El sulfato de cobre, en las concentraciones a las que se
emplea como molusquicida, tiene un efecto ovicida bastante potente.
El sulfato de cobre apenas tiene efecto letal sobre las cercarias y su
accion depende mucho de la composicion quimicay del pH del agua.
El sulfato de cobre es muy soluble en aguas con pH bajo y precipita
rapidamente en forma de compuestos insolubles que se depositan en

el lecho del canal o del curso de agua cuando el pH es elevado.**

La soluciéon concentrada, tal como se aplica en los habitas de

moluscos, tiene un efecto fuertemente corrosivo sobre muchos
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materiales de construccion, recipientes, bombas, etc., por lo que
conviene elegir cuidadosamente los aparatos y bombas de
distribucion y enjuagarlos con agua abundante inmediatamente
después de usarlos. El sulfato de cobre no parece ser en absoluto
sensible a la accidn de los rayos ultravioletas, por eso puede aplicarse
sin reserva alguna en cualquier momento del dia. En las aguas muy
turbias conviene usar concentraciones fuertes, pues de lo contrario

no es muy eficaz.*

Aunque en el laboratorio el sulfato de cobre es letal para los
moluscos en concentraciones muy bajas, en la practica se ha
comprobado que, para obtener ese efecto molusquicida, es necesario
emplear desde el principio concentraciones elevadas por lo menos
de 30 partes por millon (30 ppm) incluso en condiciones

favorables.**
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I1l. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Unidad de analisis, universo y muestra

e Unidad de anélisis
Sapindus saponaria L. ‘“choloque”, proveniente del centro poblado
Yamaluc, distrito de Huambos, provincia de Chota, departamento de

Cajamarca.

e Universo
Frutos maduros de Sapindus saponaria L “choloque”, provenientes de la

Region Cajamarca.

e Muestra
Liofilizado, que se extrajo a partir de 5 kg del pericarpio de los frutos
maduros de Sapindus saponaria L. “choloque”, proveniente del centro
poblado Yamaluc, distrito de Huambos, provincia de Chota, departamento

de Cajamarca.

v" Criterios de inclusién y exclusion

o Inclusion: Se seleccionaron los frutos enteros y frescos.
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o Exclusion: Frutos deteriorados y afectados por picaduras de

insectos o alguna enfermedad (hongos, bacterias, etc.)

e Especie de experimentacion
v’ Caracoles del género Lymnaea de zonas endémicas de la provincia de

Cajamarca.

v" Criterios de inclusion y exclusion
o Inclusidn: Se seleccionaron los caracoles del género Lymnaea

del mismo tamafio.
o Exclusién: Caracoles que muestran signos de estar enfermos.

3.2. Métodos de investigacién

3.2.1. De acuerdo al fin que se persigue
Basica, la investigacion estuvo encaminada a ampliar el conocimiento

cientifico, explorando nuevas teorias y transformar las ya existentes.

3.2.2. De acuerdo a la técnica de contrastacion
Experimental, de tipo transversal, realizandose la manipulacién de
variables con el fin de observar los efectos acaecidos de como
consecuencia de dicha manipulacion.
3.3. Técnicas de investigacion
El presente trabajo de investigacion fue orientado a comprobar el efecto

molusquicida del liofilizado de saponinas triterpénicas obtenidas de las

Bach. Amambal Choléan Elizabeth 28 Facultad de Ciencias de la Salud
Bach. VVega Alarcon Elvis



A

Efecto molusquicida del liofilizado de saponinas triterpénicas obtenidas de las cascaras de <,
los frutos de Sapindus saponaria L. “choloque” frente a hospederos intermediarios de I
Fasciola hepatica. UPAGU

cascaras de los frutos de Sapindus saponaria L. “choloque” frente a
hospederos intermediarios de Fasciola hepatica. Para lo cual se utilizé un
disefio experimental consistente en la aplicacion de diecisiete concentraciones
diferentes del liofilizado de saponinas triterpénicas de las cascaras de los
frutos de Sapindus saponaria L. “choloque” (Sapindaceae) en comparacion
con la solucién de Cu2SOq; éstas soluciones se aplicaron directamente en los

caracoles del género Lymnaea.

a) Obtencion de la muestra vegetal
Los frutos fueron colectados en forma manual del centro poblado de
Yamaluc, Distrito de Huambos, Provincia de Chota, Departamento de

Cajamarca.

b) Preparacion de la muestra
La separacion de la cascara del fruto de Sapindus saponaria L.
“choloque” se realiz6 en forma manual. Posteriormente se seco en estufa
a una temperatura de 35 ‘C por 24 horas, una vez seco se procedio a moler

en un mortero, luego se tamiz6 y se peso.

c) Meétodo de extraccion de las saponinas triterpénicas
La extraccion de las saponinas se realizé segln el método descrito por G

Thomas modificado por los tesistas.
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Se pesd 170 gramos de la muestra de cascara de choloque y se maceroé en
250 mL de cloroformo durante 72 horas. Luego se filtré y se separo el
extracto cloroférmico. El residuo vegetal se llevé a la estufa a 35 °C
durante 24 horas. Después se llevo a extraccion en Soxhlet con etanol
hasta agotamiento. El extracto etandlico se concentrd6 a sequedad.
Posteriormente el extracto seco se disolvid en una mezcla de 200 mL de
agua y 100 mL de n-butanol. Este extracto hidrobutanodlico se llevo a
reflujo en 200 mL de n-butanol por tres horas. Se trasvaso en una pera de
decantacion y dejo reposar por 24 horas, donde se tomo el extracto
butandlico para luego filtrarlo sobre sulfato de sodio anhidro. Una vez
filtrado se llevd a sequedad en un rotaevaporador obteniéndose un
residuo de color rojo oscuro siendo este el crudo saponinas. Luego con
la ayuda de un sonicador se resuspendio en 50 mL de H2O destilada para
luego ser congelado a menos 30 °C por 24 horas. Después se esparcié en
una placa liofilizadora y se llevo a congelacion a -80 °C por 72 horas. Al
término de la congelacion se coloco en un liofilizador y después de 48
horas se obtuvo un polvo amarillento. A esta sustancia se le hicieron
todas las pruebas para determinar la presencia de saponinas triterpénicas

dando positivas para todas las pruebas.t’*°

d) Analisis cualitativos
Los analisis cualitativos como reacciones de identificacién de las

saponinas triterpénicas fueron la prueba de la espuma, la prueba con el
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reactivo de Salwosky, la reaccion de Liebermann-Burchard y la reaccion

del &cido sulfarico.?’

e Prueba de la espuma

Se coloc6 en un matraz Erlenmeyer 10 g de muestra del fruto de
Sapindus saponaria L. “choloque” con 75 mL de agua destilada a
40 °C aproximadamente, inmediatamente se agitd vigorosamente
por 5 minutos. La prueba se considerd positiva ya que la espuma
perdurd por méas de 5 minutos. Esta prueba fue realizada con el fin

de determinar saponinas.?’

e Prueba de Liebermann-Burchard

La prueba de Liebermann-Burchard fue utilizada como una
herramienta de identificacion del tipo de saponinas en las cascaras
del fruto de Sapindus saponaria L. “choloque” (Sapindaceae).

Se mezcld 1 mL de anhidrido acético y 1 mL de cloroformo, se enfrié
a 0 °C y se afiadié 2 mL de la solucion a analizar, observandose una
coloracion rojo y/o anaranjado, que cambian con el tiempo,
indicando la presencia de saponinas triterpénicas por lo tanto la

prueba fue considerada positiva.?’

e) ldentificacion de los huéspedes intermediaros
Para la identificacion se utilizd los criterios diagndsticos basados en la

caracteristica de la conchilla, para esto los caracoles fueron lavados y
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colocados en una placa Petri luego fueron identificados bajo el

estereoscopio.*

f) Crianza de caracoles

Se recolectaron caracoles (dextrégiros) del campo y fueron llevados al
laboratorio donde se los colocé en un tamiz para lavarlos con agua
corriente por unas tres o cuatro veces, luego puestos en placas Petri para
identificacion bajo el estereoscopio, una vez identificados fueron
separados en grupo de 20 a 25 caracoles posteriormente se colocé en
cajas de plastico de 5 litros previamente preparadas con agua y con un

sistema de aireacion.*

g) Preparacion de las concentraciones del liofilizado de saponinas
triterpénicas obtenidas de las cascaras de los frutos de Sapindus
saponaria L. “choloque”

Se prepard una solucién madre de 320 ppm, de la cual se prepararon las
concentraciones 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220,

240, 260, 280, 300 ppm por diluciones sucesivas con agua destilada.*®

h) Efecto molusquicida del liofilizado de saponinas triterpénicas
Los caracoles fueron divididos al azar en grupos de 20 individuos de los
mismos tamafos Yy posteriormente expuestos a cada una de las
concentraciones por un tiempo de 20 minutos, luego los caracoles fueron

enjuagados en agua destilada y dejados en cajas de plastico con agua para
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su recuperacion y evaluacion. De manera similar se tuvieron dos grupos
de veinte caracoles para ser utilizados como grupo control y blanco. Al
grupo control se lo sumergié en una solucion de Cu.SQO4 por veinte
minutos, luego fueron enjugados con agua destilada y dejados en cajas
de plastico con agua para su recuperacion y evaluacion, al grupo blanco
solo se lo mantuvo en agua destilada.

Posteriormente se evalud la mortalidad a las 2, 4, 24 y 48 horas, la
mortalidad de los caracoles fue probada por la retraccion del cuerpo
dentro de la concha; la falta de respuesta a una sonda de agua fue tomada

como evidencia de muerte.1°

i) Distribucion de grupos
Los caracoles fueron distribuidos al azar en 19 grupos. La distribucion

de los grupos fue de la siguiente:

e Grupo Blanco: Se colocaron 20 caracoles del género Lymnaea en
20 mL de agua destilada durante 48 horas. A este grupo no se sometio
a las concentraciones del liofilizado de saponinas triterpénicas.

e Grupo patrén: Se colocaron 20 caracoles del género Lymnaea en
20 mL de la solucion de Cu2SO4 a una concentracion de 15 000 ppm
los caracoles fueron expuestos por un tiempo de 20 minutos.

Después de exponerlos a la sustancia en estudio, los caracoles fueron
enjuagados en agua destilada y dejados en cajas de plastico con agua

por 48 horas, la mortalidad fue evaluada 2, 4, 24 y 48 horas.
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e Grupos problemas: Se formaron 17 grupos problemas de 20
caracoles del género Lymnaea los cuales fueron expuestos a diferentes
concentraciones (10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220,
240, 260, 280, 300 y 320 ppm) del liofilizado de saponinas
triterpénicas obtenidas de la céascara de los frutos de Sapindus

saponaria L. “choloque”, 1os cuales fueron expuestos por un tiempo

de 20 minutos.

Después de exponerlos a la sustancia en estudio, los caracoles fueron

enjuagados en agua destilada y dejados en cajas de plastico con agua

por 48 horas, la mortalidad fue evaluada 2, 4, 24 y 48 horas.

3.4. Instrumentos, equipos, materiales y reactivos

3.4.1. Instrumentos

v’ Software Microsoft Office Excel.

v’ SSPS (Statistical Package for the Social Sciences).

3.4.2. Equipos

v

v

Rotaevaporador: Ika
Liofilizador: Labconco
Sonicador: Elma
Congeladoras: Arctiko
Estufa: Memert

Peceras: Blau aquaristic
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3.4.3. Materiales
v" Materiales de vidrio y otros de uso comun en el laboratorio de

Quimica General e Inmunologia.

3.4.4. Reactivos
v Acido clorhidrico 2 N
v" Agua destilada
v Anhidrido acético 20%
v" Cloroformo 37%. Laboratorio Merck
v Etanol 96° GL. Comercial
v" Acido sulfdrico 2 N.
v" N-butanol. Laboratorio Sigma

v’ Sulfato de sodio anhidro. Laboratorio Sigma
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Flujograma del disefio experimental

Recoleccion de la muestra ‘ Recoleccion de caracoles ‘

Secado de la muestra ‘ Identificacion de caracoles ‘

! |

Extraccion del principio
activo ‘

|

Andlisis del liofilizado

Crianza de caracoles ‘

|

Evaluacion del efecto molusquicida

4=

Resultados

==

Discusion

!

Conclusion
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Flujograma de la Extraccion de las saponinas

Recoleccion de 1a muestra de “choloque™

k Skg de frutos de

Sapindus saponaria L.

Descascarado y secado en estufa

N

Secado a 35°C por 24 h.

Maceracion en cloroformo

\ Maceracion por 72h. (170g)

Extraccion con Soxhlet

\ Hasta agotamiento de la
muestra

Liofilizado
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3.5. Técnicas de analisis e interpretacion de datos
Para el analisis de las comparaciones estadisticas se utilizé el programa SSPS
(Statistical Package for the Social Sciences), en el cual se determiné la media
aritmética y desviacion estandar de las variables cuantitativas realizandose una
comparacion entre las concentraciones y los tiempos a través de ANOVA que

permitio la comparacion mas de dos grupos.

Tenemos la siguiente base de interpretacion del valor p:
*  Sip>0,05; ladiferencia no es significancia, IC = 95%.

*  Sip <0,05; ladiferencia es significativa, IC = 95%
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IV. RESULTADOS

Tabla 4. Reacciones de identificacion de saponinas triterpénicas en el
pericarpio crudo de frutos de Sapindus saponaria L.

REACCIONES RESULTADOS
Prueba de Salwosky + (color rojizo)
Prueba de Liebermann-Burchard + (color rojizo a lila)
Prueba del acido sulfurico + (color rojo)
Prueba de la espuma +

Tabla 5. Reacciones de identificacion de saponinas triterpénicas en el
liofilizado del extracto etandlico del pericarpio de frutos de
Sapindus saponaria L.

REACCIONES RESULTADOS
Prueba de Salwosky + (color rojizo)
Prueba de Liebermann-Burchard + (color rojizo a lila)
Prueba del acido sulfurico + (color rojo)
Prueba de la espuma + (mas de 5 minutos)
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Tabla 6. Porcentaje de rendimiento de las saponinas triterpénicas liofilizadas

RENDIMIENTO SAPONINAS TRITERPENICAS (%)

Saponinas liofilizadas 4,35%

» Se obtuvo un rendimiento neto de 4,35% saponinas triterpénicas liofilizadas.
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Tabla 7. Comparacion de la mortalidad de los caracoles del género Lymnaea

a diferentes concentraciones y tiempos.

CRUPOS PO 2% TIEMPO POST IMMERSION
20 MIN 2H 4H 24H 48H
G. blanco déz\tgiijaada 0 0 0 0 0
G. control Sulfato de 20
cobre
G. problema 1 10 ppm 0 0 0 0 0
G. problema 2 20 ppm 0 0 0 0 0
G. problema 3 40 ppm 0 1 1 3 7
G. problema 4 60 ppm 0 1 1 4 8
G. problema 5 80 ppm 0 3 6 9 10
G. problema 6 100 ppm 0 0 2 6 9
G. problema 7 120 ppm 0 1 1 6 11
G. problema 8 140 ppm 0 1 2 14 17
G. problema 9 160 ppm 0 2 2 11 17
G. problema 10 180 ppm 0 2 4 14 19
G. problema 11 200 ppm 0 3 7 15 19
G. problema 12 220 ppm 0 7 13 20 20
G. problema 13 240 ppm 0 5 11 19 20
G. problema 14 260 ppm 0 8 14 19 20
G. problema 15 280 ppm 0 7 17 19 20
G. problema 16 300 ppm 0 7 16 19 20
G. problema 17 320 ppm 0 9 17 20 20
MIN: Minutos; H: Horas
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Efectividad a 2 horas
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20
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Efectividad molusquicida (%)

10 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

Concentracion de saponinas triterpénicas (ppm)

Figura 1. Evaluacion de la efectividad molusquicida del liofilizado de
saponinas triterpénicas frente a caracoles del género Lymnaea
después de dos horas de post-exposicion a diferentes
concentraciones.

» Al evaluar la actividad molusquicida del liofilizado de saponinas
triterpénicas de los frutos de Sapindus saponaria L. “choloque” después de
dos horas de post-exposicion, se observd que presenta actividad
molusquicida siendo los porcentajes mas altos de efectividad molusquicida

45% a la concentracion de 320 ppm.
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Efectividad a 4 horas
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| Efectividad molusquicida (%0) |

10 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

Concentracién de saponinas triterpénicas (ppm)

Figura 2. Evaluacion de la efectividad molusquicida del liofilizado de
saponinas triterpénicas frente a caracoles del género Lymnaea
después de cuatro horas de post-exposicion a diferentes
concentraciones.

» Al evaluar la actividad molusquicida del liofilizado de saponinas
triterpénicas de los  frutos de  Sapindus saponaria L.
“choloque” después de cuatro horas de post-exposicion, se observé que
presenta actividad molusquicida, siendo los porcentajes méas altos de

efectividad molusquicida 85% a la concentracion de 320 ppm.

» Ademas se puede observar que las concentraciones mayores a 220 ppm

tienen una efectividad por encima del 50%.
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Efectividad a 24 horas
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100 =
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Figura 3. Evaluacion de la efectividad molusquicida del liofilizado de
saponinas triterpénicas frente a caracoles del género Lymnaea
después de veinticuatro horas de post-exposicion a diferentes
concentraciones.

» Al evaluar la actividad molusquicida del liofilizado de saponinas
triterpénicas de los frutos de Sapindus saponaria L. “choloque” después
de veinticuatro horas de post-exposicion, se observé que presenta actividad
molusquicida, siendo los porcentajes més altos de efectividad molusquicida

100% a la concentracién de 320 ppm.
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Efectividad a 48 horas
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Figura 4. Evaluacion de la efectividad molusquicida del liofilizado de
saponinas triterpénicas frente a caracoles del género Lymnaea
después de cuarenta y ocho horas de post-exposicion a diferentes
concentraciones.

» Al evaluar la actividad molusquicida del liofilizado de saponinas
triterpénicas de los frutos de Sapindus saponaria L. “choloque” después de
cuarenta y ocho horas de post-exposicion, se observd que presenta
actividad, siendo los porcentajes mas altos de efectividad molusquicida

100% a la concentracién de 220 ppm.
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Efectividad molusquicida (%0)

Efectividad molusquicida en diferentes

tiempos y concentraciones
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10 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

Concentracion de saponinas triterpénicas (ppm)
2 HORAS 4 HORAS 24HORAS 48 HORAS

Figura 5. Comparacion de la efectividad molusquicida del liofilizado de

>

saponinas triterpénicas a diferentes tiempos y concentraciones.

Al evaluar la actividad molusquicida del liofilizado de las saponinas
triterpénicas de los frutos de Sapindus saponaria L. “choloque” se observo
que a 24 horas la concentracion de 320 ppm tiene una efectividad de 100%
mientras que este mismo porcentaje fue alcanzado en 48 horas a una

concentracion de 220 ppm.

» Al realizar la comparacion entre las concentraciones y los tiempos de post-

inmersion, en el programa estadistico ANOVA, se obtuvo que no hay
diferencia significativa entre las concentraciones ya que el valor de
p = 0,21969841, a diferencia de los tiempos, donde el valor de

p = 0,0000380, indicando que si hay una diferencia significativa.

Bach. Amambal Choléan Elizabeth 46 Facultad de Ciencias de la Salud
Bach. VVega Alarcon Elvis

P

UPAGU



Efecto molusquicida del liofilizado de saponinas triterpénicas obtenidas de las cascaras de
los frutos de Sapindus saponaria L. “choloque” frente a hospederos intermediarios de
Fasciola hepatica.

V. DISCUSION

La fascioliasis es un problema de salud publica por la alta prevalencia de infeccion
en humanos, especialmente en nifios.’® debido a que la transmision ocurre al
consumir vegetales frescos o crudos en los que se han enquistado metacercarias del
parésito.! Para que esto ocurra es necesario que los huevos Fasciola hepatica, se
hayan convertido en miracidios y encontrado al huésped intermediario, que es un
caracol de agua dulce del género Lymnaea.* es asi que en busca de soluciones para
controlar a esta parasitosis optaron por la eliminacion del huésped intermediario, en
un inicio con agentes molusquicidas de origen sintéticos y actualmente se esta
buscando plantas con efectos molusquicidas, cortando de esta manera el ciclo

bioldgico de Fasciola hepatica.?6:446!

La actividad molusquicida se puede encontrar en muchas especies vegetales. En
nuestro trabajo de investigacion el liofilizado de saponinas triterpénicas obtenidas
de las céscaras de los frutos de Sapindus saponaria L. “choloque” presentd
actividad molusquicida, con un porcentaje maximo de 100% de efectividad a una
concentracion de 220 ppm en 48 horas. Ademas los resultados obtenidos fueron
contrastados con sulfato de cobre Cu2SOg4, utilizado como control positivo y agua

destilada como patr6n o control negativo.

En la familia sapindaceae existen varias especies que tienen maltiples utilidades

siendo una de ellas la activad molusquicida,***°® dentro de esta familia se ha
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estudiado al género Sapindus saponaria L.,?%%° Sapindus mukorossi,®
encontrando una actividad molusquicida muy acentuada en la especie Sapindus
saponaria,’ sobre el caracol Lymnaea acuminata,®* Biomphalaria glabrata Say,*
Melanoides tuberculata,?® atribuyéndole dicha actividad a las saponinas

triterpénicas, 13244860

Rouquayrol M, 2012: Para investigar la actividad molusquicida de diversas plantas
del noroeste brasilefio prepard diversos extractos tanto acuosos como etanolicos,
encontrando 82 especies con dicha actividad, siendo una de ellas Sapindus

saponaria L.>

Ojewole J, 2004: Estudio 41 plantas autéctonas de Sudéafrica con actividad
molusquicida para el control de la esquistosomiasis, encontrando 14 plantas con
actividad molusquicida, teniendo como principios activos saponinas, taninos,

quinonas y glucésidos.*?

Pelegrini D et al, 2008: Investigd la actividad bioldgica de los compuestos aislados
en Sapindus saponaria L. y otras plantas del género Sapindus, esta investigacion se
basa en datos y referencias disponibles sobre especies de este género, esta revision
encontrd que los extractos crudos y sustancias aisladas tienen muchas propiedades
bioldgicas como farmacoldgicas (antimicrobiana, espermicida, antiulcerosa,
molusquicida, antifungicas y antiinflamatorias), teniendo como principales

sustancias bioactivas saponinas de naturaleza triterpénicas.*®
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Uphadhyay A et al, 2011: Determind la actividad molusquicida de Sapindus
mukorossi y Terminalia chebula en contra del caracol de agua dulce Lymnaea
acuminata, en este estudio se evaluaron dos tipos de extractos para cada especie en
estudio, teniendo como resultado que los extractos etandlicos eran mas toxicos que
los de origen organico, estableciendo una CLsp a 18,37 mg/L (18,37 ppm) al
exponerlos continuamente a los caracoles, encontrando asi que los efectos toxicos

de las saponinas triterpénicas aumentan con el tiempo.5!

lannacone J et al, 2013: Al estudiar la toxicidad de los bioplaguicidas Agave
americana, Furcraea andina (Asparagaceae) y Sapindus saponaria (sapindaceae)
sobre el caracol invasor Melanoides tuberculata (Thiaridae), en este estudio se
evalud la toxicidad aguda de los extractos de las hojas de A. americana, F. andina
y de los frutos de S. saponaria sobre M. tuberculata, la mortalidad se evalué a las
24 horas de exposicion y 24 horas de recuperacion en agua destilada. Los resultados
mostraron que existe diferencia significativa con relacion a los grupos controles a
partir de concentraciones de 0,5 mL/L. Ademés este estudio concluyd que los
extractos estudiados pueden sustituir al molusquicida niclosamina, en forma segura

para el control de caracoles.?®

Ribeiro A et al, 1995: Estudi6 el efecto molusquicida de las saponinas extraidas
del pericarpio de Sapindus saponaria L., las saponinas se extrajeron con hexano y
metanol en un equipo Soxhlet, los ensayos se realizaron utilizando el crudo de

saponinas a una concentracion de 100 ppm, evaluando la mortalidad a las 24 horas
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de exposicion y las 72 horas post exposicion, encontrando una efectividad del 100%

a 72 horas post exposicion.>°

Chan P, 2007: Investigo las saponinas triterpénicas con una cadena trisacarida
unida en el C3 de la aglicona, para estudiar la actividad con relacién a la estructura,
se realizd la separacion de los hidratos de carbono de la genina, encontrando que
los hidratos de carbono sin la genina suprimen en totalidad su actividad, mientras
que en la genina no se aboli6 en su totalidad. Concluyendo que la presencia de
hidratos es indispensable para que la aglicona tenga una actividad muy

significativa.'®

Los estudios citados, si bien algunos de ellos no mencidnan los principios activos y
no fueron realizados en liofilizados, si no en extractos acuosos, etanolicos y
organicos, permiten rescatar que los principios activos con actividad molusquicida
son las saponinas, flavonas, taninos, quinonas, triterpenoides y oligoglicésidos. En
nuestro trabajo de investigacion se utiliza las saponinas triterpénicas liofilizadas
extraidas de los pericarpios de Sapindus saponaria L. Encontrando la actividad
antes mencionada con un porcentaje del 100% de efectividad, en 24 horas a una
concentracion de 320 ppm y a 220 ppm en 48 horas (tabla 4), ademas teniendo en
cuenta los porcentajes de efectividad calculados para cada una de las
concentraciones se puede establecer como concentracion letal media (CLso) a las
48 horas a una concentracion 80 ppm (tabla 4) después de 20 min de exposicion al
liofilizado de saponinas triterpenicas. Dicha actividad podria estar relacionada a

que las saponinas triterpenicas tienen una cadena de azUcares unida al carbono tres
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presentando multiples actividades, se cree que las saponinas forman complejos con
los esteroles de las membranas celulares produciendo grandes poros alterando su
permeabilidad, esta interaccion cambia dependiendo de la estructura del esterol, es
asi que no solo puede causar la lisis de la célula sino también cambios en la
morfologia haciendo que la membrana se separe y desintegre para una posterior
degradacion total de los componentes celulares, ademas las saponinas tambiéen
pueden inducir a una muerte celular programada por activacion de la vias de
sefializacion a través de la tirosina quinasa y la proteina G, la cual lleva a una
acumulacion de Ca™ y a la produccién de oxigeno reactivo como el peréxido de

hidrogeno.?

Los ensayos in vitro realizados en esta investigacion comprueban la efectividad de
las saponinas triterpénicas obtenidas de Sapindus saponaria L. “choloque” frente a
hospederos intermediarios de Fasciola hepatica, teniendo la probabilidad de

utilizarse como un biomolusquicida, frente a dichos caracoles Lymnaea.
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VI. CONCLUSIONES

> Se logro obtener el liofilizado de saponinas triterpénicas obtenidas de
las cascaras de los frutos de Sapindus saponaria L. “choloque”,

obteniendo un rendimiento neto del 4,35% de saponinas liofilizadas.

» Se demostro que la concentracion mas adecuada es de 220 ppm a 48
horas con efecto molusquicida del liofilizado de saponinas
triterpénicas obtenidas de las céascaras de los frutos de Sapindus
saponaria L. “choloque” frente a hospederos intermediarios de

Fasciola hepatica.
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VIl. RECOMENDACIONES

» Se recomienda realizar mas estudios a las saponinas triterpénicas de
Sapindus saponaria L., para observar el efecto en otros especimenes de

sangre fria.
» Incentivar el estudio toxicoldgico de las saponinas presentes en el choloque.

» Promover el uso de las saponinas triterpénicas de Sapindus saponaria L.,

por ser de origen natural con buenos efectos molusquicidas.
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Anexo 1. Caracol del género Lymnaea.

Fuente: Carrada T, Escamilla J. Fasciolosis. Revista Mexicana de Patologia

Clinica. 2005; 52 (2): 83 - 96.

Anexo 2. Célculo del rendimiento de saponinas.

» % De rendimiento de saponinas triterpénicas liofilizadas.

MVI170g....cccoenne.e 100%
L74g i, x%
X =4,35%
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Anexo 3. Célculos para preparar las soluciones del liofilizado de saponinas a

diferentes concentraciones.

» Preparacion de la solucion de patrén a 320 ppm

320 mg de saponina 1000 mL de H20 destilada

» Pesar 320 mg del liofilizado de saponinas y vaciar a una fiola de 1000 mL,
disolver agregando 500 mL H-O destilada, teniendo cuidado de no formar

espuma, luego aforar hasta los 1000 mL.

» Para la preparacion de las demas concentraciones se utilizo la siguiente
formula.

ClxV1=C2xV2

e 320 ppm x V1 =10 ppm x 50 mL

V1=0,64 mL agregar H2O destilada c.s.p 50 mL

e 320 ppm x V1 =20 ppm x 50 mL

V1=3125mL agregar H2O destilada c.s.p 50 mL

e 320 ppm x V1 =40 ppm x 50 mL

V1= 6,25mL agregar H20 destilada c.s.p 50 mL

e 320 ppm x V1 =60 ppm x 50 mL

V1=9,375mL agregar H>O destilada c.s.p 50 mL
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320 ppm x V1 =80 ppm x 50 mL

V1=125mL agregar H2O destilada c.s.p 50 mL

320 ppm x V1 =100 ppm x 50 mL

V1=15,625mL agregar H>O destilada c.s.p 50 mL

320 ppm x V1 =120 ppm x 50 mL

V1=18,75mL agregar H>O destilada c.s.p 50 mL

320 ppm x V1 = 140 ppm x 50 mL

V1=21875mL agregar H>O destilada c.s.p 50 mL

320 ppm x V1 =160 ppm x 50 mL

V1=25mL agregar H,O destilada c.s.p 50 mL

320 ppm x V1 =180 ppm x 50 mL

V1=28,125mL agregar H,O destilada c.s.p 50 mL

320 ppm x V1 =200 ppm x 50 mL

V1=31,25mL agregar H2O destilada c.s.p 50 mL

320 ppm x V1 =220 ppm x 50 mL

V1=34,375mL agregar H,O destilada c.s.p 50 mL
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320 ppm x V1 =240 ppm x 50 mL

V1=37,5mL agregar H2O destilada c.s.p 50 mL

e 320 ppm x V1 =260 ppm x 50 mL

V1=40,625mL agregar H>O destilada c.s.p 50 mL

e 320 ppm x V1 =280 ppm x 50 mL

V1=4375mL agregar H>O destilada c.s.p 50 mL

e 320 ppm x V1 =300 ppm x 50 mL

V1=46,875mL agregar H>O destilada c.s.p 50 mL
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Anexo 4. Galerias fotograficas

Foto 1. Recoleccion y descascarado la muestra de Sapindus

saponaria L.“choloque”.

Foto 2. Secado de la pulpa de Sapindus saponaria L., en estufa a 35 °C durante
24 horas.
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Foto 3. Filtrado y secado de la muestra molida, después de 72 horas de

maceracion.

Foto 4. Extraccion con Soxhlet hasta el agotamiento de la muestra.
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Foto 5. Concentracion del extracto etanolico a sequedad en un

rotaevaporador.

Foto 6. Separacidn del extracto butandlico después de 24 horas de reposo en
una pera de decantacion.
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Foto 7. Proceso de liofilizacion de las saponinas triterpénicas de

Sapindus saponaria L.

Foto 8. Pruebas de identificacion para saponinas triterpenicas.
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Foto 10. Lavado y reconocimiento de los caracoles bajo el estereoscopio.
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Foto 11. Acondicionamiento de los caracoles del género Lymnaea.

Foto 12. Preparando las soluciones del liofilizado de saponinas triterpénicas a

diferentes concentraciones.
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Foto 13. Clasificacion de los caracoles por tamafio.

Foto 14. Inmersion de los caracoles en las diferentes concentraciones de saponinas

triterpénicas por 20 minutos.
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Foto 15. Haciendo la observacion en diferentes tiempos 2, 4, 24 y 48 horas de

post-exposicion.
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