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Resumen (espanol)

En América Latina, los caracoles de Biomphalaria glabrata (Planorbidae) son hospedadores intermediarios del parasito
Schistosoma mansoni, agentes causantes de la schistosomiasis, una parasitosis que afecta a millones de personas en el
mundo. El presente trabajo evalta el papel de la especie Euphorbia laurifolia A. Juss (Euphorbiaceae) contra B. glabrata. La
actividad molusquicida se evalué de acuerdo a los parametros sugeridos por la Organizacion Mundial de la Salud. Se
utilizaron caracoles de B. glabrata criados en el laboratorio. Se realizaron diferentes bioensayos utilizando extractos
metandlico crudo, en n-hexano, en acetato de etilo y en metanol de las partes aéreas de E. laurifolia a diferentes
concentraciones. Los resultados demostraron que esta especie posee una potente actividad letal con todos los extractos

estudiados contra caracoles de B. glabrata, considerandose el mejor el extracto de acetato de etilo, el cual presentd una
DLs, de 5,57 ppm.

Palabras clave (espafiol)

Molusquicida, Euphorbia laurifolia, Schistosomiasis, Biomphalaria glabrata, Bioactividad.

Abstract (english)

In Latin America snails of Biomphalaria glabrata (Planorbidae) are intermediate hosts of the parasite Schistosoma mansoni,
the causative agent of schistosomiasis, which is a parasitic disease that affects millions of people in the world. This study
evaluates the role of the specie Euphorbia laurifolia A. Juss (Euphorbiaceae) against B. glabrata. The molluscicidal activity
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was evaluated in accordance with the parameters suggested by the World Health Organization. Snails of B. glabrata used in
this assay were reared in the laboratory. Different bioassays were performed using crude methanolic extract, n-hexane
extract, ethyl acetate extract and methanol extract from the aerial parts of E. laurifolia at different concentrations. The
results showed that all studied extracts of this specie have potent lethal activity against B. glabrata snails, and the highest
molluscicidal potency was recorded for ethyl acetate extract, with LDs, of 5.57 ppm.

Keywords (english)

Molluscicidal, Euphorbia laurifolia, Schistosomiasis, Biomphalaria glabrata, Bioactivity.

Introduccion

La esquistosomiasis es una enfermedad
parasitaria cronica causada por trematodos del género
Schistosoma. La Organizacion Mundial de la Salud
considera a la esquistosomiasis como la tercera
enfermedad en importancia socio econdmica en todo
el mundo y la segunda enfermedad parasitaria de
mayor importancia en salud publica (1). Los humanos
se infectan al tener contacto con agua dulce que
alberga formas larvarias del pardsito que nadan
libremente, luego de salir de su hospedador natural en
el continente Americano, los caracoles de la especie
Biomphalaria  glabrata  (Planorbidae) (2). La
importancia médica de esta especie radica
precisamente en que son hospedadores intermediarios
de Schistosoma mansoni.

Uno de los métodos de control de la
enfermedad es a través de molusquicidas (3). Los
molusquicidas  sintéticos tienen tres grandes
dificultades, el alto costo de produccidn, la posibilidad
de que el caracol desarrolle resistencia y la toxicidad
que presentan sobre los diferentes organismos
bioldgicos presentes en el ambiente. Estos factores
han dado un impulso importante al estudio de los
molusquicida de origen natural, procedente de
extractos vegetales mas amigables con el medio
ambiente (4,5).

Estudios previos han arrojado resultados
alentadores en relacidn a la accidn letal que presentan
los extractos, latex y compuestos puros aislados de
algunas especies del género Euphorbia, contra B.
glabrata (6-10). Por otro lado, las especies E.
pulcherrima y E. hirta han sido reportadas como
potente molusquicida contra caracoles de Lymnaea
acuminata (11). E. splendens y E. aphylla mostraron
excelente efecto molusquicida contra B. alexandrina
(12,13) y se ha reportado una efectiva actividad
molusquicida de E. helioscopia y E. schimperiana con
DLso con valores entre 34—66 ppm contra de B. pfeifferi
(14). También se ha reportado potente actividad de E.
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cornigera contra caracoles de B. glabrata con DLs, de
17,5 ppm (9).

La especie Euphorbia laurifolia es un arbusto
presente en la zona andina de Venezuela, Colombia y
Ecuador entre los 1000 y 3000 msnm (15). En
Venezuela su distribucién se concreta en el paramo
meridefio sobre los 2500 msnm. Sobre la especie E.
laurifolia existen pocos estudios previos. Del latex de
esta especie, se aislé el triterpeno lanosterol y el
compuesto  latazienona, un nuevo diterpeno
macrociclico tipo latirano (16). En otro estudio se
demostré la actividad antiviral de algunos diterpenos
aislados del latex de esta especie (17).

En el presente trabajo se plantea evaluar el
potencial molusquicida de los extractos de las partes
aéreas de la planta contra caracoles de B. glabrata,
utilizando el protocolo sugerido por la Organizacion
Mundial de la Salud (18), con la idea de aportar nuevos
compuestos como posible alternativa en el control de
caracoles de importancia en salud publica.

Materiales y métodos

Material botdnico. Las partes aéreas de E.
laurifolia (Euphorbiaceae) se recolectaron en
Noviembre del 2013, en el paramo de Gavidia,
Municipio Rangel, Estado Mérida-Venezuela a 3200
msnm (N 082 41,219' W 709 55,747'). La muestra fue
identificada por el Ing. For. Juan Carmona y se
depositdé bajo el nimero de voucher MER-01 en el
Herbario “Prof. Luis Ruiz Terdn” de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes,
Mérida-Venezuela.

Caracoles de Ila especie Biomphalaria
glabrata. Se utilizaron caracoles de Biomphalaria
glabrata Say, cepa Puerto Rico, cedida gentilmente por
el Dr. Gilberto Payares de la Universidad Central de
Venezuela, criados en acuarios con agua declorada,
aireacion y lechuga como fuente de alimento y
mantenidos a temperatura ambiente en el Laboratorio
de Parasitologia Experimental (LAPEX) de Ia
Universidad de Los Andes, Mérida-Venezuela. Para los
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ensayos se seleccionaron ejemplares de caracoles
sanos de tamafo uniforme entre 6-8 mm de didmetro.

Preparacion de los Extractos. Se tomd una
muestra 100 g de material vegetal seco, finamente
molida y se sometid a un procedimiento de extraccion
en metanol bajo agitacidon constante a temperatura
ambiente hasta agotamiento. Se obtuvieron 20,2 g del
extracto metandlico crudo. Una muestra de 1,0 g de
este extracto se conservo hasta el momento de su uso,
protegido de la luz y a 4 oC. El extracto restante (19,2
g) se disolvid en agua y se sometidé a extracciones
liqguido-liquido empleando como solventes n-hexano,
acetato de etilo y metanol. Se obtuvieron 2,9 g de
extracto en n-hexano, 1,4 g de extracto en acetato de
etilo y 2,1 g de extracto residual en metanol, se
rotularon y conservaron hasta el momento de su uso
protegidos de la luzy a 4 °C.

Prueba de Bioactividad. Inicialmente se
realizd una prueba de bioactividad con cada uno de los
extractos a una concentracion de 150 ppm; aquellos
que reflejaron una letalidad del 100% se evaluaron a
las siguientes concentraciones: 100, 50, 10 y 1 ppm
para su actividad molusquicida.

Actividad  molusquicida. lLa  actividad
molusquicida se evalué de acuerdo a los criterios
establecidos por la OMS para plantas con actividad
molusquicida a nivel de laboratorio (18). Los
bioensayos se realizaron en recipientes de vidrio
cilindricos de 1500 mL de capacidad, en los cuales se
agrego el volumen necesario de los extractos para
preparar las diferentes concentraciones utilizadas. Las
muestras de los distintos extractos se prepararon en
una solucion madre y se diluyeron en una soluciéon de
dimetilsulfoxido (DMSO) al 10% en agua declorada
hasta alcanzar la concentraciéon deseada para un
volumen total de 500 mL en cada recipiente.

Los ensayos se llevaron a cabo con 5
ejemplares por frasco, y por duplicado para cada
extracto, con sus respectivos controles negativos con
agua declorada y se mantuvieron a temperatura
ambiente, con aireacién y una racién de lechuga
durante el ensayo. Se determind el efecto téxico de los
extractos y la mortalidad de los caracoles a las 48
horas.

Efecto toxico de E. laurifolia A. Juss. Para
determinar el efecto toxico de E. laurifolia sobre B.
glabrata, se observaron algunos parametros
fisioldgicos, como motricidad de los ejemplares, el
color de la concha, los latidos cardiacos y la respuesta
a la irritacién del pie del caracol. Los parametros
fisiologicos se registraron a las 24 y 48 horas post-
tratamiento. Luego de registrar el color de la concha,
posicidon y movimiento de los caracoles, cada ejemplar
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se colocé en una ldmina porta objeto bajo observacion
con un microscopio estereoscopico y se determinaron
los latidos cardiacos durante un  minuto,
posteriormente se determind la respuesta a la
irritacion del pie con una punta plastica. En los grupos
controles se procedié de igual manera.

Se realizd una prueba t de Student entre los
valores obtenidos para el ritmo cardiaco para
establecer diferencias estadisticamente significativas.

Mortalidad y dosis letal. Después del periodo
de toxicidad de 24 horas, los caracoles se transfirieron
a frascos con agua declorada limpia (sin extracto) por
24 horas mas, en las mismas condiciones de aireacion,
alimentaciéon y mantenimiento. Al cabo de este
periodo, se estimd la mortalidad. Como indicativo de
muerte se considerd, cambio de color en la concha, si
el ejemplar se encontrd flotando o en el fondo del
recipiente, sin latidos del corazén y la falta de
respuesta a la irritacion del pie con una punta plastica.

Se realizaron ajuste de la mortalidad
aplicando la férmula de Abbott (19). Se determind la
dosis letal cincuenta, dosis letal noventa y la dosis letal
noventa y cinco (DLsg, DLgy ¥ DLgs) calculadas por un
analisis probit utilizando el programa estadistico
Statgraphics Centurion XVI. Se realizé un analisis de
varianza simple (ANOVA simple) para describir el
impacto de la variable tipo de extracto sobre la
mortalidad, asi como determinar si hubo una
diferencia estadisticamente significativa entre los
extractos ensayados respecto a su accion molusquicida
con un nivel de confianza de 95%.

Resultados

Los resultados de la prueba de bioactividad
mostraron 100% de mortalidad para el extracto crudo,
el extracto hexdnico y el extracto en acetato de etilo a
150 ppm, mientras que el extracto metandlico residual
presentd sélo una actividad molusquicida del 10% por
lo que no fue considerado en los ensayos posteriores.

En la tabla 1 se muestran los resultados
obtenidos de los extractos ensayados de E. laurifolia
sobre los parametros fisiologicos estudiados de B.
glabrata.

Del andlisis estadistico (prueba t de Student)
realizado entre los valores obtenidos para el ritmo
cardiaco de los ejemplares bajo estudio sometidos a
los diferentes extractos y a las diferentes
concentraciones utilizadas en el bioensayo respecto a
los controles utilizados, se obtuvo que la media para
las pulsaciones a las 24 horas fue 41,1625 + 1,29203,
[39,8705 - 42,4545] y a las 48 horas fue 40,15 +

Avan Biomed. 2016; 5(2): 83-9.
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Tabla 1. Parametros fisioldgicos monitoreados durante el bioensayo.

Extracto Concent. (ppm) Latidos por minuto * % de cambio de color % de reaccién al
en la concha estimulo
24 h de exposicion

100,0 0,0 £ 0,000 100 0

50,0 0,0 £ 0,000 100 0

Crudo 10,0 39,3+1,154 70 30
1,0 40,8 £ 2,280 0 100
Control 41,6 £ 1,673 0 100

100,0 0,0 £ 0,000 100 0

50,0 0,0 £ 0,000 100 0

n-hexano 10,0 44,0 £ 2,000 60 40
1,0 40,8 £ 2,031 0 100
Control 39,2+2,033 0 100

100,0 0,0 £ 0,000 100 0

50,0 0,0 £ 0,000 100 0

AcOEt 10,0 0,0 + 0,000 100 0
1,0 41,6 £+ 1,673 0 100
Control 42,0+ 1,414 0 100

48 h de exposicion

100,0 0,0 0,000 100 0

50,0 0,0 £ 0,000 100 0

Crudo 10,0 40,6 +1,174 70 30
1,0 40,3 £ 2,201 0 100
Control 41,3 + 1,546 0 100

100,0 0,0 + 0,000 100 0

50,0 0,0 +£0,000 100 0

n-hexano 10,0 39,0+ 1,154 60 40
1,0 39,6 +£1,673 0 100
Control 38,8 +1,095 0 100

100,0 0,0 + 0,000 100 0

50,0 0,0 +£ 0,000 100 0

AcOEt 10,0 0,0 £ 0,000 100 0
1,0 42,0+ 1,414 0 100
Control 39,6 +1,673 0 100

* Promedio * Desviacidn estandar.

0,933098, [39,2169 - 41,0831]. Mientras que el
intervalo de confianza del 95,0% para la diferencia de
medias suponiendo varianzas iguales fue 1,0125 +
1,44557, [-0,433069, 2,45807] con un valor-P =
0,15525. Fue de interés particular el intervalo de
confianza para la diferencia entre las medias, el cual se
extiende desde -0,433069 hasta 2,45807. Puesto que
el intervalo contiene el valor de 0, no hay diferencia
significativa entre las medias de las dos muestras de
datos, con un nivel de confianza del 95,0%.

En la figura 1, se muestran los valores de
mortalidad obtenidos para los tres extractos

Avan Biomed. 2016; 5(2): 83-9.

ensayados de E. laurifolia a diferentes concentraciones
contra B. glabrata. Se determiné que el extracto
acetato de etilo origind el 100% de mortalidad a
concentraciones menores a 10 ppm; mientras los
extractos crudo y hexdnico mostraron 70% y 60% de
mortalidad a esa concentracion, respectivamente. Los
tres extractos ensayados a la concentracién de 1 ppm
se comportaron como los controles negativos.

Los resultados del analisis probit del calculo
de la dosis letal 50, 90 y 95 para cada extracto de E.
laurifolia ensayado a las 48 horas de exposicién con
sus respectivos intervalos de confianza al 95,0% se
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Figura 1. Mortalidad de B. glabrata a extractos de E. laurifolia a diferentes concentraciones.

muestran en la tabla 2. Se determind que el extracto
de acetato de etilo mostré la menor DLsy de 5,57 y una
DLy y DLgs de 7,28 y 7,75, respectivamente. Para los
extractos crudo y hexdnico de E. laurifolia se
registraron valores de dosis letal 50 cercanos a 9 ppm.

Durante el analisis probit se obtuvo que el
valor de “P” para el modelo (Pmogelo) €S menor que 0,05
por lo que existe una relacion estadisticamente
significativa entre las variables, con un nivel de
confianza del 95,0%. Ademads, el valor “P” para el
residuo (Presiquo) €5 Mayor o igual que 0,05 lo cual
indicd que el modelo no es significativamente peor
que el mejor modelo posible para estos datos con un
nivel de confianza del 95,0% o mayor.

Discusion

Cuando se evalla la actividad de un producto
natural contra caracoles, no sélo es importante
analizar el efecto letal que estos causen, también es
necesario evaluar el posible efecto fisioldgico sobre los
cuales ejercen su accion biocida. Un estado alterado
del caracol podria evidenciarse por un cambio en la
coloracion de la concha o en la motricidad,
alteraciones de su frecuencia cardiaca o de la actividad
reproductiva del caracol, variaciones de los fluidos de
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la hemolinfa como los niveles de glucosa, acido urico,
proteinas totales y calcio, entre otros (20,21). En el
presente estudio los resultados en relacién a la
evaluacion de los parametros fisiologicos registrados,
como el cambio de color de la concha, su motricidad,
ritmo cardiaco y la respuesta de irritaciéon de los
caracoles, no permitieron evidenciar ningun posible
efecto toxico, sino un efecto letal de los extractos en
las primeras horas de exposicién. La rapida mortalidad
muestra el efecto toxico inmediato de E. laurifolia que
reduce la capacidad de sobrevivencia de B. glabrata.
Los mecanismos a través de los cuales las sustancias
contenidas en los extractos ejercen la accidon se
desconocen. Para evaluar el posible efecto tdxico de E.
laurifolia  se sugiere evaluar otros parametros
fisiolégicos y metabdlicos en las primeras horas de
exposicion.

Los resultados observados en los extractos de
E. laurifolia analizados muestran que esta especie
posee una potente actividad letal contra caracoles de
B. glabrata, considerandose como mejor el extracto en
acetato de etilo, el cual presentd una DLy de 5,57
ppm. Los resultados obtenidos son superiores a varios
reportes con distintas especies de Euphorbia contra B.
glabrata (12,14) y estimulan a continuar los estudios
sobre los compuestos activos y biotoxicidad de E.
laurifolia.

Avan Biomed. 2016; 5(2): 83-9.




Tabla 2. Dosis letal para los extractos ensayados.

Extracto DL50 (ppm)*
Crudo 8,89 (7,42-9,91)

n-hexano 9,43 (7,57-11,02)
AcOEt 5,57 (4,78-6,77)

DL90 (ppm)* DL95 (ppm)*

11,60 (10,01,11,97) 12,36 (12,01-13,84)

12,32 (11,37-12,89) 13,38 (12,99-14,85)

7,28 (6,97-7,68) 7,75 (7,70-8,08)

* Calculada por medio de un analisis Probit con el programa estadistico Statgraphics Centurion XVI. Se muestran los intervalos

de confianza (95%).

Uno de los factores que determinan la
potencialidad de wuna planta es el solvente de
extraccion (12). Los resultados mostraron que el
mayor potencial molusquicida de E. laurifolia contra B.
glabrata fue observado en el extracto en acetato de
etilo; en relacidn al extracto crudo y de hexano, con
dosis letales inferiores a las reportadas para otras
plantas del mismo género (9,13), lo que constituye un
gran aporte al estudio E. laurifolia como una fuente
natural con alta potencialidad como molusquicida. Los
resultados también sugieren que los compuestos
responsables de la actividad molusquicida observada
en los extractos de las partes aéreas de E. laurifolia
son de naturaleza moderadamente polar.
Similarmente, Baloch y colaboradores (22) reportaron
que los extractos en acetato de etilo de Euphorbia
cauducifolia L fueron los que mas bioctividad
presentaron.

Los resultados concuerdan con otros estudios,
donde se reporta una buena actividad para extractos
obtenidos a partir de solventes de polaridad media
(9,23).

Entre los molusquicida de origen natural se
han identificados saponinas, terpenoides, flavonoides
y alcaloides (7,8,24-28). Algunos autores sefialan que
el efecto molusquicida de los compuestos naturales
pudiera provocar inestabilidad osmética y vesiculacion
superficial causando la muerte de los caracoles
(29,22). Por otro lado, Se ha reportado que los
terpenos, saponinas y los flavonoides son los
principales compuestos aislados del género Euphorbia.
Especialmente importante ha sido la actividad
molusquicida reportada para los compuestos
triterpénicos aislados de algunas especies del género
Euphorbia, los cuales, en algunos casos, han sido tan
potentes como el producto molusquicida
comercialmente disponible conocido como
Bayluscide® (9,10).

Recientemente, a partir del extracto en
acetato de etilo de las partes aéreas de E. laurifolia se
reportaron el diterpeno latazienona y el flavonoide
quercetin-3-O-L-ramnosido o quercetrina en un
estudio fitoquimico previo realizado por nuestro grupo
de investigacion en el Instituto de Investigacién de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de
los Andes, Mérida-Venezuela.

La presencia de este tipo de compuestos, el
diterpeno del tipo latirano identificado como
latazienona en el extracto de acetato de etilo, pudiera
cumplir un rol fundamental en la actividad
molusquicida presentada por E. laurifolia contra B.
glabrata. Aunque no esta claro como actlan estos
diterpenos policiclicos muchos de estos compuestos
son potentes agentes de alquilacion (30). Se cree que
la porcién gem-dimetilciclopropil presente en estas
moléculas es la responsable de la actividad bioldgica.

Como conclusién cabe decir que en el
presente estudio se demuestra el potente efecto del
extracto de acetato de etilo de E. laurifolia contra B.
glabrata con lo cual, esta especie pudiera servir como
una alternativa para el control de la schistosomiasis,
en razéon a ello, se sugiere realizar un estudio
minucioso sobre el extracto de acetato de etilo de la E.
laurifolia que permita determinar cudles son los
compuestos responsables de la actividad
molusquicida.
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