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RESUMEN

EFECTO DEL LATEX DE LA Euphorbia splendens SOBRE EL METABOLISMO DE
LASPROTEINASEN EL Lymnaea sp.

La presente investigacion se desarrolld6 en e Laboratorio de Inmunologia e
Investigacion de la Universidad Nacional de Caamarca, de diciembre 2012 a agosto
2014. El objetivo del estudio fue determinar €l efecto del latex de la Euphorbia
splendens sobre el metabolismo de |as proteinas en Lymnaea sp., paralo cua se evalué
los niveles de proteinas totales, acido Urico y urea en los caracoles. Se establecié dos
grupos de caracoles, € primero, libres de estadios larvarios de Fasciola hepatica y €
segundo infectados con estadios larvarios del paréasito; con 11 tratamientos cada uno
(determinados por las diferentes dosis del latex) y un control, haciendo en total 480
lymneidos. En € primer grupo se determind que los caracoles expuestos a mayor
concentracion de latex tienen un mayor nivel de proteinas y un menor nivel de acido
arico y urea, lo que indica la alteracion del metabolismo de las proteinas y por ende
intoxicacion del caracol y muerte de este; en e segundo grupo, los niveles de proteinas
totales se incrementaron a medida que se incremento la concentracion del 1atex, pero los
niveles de acido Urico y urea se mantuvieron constantes, esto se podria explicar porque
la infeccion por Fasciola incrementa el metabolismo del caracol, poniéndolo en aerta
para hacer frente a cualquier estrés; pero e metabolismo proteico igual sigue
alterandose debido a que la concentracion de proteinas totales se sigue incrementando,
debido a que no hay una degradacion de lamismas, y esta seriala causa de la muerte del
caracol. Al comparar las variables de |os dos grupos (proteina total, acido Urico y urea),
se observé diferencia significativa entre ellas (P<0,001); sendo més notoria la
alteracion en los caracoles libres de Fasciola; ademés se ha determinado que la dosis
letal media (DLso) es de 1,9 mg/l y ladosis letal (DLgo) es de 4,85 mg/l. Se concluye
que €l latex de la Euphorbia splendens es un molusquicida, que actdainterfiriendo en el

metabolismo proteico de los lymenidos.

Palabras clave: laex, Euphorbia splendens, lymneidos, metabolismo, proteinas,

Fasciola hepatica
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ABSTRACT

EFFECT OF LATEX OF Euphorbia splendens ON THE METABOLISM OF
PROTEINSIN THE Lymnaea sp.

This research was conducted at the Laboratory of Immunology and Research of the
National University of Cgamarca, between December 2012 and August 2014. The
objective of the present study was to determine the effect of Euphorbia splendens latex
on protein metabolism of Lymnaea sp.; and comprised the analysis of the levels of total
protein, uric acid and urea in these snails. Two groups of snails were set up, the first
group was free from Fasciola hepatica and the second group was infected with the
parasite; each group comprised 11 treatments (determined by different doses of latex)
and a control, in total 480 lymnaeid. In the first group, snails exposed to high
concentrations of latex had high levels of protein and low levels of uric acid and urea,
indicating an alteration of protein metabolism and thus intoxication and death of the
snail; in the second group, the level of total protein increased as the concentration of
latex increased, but the levels of uric acid and urea remained constant, this could explain
why infection with Fasciola hepatica increases the metabolism of the snail, preparing it
to deal with any stress;, however, the alteration of protein metabolism which results in
continuous increase in total protein concentration in snails, due to atered protein
degradation, may be the reason of the death of the snails. When comparing the variables
of the two groups (total protein, uric acid and ured), there was a significant difference
between them (P<0,001); being this ateration more noticeable in snails free from
Fasciola hepatica; aso, it has been determined that the median lethal dose (LDso) is 1,9
mg/l and the lethal dose (LDgo) is 4,85 mg/l. It is concluded that Euphorbia splendens

latex isamolluscicide; that acts by interfering the metabolism of proteinsin lymnaeids.

Keywords. latex, Euphorbia splendens, lymnaeids, metabolism, proteins, Fasciola

hepatica
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CAPITULOI
INTRODUCCION

La fasciolosis es una enfermedad parasitaria, ocasionada por la Fasciola
hepatica o Fasciola gigantica; de distribucién mundial, y muy comdn en la sierra norte
del pais, que afecta a la mayoria del ganado: vacunos, ovinos, caprinos, equinos,

animales silvestres, eincluso al hombre (Marcos et a. 2007).

En Cgamarca, se tiene que la frecuencia de presentacion de la fasciolosis en €
ganado vacuno es del 77% y del 45% en ovinos (Huaman 2011); mientras que en Bafios
del Inca se tuvo una frecuencia de 80,6% para vacunos y de 61,9% en ovinos
(Chuquiruna 2011), demostrando de esta manera que esta enfermedad es endémicaen la
region. Por otra parte, esta enfermedad es responsable de muchas pérdidas econémicas,
gue se estima son mayores a 50 millones de dblares a afio (Espinoza et al. 2010), por
los decomisos de higados en mal estado de los animales sacrificados en los centros de
beneficio, asi como por las pérdidas de peso de los animales infectados; y sumado a
estas pérdidas se encuentra € gasto efectuado por los ganaderos para e tratamiento

(desparasitacion) periddico de sus animales.

En humanos, la fasciolosis es una enfermedad emergente debido a que la
presentacion de casos positivos ha ido en aumento en los Ultimos afios, siendo en la
actualidad una de las tres zoonosis mas importantes que afectan €l higado en € pais; por
lo tanto debe considerarse la gecucion de programas de control orientadas a
interrumpir el ciclo biolégico (Marcos et a. 2007). Asi mismo, se estima que existen
entre 2,6 y 17 millones de personas infectadas en el mundo, y que cerca de 90 millones
se encuentran en riesgo (Duthaler et al. 2010); en nuestro pais, la fasciolosis es una
enfermedad endémica en comunidades rurales, siendo una de ellas Cgjamarca, la cual
presenta una prevalencia entre 6,3% y 47,7%, donde los nifios de edad escolar son los
maés afectados (Cornegjo et a. 2010); en un estudio mas reciente se tiene datos de que la
prevalencia en humanos que viven en areas ruraes entre los 2627 a 3061 m.s.n.m., para
laregion esde 6,7% a47,7% (Gonzdez et a. 2011).

Para las medidas de control de esta enfermedad, se tiene dos vias, una mediante
el uso de antihelminticos o fasciolicidas, y la segunda que seria a nivel del control del

hospedero intermediario (Urquhart et al. 2001). Dentro de los fasciolicidas més usados



en nuestro medio tenemos & triclabendazol, el cual ha dado buenos resultados en «
tratamiento por mucho tiempo, pero en los Ultimos tiempos, nuevos estudios han dado
indicios de que d parésito (Fasciola hepatica) se esta volviendo resistente a este
producto quimico, como |o mencionan Duthaler et a. (2010) en su trabgo de
investigacion, en donde se reporta una eficacia del producto del 30%; lo cua esta
relacionado con el uso excesivo del triclabendazol durante muchos afios, y sobre todo
en nuestra readlidad a la sub-dosificacion por la estimacion del “peso al 0jo” (Rojas
2012; Mamani & Condori 2009). Asi mismo, se tiene informacién de gque la resistencia
al triclabendazol en la region de Cajamarca, para €l caso del ganado vacuno ha sido del
81%, considerando a este producto en una escala de eficacia moderada, por |o cua no es
recomendable € uso del producto en e tratamiento de la enfermedad (Terdn 2011),
mientras que en € trabajo realizado por Ortiz et a. (2013), se reportd una eficacia del
triclabendazol del 25,2%; por otra parte en un estudio similar a de Teran (2011),
realizado en e Fundo Tartar de la Facultad de Ciencias Veterinarias de Cgjamarca, se
tuvo unaeficacia de 0 a 6,3% con relacién a triclabendazol, colocando a producto en la
escala de insuficientemente activo, reafirmando la recomendacion de no usar este

producto en € tratamiento de lafasciolosis (Calderon 2011).

Por otra parte, como se menciono lineas arriba, una segunda via de control de la
enfermedad, seriaatravés del caracol Lymnaea sp., €l cual juega un papel importante en
la continuidad del ciclo biologico de la Fasciola hepatica como hospedero

intermediario y por ende en la prevalencia de la enfermedad.

En la region de Cagamarca, estudios recientes demuestran que € Lymnaea
viatrix no es la unica especie que hace e papel de hospedero intermediario, sino que
también juegan este rol los caracoles Lymnaea neotropica, y Galba truncatula, los
cuales son morfologicamente similares (Bargues et a. 2012); por lo que, para
diferenciarlos uno del otro se debe contar con métodos de laboratorio més sofisticados
como es por gemplo € uso del andlisis del gen de la citocromo oxidasa | vy
secuenciacion del ADN (Correaet al. 2011; Velasquez et a. 2011).

Por otra parte se tiene que la region de Cagjamarca, es una zona que presta las
condiciones favorables para que se presente € desarrollo de los caracoles del género
Lymnaea y como consecuencia se de la continuidad del ciclo biologico de la Fasciola
hepatica y por ende, como ya mencionamos anteriormente, se presente lafasciolosis. En

2



tal sentido, con el presente trabajo se busco brindar una aternativa para el control de la

Fasciola hepatica, a través del control del desarrollo del hospedero intermediario
(Lymnaea sp.).

En la actualidad, se cuenta con muchos estudios sobre |os efectos molusquicidas
de productos quimicos, asi como de plantas, sobre un sinnimero de especies de
caracoles, que actian como hospederos intermediarios de trematodos; en especial, sobre
el género Biomphalaria, hospedero intermediario del Schistosoma mansoni,
sobresaliendo € uso de las plantas de la familia Euphorbiaceae, dentro de las que
destacan: Euphorbia splendens, Euphorbia tirucalli, Euphorbia royleana, entre otras,
por su potencial molusquicida sobre esta especie y otras relacionadas. Estas plantas
también han sido probadas sobre algunas especies del género Lymnaea como son L.
acuminata, y e L. columella, dando buenos resultados como molusquicidas
(Seshagirirao & Prasad 2001; Mendes et al. 1997; Vasconcellos & Amorim 2003); sin
embargo se desconoce cud es e mecanismo de accion del latex de estas plantas sobre
los lymneidos, y no se tiene estudios de las otras especies que hacen € papel de
hospedero intermediario de la Fasciola hepatica en la region de Cajamarca; por estas
razones, se planteo la presente investigacion con el objetivo de determinar €l efecto del
l&tex de la Euphorbia splendens sobre el metabolismo de las proteinas en e caracol
Lymnaea sp., considerando la condicién de infectados y no infectados con Fasciola

hepatica de los mismos.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

1. ANTECEDENTES

Desde hace agunos afios los investigadores se han preocupado por tratar de
encontrar la forma de controlar las parasitosis producidas por trematodos gque afectan al
ganado como es Fasciola hepatica y otros, a través del control del hospedero
intermediario que en este caso son caracoles de diferentes géneros Lymnaea, 0
Biomphalaria, entre otros, probando inicialmente productos quimicos como la
niclosamida que fue probada sobre Biompharia glabrata y Melanoides tuberculata,
dando buenos resultados (Giovanelli et a. 2002), pero tiene un inconveniente para €
ecosistema, debido que afecta a otras especies, y por ende a la diversidad de fauna
presente en campo. Por otra parte se han estudiado cerca de 1426 especies de plantas, a
fin de encontrar un derivado vegeta que actle como molusguicida (Baptista et al.
1994), entre las que tenemos: la Physalis angulata L, que se prob6 sobre B. glabrata,
teniendo e 100% de mortalidad de los animales con su extracto acetonico (A Dos
Santos et al. 2003); asi mismo se tiene a Laurus azorica (laurel de azores) o a
Juniperus brevifolia (enebro) que sus aceites esenciaes tuvieron efectos molusquicidas
contra el Radix peregra o Lymneae peregra en lasislas de Azores (Teixeiraet a. 2012);
entre otras, siendo las plantas de la Familia Euphorbiaceae las que cuentan con un
mayor numero de especies, € cua es cerca del 65% del total de lafamilia (Seshagirirao
& Prasad 2001), en donde, la Euphorbia splendens es una de las plantas molusquicidas
mas promisorias (Baptista et al. 1994).

La Euphorbia splendens, también conocida como: Corona de Cristo, Corona de
Espinas, Espinas de Cristo, entre otros nombres; es una planta oriunda de la region de
Inselberge, en Madagascar, Asia; pero que en la actualidad es de distribucion mundial,
es una planta exdtica, que se encuentra en diversos invernaderos y casas, ya que su
cultivo es simple y féacil; se propaga de forma vegetativa, es decir a través de esquejes
(Vasconcellos & Amorim 2003).

El ldex de la Euphorbia splendens es considerado como medicinal,

molusquicida y aungue algunas investigaciones indican que puede causar problemas
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cancerigenos (Soare & Dobrescu 2009), e irritacion de la piel por la presencia de una
fraccion alcaloidea (Rojas et al. 2008); por otro lado, estudios especificos sobre € latex
de la Euphorbia splendens, han demostrado que es uno de los mas seguros y de alto
poder molusquicida, para € control del caracol de la especie Biomphalaria, en
concentraciones de 0,5 ppm (Vasconcelos & Schall 1986; Schall et al. 2001), asi mismo
hay estudios que muestran que también tiene el mismo efecto sobre el caracol Lymnaea
columella, en concentraciones que varian de 0,55 mg/l en verano a 1,51 mg/l primavera
(Vasconcellos & Amorim 2003); indicando ademés que las concentraciones que se usan
para € control de los caracoles Biomphalaria son menos nocivas para € resto de
organismos acudticos, ya que se requiere dosis superiores a 100 ml/l de latex (Oliveira-
Filho & Paumgartten 2000; De Nardi 2011).

Hay otros estudios que indican e efecto molusquicida de otra planta de la
familia Euphorbiaceae, como es la Euphorbia tirucalli, en base a los cambios sufridos
en el metabolismo de los carbohidratos y proteinas del Lymnaea acuminata (Tiwari &
Singh 2005), en este contexto también se ha evaluado € efecto toxico de la Euphorbia
hirta (Singh et a. 2005), asi mismo el extracto acético de esta planta, en combinacion
con €l taraxerol, producto de la Codiaeum variegatum, perteneciente ala misma familia,
ocasiona ateraciones en el aspecto reproductivo del Lymnaea acuminata, razén por la
cual se recomienda su uso como controlador del hospedero intermediario de la
fasciolosis (Chauhan & Singh 2011).

El efecto molusquicida del lédex de la Euphorbia splendens o también
denominada Euphorbia milli, esta influenciado por € pH de la concentracién de ladosis
letal, observandose que a un pH de 8, la concentracion de ladosis letal debe ser de 10,3
ul/l, mientras que a un pH de 6, la concentracion de la dosis letal debe ser de 3,2 ul/l;
por lo que se debe tratar de estandarizar |as concentraciones de las dosis letal aun pH de
7 (Vasconcellos et al. 2003); ademas € efecto molusquicida del |atex, esta influenciado
por cambios producidos en factores ambientales como: temperatura del agua, contenido
de materia organica dentro de la misma (se disminuye la dosis letal ala mitad por cada
10°C de temperatura que se incremente, y a mayor concentracion de materiaorganica, la
dosis se incrementa); también influye en la concentracion de la dosis, la edad del
caracol, son més susceptibles los caracoles vigjos que los jovenes (Oliveira-Filho et al.
1999). En similar estudio sobre la estabilidad de la solucion acuosa de otra especie de la
familia Euphorbiaceae, como es la Euphorbia myrsinites, en donde se encontré que la
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solucion acuosa del 1atex, es inestable a temperatura ambiente y que pierde rgpidamente
su efectividad como molusquicida (alrededor del 50% después de 7 dias a 20 ° C) (Patel
et a. 2011). Por otra parte es necesario mencionar que €l latex pierde su actividad
molusquicida por efecto de la luz, es decir, su principio activo es fotodegradable;
mientras que s € laex es mantenido en condiciones de refrigeracion es estable por

espacio de 2 anos (Oliveira-Filho & Paumgartten 1997).

Bajo condiciones de campo, se ha observado la necesidad de hacer una
repeticion de la aplicacion del latex de la Euphorbia splendens, a fin de que € poder
molusquicida de esta sea efectiva (Mendes et al. 1997); asi mismo se ha demostrado
que € |&ex filtrado de la Euphorbia splendens, no tiene mayor efecto molusquicida, ya
gue s bien es cierto se reduce & nimero de caracoles dd género Biomphalaria
glabrata, este se recupera rgpidamente; pero s se usa € latex no filtrado, en dos
aplicaciones, con un intervalo de 2 semanas; en dosis de 5 ppm, la poblacion del caracol
desaparece y no reaparece hasta 14 meses después de la aplicacion, comprobando que
el latex crudo no filtrado es més potente que €l filtrado (Schall et a. 2001).

A la vez se ha observado que € latex de la Euphorbia splendens (Corona de
Cristo) ocasiona irritacion a nivel de piel y de los ojos en congjos, (Freitas et a. 1991),
también se ha evaluado € latex para comprobar sus efectos toxico y mutagénico en
células de mamiferosin vitro ein vivo, comprobando en lainvestigacion que el [&tex no
tiene mayor efecto mutagénico en células de mamiferos in vitro e in vivo, y por ende
para el hombre (Zamith et al. 1996). Sin embargo en otros estudios, relacionados con la
familia Euphorbiceae, especificamente con e extracto metanol de la Euphorbia
schimperiana, sobre ratones suizos albinos, da indicios de tener un potente efecto
mutagénico, a pesar de tener solo un ligero efecto toxico sobre estos (Ekram & Najia
2006); por otra parte Patel et al. (2011) recomiendan tener cuidado en la manipulacion
del laex de la Euphorbia myrsinites, debido a las evidencias de ser citotdxico; es
importante reiterar que la manipulacion del 1atex se haga cuidadosamente, afin de evitar

complicaciones posteriores.



2. BASESTEORICAS

ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL CARACOL Lymnaea sp.

Antes de ingresar a tratar la anatomia y fisiologia € caracol Lymnaea, es

importante conocer su clasificacion taxonoémica (Berg 1994):

Phylum: Mollusca

Clase: Gastropoda

Subclase: Pulmonata

Orden: Basommatophora

Familia: Lymnaeidae

Género: Lymnaea

Especie: dentro de las que destacan:
v Lymanaea viatrix

v Lymnaea neotropica

v Lymnaea acuminata
v

Lymnaea columella

Esta familia tiene distribucion mundial y su importancia médica radica en su rol
como huéspedes intermediarios de parasitos trematodos, entre los que se destaca la
Fasciola hepatica (Berg 1994).

Como ya se mencion0 en la clasificacion taxondmica, el caracol Lymnaea sp.
pertenece ala familia Lymnaeidae, son animales acudticos de respiracion pulmonar que
carecen de opérculo; cuentan con, dentro de sus caracteristicas morfologicas, una
concha enrollada en espiral levantada, es un animal dextrégiro, debido a que la abertura
de la concha se ubica a lado derecho (Ramos 2002; Borchert 1964).

Los caracoles de este género son animales de concha peguefia, opaca
moderadamente nacarada, la apertura es ovalada, menos de la mitad de la altura de la
concha, su labio externo es afilado y e labio columelar es volteado. Los adultos con

casi 6 anillos, miden de 8 a12 mm de longitud (Berg 1994).

Por otra parte este grupo de moluscos presentan una gran diversidad en la

morfologia de la concha, asi como en la anatomia del sistema reproductor, caracteres en
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los que se basa la taxonomia clasica, pero que no son suficientes para identificar
especies estrechamente relacionadas y por ende se debe recurrir a uso de métodos
moleculares para realizar una correcta definicion (Correa et a. 2011), teniendo como
giemplo de méodo molecular, €l uso del andlisis del gen de la citocromo oxidasa | y
PCR, ya que es un método rgpido, confiable y sencillo para la diferenciacion respectiva
(Velasguez et al. 2011).

Estos caracoles viven en barro hiumedo o en lugares de aguas poco profundas y
no estancadas. En condiciones de sequia o frio, tanto € caracol como los estadios
intermediarios reducen su actividad metabdlica pudiendo sobrevivir varios meses, para
luego reaparecer cuando se mejoran las condiciones de humedad e incremento de la
temperatura (Olaechea 2004).

En cuanto a la fisiologia del caracol Lymnaea sp. como tal se tiene poca
referencia, la informacion que se encuentra en general es sobre la clase y subclase,
motivo por € cual, en los siguientes parrafos se tratara de describir de forma genérica

algunos aspectos fisiol gicos de este tipo de caracol.

Sobre e intercambio gaseoso de los animales de la sub clase Pulmonata, se
puede afirmar que reciben su nombre debido a que la cavidad paleal se ha transformado
en un pulmoén, es decir los bordes de la cavidad palea se fusionaron por su parte
posterior, quedando un pequefio orificio en € lado derecho, denominado neumostoma.
La branquia desaparece y se vasculariza € techo de la cavidad paleal. La ventilacion se
da cuando & animal arqueay aplana el suelo de la cavidad paleal (es decir € dorso del
cuerpo del animal). En los lymneidos estos acuden a la superficie del agua para reali zar
el intercambio gaseoso; € neumostoma permanece cerrado mientras el caracol esta
sumergido, y las inmersiones pueden durar de 15 minutos a mas de una hora (Barnes &
Ruppert 1996).

En cuanto a la aimentacion de estos caracoles, se dice que son herbivoros y 1o
realizan a través de unaranula, que no es otra cosa que la boca; teniendo una digestion
extracelular con la accién de un sin nUmero de enzimas producidas en las glandulas
salivales, bolsas esofagicas y diverticulos digestivos. La digestion extracelular se da en
el estbmago; mientras que la absorcion y digestion intracelular se da en los diverticulos
digestivos (Barnes & Ruppert 1996).



Con relacion al sistema excretor del caracol, se tiene que cuenta con dos rifiones
denominados nefridios, la estructura del nefridio es un saco ciego, con paredes bastante
plegadas para incrementar la superficie dedicada a la excrecion. El nefridio esta
conectado con la cavidad pericardica por medio de un conducto reno pericardico. En
los pulmonados €l uréter se prolonga alo largo de la pared derecha del manto, parair a
desembocar en la parte anterior de la cavidad paleal, en las proximidades del ano y del
neumostoma (Barnes & Ruppert 1996).

Estos caracoles eliminan cantidades considerables de agua a través de la
evaporacion, a producir € rastro de moco que emplean para ir reptando; por lo cual
muchos pulmonados necesitan vivir en medios himedos. Durante las épocas de sequia,
el caracol interrumpe su actividad, bien por estivacion o hibernacion; para lo cua lo
primero que hace es sepultarse en el suelo o trepar por la vegetacion, y después tapa la
abertura de su concha juntando los bordes del manto y secretando una pelicula de moco
gue se endurece a secarse. La estivacion puede durar varios meses y su reactivacion
coincide con los cambios en la temperatura y aumento de la humedad o mediante
vibraciones como las que producen las gotas de lluvia sobre la concha (Barnes &
Ruppert 1996).

En los gasterépodos, € corazdn se encuentra en la parte anterior de la masa
visceral; del ventriculo sale una aorta posterior que irrigala masa visceral y una anterior
queirrigalacabezay € pie. Lasangre ademés de su papel de transporte, en la region
de lacabezay € pie, juegatambién el papel hidrostético, € sistema arterial se resuelve
para formar una serie de senos sanguineos, mientras que en la zona de la masa visceral,
donde la sangre cumple principamente el papel de transporte, se mantiene confinada en
el interior de unos pequefios vasos sanguineos. En los pulmonados, €l flujo de retorno al
corazén desde los senos venosos atraviesa la red de capilares que se encuentran en €l
techo del pulmén. Asi mismo en los pulmonados € pigmento respiratorio es la
hemocianina gue se encuentra disueltaen e plasma (Barnes & Ruppert 1996).

En cuanto a sistema nervioso se puede mencionar que tienen un par de ganglios
cerebroideos, situados en la region posterior del esofago, de los que salen nervios que
inervan los ojos, tentaculos, estatocistos y ganglios bucales, estos ultimos inervan los
musculos de la réanula. De cada ganglio cerebroideo, sale un corddn nervioso
denominado Conectivo pedio, que inervan los ganglios pedios, que a su vez inervan los
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musculos del pie. Asi mismo de los ganglios cerebroideos sale un par de conectivos que
van alos ganglios pleurales, encargados de inervar el manto y el musculo columelar. De
los ganglios pleurales salen dos cordones nerviosos que van a inervar los ganglios
viscerales (Barnes & Ruppert 1996).

Con respecto a comportamiento reproductivo del caracol tenemos que es una
especie hermafrodita, pero que actla generalmente de macho cuando es joven o es de
menor edad que su paregja en e momento de la copula (Hermann et al. 2009); por otra
parte Barnes & Ruppert (1996) menciona que los pulmonados son individuos
hermafroditas simultaneos, aungue su gonada no puede producir a la vez
espermatozoides y 6vulos; norma mente hay unatransferencia mutua de esperma; ponen
los huevos en € interior de capsulasy €l desarrollo es directo.

En cuanto a comportamiento del caracol frente a factores estresantes
(mayormente presencia de predadores o cautiverio), en un estudio realizado sobre el
Lymnaea stagnilis, se determind que este se va adaptando, paralo cual sufre cambios en
su metabolismo y sobre todo en su memoria; manteniendo de esa manera la habilidad
para detectar y responder apropiadamente frente a factores estresantes (Lukowiak et al.
2008).

Con relacion a la inmunologia de los gasteropodos, se tiene que desarrollan
Gnicamente una respuesta inmunol égica innata, esto debido al tamafio de su genoma'y
su tamario corporal, asi mismo su complgidad no permite e desarrollo de un nimero
adecuado de células necesarias para una respuesta inmunol 6gica adquirida; la respuesta
innata de estos moluscos es altamente eficiente, por su habilidad para distinguir entre lo
propio y no propio, basando su respuesta en dos mecanismos, uno celular (destaca
fagocitos) y otro humoral, donde se ha identificado la presencia de una antiproteasa a- 2
macroglobulina y proteinas relacionadas con € fibrindgeno (Anton & Salazar-Lugo
2009).

Por otra parte cuando se ve la relacion entre e caracol y los trematodos,
generalmente se tienen estudios que avalan que una de las formas de reaccion del
caracol (Galba truncatula) es e gigantismo, aunque también podria haber influencia
sobre la fertilidad de los caracoles, |o cual conllevaria a que se altere su metabolismo

con lafinalidad de seguir viviendo (Chapuis 2009).
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METABOLISMO DE LASPROTEINAS

La degradacion y sintesis continua de las proteinas celulares se da en todas las
formas de vida (Rodwell 2009), y esto equivale a conocer de manera integral e
metabolismo del nitrégeno (Rondoy 2014). La degradacion de las proteinas conlleva a
la produccion de aminoacidos libres, de los cuaes e 75% son reutilizados por los
organismos, € sobrante es rapidamente degradado, donde € nitrégeno se convierte en
amoniaco, urea y/o acido Urico; y de esta manera puede ser excretado del organismo
(Rodwell 2009).

El catabolismo de los aminoécidos se da por procesos de: transaminacion,
desaminacion, transporte de amoniaco, € cua posteriormente es transformado en urea
y/o acido Urico y como se mencion0 lineas arriba, asi es eliminado del organismo
(Rondoy 2014).

Algunas enfermedades estan relacionadas con |la pérdida de proteina corpora y
aumento del catabolismo de los aminoacidos, conllevando a un incremento de los
productos de las reacciones del catabolismo de éstos en sangre (Rondoy 2014).

INFECCION DEL CARACOL POR ESTADIOS LARVARIOS DE

Fasciola hepatica

El ciclo bioldgico de la Fasciola hepatica consta de cinco fases: i) salida de los
huevos a medio ambiente con su respectiva maduracién del embrion; ii) nacimiento del
miracidio e infeccion del hospedero intermediario; iii) desarrollo y multiplicacion del
parésito dentro del hospedero intermediario; iv) emergencia de la cercaria y su
enquistamiento; v) ingestion de la metacercaria por € hospedero definitivo y €
desarrollo de las formas adultas del parasito. Estas fases requiere, para lograr € éxito,
de factores ambientales favorables; por gjemplo para que se produzca la incubacion del
huevo en € medio ambiente debe contar con factores éptimos como |la temperatura,
humedad y tension de oxigeno principamente, si estas condiciones se da, entonces
emergera € miracidio, que es & primer estadio larva de Fasciola hepatica y €
responsable de infectar al caracol Lymanaea, donde se lleva a cabo la tercera fase del
ciclo del parasito, y que € éxito de la infeccion de un miracidio puede producir hasta

4000 metacercarias, en condiciones ambientales favorables (Andrews 1999).
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Se conoce que e miracidio tiene geotropiSmo negativo, se impulsa por € agua a
través de sus cilios (Urguhart et a. 2001); la accion fototrépica pasiva de la mancha
ocular atrae al miracidio hacia la superficie del agua, nadando de un lado a otro hasta
encontrar al caracol (Quiroz 2003). Por otra parte debemos recordar que €l miracidio no
se adimenta y para continuar su evolucion necesita encontrar a caracol, paralo cual es

guiado por factores quimiotécticos (Urquhart et a. 2001).

En € trabajo de recopilacién de informacion de Fredes (2004) se menciona que
lainfeccidn del caracol por € miracidio se da a través de la piel. Asi mismo se conoce
que & miracidio se adhiere por succion a las células epiteliales del caracol y las
destruye, probablemente con enzimas secretoras por el érgano apical del tubo digestivo
del miracidio; otra forma de ingresar puede ser a través de la cavidad respiratoria con la
ayuda del boton cefélico; unavez que penetra el miracidio pierde el epitelio ciliado que
lo rodea, de manera que €l empuje fina es realizado por € esporocisto juvenil sin
ciliatura (Soulsby 1982; Quiroz 2003; Borchert 1964), € proceso de penetracion
demora aproximadamente 30 minutos (Urquhart et al. 2001).

La evolucion cuantitativa y cualitativa del desarrollo del parasito dentro del
caracol, ademés de depender de la humedad y temperatura ambiental, también guarda
estrecha relacion con la condicién nutricional del caracol y su edad; por lo tanto es
mejor cuando los caracoles se encuentran en depdsitos acudticos ricos en algas y a una
temperatura favorable, antes que en medios secos y frios y en arroyos claros (Quiroz
2003; Borchert 1964).

Un vez que haingresado el miracidio a caracol, pierde los ciliosy se transforma
en un saco aargado, denominado esporocisto, que contiene un cierto nimero de células
germinales, las cuales se transforman en redias y éstas son liberadas en la glandula
digestiva, de donde migran a hepatopancreas del caracol; ocasionando un dafio
considerable a la glandula y convirtiéndose en fuente de infecciones secundarias. Las
redias dan lugar a las cercarias que son € producto de sus células germinativas; aunque
en condiciones favorables estas células germinativas pueden dar lugar a una segunda
generacion de redias antes de dar cercarias (Andrews 1999; Urquhart et al. 2001).
Después de 6 a 8 semanas las cercarias abandona a las redias a través de su abertura
tocoldgica (poro de nacimiento) y al caracol por su aparato respiratorio (Quiroz 2003).
El estimulo necesario para que las cercarias emerjan del caracol en gran nimero
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depende de la especie, aunque habituamente se da por un cambio en la temperatura
ambiental o laintensidad luminosa (Urquhart et al. 2001).

Una vez que € caracol es infestado, |a produccién de cercarias se da de forma
indefinida, aunque es importante mencionar que la mayoria de caracoles mueren como
consecuencia de la destruccion del hepatopancreas producto de la migracion de las
redias (Andrews 1999; Urquhart et a. 2001). Por otra parte se tiene que los caracoles
infestados, en genera, tienen mayor movilidad gque los no infestados, o que hace
suponer que esta intranquilidad influye intensamente sobre el metabolismo del caracol

por |o que muere prematuramente (Borchert 1964).

Las cercarias que salen del caracol se mueven libremente por e agua (nadan)
hasta encontrar una superficie solida (vegetacion), esto toma un tiempo aproximado de
una hora, en donde se adhieren y pierden la cola transformandose en metacercarias, las
cuales pueden vivir por meses en espera de ser ingeridas por e hospedero definitivo
(Urguhart et al. 2001).

COMPOSICION Y EFECTO DEL LATEX DE LA Euphorbia splendens,
SOBRE EL METABOLISMO DE LASPROTEINASEN EL Lymnaea sp.

Dentro de los compuestos del 1atex se distingue basicamente dos fracciones, una
proteica y otra no proteica, mostrando que la que tiene mayor poder molusquicida es la
fraccion proteica denominada “Milin” (con un promedio de vida del caracol
Biomphalaria glabrata, después del tratamiento, de maximo 13 dias), la que puede ser
potencializada con la adicion de una peguefia porcién del extracto no proteico,
mejorando el efecto molusguicida (ocasionando la muerte en un maximo de 5 dias del
100% de los caracoles). Por otro lado la fraccién no proteica que son acaloides
principalmente solo ocasionan cambios en € comportamiento fisiolégico y fisico del
caracol, mas no conducen a la muerte del mismo (Yadav & Jagannadham 2008). Se ha
comprobado que produce irritacion a nivel de piel y ojos (Rojas et a. 2008); ademas
que a dosis superiores a 0,5% la solucion acuosa del |atex de la Euphorbia splendens,
produce irritacion a nivel de piel y ojos en conejos (Freitas et al. 1991). La fraccion no

proteica del latex de la Euphorbia splendens ha demostrado que es causante de alergias
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en el hombre, por 1o que hay que tener cuidado con la manipulacion del 1atex (Delgado
& Paumgartten 2014).

Lafraccion proteica, especiamente el Eumili o milin, es un monémero proteico,
con una masa de 30 kDa, y que induce una mionecrosis, con infiltracion de leucocitos,
produciendo lisis de las células después de 24 horas de exposicion a la misma (Costa
2010).

Se ha demostrado que € principio molusguicida del ladex de la Euphorbia
splendens es estable en las diferentes estaciones del ano, teniendo valores de dosis letal
de 1,14 ppm en primavera, 1,02 ppm en otofio, 1,09 ppm en invierno y 1,07 ppm en
verano; estas dosis fueron estudiadas en e caracol del género Biomphalaria
teganophila, en la ciudad de Belo Horizonte — Brasil (Schall et a. 1992); asi mismo la
propiedad molusquicida del latex de la Euphorbia splendens, se mantiene en habitats de
aguas tranquilas asi como de aguas corrientes, con la salvedad de que se debe hacer la
modificacion correspondiente de las concentraciones y del tiempo de exposicién de los
caracoles Biomphalaria al latex de la planta (Mendes et al. 1992; Baptista et al. 1992);
es importante indicar que también es estable a modificar el ambito geografico (Schall et
a. 1992).

Schall et a. (1998) en un estudio posterior, donde e ladex se somete a
liofilizacion, y se prueba diferentes dosis como molusquicida, en diferentes especies de
caracoles del género Biomphalaria que actlan como hospederos intermediarios de
Schistosoma mansoni 'y Schistosoma haematobium; dando como resultado que la
eficacia del latex para este estudio, depende de la especie de caracol y de la
concentracion del latex; por otra parte también se observo en este estudio € efecto del
l&tex en donde ocasiond la mortalidad de huevos 'y embriones del caracol Biomphalaria

glabrata, en concentraciones de 1500 ppm.

Como se ha mencionado lineas arriba, la familia de las Euphorbiceaes, tienen
propiedades altamente molusquicidas y que pueden ser aternativas viables a uso de
molusquicidas quimicos, ya que ademas €l latex de estas plantas también tiene efecto
sobre los embriones de | os caracoles del género Biomphalaria, causando una atatasa de

malformaciones, que conllevan ala muerte de los embriones (posiblemente sea parte de
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su mecanismo como molusquicida) hecho que no ocurre cuando se usa los

molusquicidas quimicos (Oliveira-Filho et a. 2010).

Asi mismo cuando se trabgja con € latex de forma cruda, se conoce evidencias
de que las consecuencias en € caracol va a depender de la dosis que se aplique, en la
aplicacion de dosis sub letales, se tiene que altera e metabolismo del glucdgeno,
piruvato, lactato, proteinas totales, nivel de aminoécidos libres, asi como en la actividad
de la enzima deshidrogenasa lactica, citocromo oxidasa, proteasa, aspartato amino
transaminasa, entre otras; observado en € nervio hepatopancredtico y en los tegidos
relacionados a la ovotestis del caracol Lymnaea acuminata; luego de 7 dias post
tratamiento e caracol se logra recuperar de estas alteraciones volviendo a sus
parametros normales (Tiwari & Singh 2005).

Mello-silva et a. (2011) analizaron € contenido de proteinas totales y la
degradacion del nitrégeno dentro del caracol Biomphalaria glabrata, infectado con
Schistosoma mansoni y expuesto al |atex de la Euphorbia splendens, en dosis de 1mg/l
por espacio de 24 horas, observdndose como resultados la alteracion en las
concentraciones de acido Urico, urea y proteinas totales, traducidas en un agotamiento
de las fuentes de energia (proteinas totales) y una significativa variacion en la
degradacién de productos nitrogenados; incrementandose los niveles de urea, pero
disminuyendo € nivel de &cido Urico, resultado que se reflgja en la alteracion del

metabolismo del caracol, ocasionando la muerte de éste, por intoxicacion con el |atex.

Las fracciones molusquicidas (proteica) de la Euphorbia, son denominadas
Milliamines, eumillins o milins, de las cuales en 1993, se lograron aislar 8 milliamines,
de los que 3 eran conocidos e identificados por las letras A, D, y E; mientras que los
cinco restantes fueron compuestos nuevos, de lo que se encontré que € L, también tiene
efecto molusquicida en concentraciones de 2,5 ug 1! (Zani et a. 1993), posteriormente
Santos et a. (2007) evaluaron la accién de la fraccion triterpénica e irritante de la
Euphorbia conspicua, encontrando que tiene una ata actividad contralos Biomphalaria
glabrata en su forma adulta; y posteriormente Mata et al. (2011), fraccionaron el latex
en dos partes, una molusquicida y la otra de triterpénicos irritantes | y 11, de donde se
asdo e 20-O-acetil-3-O-angeloylingenol, evaludndose su efecto  molusquicida,

observandose que acttia de forma muy similar ala niclosamida (molusqguicida sintético),
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comprobando de esta manera que también tiene efecto molusguicida la fraccion irritante

de la Euphorbia conspicua.

Por otra parte un estudio realizado con e |aex de la Euphorbia royleana, ha
arrojado que la fraccion obtenida a través del benceno: “Etil acetato” (5:5) tiene su
maxima actividad molusguicida contra € Lymnaea acuminata, en dosis que varian de
acuerdo a tiempo de exposicion, teniendo que en exposiciones de 24 horas, la dosis
letal es de 14,28 mg/l; mientras que en exposiciones de 96 horas la dosis letal bgja a
9,28 mg/l (Tiwari et a. 2004).

En trabgjos més recientes se ha evaluado la actividad proteolitica del latex (S.
Yadav et a. 2006), logrando aislar de la fraccion proteica del latex de algunas de las
especies de la familia de las Euphorbiaceae, enzimas del tipo serine proteasas, con una
actividad proteolitica estable en un rango de pH entre 5y 12 (Yadav et a. 2011; Y adav
et al. 2012).

Es importante hacer mencién que de acuerdo a trabajo realizados por Oliveira-
Filho & Paumgartten (1997); €l latex de la Euphorbia splendens pierde su capacidad
molusquicida por efecto de laluz, en otras palabras es fotodegradable; €llos encontraron
que el latex pierde su actividad molusquicida después de 96 horas (4 dias) de exposicion
alaluz; pero, s se mantiene bgo temperatura ambiente y protegido de la luz, puede
mantener su actividad mulosquicida por espacio de 9 dias méximo, para posteriormente
ir perdiéndola gradualmente hasta €l 23avo dia, donde no hay poder molusquicida;
mientras que si se mantiene en condiciones de refrigeracion (-4°C), y protegido delaluz
puede mantenerse estable su actividad molusquicida, por un largo periodo (un afio
aproximadamente).

A pesar de ser sensible alafotodegradacion, aln se tiene presente que € latex de
la Euphorbia splendens, puede ser muy util en € control de los caracoles pulmonados

(Afonso-neto et al. 2010), dentro de los que se tiene alos lymneidos.
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CAPITULO 111

MATERIALESY METODOS

1. TIPO DE INVESTIGACION
Esta es una investigacion basica, experimental y de nivel explicativo; porgque se
busca entender e efecto del |&ex de la Euphorbia splendens sobre e
metabolismo proteico de los caracoles lymneidos. Este estudio podria servir de
base para e establecimiento de un posible control biolégico de la Fasciola
hepatica a nivel del hospedero intermediario que son caracoles del género

Lymnaea.

2. LOCALIZACION
La presente investigacion se llevé a cabo en la ciudad de Cgjamarca, la cua se
encuentra ubicada a 7° 9” 8” de latitud sur y 78° 29" 29” de longitud oeste, con
una altitud de 2678 m. s. n. m., de acuerdo alos datos reportados por la estacion
meteorol 6gica de la Universidad Nacional de Cgamarca—SENAMHI.
Asi mismo cuenta con un clima seco, templado, soleado por € diay frio en la
noche; teniendo |as siguientes caracteristicas meteorol 0gicas:

» Temperaturaambiental (*):

Temperatura maxima :21,13°C
Temperatura minima :08,39°C
Temperatura promedio : 14,08°C

» Humedad relativa (*):
Humedad maxima  : 80,1%
Humedad minima  : 40,8%
Humedad promedio : 69,03%

» Precipitacion pluvia anua (*): 585 ml

» Presién atmosférica(*) 1 742,36 mb

(*) Estos datos han sido obtenidos de la pagina web del SENAMHI, de los
meses de enero 2013 a febrero 2014.
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3. UNIDAD DE ANALISIS, POBLACION Y MUESTRA

3.1 Unidad de Analisis:
La unidad de andlisis del presente trabagjo fueron los caracoles del género

Lymnaea sp., hospedero intermediario de la Fasciola hepatica.

3.2 Poblacion:
La poblacién del presente trabgjo fueron los caracoles del género Lymnaea

sp. que han sido producidos bajo condiciones de |aboratorio.

3.3 Muestra:

Para la seleccion de la muestra se tuvo en cuenta los siguientes criterios de

exclusion o inclusion:
Caracoles que midan entre 4 a6 mm de longitud.
Caracoles que pertenezcan a la primera generacion, de caracoles
producidos en |aboratorio.
Que sean caracoles que muestren mayor vitalidad, es decir que
mantengan e color negruzco que los caracteriza, humedad en su concha,

presenten movimiento y respondan a estimul os.

Lamuestradel presente estudio estuvo compuesta por 20 caracoles para cada
tratamiento méas dos grupos control, teniendo un total de 480 caracoles;
adicionalmente se contd con 165 caracoles, para determinar la dosis letal del
l&tex de la Euphorbia splendens.

4. DISENO DE LA INVESTIGACION
La investigacion presenta un disefio experimental con arreglo de tratamientos,
sobre la base del tratamiento con |&ex de Euphorbia splendens en diferentes
concentraciones y la condicion de infeccion de los caracoles con Fasciola

hepatica. El disefio se detalla mas adel ante.
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METODOLOGIA:

4.1 Obtencion vy distribucién delos caracoles Lymnaea sp

Recoleccién de caracoles: inicialmente se recolectd caracoles del género
Lymnaea sp. de los alrededores de los canales de riego que existen en las
zonas de Otuzco y Tartar, e instalaciones de la Estacion Experimental Bafios
del Inca- INIA (Fig. 1), provinciade Cajamarca; y del distrito de Sorochuco,
provincia de Celendin; en frascos de boca anchay con tapa, que permitio su
adecuado traslado al laboratorio.

Figura 1. Caracoles Lymnaea sp. presentes en acequiade laE.E.B.1. - INIA

Propagacion de caracoles: |os caracoles recolectados fueron mantenidos en
tapers descartables con lodo (elaborado de arena previamente esterilizada y
agua declorada), y alimentados con lechuga at libitum, y con fuente de calor
por espacio de 8 horas a dia (Fig. 2); a fin de que se produzca la
ovoposicion y por ende su reproduccion, obteniéndose de esta manera la
generacion F1, especimenes que fueron la poblacion y muestra del presente
trabajo. Asegurando de esta forma que |os caracoles se encontraban libres de
Fasciola hepatica.
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Figura 2: Cultivo de caracoles Lymanea sp. en condiciones de laboratorio

Los caracoles colocaron sus masas de huevos en las paredes de los tapers,
sobre sus caparazones y sobre € sustrato de lodo, una vez que se observo la
presencia de las masas, se procedio aretirar los caracoles padres del taper y
ubicarlos en otro taper para que continten con la ovoposicién, asi mismo se
identifico € taper, parallevar €l registro de ovoposicién y tener en cuenta la
fecha probable de la eclosion, para de esta manera revisar los tapers y

agregar € alimento respectivo.

La incubacion de los huevos fue de 8 a 11 dias bajo condiciones de
laboratorio. Cuando se obtuvo los caracoles recién nacidos, se les colocod
lechuga fresca picada, para su alimentacion, no se cambio de sustrato, hasta

gue hayan obtenido un tamafio mayor a2 mm.

Infeccion de caracoles. este procedimiento solo se realiz6 a la mitad de la
poblacion de caracoles producidos en laboratorio; para lo cual, una vez
obtenidos los caracoles F1, se selecciond los caracoles que median
aproximadamente 4 mm, para infectarlos con e miracidio de Fasciola
hepatica; e procedimiento de obtencion de esta larva se describe en €

acapite 4.2 de éste capitulo.
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Para la infeccion de los caracoles, se colocaron éstos en celdas individuales,
en una placa de ELISA, de 96 pozos. En cada pozo se deposité un
miracidio, 1 ml de agua declorada, y un caracol del género Lymnaea sp. por
espacio de 6 horas (Salazar et a. 2006), a fin de asegurar la infeccion del

caracol por € miracidio.

Figura 3: Caracoles Lymnaea sp. expuestos al miracidio de Fasciola

hepatica

Después de las 6 horas de exposicion al miracidio, se corroboré que los
caracoles se hayan infectado, observando en el estereoscopio la presenciadel
miracidio. Posteriormente los caracoles infectados fueron distribuidos en los
doce tratamientos del experimento, y mantenidos como se menciond en €l
item anterior, hasta que fueron expuestos al latex.

Para volver a corroborar la infeccion del caracol con Fasciola hepatica se
procedi6 a apretar un caracol entre dos |&minas porta objetos y se observé a
estereomicroscopio a fin de buscar redias, 10 que nos asegurd la infeccion
con Fasciola hepatica. Este procedimiento se hizo a las 2 semanas post
infeccion con el miracidio de Fasciola hepatica, porque de esta manera nos
aseguramos de que los caracoles sobrevivieron a la infeccién por Fasciola
hepatica, y no sea un sesgo a la hora de evaluar e efecto del latex de la
Euphorbia splendens.
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Distribucién de los caracoles en los grupos experimentales. cada
tratamiento del experimento estuvo constituido por 20 caracoles del género
Lymnaea sp., mantenidos en un taper plastico con tapa, debidamente
identificado. La distribucién de los lymneidos en los diferentes tratamientos,

se muestraen lafigura 4.

Figura 4: Distribucion de la poblacion de lymneidos en los diferentes

tratamientos
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En resumen setiene:

Tratamiento control: dividido en dos grupos, constituido €l primero
por caracoles libres de estadios larvarios de Fasciola hepatica y €l
segundo por caracoles infectados con estadios larvarios de Fasciola
hepatica; haciendo un total de 40 caracoles.

Tratamientos del 1 a 11, donde cada tratamiento se dividié en 2
grupos, haciendo un total de 440 caracoles, de los cuales 220 son
infectados y 220 estan libres de estadios larvarios de Fasciola

hepatica.

Mantenimiento de los caracoles Lymnaea sp.: € mantenimiento de los
caracoles se hizo en tapers, que contenian, lodo preparado con arena de rio
estéril més agua declorada (Fig. 5); bajo condiciones de 8 horas de luz
artificial por dia en promedio, para su alimentacion se proporciond hojas de
lechuga previamente lavadas con agua declorada a chorro y luego secadas
con papel absorbente, a fin de retirar residuos agro téxicos y otros parasitos
gue puedan aterar el experimento. La alimentacion se proporciona 3 veces
por semana (Salazar et al. 2006).

Figura5: Taper con lodo preparado para mantener alos caracoles

4.2 Obtencién de miracidios para la infeccion de los car acoles Lymnaea sp.
Para la obtencién de los miracidios se incubd huevos de Fasciola hepatica
bajo condiciones de |aboratorio.
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Los huevos a incubar se obtuvieron de la vesicula biliar y canaliculos
biliares de bovino, sacrificados en e cama municipal de Cgamarca. Estos
huevos fueron recolectados en frascos de vidrio de boca ancha, de
preferencia, y con tapa, para ser conducidos al laboratorio en donde fueron
lavados con agua declorada a fin de retirar los residuos de bilis y otros
detritos que puedan tener; posteriormente fueron incubados a una
temperatura promedio de 22 °C por 14 dias aproximadamente, momento en
que se espera que emerja e miracidio, previamente se estimul6 colocando
los huevos incubados en placas petri que se expusieron a la luz (Andrews
1999).

Una vez que se obtuvieron los miracidios, estos fueron confrontados con los
caracoles, en pozos, para la infeccion respectiva, siguiendo la metodologia

descritaen el acépite de Infeccidn de los caracoles.

4.3 Propagacion de la Euphorbia splendens:
Para la propagacion de la Euphorbia splendens (Fig. 6), se siguié los
siguientes pasos (Martinez 2005):
Se selecciond una planta madre de los jardines ornamentales de la
ciudad de Cgjamarca, paralo cual setuvo en cuentalo siguiente:
v Edad mayor a2 afios.
v' Estar bien conformada, es decir vigorosa (color verduzco de
sus hojas, con tallos fuertes).
v Presentar hojas sanas.
v Estar libre de plagas y enfermedades
Una vez seleccionada la planta madre, se procedié a ubicar la parte
central de lamisma, para seleccionar de esta zona la meor rama para
la propagacion.
Esta rama fue cortada con una tijera de podar previamente
desinfectada con agua jabonosa.
La rama cortada fue dividida nuevamente en tres regiones. apical,
mediay basal.
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Delaregion media, se extrae la estaca, que no es mas que un pedazo
de larama de un tamafio de 10 cm, esta porcién conté con un minimo
de 2 yemas vegetativas. El corte anivel basal, es de forma horizontal,
mientras que e corte a nivel apical es en forma de bisel pero en
oposicion alayema.

Previo a este proceso se prepard e sustrato donde se propagé la
planta, el cua fue a base de arena de rio lavada y desinfectada;
ubicada en bandgas de plastico, con una profundidad de 10 cm,
previamente perforadas.

En e sustrato se enterro la tercera parte de la estaca y se dej6 por 45
dias, tiempo en que formo € callo y la raiz, momento en e cual se
procedio a trasplantar en un macetero con sustrato adecuado (tierra
agricolay fertilizante) para su cultivo permanente.

A partir de los 8 meses de vida de la planta, se puede obtener el |&tex

respectivo.

Figura 6: Euphorbia splendens
4.4 Obtencion del 1atex y preparacion de las concentraciones:

En e presente trabajo se trabgjé con e latex crudo de la Euphorbia

splendens o Corona de Cristo.
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Obtencion del latex: para este caso se realizo cortes transversales y/o a 45°
del ge centra de la planta, y a 10 cm por debgo del meristema apical de
cada rama de la Euphorbia splendens (se busc6 siempre las ramas mas
fuertes). El latex fue recolectado en un frasco estéril de boca ancha, con tapa
rosca y forrado con papel aluminio, a fin de evitare la coagulacion y
fotodegradacion del |atex (Vasconcellos & Amorim 2003; Oliveira-Filho &
Paumgartten 1997), fue trasladado a las instalaciones del laboratorio de
Inmunologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de Cajamarca, donde se conservé en condiciones de refrigeracion,

hasta el momento de su utilizacion.

Preparacion de las concentraciones. las concentraciones usadas en €
presente trabajo fueron elaboradas a partir del 1atex obtenido de la planta; de
acuerdo a lo referido en los trabgjos de Mello-silva et a. (2006) y de
Vasconcellos & Amorim (2003), preparando inicialmente una solucion
madre; de una proporcion de 1 ml del latex natural en 1000 ml de agua
destilada; logrando de esta manera una concentracion de 1000 mg/litro
(Vasconcellos & Amorim 2003) y fue refrigerado a una temperatura entre O
y 4°C hasta su uso, ademas la solucion fue protegida con papel auminio,

paraevitar su fotodegradacion.

Posteriormente se procedié a realizar |as diluciones respectivas a partir de la
solucion madre; referidas por Vasconcellos & Amorim (2003); para obtener
la primera dilucién se extrgjo 0,1 ml de la solucion madre y se deposito en
un recipiente con 1 litro de agua destilada, logrando una concentraciéon de
0,1 mg/l.

Las concentraciones usadas fueron: 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5;
50 y 10 mg/l; que ademas son concentraciones establecidas por la
Organizacion Mundia de la Salud, cuando se trabaja con plantas para probar
efectos molusquicidas (Méllo-silva et a. 2006; Vasconcellos & Amorim
2003).
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4.5 Exposicion delos Lymnaea sp al latex de la Euphorbia splendens
Los Lymnaea sp. antes de ser expuestos a latex de la Euphorbia splendens,
en las diferentes concentraciones, fueron lavados con agua destilada a fin de
retirar residuos de su habitat de lodo que puedan interferir con el ensayo;
posteriormente fueron colocados en placas Petri debidamente rotuladas con
el tratamiento respectivo, con lasolucion del 1&tex previamente preparado, se
los tapd y se registro la hora del inicio de la exposicion afin de controlar un

periodo de 24 horas (Fig. 7).

Figura 7: Exposicion de Lymneidos al |&tex en las diferentes

concentraciones

4.6 Evaluacién de la alteracion del metabolismo proteico de caracol
Lymnaea sp:
Para la evaluacion de la ateracion del metabolismo proteico, se esperd que
pase las 24 horas de exposicion a |atex; luego los caracoles fueron lavados
con agua declorada a chorro y con agua destilada, para retirar los residuos
del latex, y recién se procedié a extraer e fluido corporal de éstos, para

proceder posteriormente arealizar los analisis respectivos.
Extraccion de fluido corporal del caracol: para extraer € fluido corporal

de los caracoles expuestos previamente a latex, previamente se reaizo

varios pilotos, logrando establecer e siguiente protocolo:
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Se tomé 5 caracoles del tratamiento a evaluar, se los lavd con agua
destilada, por 3 oportunidades, a fin de retirar los restos de lodo y
desechos que pueden haber en su cuerpo.

Se |os dej6 secar sobre un pedazo de papel absorbente, por espacio de 10

minutos.

Figura 8: Caracoles secandose, sobre papel absorbente

En un microtubo, debidamente rotulado con el codigo de tratamiento que
le corresponde y nimero de evaluacién; se coloca 20 ul de agua
destilada.

Se procedi6 a colocar dentro de los microtubos con agua destilada alos 5
caracoles previamente secados, y se los tritur6 con la ayuda de un
estilete.

Una vez triturados, se tiene una masa uniforme, se lleva al agitador por
espacio de 10 segundos aproximadamente.

Luego se centrifugd a una temperatura de 15°C, a 15 000 rpm, por un
tiempo de 30 minutos.

Finalmente con la ayuda de una micropipeta, se retiro el fluido corporal
separado de la parte solida del caracol; y se depositdé en un microvial de
50 ul, debidamente identificado.

Se refrigeré a -20°C hasta que fue utilizado para determinar proteinas

totales, asi como &cido Urico y urea.
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Figura 9: Fluido corporal de los caracoles separados del material solido

Proteinastotales. paraevaluar este pardmetro se uso latécnica de Bradford;
paralo cual, se procedi6 arealizar varios ensayos previos, a fin de obtener la
cantidad 6ptima de muestra y dilucién necesaria para la puesta a punto de la
técnica.
Antes de iniciar la evaluacion de proteinas totales de los fluidos corporaes
de los caracoles, se procede a elaborar la curva de caibracion de acuerdo a
lo detallado en &l anexo 2.
El procedimiento para la determinacion de proteinas en los fluidos
corporales de los caracoles Lymnaea sp. fue € siguiente:
Delos fluidos corporales del caracol, se extrgjo 10 ul y se diluy6 en 40 ul
de agua destilada, afin de obtener unadilucion de 1.5
De esta dilucién inicial se tom6 10 ul y se diluyé en 90 ul de agua,
obteniendo unadilucion de 1:100
Se etiquetd los tubos de ensayo de 5 ml, con los tratamientos respectivos.
Se agreg6 1 ml de reactivo Bradford a cada tubo de ensayo
Posteriormente se agreg6 20 ul de muestra
Se agitd
Se lee en el espectrofotémetro, con absorbancia de 465 a 595 nm
Los datos obtenidos se compara con los de la curva de calibracion a fin

de ubicarlos dentro de la curva
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Figura 10: Evaluacion de proteinas totales con la técnica de Bradford

Acido drico y urea: la evaluacion de estos pardmetros se hizo en €
laboratorio de Diagnéstico Clinico de la Clinica Limatambo; utilizando €l
equipo automatizado COBAS C111 (Fig. 11); empleando los siguientes kits:
UREAL Roche diagnéstico: para determinar urea.
AU2 Roche diagnéstico: para determinar acido Urico.
El procedimiento seguido fue:
Se calibré la méaguina para las lecturas de &cido Urico y urea, con los
reactivos correspondientes.
Ladilucién de 1:5 sobrantes de los fluidos corporales de los caracoles

Lymnaea sp., se coloco en la cubeta respectiva de muestra; y seinicié
las pruebas.

Figura 11: Equipo Cobas C111
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CAPITULO IV
RESULTADOSY DISCUSION

Tabla 1: Concentracién de los Parametros evaluados en |os fluidos corporales de los
caracoles Lymanea sp., libres de estadios larvarios de Fasciola hepatica; 24 horas post

exposicion al latex de Euphorbia splendens

Tratamiento N° Concentracion  Promedios de parametr os evaluados
caracoles  latex (mg/l) )

Lymnaea Proteina  Acido Urico Urea
p. (mg/ml) (mg/di) (mg/d)

Control 15 0 14,76 0,6 49,75
1 15 0,1 20,48 0,32 40,10

> 15 0,2 20,79 0,4 31,45

3 15 0,4 22,45 0,29 32,47

4 15 06 271,77 0,27 41,92

5 . 08 30,03 0,15 37,65

6 15 10 31,75 0,18 39,33

7 5 15 35,97 0,13 31,23

8 15 20 37,97 0,13 33,10

9 . o5 41,52 0,1 30,57

10 15 50 45,87 0,1 22,18
11 5 100 50,29 0,1 19,64

EnlaTabla 1, nos muestra el incremento de las concentraciones de proteina total
dentro de los fluidos corporales de los caracoles Lymnaea sp., cuando son expuestos a
las diferentes concentraciones del l1atex de la Euphorbia splendens; se colige de estos
resultados una correlacion positiva, donde a mayor concentracion de latex, mayor
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concentracion de proteina dentro de los fluidos corporales de los caracoles Lymnaea sp.,
lo cua se ve reforzado por las observaciones que se tiene de los productos nitrogenados:
urea y acido Urico, que para € caso de los lymneidos no infectados con Fasciola
hepatica va a disminuir sus concentraciones; indicando de esta manera; una ateracion
del metabolismo de las proteinas dentro del caracol, |o cual conlleva a una intoxicacion

y muerte del mismo.

Tabla 2: Diferencias entre € grupo control y las diferentes concentraciones del
l&tex de la Euphorbia splendens — prueba de Tukey

Tratamiento Concentracion del Promedio de Prueba de Tukey
Létex mgl/l proteinastotales
mg/ml
14,76
Control 0 A
20,48
1 0,1 B
20,79
2 0,2 B
22,45
3 04 B
27,77
4 0,6 C
30,03
5 0,8 C-D
31,75
6 1,0 D
35,97
7 15 E
37,97
8 2,0 E-F
41,52
9 2,5 F
45,87
10 5,0 G
50,29
11 10,0 H

(Prueba de Tukey, p<0,0001, donde |etras diferentes indican diferencia significativa)
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Antes de analizar la tabla 2, es importante indicar que previo a la aplicacion de
la prueba de Tukey, se rediz0 € andisis de varianza para establecer la diferencia
significativa entre los diferentes tratamientos y € control.

En la Tabla 2 observamos que existe diferencias significativas entre e grupo
control y las diferentes concentraciones de latex, en lo que se refiere a incremento de
las concentraciones de proteinas totales, entre uno y otro tratamiento; al encontrar letras
diferentes de acuerdo ala prueba de Tukey.

58,717

47,12

35,537

Proteina (mg/mL)

23,937

12,34 T T T T
-0,50 2,25 5,00 7,75 10,50

Latex (mg/mL)

Figura 12: Relacion de la concentracion de proteinas totales en los caracoles Lymnaea
sp., con las concentraciones de latex de la Euphorbia splendens alos que fueron

expuestos

En la Figura 12, se muestra la tendencia de la correlacién positiva que existe
entre las concentraciones del latex e incremento de las concentraciones de proteinas

totales en los lymneidos evaluados, teniendo un coeficiente de regresion de 0,69.

De acuerdo alos resultados mostrados en las Tablas 1, 2 y Figura 12; en relacion
a los niveles de concentracion de proteinas totales dentro de los fluidos corporales de
los caracoles Lymnaea sp. no infectados con estadios larvarios de Fasciola hepatica, se

aprecia claramente la relacion que se da, entre la exposicion de los caracoles a latex de
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la Euphorbia splendens; a mayor concentracion de latex, mayor concentracion de
proteinas totales, |0 que demuestra que se produce una alteracion en € metabolismo de
las proteinas, esto posiblemente se debié a que uno de los mecanismos del latex es
producir necrosis anivel de la glandula digestiva y otros 6rganos del caracol (Pile et al.
1998; Araljo et a. 2002), esto indica que se genera un dafio celular y por ende lisis de
las mismas, liberando proteinas (Médlo-silva et al. 2006); lo cua se traduce en un
incremento del metabolismo proteico, ocasionando principalmente una respuesta por
parte del caracol para mantener la homeostasis a través de la transaminacion que a su
vez conlleva alaliberacion de aminoécidos, l0s que tienen que ver con la generacion de
energia (Singh et al. 2005; Tiwari et al. 2004). Por otra parte, Tiwari & Singh (2005)
observaron alteraciones en el metabolismo de las proteinas totales, aminoacidos libres,
actividad enzimatica (citocromo oxidasa) en e tgido nervioso, hepatopancreas y
sistema reproductivo del Lymnaea acuminata, a exponerlo a latex de la Euphorbia
tirucalli; y del mismo modo Yadav et a. (2006), a evaluar la Croton tiglium
(Euphorbiaceae), indican que se producen ateraciones del metabolismo de las
proteinas, carbohidratos, enzimas entre otros a nivel del tgido nervioso y del
hepatopancreas del Lymnaea acuminata; mientras que Mello-silva et al. (2011) y Lima
et a. (2012), trabgjaron probando €l efecto del latex de la Euphorbia splendens sobre
los Biompharia glabrata, demostrando que existe la tendencia, en € primer dia post
infeccion, a incrementar el nivel de proteinas totales en € caracol no infectado; lo que
corrobora los resultados obtenidos en relacion con el nivel de proteinas en los fluidos
corporales de los lymneidos existentes en Cajamarca, que son similares a los observados
en Biomphalaria glabrata; es importante indicar que la informacion de los
investigadores mencionados lineas arriba que trabajaron con el género Lymnaea, son a

nivel detgidosy de hemolinfa.

En relacion con la informacion obtenida sobre los compuestos nitrogenados
evaluados en los fluidos corporales de los caracoles Lymnaea sp., como son € é&cido
arico y la urea, la Tabla 1, nos muestra una relacion negativa, debido a que se observa
una disminucion de ambos compuestos a medida que se incrementa la concentracion del
l&tex de la Euphorbia splendens, pero a andlisis estadistico con la prueba de Tukey,
existe diferencia significativa entre e grupo control y e tratamiento sometido a una
dosis de 2,5 mg/l de laex de la Euphorbia splendens, para € caso del &cido Urico;

mientras que para el caso de la urea, hay diferencia significativa a partir del tratamiento
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sometido a una dosis de 5 mg/l (anexo 5). En la Tabla 1, también observamos que

existe una menor concentracion de urea en todos |os caracol es.
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Figura 13: Relacion de las concentraciones del |atex de Euphorbia splendensy

concentracion de écido Urico en los lymneidos.
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Figura 14: Relacion de las concentraciones del |atex de Euphorbia splendensy

concentracion de urea en los lymneidos.
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Lasfiguras 13 y 14, nos ilustran mejor la correlacion negativa que se da entre las
concentraciones de &cido Urico y urea con respecto a las concentraciones del |&tex de la
Euphorbia splendens a que fueron expuestos los caracoles, teniendo que a mayor

concentracion de l&tex, menor presencia de acido Urico en los fluidos del caracol.

Se conoce que los caracoles del género Lymanea son uricotélicos, es decir
elimina los desechos nitrogenados de su organismo a través del acido Urico
principalmente, en casos de estrés e nivel de &cido urico disminuye, lo cua conlleva a
que se acelere € ciclo de la urea, incrementando o tratando de mantener los niveles de
este sub producto en la hemolinfa, debido a que est4 forma de degradacion de los
compuestos nitrogenados es menos nocivo para el caracol, alterando e patron normal de
formacién de &cido arico (Mélo-silva et a. 2006; Mello-silva et a. 2011; Lima et al.
2012), esto se debe principalmente a los procesos de adaptacion del caracol a factor de
estrés que para @ presente estudio fueron las concentraciones de latex; 1o que explica el
por qué en los resultados obtenidos se observa claramente una disminucion del &cido
arico en los fluidos corporales del caracol Lymnaea sp., més no asi en los niveles de
urea; lo que permite afirmar que e latex de la Euphorbia splendens ocasiona una
ateracion a nivel del metabolismo proteico de los caracoles, 1o cual conlleva a una
intoxicacion y que, dependiendo de la dosis de concentracion del létex, produce la
muerte del lymneido.
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Tabla 3: Concentracion de los parametros evaluados en los fluidos corporales de los
caracoles Lymanea sp. infectados con estadios larvarios de Fasciola hepatica, 24 horas
post exposicion al latex de Euphorbia splendens

Tratamiento N° Concentracion ~ Promedios de par ametr os evaluados
caracoles  latex (mg/l) :
Lymnaea Proteina  Acido urico Urea
sp. (mg/ml) (mg/dl) (mg/di)
Control 15 0 13,33 1,58 13,50
1 15 0,1 15,82 1,35 11,25
) 15 0,2 17,02 1,20 6,98
3 15 04 18,39 1,42 11,83
4 15 0,6 20,31 1,25 8,45
5 15 0,8 22,37 1,55 8,67
6 15 1,0 22,96 1,42 8,83
7 15 15 25,36 2,40 11,50
3 15 2,0 32,18 0,95 11,28
9 15 2,5 31,22 0,83 8,82
10 15 5,0 38,01 1,30 13,95
11 15 10,0 46,37 1,32 12,67

(Diferencias significativas P< 0,0001; prueba de Tukey)

En la Tabla 3, se puede observar de manera general e comportamiento de los
lymneidos infectados con estadios larvarios de Fasciola hepatica en relacion con la
exposicion alas diferentes concentraciones del 1atex de la Euphorbia splendens, donde
se puede indicar que a igual que en la poblacion de caracoles no infectados, también se
incrementa las concentraciones de las proteinas totales a medida que se incrementa la

concentracion del |atex; de acuerdo a la prueba de Tukey (Tabla 12 del anexo 5), se
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tiene gque existe diferencias significativas entre el grupo control y los tratamientos a
partir de 0,6 mg/l de concentracion del |&tex, paralos caracoles infectados, asi mismo se
observa diferencias significativas de éste tratamiento con los tratamientos de 2,5; 5y 10

mg/l de concentracion de latex de Euphorbia splendens.
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Figura 15: Relacion entre la concentracion del 1atex de Euphorbia splendensy
concentracion de proteinas totales en los lymneidos infectados con estadios larvarios de

Fasciola hepatica.

En € andlisis de regresion (figura 15), se observa que e coeficiente obtenido es
de 0,84; lo que nos demuestra que hay una correlacion positiva entre € incremento de
las concentraciones del 1atex y €l nivel de proteinas totales, al igual que en la poblacion
de caracoles no infectados; y que como consecuencia de ello se estéan produciendo
intoxicacion de los caracoles; 1o cua provoca la muerte de los mismos, de acuerdo a la
concentracion del latex usado.

La informacion recolectada sobre los niveles de acido Urico y urea, nos permite
observar una disminucién, para luego observar un incremento de los niveles de &cido
arico, en los fluidos corporales de los caracoles; 10 que nos demuestra la alteracion del

metabolismo de las proteinas en los lymneidos eval uados.

Por otra parte las figuras 16 y 17, nos muestran la tendencia de la curva de

correlacion que existe entre la concentracion del 1atex y los niveles de &cido Urico y urea
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en los caracoles, demostrando de esta manera que los lymneidos se encuentran alterando
el metabolismo de las proteinas, tratando de mantener una concentracion constante del
acido Urico, con un ligero incremento de los niveles de urea, esto con lafinalidad que €

caracol pueda adaptarse a stress producto de su exposicion al latex.
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Figura 16: Relacion entre los niveles de Concentracion de latex y concentracion de
acido urico en los fluidos del caracol Lymnaea sp infectados con estadios larvarios de

Fasciola hepatica

16
14
'y ¢ Y
12 -
o e
5 10
S~
o0
Eg o ¢
©
S 6 ¢ y =0.3272x +9.9871
R?2=0.1782
4
2
O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Concentracién de latex (mg/l)

Figura 17: Relacion entre la concentracion de ureay concentracion del 1atex en los
fluidos corporales del caracol Lymnaea sp. infectados con estadios larvarios de

Fasciola hepatica
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Para €l caso de los Lymnaea sp. infectados con estadios larvarios de Fasciola
hepatica, se tiene que han sufrido dos periodos de estrés. uno, durante la infeccion con
el miracidio y € otro, con la exposicion a las diferentes concentraciones del |&ex. La
infeccion con & miracidio ha ocasionado que los caracoles alteren su metabolismo
energético, requiriendo mayor cantidad de energia, ademas a nivel de la glandula
digestiva se produce una reducciéon de los niveles de carbohidratos (Pinheiro et al.
2009), asi como la lisis de las cdulas de la glandula, y por otra parte € parésito
ocasiona obstruccién de ductos, impidiendo |a salida de la hemolinfa hacia los rifiones
causando toxicidad, lo que se acumula con los desechos del parasito, produciendo
alteraciones en €l metabolismo de los caracoles (Sokolinaa et al. 2012); sumado a estos
las alteraciones que se producen por efecto del latex, hacen que los caracoles traten de
mantener la homeostasis, para lo cual se acelera el metabolismo energético, requiriendo
nuevos caminos para producir glucosa, siendo uno de ellos € metabolismo de las
proteinas, por lo cual, en € inicio de la exposicion se produce un incremento del nivel
de proteinas totales, para luego a medida que € tiempo pasa se produce un descenso
(Limaet a. 2012; Pinheiro et al. 2009; Méello-silva et al. 2011; Tiwari et al. 2004); estas
alteraciones, como ya se menciono en e caso de los caracoles no infectados, estan

ocasionado unaintoxicacion que vaa conllevar ala muerte del mismo.
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Tabla 4: Comparacion de la concentracion de proteinas totales en los lymneidos

infectados y no infectados, expuestos a las diferentes concentraciones de |&tex

Grupo Concentracion del Proteina (mg/ml) Proteina (mg/ml)
latex de Euphorbia  CaracolesInfectados  Caracoleslibresde
splendens con estadioslarvarios estadioslarvariosde

de Fasciola hepatica Fasciola hepatica

i 0 13,33 14,76

1 0,1 15,82 20,48
2 0,2 17,02 20,79
3 0,4 18,39 22,45
4 0,6 20,31 27,77
5 0,8 22,37 30,03
6 1,0 22,96 31,75
7 15 25,36 35,97
8 2,0 32,18 37,97
9 25 31,22 41,52
10 5,0 38,01 45,87
1 10,0 46,37 50,29

(P < 0,0109; prueba de Wilcoxon)

Previo a andlisis de la tabla 4, es importante mencionar que los datos obtenidos
en cada variable evaluada por cada grupo, fueron sometidos a la prueba de Kolgomorov
— Smirnov; afin de determinar su distribucion en la curva, resultando que son datos no

paramétricos, razon por lacual se aplico la prueba de Wilcoxon.

En la Tabla 4, observamos que los caracoles infectados con estadios larvarios de

Fasciola hepatica y expuestos al latex de la Euphorbia splendens, tuvieron menor
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concentracion de proteinas totales con respecto a los no infectados, estableciendo
diferencia significativa entre una poblacién y otra, de acuerdo ala prueba de Wilcoxon.
A nivel de los tratamientos control no se observa mayor diferencia en sus
concentraciones protei cas promedio (1,43 mg de proteina/ml); por otra parte, los grupos
tratados con concentraciones de latex de 1,5 y 2,5; son los que muestran mayor
diferencia en las concentraciones proteicas: 10,6 y 10,3 mg/ml, respectivamente. Esto
nos demuestra que también hay una alteracion en el metabolismo de los caracoles por la
presencia del latex y por la condicion de estar infectados con estadios larvarios de

Fasciola hepatica.

Tabla 5: Medianas de parametros evaluados en caracoles infectados con
estadios larvarios de Fasciola hepatica versus caracoles libres de estadios larvarios de

Fasciola hepatica y expuestos a latex de Euphorbia splendens

Parametros N° Caracolesinfectados Caracoleslibres Valor de
evaluados Caracoles con estadios de estadios p
Lymnaea sp larvariosdeF. h. larvariosdeF. h.
Proteina 180 25,28 31,64 0,0109
Acido trico 180 1,38 0,22 <0,0001
Urea 180 10,64 34,12 <0,0001

(Prueba de Wilcoxon)

La Tabla 5 corrobora la diferencia que existe entre los dos grupos de caracoles:
infectados y libres de estadios larvarios de Fasciola hepatica, donde a analizar los
datos obtenidos en cada variable con la prueba de Wilcoxon, hay diferencia significativa
(p<0,0001) entre los grupos de caracoles.

Con respecto a los resultados obtenidos sobre las concentraciones de proteinas
totales en los caracol es infectados, éstas son menores a las concentraciones de |os que se
encuentran libres de estadios larvarios de Fasciola hepatica, esto corrobora la
informacion encontrada por Pinheiro et al. (2009), quienes encontraron una disminucion
de los niveles de protienas a nivel de hemolinfa del los Biomphalaria glabrata
infectados con Schistosoma paraensei; y de acuerdo a lo encontrado por Lima et al.
(2012) y Méllo-silva et al. (2011), €l hecho de ser sometidos los caracol a estrés por la
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infeccion con e miracidio, éstos sufren una ateracion en e metabolismo energético,
requiriendo mayores concentraciones de glucosa en sangre y adicionalmente a esto, €
parésito en su trasdado desde que ingresa a nivel de pie hasta € hepatopancreas
ocasiona la lisis de las células, siendo de mayor importancia la lisis a nivel de la
glandula digestiva 'y del hepatopancreas (Sokolinaa et al. 2012), este hecho ocasiona la
liberacion de proteina estructural de las células, la que es usada para mantener la
homeostasis del caracol, asi mismo se produce la liberacion de arginina, aminoacido
esencial para € desarrollo del parasito dentro del caracol, ocasionado en este caso
niveles inferiores de proteina en los caracoles infectados que en los caracoles libres de

estadios larvarios de Fasciola hepatica.

Tabla 6: NUumero de caracoles Lymnaea sp. muertos después de haber sido expuestos al

l&tex de Euphorbia splendens

Concentracion del N° Por centaje

. . N® muertos Total de
latex Euphorbia  Lymnaea sp de

, . . muertos
splendens (mg/l) expuestos Dial Dia2 Dia3 Mortalidad

0,10 15 0 0 0 0 0
0,20 15 1 0 0 1 6,7
0,40 15 1 0 0 1 6,7
0,60 15 1 0 1 2 13,3
0,80 15 3 1 0 4 26,7
1,00 15 2 1 0 3 20,0
1,50 15 4 1 1 6 40,0
2,00 15 3 2 0 5 33,3
2,50 15 7 3 0 10 66,7
5,00 15 13 2 0 15 100,0
10,00 15 15 0 0 15 100,0
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La Tabla 6, nos permite observar la mortalidad de los caracoles expuestos a
l&tex de la Euphorbia splendens por 24 horas, donde a partir de las concentraciones
superiores a 2,5 mg/l se produce e mayor porcentgje de mortalidad; y que a andlisis
estadistico de probabilidad, la dosis letal media, que se observa en la figura 18, es de
1,91 mg/l; mientras que ladosis letal 90, es de 4,85 mg/I.

1.2

Probit

DL 90 = 4,85 (IC 95%: 3,37-15,20)
DL 50 = 1,91 (IC 95%: 1,28-2,52)

0 2 4 6 g 10 12

Latex (mg/l)

Figura 18: Representacion de dosis letal mediay dosisletal 90, del |&tex dela

Euphorbia splendens, sobre caracoles Lymnaea sp.

Los resultados mostrados nos permiten deducir la actividad molusquicida del
l&tex de la Euphorbia splendens sobre los lymneidos, debido a las ateraciones que
ocasiona en € metabolismo de los caracoles, principamente a nivel de proteinas,
enzimasy carbohidratos (Tiwari et a. 2004; Singh et al. 2004; Singh et a. 2005; Mello-
silva et a. 2006; Mello-silva et a. 2010; Mello-silva et a. 2011; Lima et a. 2012);
ocasionando que los tgidos reciban menos oxigeno, lo que conlleva a cuadros de
hipoxia que generan posteriormente la necrosis y lisis de las cdlulas (Tiwari & Singh
2005; Patel et al. 2011; Aradjo et a. 2002), alterando de esta manera sus funciones
fisiologicas, |0 que deviene en la muerte de los caracoles (Yadav & Jagannadham
2008); ademas, se ha demostrado en los trabajos de Mello-silva et a. (2007) y Chauhan
& Singh (2011) que € latex de las Euphorbias, en dosis sub letales, afectan la actividad
reproductiva de los caracoles Biomphalaria glabrata y Lymnaea acuminata.
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Las dosis letal cincuenta y noventa encontradas en e presente trabgjo (DLoo:
4,85 mg/l y DLso: 1,91 mg/l), se encuentran dentro del rango encontrado por otros
investigadores para € caso del latex de la Euphorbia splendens, que van entre 0,32 mg/I
hasta 5 mg/l ((Vasconcelos & Schall 1986; Freitas et a. 1991; Schall et al. 1992; Schall
et a. 1998; Vasconcellos & Amorim 2003; Mello-silva et al. 2006; Mello-silva et al.
2011); siendo las concentraciones méas bajas que en las otras especies de la familia
Euphorbiaceae (Alfonso-neto et a. 2010), por gjemplo para € caso de la Euphorbia
myrsinites se necesita DLso de 15,1 y 8,9 ppm (Patel et a. 2011), para Euphorbia hirta
serequiere una DLgo de 9,05 mg/l (Yadav & Singh 2011); esta caracteristicadel 1atex de
la Euphorbia splendens permite que los dafios a medio ambiente sean menores (Mello-
silva et al. 2006); asi mismo es importante recalcar que la manipulacion y preparacion
delasdosis leta cincuentay noventa son sencillas y se pueden replicar con facilidad en
el campo (Schall et al. 1992), razén por la cual se puede considerar una alternativa
viable en € control de la Fasciolasis en la region; solo hay que tener en cuenta a
momento de utilizarlo su sensibilidad a la fotodegradacion (Oliveira-Filho &
Paumgartten 1997).
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CAPITULOV

CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

Conclusiones:
La exposicién del caracol Lymnaea sp. a latex de la Euphorbia splendens afecta
su metabolismo proteico en forma positiva, esto es, a mayor concentracion del latex,

mayor concentracion de proteinas.

El l1atex de la Euphorbia splendens afecta la produccion écido Urico y ureaen los
caracoles Lymnaea sp. en una relacion negativa, esto es, a mayor concentracion del

|&tex, menor concentracion de &cido Urico y urea en los fluidos corporales del caracol.

El I&ex de la Euphorbia splendens tiene efecto molusquicida, a una dosis letal
media de 1,91 mg/l, mientras que la dosis letal noventa es de 4,85 mg/l.

La exposicion de los caracoles Lymnaea sp. a |atex de la Euphorbia splendens
afecta de manera similar su metabolismo proteico, tanto en los infectados como en los
libres de Fasciola hepatica, ya que en ambos se incrementan los niveles de proteina en

los fluidos corporales.
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Recomendaciones:

Se recomienda continuar evaluando la accién del |&ex crudo de Euphorbia
splendens sobre los diferentes tejidos del caracol; asi como €l tiempo, paraver cud esla
evolucion de las concentraciones de las proteinas totales en e caracol y de otros

productos necesarios parala supervivenciadel mismo.
Se recomienda que en un siguiente estudio se evalGe la accion molusquicida del

l&tex crudo de la Euphorbia splendens, bgjo condiciones de campo, y en diferentes

momentos.
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ANEXO 1
OBTENCION DE FLUIDO CORPORAL DEL CARACOL SP.
MATERIALESY EQUIPOS:

05 Caracoles Lymnaea sp.

Agua destilada

Papel absorbente

Estilete

Microtubos Ependeorf, de 01 ml de capacidad
Microviales paraPCR

Micro pipetas 0 - 10 ul

Puntas de 10 ul

Agitador

Centrifuga
PROCEDIMIENTO

1. Setoma 05 caracoles del tratamiento a evaluar, se los lava con agua destilada,
por 03 oportunidades, a fin de retirar los restos de lodo y desechos que pueden
haber en su cuerpo.

2. Se los dga secar sobre un pedazo de papel absorbente, por espacio de 10
minutos.

3. En un microtubo, debidamente rotulado con € cddigo de tratamiento que le
corresponde y nimero de eva uacion; se coloca 20 ul de agua destilada.

4. Se procede a colocar dentro de los microtubos con agua destilada a los 05
caracol es previamente secados, y se los tritura con la ayuda del estilete.

5. Unavez que han sigo totalmente triturados y se cuenta con una masa uniforme,
sellevaal agitador por espacio de 10 segundos aproximadamente.

6. Luego se centrifuga a una temperatura de 15°C, a 15 000 rpm, por un tiempo de
30 minutos.

7. Finamente con la ayuda de una micropipeta, seretirael fluido corporal separado
de la parte solida del caracol.

8. Serefrigeraa-20°C hasta que sea utilizado para determinar proteinas totales, asi

como &cido Urico y urea.
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ANEXO 2
METODO DE BRADFORD PARA LA DETERMINACION DE PROTEINAS
TOTALES

Principio: para € presente método se emplea un colorante hidrofobico cuyas
disoluciones acuosas en presencia del acido fosférico tienen un color pardo y que, a
encontrarse en €l entorno hidrofébico del interior de una proteina, origina un color azul

intenso que se puede medir fécilmente.

Meétodo basado en el cambio de color del colorante Coomassie brilliant blue G-250 en
respuesta a diferentes concentraciones de proteinas. Este compuesto interacciona con
aminoacidos basicos (especialmente arginina) y aromaticos. Esta unién del colorante
con las proteinas provoca un cambio en el maximo de absorcion del colorante desde 465
a 595 nm. Por lo tanto, este método se basa en la propiedad del Azul Brillante de
Coomasie G-250 de presentarse en dos formas con colores diferentes, rojo y azul. La
forma roja se convierte en azul cuando € colorante se une a la proteina
Experimentalmente se mide la diferencia de Absorbancias entre 595 y 465 nm (595-
465nm).

CHCHy —
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|'“-. i:f {'_. "'{-:'; b
, llh\_ " W /
ﬂ | 5 -FI ‘_
" A
CH, ““~n/“ H

— CH.CH, —

50;Na

Estructura quimica del colorante Coomassie brilliant blue G-250.
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DESCRIPCION DEL METODO:
Materialesy reactivosa usar:

Tubos de ensayo de 5 ml
Gradilla

Micropipetas de 1ml y 100 ul
Ependorfd
Espectrofotometro

Kit Bradford

Agua destilada

Kit de Bradford para la determinacién de proteinas totales de BioRamR, € cual consiste

en los siguientes materiales:

Reactivo Bradford

Estandares de suero de albumina bovina: de 0,125 mg a 1000 mg/ml

Inicialmente se establece una curva de calibracion con los estandares respectivos, para

lo cual se sigue @ siguiente procedimiento:

1. Etiquetar 06 tubos de ensayo de 05 ml, con la siguiente denominacion:
B: Blanco
0,125 mg/ml
0,250 mg/ml
0,500 mg/ml
0,750 mg/ml
1000 mg/ml
Colocar en los 06 tubos 1 ml de reactivo Bradford
Agregar 20 ul del estandar respectivo a cada tubo de ensayo
Agitar

Proceder aleer en el espectrofotdmetro

o 00~ WD

Elaborar |a curva de calibracion, con los datos obtenidos.
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Luego de haber elaborado la curva de calibracion se procede a preparar las muestras

obtenidas de los caracoles, en tal sentido se procede de la siguiente manera:

© N o g ~ ®

De los fluidos corporales del caracol, se extrae 10 ul y se diluye en 40 ul de agua
destilada, afin de obtener unadilucion de 1:5

De esta dilucion inicial se toma 10 ul y se diluye en 90 ul de agua, obteniendo
unadilucién de 1:100

Se etigquetan los tubos de ensayo de 5 ml, con |os tratamientos respectivos.

Se agrega 1 ml de reactivo Bradford a cada tubo de ensayo

Posteriormente se agrega 20 ul de muestra

Agitar

Selee en €l espectrofotdmetro, con absorbancia de 465 a’595 nm

Los datos obtenidos se compara con los de la curva de calibracion a fin de

ubicarlos dentro de la curva
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ANEXO 3

DATOSDE LA CURVA DE CALIBRACION

Tabla 7: Deter minacion de absorbancia de los estandar es de BSA

Concentracion de Cantidad de Cantidad de Absorbancia
estandares (mg/ml)  Muestrausada (ul)  reactivo usado (ul)

Blanco (0) 20 1000 0,5635
0,125 20 1000 0,6989
0,250 20 1000 0,8588
0,500 20 1000 1,0018
0,750 20 1000 1,2800
1,000 20 1000 1,5064

1.2000 y = 1.0252x + 0.0196

R? = 0.9954
1.0000 &
0.8000
& BSA (ug/mL)

0.6000 ® ——Lineal (BSA (ug/mL))

0.4000 /

0.2000

0.0000 / : : : : . .

0.000 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000 1.200

Figura 19: Curvade calibracion de BSA
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ANEXO 4
PRUEBASPARA LA DETERMINACION DE ACIDO URICO Y UREA

TEST PARA LA DETERMINACION DE ACIDO URICO - ROCHE
Principio del test:

El presente test de determinacion de &cido Urico se basa en unareaccion enziméticay
colorimétrico, en donde € &cido Urico es desdoblado por la uricasaa aantoinay
perdéxido de hidrogeno, teniendo al final como producto al colorante quinona diimina.
Laintensidad cromética de la quinona diimina formada es directamente proporcional a
la concentracién de acido Urico y es determinada midiendo € aumento de la
absorbancia

Reactivosy soluciones de trabajo:

R1: Tampon fosfato: 0,05 mol/L, pH 7,8; TOOS: 7 mmol/L; éter poliglicdlico de
alcohol graso: 4,8%; ascorbato oxidasa (EC 1.10.3.3; calabacin): > 83,5 ukat/L
(25°C); estabilizadores y conservantes.

SR:  Tampdn fosfato: 0,1 mol/L, pH 7,8; hexacianoferrato (1) de potasio: 0,3
mmol/L; 4-aminofenazona: > 2,5 mmol/L; uricasa (EC 1.7.3.3; Arthrobacter
protophormiag): > 83,4 ukat/L (25°C); peroxidasa (POD) (EC 1.11.1.7; rédbano
picante): > 50,0 ukat/L (25°C); estabilizadores y conservantes.

Estos reactivos se encuentran listos para ser usados.
Conservacion y estabilidad:

De 2 a8°C, sin abrir; en casos de estar en uso mantener bgjo condiciones de
refrigeracion y por espacio de 04 semanas.

I ntervalo de medicion:

De 0,20 a 25 mg/dL de écido Urico en plasma.
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TEST PARA LA DETERMINACION DE UREA - ROCHE
Principio del test:

El presente test de determinacion de urea, se basa en un proceso enzimatico con la

accion delaureasay la glutamato deshidrogenasa.

En un primer momento la urea es hidrolizada por la ureasaa Amonio y carbonato;
mientras que en segunda reaccion, el 2 — oxoglutarato reacciona con el amonio en
presencia de la glutamato deshidrogenasa (GLDH) y la coenzima NADH para producir
L — glutamato. En esta reaccion por cada molécula de urea hidrolizada se oxidan dos
moles de NADH aNAD.

Lavelocidad con que la concentracion de NADH disminuye es directamente

proporcional alaconcentracién de urea en lamuestray se mide fotométricamente.
Reactivosy soluciones de trabajo:

R1: Tampon TRIS: 220 mmol/L, pH 8,6; 2 — oxoglutarato: 73 mmol/L; NADH: 2,5
mmol/L; ADP: 6,5 mmol/L; ureasa(haba blanca): > 300 ukat/L; GLDH (higado
bovino): > 80 ukat/L ; conservante.

Estos reactivos se encuentran listos para ser usados.
Conservacion y estabilidad:

De 2 a8°C, sin abrir; en casos de estar en uso mantener bgjo condiciones de

refrigeracion y por espacio de 04 semanas.
Intervalo de medicion:

De 3,0 a240 mg/dL de urea presente en plasma.
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ANEXO 5
PROCESAMIENTO ESTADISTICO DE INFORMACION RECOGIDA
DATOSOBTENIDOSDE LOSDIFERENTESTRATAMIENTOS

Tabla 8: Lymneidos libres de estadios lar varios de Fasciola hepatica expuestos a
diferentes concentraciones de latex de Euphorbia splendens

Grupo Proteina Acido Urico Urea Concentracion de latex mg/l
mg/ml mg/d| mg/d|

Control 14,7463 0,735 53,15 0,00

14,2639 0,85 50,75 0,00

15,2585 0,23 45,35 0,00

1 20,5345 0,50 46,65 0,10

20,5902 0,05 42,00 0,10

20,3073 0,40 31,65 0,10

2 21,2049 0,50 46,15 0,20

20,1463 0,30 25,50 0,20

21,0195 22,70 0,20

3 22,1463 0,435 45,85 0,40

22,239 0,15 25,65 0,40

22,9707 25,90 0,40

4 29,2488 0,30 4325 0,60

26,3268 0,30 35,00 0,60

27,7366 0,20 47,50 0,60

5 30,3268 0,30 41,50 0,80

32,1228 0,10 29,00 0,80

27,639 0,05 42,45 0,80

6 31,2146 0,30 40,40 1,00

30,4878 0,10 38,45 1,00

33,5561 0,15 39,15 1,00

7 36,1756 0,10 38,45 1,50

35,3854 0,15 32,15 1,50

36,3336 0,15 23,10 1,50

8 37,7951 0,10 35,10 2,00

38,1513 0,15 29,05 2,00

37,9707 0,15 35,15 2,00

9 41,2878 0,10 32,15 2,50

43,1071 0,10 29,80 2,50

40,1518 0,10 29,75 2,50

10 45,0878 0,10 25,65 5,00

47,1310 0,10 17,80 5,00

45,3895 0,10 23,10 5,00

11 48,9951 0,10 24,25 10,00

52,.751 0,10 17,47 10,00

49,1326 0,10 17,20 10,00
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Tabla 9: Lymneidos infectados con estadios larvarios de Fasciola hepatica,

expuestos a diferentes concentraciones de latex de Euphorbia splendens

Grupo Proteina Acido Urico Urea Concentracion de latex
mg/ml mg/d| mg/d| mg/|

Control 12,1805 1,30 14,50 0,00
14,4732 1,85 12,50 0,00
13,3269 1,60 13,50 0,00
1 15,5707 1,30 11,00 0,10
16,2098 1,45 9,00 0,10
15,6752 1,30 13,75 0,10
2 16,4634 1,20 6,00 0,20
16,1320 1,15 6,20 0,20
18,4586 1,25 8,75 0,20
3 17,5659 1,00 11,50 0,40
17,9854 1,65 11,50 0,40
19,6098 1,60 12,50 0,40
4 20,4439 1,35 6,75 0,60
20,2000 1,45 10,50 0,60
20,2780 0,95 8,10 0,60
5 20,7073 1,00 7,50 0,80
21,6098 2,25 9,00 0,80
24,8000 1,40 9,50 0,80
6 21,4683 1,15 8,00 1,00
22,5854 1,50 8,50 1,00
24,8293 1,60 10,00 1,00
7 24,8585 3,90 0,50 1,50
25,6537 2,20 22,50 1,50
25,5659 1,10 11,50 1,50
8 33,7024 1,70 14,00 2,00
30,4878 0,25 9,50 2,00
32,3577 0,90 10,35 2,00
9 35,8195 1,25 12,50 2,50
25,7024 0,75 9,05 2,50
32,1268 0,50 4,90 2,50
10 37,9707 1,50 14,50 5,00
38,0862 1,40 14,00 5,00
37,9756 1,00 13,35 5,00
11 44,6683 1,25 14,50 10,00
47,7708 1,05 10,25 10,00
46,6561 1,65 13,25 10,00
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ANALISISESTADISTICO DE CARACOLESINFECTADOS CON ESTADIOSLARVARIOS DE Fasciola hepatica

PROTEINA:

Tabla 10: Andlisisdelavarianza de proteina

Variable N R2 Rz Aj CV
Proteina 36 0,97 0,96 7,51
(mg/mL)

Tabla 11: AndlisisdelaVarianza (SC tipo lll)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 3228,83 11 29353 81,48 <0,0001
Latex (mg/mL) 3228,83 11 29353 81,48 <0,0001
Error 86,46 24 3,60
Total 331529 35
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Tabla 12: Prueba de Tukey (Alfa=0,05 DM S=5,58785 Error: 3,6026 gl: 24)

Latex Medias n E.E.
(mg/mL)

0,00 13,33 3 1,10 A

0,10 15,82 3 1,10 A B

0,20 17,02 3 1,10 A B C

0,40 18,39 3 1,10 A B C D

0,60 20,31 3 1,10 B C D E
0,80 22,37 3 1,10 C D E
1,00 22,96 3 1,10 D E
1,50 25,36 3 1,10 E
2,50 31,22 3 1,10
2,00 32,18 3 1,10

5,00 38,01 3 1,10

10,00 46,37 3 1,10

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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ACIDO URICO

Tabla 13: Andlisisdelavarianza acido Urico
Variable N R2 R2 Aj CVv
Acido Urico (mg/dL) 36 041 014 3955

Tabla 14: AndlisisdelaVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC Gl CM F p-
valor
M odelo. 0,20 11 0,02 1,52 0,1896
L atex 0,20 11 0,02 1,52 0,1896
(mg/mL)
Error 0,29 24 0,01
Total 0,49 35

Tabla 15: Prueba de Tukey (Alfa=0,05 DM S=0,32145 Error: 0,0119 gl: 24)

Latex (mg/mL) Medias n E.E.

2,50 0,17 3 0,06 A
2,00 0,19 3 0,06 A
0,20 0,24 3 0,06 A
0,60 0,25 3 0,06 A
5,00 0,26 3 0,06 A
10,00 0,26 3 0,06 A
0,10 0,27 3 0,06 A
1,00 0,28 3 0,06 A
0,40 0,28 3 0,06 A
0,80 0,31 3 0,06 A
0,00 0,32 3 0,06 A
1,50 0,48 3 0,06 A

Medias con unaletra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

69



UREA

Tabla 16: Andlisisde Varianza urea

Variable N R? R2 Aj Ccv
Urea 36 0,34 0,03 34,46
(mg/dL)
Tabla 17: AndlisisdelaVarianza (SCtipol)
F.V. sC Gl CM F p-
valor
Modelo. 6,58 11 0,60 1,11 0,3943
L atex (mg/mL) 6,58 11 060 111 0,3943
Error 12,92 24 054
Total 19,50 35

Tabla 18: Prueba de Tukey (Alfa=0,05 DM S=2,15967 Error: 0,5382 gl: 24)

Latex (mg/mL) Medias n E.E.

0,20 1,40 3 042 A
0,60 1,69 3 042 A
0,80 1,73 3 042 A
2,50 1,76 3 042 A
1,00 1,77 3 042 A
0,10 2,25 3 042 A
2,00 2,26 3 042 A
1,50 2,30 3 042 A
0,40 2,37 3 042 A
10,00 2,53 3 042 A
0,00 2,70 3 042 A
5,00 2,79 3 042 A

Medias con unaletra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Tabla 19: Andlisisderegresion: proteina (mg/ml)

Variable N R2 R2Aj ECMP AIC BIC
Proteina 36 0,84 0,83 1859 206,01 210,76
(mg/mL)
Tabla 20: Coeficientes de regresion y estadisticos asociados (proteina)
Coef Est. E.E. LI1(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows VIF
const 18,89 0,83 17,21 20,57 22,88  <0,0001
L atex (mg/mL) 318 0724 2,69 3,67 1314 <0,0001 168,78 1,00

Tabla 21: Anélisisderegresion &cido arico (mg/dl)

Variable N R? RzAj ECMP AIC BIC
Acido Urico 36 0,01 000 002  -4716 -4241
(mg/dL)
Tabla 22: Coeficientes de regresion y estadisticos asociados (acido Urico)
Coef Est. EE.  LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows VIF
const 0,28 0,02 0,23 0,33 11,56  <0,0001
Latex (mg/mL) -3,7E-03 0,01 -0,02 0,01 -0,51 0,6135 1,28 1,00

Tabla 23: Andlisisderegresion: urea (mg/dl)

Variable N R? R2Aj ECMP AIC BIC
Urea 36 0,06 0,03 0,59 8386 88,61
(mg/dL)
Tabla 24: Coeficientesderegresion y estadisticos asociados (ur ea)
Coef Est. E.E. LI1(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows VIF
const 2,00 0,15 1,69 2,31 13,20 <0,0001
Létex (mg/mL) 0,07 0,04 -0,02 0,16 1,47 0,1499 314 1,00
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ANALISISESTADISTICO DE CARACOLESNO INFECTADOS CON ESTADIOSLARVARIOS DE Fasciola hepatica

PROTEINA:
Tabla 25: Andlissdelavarianza
Variable N R2 R2 Aj CV
Proteina 36 0,99 0,99 3,96

Tabla 26: AndlisisdelaVarianza (SCtipol)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 4008,37 11 364,40 231,89 <0,0001
L tex 4008,37 11 364,40 231,89 <0,0001
Error 37,71 24 157

Total 4046,08 35

Tabla 27: Prueba de Tukey (Alfa=0,05 DM S=3,69046 Error: 1,5714 gl: 24)

Latex Medias n E.E.

0,00 14,76 3 0,72 A

0,10 20,48 3 0,72 B

0,20 20,79 3 0,72 B

0,40 22,45 3 0,72 B

0,60 27,77 3 0,72 C

0,80 30,03 3 0,72 C D

1,00 31,75 3 0,72 D

1,50 35,97 3 0,72 E

2,00 37,97 3 0,72 E F

2,50 41,52 3 0,72 F

5,00 45,87 3 072 G
10,00 50,29 3 0,72 H

Medias con unaletra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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ACIDO URICO

Tabla 28: Andlisisdelavarianza

Variable N R2 Rz Aj Cv
Acido Urico 36 052 031 7534
(mg/dL)

Tabla 29: AndlisisdelaVarianza (SC tipo I)
F.V. SC al CM F p-valor
M odelo. 0,68 11 0,06 2,40 0,0352
Latex (mg/mL) 0,68 11 006 240  0,0352
Error 0,62 24 0,03
Total 1,30 35

Tabla 30: Prueba de Tukey (Alfa=0,05 DM S=0,47188 Error: 0,0257 gl: 24)

Latex (mg/mL) Medias n E.E.

2,50 0,10 3 0,09 A

5,00 0,10 3 0,09 A

10,00 0,10 3 0,09 A

1,50 0,13 3 0,09 A B
2,00 0,13 3 0,09 A B
0,80 0,15 3 0,09 A B
1,00 0,18 3 0,09 A B
0,40 0,20 3 0,09 A B
0,60 0,27 3 0,09 A B
0,20 0,27 3 0,09 A B
0,10 0,32 3 0,09 A B
0,00 0,61 3 0,09 B

Medias con unaletra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

73



UREA

Tabla 31: AndlisisdeVarianza

Variable N R2 RZAj CVv
Urea 36 0,67 0,51 20,32
(mg/dL)
Tabla 32: AndlisisdelaVarianza (SCtipol)
F.V. SC al CM F p-valor
M odelo. 2293,50 11 20850 4,34 0,0013
Latex (mg/mL) 2293,50 11 20850 4,34 0,0013
Error 1153,44 24 48,06
Total 3446,95 35

Tabla 33: Prueba de Tukey (Alfa=0,05 DM S=20,40930 Error: 48,0602 gl: 24)

L atex (mg/mL) Medias n E.E.

10,00 19,64 3 4,00 A

5,00 22,18 3 4,00 A B

2,50 30,57 3 4,00 A B C
1,50 31,23 3 4,00 A B C
0,20 31,45 3 4,00 A B C
0,40 32,47 3 4,00 A B C
2,00 33,10 3 4,00 A B C
0,80 37,65 3 4,00 A B C
1,00 39,33 3 4,00 A B C
0,10 40,10 3 4,00 B C
0,60 41,92 3 4,00 B C
0,00 49,75 3 4,00 C

Medias con unaletra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Tabla 34: Andlisisderegresion: proteina (mg/ml)

Variable N R2 RZA] ECMP AIC  BIC
Protefna (mg/mL) 36 069 068 4330 23619 240,95

Tabla 35: Coeficientesde regresion y estadisticos asociados (proteina)

Coef Est. E.E. LI1(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows VIF
const 25,23 1,26 22,68 27,79 20,10  <0,0001
Latex (mg/mL) 3,19 0,37 2,44 3,94 8,66 <0,0001 73,95 1,00

Tabla 36: Andlisisderegresion &cido arico (mg/dl)
Variable N R2 Rz Aj ECMP AIC BIC
Acido Urico (mg/dL) 36 0,13 011 004 -1663 -11,88

Tabla 37: Coeficientesde regresion y estadisticos asociados (acido Urico)

Coef E<t. EE.  LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows VIF
const 0,26 0,04 0,19 034 701  <0,0001
Latex (mg/mL)  -0,03 0,01 005  -27E-03 -228 00293 6,06 1,00

Tabla 38: Andlisisderegresion: urea (mg/dl)

Variable N R2 R2 Aj ECMP AIC BIC
Urea 36 041 0,39 66,33 253,36 258,11
(mg/dL)
Tabla 39: Coeficientesderegresion y estadisticos asociados (ur ea)
Coef Est. E.E. LI1(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows VIF
const 38,68 1,59 35,44 41,92 24,27 <0,0001
Latex (mg/mL) -2,27 0,47 -3,22 -1,32 -4,87 <0,0001 24,03 1,00
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ANALISISESTADISTICO COMPARANDO AMBOS GRUPOS DE CARACOLES: INFECTADOS CON ESTADIOS
LARVARIOS DE Fasciola hepatica VERSUS NO INFECTADOS

Tabla 40: Prueba de Nor malidad: Kolmogor ov-Smirnov

Clasific Variable Grupo1l Grupo 2 n(1) n(2) Media(l) Media(2) DE(1) DE(2)
Condicion  Proteina Infectado No infectado 36 36 25,28 31,64 9,73 10,75
Condicion AU Infectado No infectado 36 36 1,38 0,22 0,59 0,19
Condicién Urea Infectado No infectado 36 36 10,64 34,12 3,73 9,92
Clasific Variable Grupol Grupo 2 Mediana(l) Mediana(2) KS p(2 colas)

Condicién  Proteina  Infectado No infectado 22,10 30,85 0,36 <0.02 No Paramétrico
Condicion AU Infectado No infectado 1,30 0,15 0,92 <0.01 No Paramétrico
Condicion Urea Infectado No infectado 10,43 33,58 0,97 <0.01 No Paramétrico
Tabla 41: Comparaciéon de medianas por la prueba de Wilcoxon para muestras independientes
Clasific Variable Grupol Grupo 2 n(l) n(2) Media(l) Media(2) DE(2) DE(2)
Condicién  Proteina Infectado No infectado 36 36 25,28 31,64 9,73 10,75
Condicion AU Infectado No infectado 36 36 1,38 0,22 0,59 0,19
Condicion Urea Infectado No infectado 36 36 10,64 34,12 3,73 9,92
Clasific Variable Grupol Grupo 2 Mediana(l) Mediana(2) R- R- W p(2 colas)
media(l) media(2)
Condicion  Proteina  Infectado No infectado 22,10 30,85 30,22 42,78 1088,00 0,0109
Condicion AU Infectado No infectado 1,30 0,15 54,08 18,92 1947,00 <0,0001
Condicion Urea Infectado No infectado 10,43 33,58 18,58 54,42 669,00 <0,0001
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ANALISISDE LA DOSISLETAL MEDIA Y DOSISLETAL 90DEL LATEX DE
Euphorbia splendens

Tabla 42: Concentraciones del latex de Euphorbia splendens contra caracoles
Lymnaea sp.

Concentracion Numerode Respuestas Respuestas Residuos Probabilidad
sujetos observadas esperadas

-1.000 15 0 .716 -.716 .048
-.699 15 1 .730 270 .049
-.398 15 1 947 .053 .063
-.222 15 2 1.525 A75 102
-.097 15 4 2.389 1.611 159
0.000 15 3 3.408 -.408 227

176 15 6 6.023 -.023 402
301 15 5 8.236 -3.236 549
.398 15 10 9.932 .068 .662
.699 15 15 13.671 1.329 911

Tabla 43: Coeficientes estimados para la concentracion del latex.

Estimadores  Estimacion  Error Z Sig. Intervalo de confianza
tipico al 95%
Limite Limite
inferior superior
Concentracion 3.156 915 3.448 .001 1.362 4.950
I nter seccion -0.884 357 -2.477 .013 -1.240 -.527
X2 de pearson= 6,660 Valor p=0, 465
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Tabla 44: Estimaciones del nivel de concentracion del latex contra car acoles.

Probabilidad Limites de confianza al 95% para concentracion
Estimacion Limite inferior L imite superior
,010 .349 .031 .698
,020 426 .048 .795
,030 483 .065 .865
,040 531 .080 921
,050 574 .096 970
,060 .613 J11 1.014
,070 .649 127 1.054
,080 .684 .143 1.092
,090 716 159 1.127
,100 .748 75 1.161
,150 .894 .263 1.315
,200 1.031 .361 1.456
,250 1.165 473 1.595
,300 1.300 .599 1.738
,350 1.438 743 1.892
,400 1.584 .905 2.065
450 1.738 1.086 2.268
,500 1.905 1.282 2.518
,550 2.088 1.491 2.839
,600 2.292 1.705 3.269
,650 2.524 1.923 3.853
,700 2.793 2.145 4.662
,750 3.117 2.379 5.809
,800 3.521 2.639 7.508
,850 4.059 2.950 10.222
,900 4.853 3.365 15.200
,910 5.068 3471 16.745
,920 5311 3.588 18.608
,930 5.592 3.720 20.903
,940 5.924 3.872 23.810
,950 6.326 4.051 27.634
,960 6.834 4.271 32.934
,970 7.515 4,554 40.883
,980 8.526 4.957 54.538
,990 10.402 5.657 86.006
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