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RESUMEN
La Fascioliasis es un problema parasitario que afecta tanto la salud humana como animal,
en Cajamarca se considera una enfermedad endémica, para su tratamiento existen un
namero limitado de farmacos, siendo el Triclabendazol el farmaco de eleccion més usado,
esto ha traido como consecuencia la aparicion de resistencia a éste. El presente trabajo de
investigacion tuvo como objetivo evaluar la eficacia fasciolicida del extracto acuoso
liofilizado de Chuquiraga weberbaurei (Amaro) como tratamiento y el Triclabendazol
12% en suspension en terneros de raza Holstein infectados artificialmente con 200
metacercarias de Fasciola hepatica cada uno. La cual fue evaluada mediante el Test de
Reduccion de huevos (TRCH) y un Test de Eficacia Absoluta en el que se determino el
namero de Fasciolas en higado mediante necropsia. Para el presente trabajo se tuvieron
doce terneros, divididos en tres grupos (Grupo A: Control, Grupo B: Tratado con Amaro
200 mg/kg PV por cuatro dias consecutivos, Grupo C: Tratados con Triclabendazol 12%
en suspension a dosis de 12mg/kg PV por un solo dia). Al finalizar el estudio se
obtuvieron los siguientes resultados: Eficacia del Amaro a dosis de 200 mg/kg via oral en
el control de Fasciola hepatica por infeccion artificial en terneros medida mediante el
Test de reduccion del conteo de huevos (TRCH) fue en promedio 46.70% vy el recuento
promedio es estadisticamente significativo con respecto al promedio de huevos pre
tratamiento del mismo grupo (p<0.05) y para el Triclabendazol en suspensién al 12%
administrado via oral fue de 25%. Del mismo modo en la Eficacia Absoluta de Amaro en
dosis de 200 mg/kg via oral medida mediante la prueba critica por necropsia fue de

58.63% y del Triclabendazol al 12 % fue de 66.22 %.

Palabras clave: Fasciola hepatica, Amaro (Chuquiraga weberbaurei), Triclabendazol,

Eficacia



ABSTRACT
Fascioliasis is a parasitic problem that affects both human and animal health, in Cajamarca it is
considered an endemic disease, for its treatment there are a limited number of drugs,
Triclabendazole being the most used drug of choice, this has resulted in the appearance of
resistance to it. The objective of this research work was to evaluate the fasciolicidal efficacy of
the lyophilized aqueous extract of Chuquiraga weberbaurei (Amaro) as a treatment and
Triclabendazole 12% in suspension in Holstein calves artificially infected with 200
metacercariae of Fasciola hepatica each. Which was evaluated by the Egg Reduction Test
(TRCH) and an Absolute Efficacy Test in which the number of Fasciolas in the liver was
determined by necropsy. For the present work, twelve calves were kept, divided into three
groups (Group A: Control, Group B: Treated with Amaro 200 mg/kg LW for four consecutive
days, Group C: Treated with Triclabendazole 12% in suspension at a dose of 12mg/ kg LW for
a single day). At the end of the study, the following results were obtained: Efficacy of Amaro
at a dose of 200 mg/kg orally in the control of Fasciola hepatis due to artificial infection in
calves measured by the Egg Count Reduction Test (FECRT) was on average 46.70 % and the
average count is statistically significant with respect to the average of pre-treatment eggs of the
same group (p<0.05) and for Triclabendazole in suspension at 12% administered orally it was
25%. In the same way, in the Absolute Efficacy of Amaro in doses of 200 mg/kg orally,
measured by means of the critical test by necropsy, it was 58.63% and that of Triclabendazole

at 12% was 66.22%.

Keywords: Fasciola hepatica, Amaro (Chuquiraga weberbaurei), Triclabendazol, Efficacy

Xi



CAPITULO |

INTRODUCCION

La fascioliasis es una enfermedad parasitaria causada por Fasciola hepatica, que afecta
a los animales herbivoros y omnivoros donde se incluye al hombre . La infeccion se
adquiere cuando se ingieren, cruda o mal cocidas los vegetales (particularmente berros,
alfalfa, lechuga y espinaca) que tienen adheridas las metacercarias del parasito al tallo

y hojas @

Esta enfermedad se caracteriza por la inflamacion del higado y de los conductos biliares,
con frecuencia de carécter crénico ocasionando trastornos nutritivos ©) Este parésito
causa una de las enfermedades parasitarias mas preocupantes en los rumiantes
domésticos, estimandose que un cuarto de la poblacion total de bovinos pastorea en
areas donde el trematodo estd presente y el medio ambiente es favorable para su

mantenimiento y dispersion @,

En Cajamarca yen las principales cuencas ganaderas del pais, se utiliza fasciolicidas para
el control de dicha enfermedad, el de mayor uso debido a su eficacia es el Triclabendazol;
ya que actta en diferentes edades frente a la Fasciola hepatica, en los Gltimos afios se han
registrado pruebas de resistencia al Triclabendazol, lo que posiblemente ha sido causado
por un sobre uso 0 un mal manejo en la dosificacién de dicho farmaco en la campifia de

Cajamarca &9,

Debido a este problema de resistencia antihelmintica, en nuestra actualidad venimos
afrontando nuevos retos con respecto al control de parasitos endémicos como es la

Fasciola hepatica, en los Gltimos afios hay una particular atencion hacia el Amaro



(Chuquiraga weberbaurei), que ha demostrado una importante y variada actividad
farmacoldgica el cual ha sido usado en ganado ovino, bovinos y cuyes para el

tratamiento de la fascioliasis y sus resultados son favorables 19,

El Triclabendazol es el farmaco de eleccion, usado tanto en animales como el
hombre para tratamiento . Se ha reportado resistencia al Triclabendazol en humanos
y tienen en comin que se documenta la persistencia de la Fasciola hepatica pos

tratamiento después de varios ciclos de Triclabendazol 2.

Debido a la resistencia de los farmacos fasciolicidas y a las recientes
investigaciones en el uso de plantas nativas, nos conduce a investigar, realizando
pruebas de diagnostico en el Fundo Tartar de la Universidad Nacional de Cajamarca en
el distrito Los Bafios del Inca; utilizando el test de reduccion del conteo de huevos
(TRCH) y el Test de Eficacia Absoluta mediante la prueba critica por necropsia como
técnica mas sensible para verificar la eficacia trematocida del Amaro en comprimidos

(Capsulas) en terneros.

En los dltimos afios se han registrado pruebas de resistencia al triclabendazol,
debido posiblemente a un sobre uso y/o a un mal manejo en la dosificacion de dicho
farmaco en la campifia de Cajamarca ¥, El reto planteado para nuestro tiempo es
encontrar nuevas alternativas sostenibles de tratamiento para controlar Fascioliasis en

humanos y animales en Cajamarca.



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general:

Determinar la eficacia fasciolicida del Amaro (Chuquiraga
weberbaueri) en capsulas y del Triclabendazol 12% en suspensién

en terneros infectados artificialmente.

1.3.2 Objetivos especificos:

Determinar la eficacia clinica del Amaro (Chuquiraga
weberbaurei) en comprimidos (capsulas) en terneros infectados
artificialmente mediante el Test de Reduccion del Conteo de
huevos (TRCH).

Determinar la eficacia clinica del Triclabendazol al 12 % en
suspension en terneros infectados mediante el Test de Reduccion
del Conteo de huevos (TRCH).

Determinar la eficacia absoluta del Amaro (Chuquiraga
weberbaurei) en comprimidos (capsulas) y del Triclabendazol al
12% en suspension en terneros infectados artificialmente mediante

la prueba critica a la necropsia.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion
En el primer encuentro taller de granjeros en la crianza de cuyes (Cavia porcellus),
Cajamarca, Per(, 1986, Mendoza J. recomienda que para curar la Fascioliasis tres
plantas medicinales tales como el Amaro (Chuquiraga weberbaurei), el Molle
(Schinus molle) y el Marco (Ocinus basilium), usando cada planta en forma
individual. Se recomienda usar una dosis de 4 ml de extracto, obtenido de 10 g de
Amaro en 8 ml de agua para controlar la Fasciola hepatica en cuyes adultos;

obteniendo resultados satisfactorios®®,

Fernandez G, en 1991 comprobd que el efecto de Amaro (Chuquiraga
weberbaurei) en ovinos, de todos los grupos que formaron el experimento fueron
infectados en las mismas condiciones, después de 90 dias post infeccion mostraron
los sintomas de una parasitosis. La dosis inicial estuvo planificada en 0, 16, 32, 48 y
64 ml de extracto de Amaro, diluido en una relacion de 2:1, que comparando con los
pesos promedios se habria aplicado 0, 3, 6, 8 y 12 ml/kg de peso vivo, divididoen tres
dosis con intervalos de tiempo de 5 dias cada aplicacion. Grupo | (16 ml) a la
necropsia se obtuvo un promedio de 10,6% de eficacia contra fasciolas adultas. Grupo
I1 (32 ml) a la necropsia se obtuvo un porcentaje de 43,6% deeficacia. Grupo Il (48
ml) se obtuvo un mejor resultado 90,8% de eficacia. Grupo 1V (64 ml) la eficacia
alcanzada fue de 92,5%. El empleo del extractode la planta Amaro (Chuquiraga

weberbaurei) en dilucion acuosa al 50%, suministrado en ovinos de diferentes edades,



en dosis de 8 ml/kg de peso vivo,por tres veces a intervalos de 5 dias, hallaron una

efectividad de 90,8%, sin presencia de efectos colaterales en los animales tratados

En el afio 1998, Ferndndez N. y Torrel S. en el Caserio de San Juan de Tincat,
se investigo que el Amaro (Chuquiraga weberbaurei, tovar), evaluandola en sus dos
presentaciones: pastillas y forma liquida, en la dosificacion en 40 vacunos criollos,
de diferentes edades y sexos, positivos a Fasciola hepatica mediante el analisis
Coproscopico; el tratamiento uno (T1) consisti6 en proporcionar 1 pastilla de 2 gramos
por cada 50 kg de peso vivo y el tratamiento dos (T2) en 100 ml por cada 50 kg de
peso Vvivo, via oral. El presente trabajo de investigacion se inicié en el mes julio y
culmind en el mes de octubre del mismo afio, constituyendo en el uso de la extraccion
del alcaloide del Amaro y convirtiéndola en las presentaciones de pastillas y liquido.
Los resultados obtenidos en el presentetrabajo de investigacion y mediante los
objetivos planteados, se puede manifestar que: La eficacia del Amaro (Chuquiraga
weberbaueri, tovar) en contra de la Fasciola hepatica en vacunos, siendo en 95%
cuando se dosifico con pastillas de 2 gramos (1 pastilla/50 kg de peso vivo) y del

90% cuando se proporciond el amaro en forma liquida (100 ml/50kg de pesovivo) @,

En el afio 2001, Abanto M., se realiz6 una investigacion en la ciudad de
Cajamarca, el extracto de Amaro fue evaluado in vivo, utilizando 20 cuyes,
distribuidos encinco grupos (1, 11, 111, 1V, V), compuestos de 4 animales. El dia cero
los 20 animales fueron infectados oralmente con 15 metacercarias de Fasciola
hepatica cada uno; dos meses y medio después de la infeccion se encontré huevos del
parasito en heces, los cuyes fueron tratados con solucion acuosa de extracto de Amaro
concentrado, el tratamiento se hizo de la siguiente manera: los animales de los grupos

I, I, 111y IV recibieron el extracto de Amaro oralmente en dosis de 2ml, 4ml, 6ml, y



8 ml respectivamente en intervalos de 10 dias (tres veces), el grupo V permanecio
como control no tratado. El ensayo a la necropsia mostré una reduccién de gusanos
de 50, 82, 96 y 100% respectivamente a la dosis total de 6, 12,18 y 24 ml de extracto
de Amaro por kilogramo de peso vivo ©.

En estudio realizado por Alpizar et al. durante un afio (2006), en 3 plantas de
sacrificio en Costa Rica se analizaron 577 muestras de heces de bovinos de carne,
obteniéndose un porcentaje de infeccion a Fasciola hepatica del 11.3 %, ademas los
animales con edades entre los 18 a 24 meses de edad mostraron mayor infeccion con

19.49% (14,

Para el caso de Triclabendazol se han realizado diferentes trabajos que demuestran
la resistencia de Fasciola hepatica a este farmaco, como el primer trabajo realizado
por Rojas J. en el afio 2012 en bovinos en Cajamarca y posteriores que demuestran
resistencia a este antihelmintico Rojas et al. en el 2013 con 77% de eficacia %,
Chavez A. et al. en bovinos en el 2012 en Jauja con 34.9% (® y Ortiz P. et al. en

ovinos en el 2013 con 25% ©),

2.2 Bases teodricas

2.2.1 Fitoterapia:

Los vegetales poseen un gran numero de constituyentes (alcaloides, tiaminas,
aceites esenciales, mucilagos, etc.), algunas farmacol6gicamente efectivas; dentro
de estos tenemos: Hidratos de carbono: compuestos de carbono, hidrogeno y
oxigeno; Taninos: sustancias nitrogenadas solubles en agua y alcohol, forman
precipitaciones con proteinas y alcaloides, son derivados fendlicos; Grasas: ésteres
de &cido graso y esterol; Reninas: sustancias solidas, amargas, brillantes insolubles

en agua, solubles en alcohol, aceites y alcalis fuertes y los Alcaloides: que son



sustancias nitrogenadas basicas y de accion farmacoldgicas potente 7).,

Sus propiedades alcalinas se deben a que, en presencia de agua adiciona hidrégeno
y dan lugar a iones de hidréxido. Se considera muy significativo que todas las
civilizaciones a nivel mundial, desarrollaran a lado de la domesticacion y cultivo de
plantas con fines alimenticios, la blsqueda de sus cualidades terapéuticas y que
estos conocimientos hayan perdurado por milenios profundizandose y
diversificAndose; pero sin hacerse jamas caducos. Y que, en la actualidad a pesar
del gran desarrollo de la quimioterapia, la Fitoterapia aun es utilizada, tanto en

humanos como en animales, por su facil adquisicion y bajos costos 7,

Las plantas contienen numerosos compuestos quimicos; un grupo interesante de
compuestos que contienen son: acciones toxicolégicasy farmacologicas, como los
alcaloides que son sustancias basicas nitrogenadas solubles en alcohol y otros
solventes organicos, pero insolubles en agua. Si la molécula contiene oxigenos, los
alcaloides son liquidos (nicotina); tratando un alcaloide con un acido se produceuna
sal hidrosoluble, los alcaloides son precipitadas por las sales de los metales pesados,
yodo Y &cido tanico. Esto es importante conocerlo para evitar incompatibilidades
en las asociaciones de farmacos y para el tratamiento de intoxicaciones por

alcaloides.

El &cido Téanico, puede aplicarse oralmente para precipitar los alcaloidesy en
consecuencia reducir e impedir la absorcion por el tracto gastrointestinal; la
Lupanina y otros alcaloides de los lupinos Sp. producen diversos sintomas clinicos
en distintas especies animales parecidas a una toxicosis por metales pesados o

pesticidas;produciendo una disnea intensa por mecanismos desconocidos 9,



El uso de plantas medicinales en Medicina Tradicional es de practica comin en
los paises andinos, y muchas veces constituye el Gnico tratamiento disponible para
la poblacidn de zonas rurales, constituyendo el sistema primario de salud para el
80% de la poblacion. Segun Delgado H. la Medicina tradicional referente a plantas
medicinales debe de ser aplicada en tres fases, vale decir depurativa, curativa y
preventiva, como plantas curativas hace mencién del Cuti Cuti (Notholaena nives)
que tiene componente antibiotico, Asma chilka (Asristeguietia gayana) y
Huamanripa (Senecio tephorisioides) para problemas respiratorios, Mufia
(Minthostachis mollis) usado para problemas digestivo (gastritis) y respiratorios,
Una de gato (Uncaria tomentosa) para problemas reumaticos y artriticos, del mismo

modo sefiala a esta tltima como fortalecedor del sistema inmunoldgico 9.

En muchas plantas de uso medicinal se han encontrado alcaloides, hasta el
momento las investigaciones indican que la mayoria de las unidades nitrogenadas
de los alcaloides derivan de un grupo relativamente pequefio de aminoacidos.
Estos alcaloides son sustancias cristalinas bien definidas que por union con acidos
forman sales. En las plantas pueden estar libres 0 en estado de sales. El
conocimiento de la solubilidad de los alcaloides y de sus sales poseen una
considerable importancia farmacéutica, no solo porque con frecuencia se
administran productos alcaloides en solucion, sino porque las diferencias de
solubilidad entre los alcaloides y sus sales dan lugar a métodos para su aislamiento
a partir de las plantas y para su separacion de las sustancias no alcaloides también
presentes. Pese a que la solubilidad de los distintos alcaloides y de sus sales es
muy diversa debido a su estructura sumamente variada. Durante la extraccion de
los alcaloides a partir de la planta y su subsiguiente evaporacion, algunas proteinas

no seran extraidas y otras se insolubilizaran (desnaturalizaran) por el proceso de



evaporacion. La espatina, cisticina y lupanina son alcaloides heterociclicos

denominados a veces alcaloides lupinicos; presentes sobre todo en leguminosas

(20)

Uno de los componentes principales descritos en las plantas del género
Chuquiraga son los flavonoides @? estos han demostrado efecto de inhibicion
sobre las Catepsinas 1 y 3 de Fasciola hepatica in vitro ?? | estas enzimas son
indispensables para la alimentacion del parasito ya que funciona digiriendo el
tejido hepatico, al ser bloqueadas por la presencia de los flavonoides esta evitaria
su alimentacion, lo que demostraria su capacidad para funcionar como

fasciolicida.

2.2.3 Posicién taxonomica de Chuquiraga weberbaurei Tovar (Amaro).

Reino ; Plantae

Subreino ; Tracheobionta

Filo : Tracheophyta

Clase : Magnoliopsida

Subclase : Asteridae

Orden : Asterales

Familia : Asteraceae

Subfamilia Barnadesioideae

Género : Chuquiraga

Especies : Chuquiraga oppositifolia D.Don

Chuquiraga parviflora (Griseb.) Hieron.

Chuquiraga raimondiana A.Granda



Chuquiraga rosulata Gaspar
Chuquiraga ruscifolia D.Don
Chuquiraga straminea Sandwith
Chuquiraga ulicina (Hook. & Arn.)

Chuquiraga weberbaueri Tovar

2.2.4 ldentificacion y cuantificacion de los flavonoides de Chuquiraga spinosa

(Asteraceae)

Comprende 19 especies de arbustos y arboles, distribuidos principalmente en
los Andes desde Colombia a Argentina, y una especie se encuentra en Brasil,
principalmente restringido a elevaciones de 1800-3400 msnm @324, Chuquiraga
es un genero de 22arbustos espinosos de hoja perenne que crecen a lo largo de los
Andes y la Patagonia en habitats de gran altitud; sin embargo, algunas especies se

encuentran en las zonas a nivel del mar como en el centrode Chile y Argentina 25

27).

La tribu Mutisieae (Asteraceae) comprende algunas especies utilizadas en la
medicina popular de América del Sur y para el tratamiento de diversas
enfermedades. Chuquiraga es un Género del Nuevo Mundo con 25 especies
distribuidas en la Cordillera de los Andes y Patagonia de Chile y Argentina . C.
spinosa es una planta herbacea extendida en el Oeste peruano de los Andes entre
3000 y 4500 m de altitud. Esta planta, cominmente llamada Huamanpinta, se usa
en la gente como medicina para el tratamiento de varias enfermedades infecciosas
y enfermedades inflamatorias 8% | principalmente para el tratamiento de la
hiperplasia préstata, como diurético y vermifugo, y contra enfermedades

respiratorias G%

10



Hasta la fecha, solo se han realizado dos estudios fitoquimicos reportados para
esta planta, de las hojas se encontro tres glucésidos deflavonoides, kaempherol-3-O-
rutindsido, kaempherol-3-O-glucésidoy quercetina-3-orutindsido, mientras que, desde el
aceite esencial, se detectaron 70 componentes Y. Por lo tanto, como parte de la
investigacion de plantas peruanas se informa sobre estructuras de nueve flavonoides de
las partes aéreas de Chuquiraga spinosa, estos compuestos son de uso para la
quimiotaxondmica 233, Los extractos de plantas se enviaron a HPLC / DAD y Anélisis
de HPLC / MS para obtener un analisis de caracterizacion completa. No hubo diferencias,
de un punto de vista cualitativo, entre el metanol 50%, metanol acuoso y extractos de
agua. Los espectros UV visiblesde nueve componentes mostraron absorbancias tipicas de

flavonoides(quercetina y derivados de kaemperol) 234,

Investigacion del extracto metandlico de C. spinosa condujo a la identificacion de
seis flavonoides (2, 4, 5b, 6, 8 y 9). Compuesto 2 (quercetina-3-O-rutindsido o rutina),
compuesto 4 (quercetina-3-O- glucdsido), compuesto 5b (kaemperol-3-O-rutindsido o
nicotiflorina) y el compuesto 8 (kaemperol-3-oglucdsido o astragalina) han sido
previamente reportado para C. spinosa® y otras especies de el mismo género (C.
avellanedae, C. calchaquina, C. erinaceceae, C. incana,C. oppositifolia, C. rosulata, C.
longifolia, C. calchaquinay C. longiflora), compuesto 6 (isorhamnetin-3-O-rutinoside) y
9 (isorhamnetin-3-O-glucoside) se detectaron para la primera vez en el género
Chuquiraga, identificacion que se llevé a cabo mediante analisis HPLC / DAD, HPLC /

MS29, ©9)

Finalmente, se aislaron tres flavonoides del Extracto metandlico al 50%,
identificado como quercetina-3-O-glucurénido (1), kaemperol-3-O-glucurénido (3) y

isorhamnetin-3-O-glucuronide (5a). Identificacion de estos compuestos se llevaron a cabo
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por HPLC / DAD y HPLC / MS, y confirmado por 1 H NMR y 13C NMR Analisis
espectroscopico. A lo mejor de nuestro conocimiento, esta es la primera vez que los

glucurdnidos flavonoides se han encontrado en el género Chuquiraga .

El método HPLC-DAD fue validado en términos de precision, repetibilidad,
exactitud y linealidad. La precisién del método fue determinada por repetibilidad
(intradia) y precision intermedia (entre dias). Los resultados indican buena repetibilidad
y baja variabilidad entre dias (R.S.D. m&ximo 1.0%). Se observé buena linealidad sobre
la concentracion rango de 1.5-500 pg / ml de rutina, con una correlacion coeficiente de

0.999, y la regresion lineal ecuacion y = 28532x + 6337031.

La Tabla 1 informa los datos cuantitativos para flavonoides en los tres extractos
de C. spinosa. En el cromatografo de los extractos de metanol, todos los flavonoides
fueron identificados y cuantificados (excepto 4), pero solo los compuestos 1, 3 y 5a
podrian cuantificarse en el 50% de metanol y extracto de agua en altas cantidades, los
compuestos 2 y 9 también estuvieron presentes en pequefia cantidad solamente (35.3 y

62.8 mg / 100 g, respectivamente) en el extracto de metanol al 50% @V,
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Identificacion de metabolitos secundarios de Chuquiraga weberbaueri **Amaro*

Tabla 1. Metabolitos secundarios identificados en Chuquiraga weberbaueri

"Amaro"

Metabolitos Ensayo Hoja Tallo Flor Planta completa
Alcaloides Dragendorff + 6 6™
Alcaloides Mayer OO NENOENG!
Alcaloides Wagner OO NENOENG!
Saponinas Espuma ) ) () ¢+
Compuestos lactdnicos  Baljet + 6 6™
Compuestos fenélicos  Cloruro férrico H H @
Taninos Cloruro férrico (1) (++) () (+4)
Flavonoides Shinoda G 6 6 6
Quinonas Bortranger () G 6

Terpenoides/ Esteroides Liebermann-Burchard (-) (-) () (-)

FUENTE. Mayar Luis Ganoza Yupanqui. Facultad de Farmacia y Bioguimica.

Universidad Nacional de Trujillo, 2021

I.  Identificacion de alcaloides
Metodos
= Ensayo de Dragendorff
- Al extracto acuoso se le afiadié | gota de acido clorhidrico concentrado (se
calent6 suavemente y dejo enfriar).
A la solucion acuosa &cida se afiadié 111 gotas del reactivo de Dragendorff y se observo
la presencia de opalescencia se ha de considerar (+), turbidez definida (++) o precipitado

(+++) y se anotaron los datos.
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Ensayo de Mayer: Se realiz6 segun la forma descrita anteriormente, hasta
obtener una solucion acida. Luego, se afiadié una pizca de cloruro de sodio en
polvo, se agitd y filtr6. Posteriormente, se afiadio 11 6 111 gotas de la solucion
reactiva de Mayer. Siconsidera positivo si hay opalescencia (+), turbidez definida
(++) o precipitado (+++).

OBSERVACION: En el caso de alcaloides cuaternarios y los aminoacidos libres,
éstos solo se encontraran en el extracto acuoso y para considerar su presencia la
reaccion debe ser (++) O (+++), que un resultado (+) puede provenir de una

extraccion incompleta de bases primarias, secundarias o terciarias.

Ensayo de Wagner: Se partio al igual que en los casos anteriores hasta obtener
la solucidn acida, se afiadio 11 6 111 gotas del reactivo y se analizé segun los

rangos descritos.

Interpretacion de resultados

Con el ensayo de Dragendorff se observo opalescencia con los extractos
de hojas y planta completa, respectivamente; por lo que puede considerarse la
presencia de alcaloides. Sin embargo, los ensayos de Mayer y Wagner
determinaron que ninguno de los extractos contiene este tipo de metabolito
secundario. También puede considerarse que tienen cantidad muy pequefia de

alcaloides.

HPLC-DAD analitico y preparativo: analisis de C. spinosa extractose realizd
utilizando un Waters Cromatdgrafo de liquidos W 600 equipado con un DAD
detector (Milford, MA, EE. UU.). Los flavonoides eran separados mediante una
columna de 150 x 3,9 mm i.d., 4 um NovaPak C-18 (Waters) que funciona a

25°C. La deteccionfue entre 210 y 500 nm. Degradado la elucion se usé variando
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la proporcion de acetonitrilo y agua que contiene 0.5% (v / v) de acéticoécido; el

caudal fue de 1 ml min @9,

Usando el mismo instrumento, la separacion preparativa se logré conuna Waters
Symmetry Prep RP18 6 um (300 mm x 78 mm), a un caudal de 4 ml / min,
eluyendo en condiciones isocraticas (25 min) con acetonitrilo y agua que

contiene 0.5% (v / v) de acético acido (5:95) @V,

2.2.5 Efecto antiparasitario

Segun la literatura las plantas medicinales, dentro de ellas las del género
Chuquiraga posee compuestos quimicos tales como cumarinas, flavonoides y
glucosidos cianogénicos 837, El extracto de Chuquiraga spp. tiene presencia de
flavonoides, dentro de estos el quercetin y el kaempferol, estos compuestos
flavonoides podrian actuar inhibiendo la actividad enzimatica de las de las
Catepsinas de la Fasciola hepatica, encargadas de la digestion proteolitica del
tejido hepético y de la inhibicion de la respuesta inmune ©®, es asi que el efecto
antiparasitario de los flavonoides se atribuye a estos procesos metabdlicos

mediados por la catepsina de los paréasitos %40,

Un antihelmintico se clasifica como muy eficaz cuando la reduccion del
conteo de huevos es superior al 98%, es eficazcuando estd entre el 90-98%,
moderadamente eficaz cuando estd entre 80-89 y es insuficientemente activo

cuando estéa por debajo del 80%; respectivamente ¢,
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2.2.6 Fascioliasis

Definicion: es una enfermedad parasitaria ocasionada por Fasciola hepatica,
prevalentes en areas templadas y en regiones de gran altitud **?; ocasiona una
inflamacion del higado y de los conductos biliares, con frecuencia de caracter
cronico que produce trastornos digestivos y nutritivos. Por otro lado, su
implicancia en Salud Publica es de mucha importancia debido a que es una
zoonosis de alta prevalenciaen la sierra peruana, situacion que agrava por la

carencia de fasciolicidas de uso humano “9.

2.2.7 Nombre comun de la enfermedad:

Distomatosis, fasciolosis, fasciolasis @.

2.2.8 Etiologia
Fasciola hepatica se encuentra en los conductos biliares y vesicula biliar;
puede encontrarse en forma errdtica en pulmones y tejido subcutaneo,

principalmente en bovinos, equinos y el hombre ¢4,

2.2.10 Historia de la enfermedad

Fasciola hepatica fue el primer trematodo descrito para la ciencia. El pastor
francés Jean De Brie present6 a Carlos V de Francia en 1379 el tratado I'art de
bergerie que, resumidoy retitulado como Le bon berger par le rustique Jehan de
brie, en las primeras impresiones del siglo XVI, cuenta que vio al paréasito en el
higado de un ovino y relacioné su presencia con el consumo de una hierba llamada
Dauve, de donde derivé el nombre de duela del higado. Posteriormente, Gesner
demostrd en 1551 que la duela del higado se encontraba alli donde el ganado

vacuno, comia hierba en las proximidades de agua y, en 1883, Leuckart, de
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Alemania, y Thomas, de Inglaterra, que investigaban por separado, describieron
el ciclo de vida completo @,

Dentro de las enfermedades parasitarias, se considera de importancia la
Fascioliasis cuyo agente causal es la Fasciola hepatica. Esta enfermedad ataca al
parénquima hepatico, dejando trazos hemorragicos, asi mismo, las fasciolas
adultasobstruyen los conductillos biliares, originando un éxtasis biliar que se

convierte en ictericia 2,

2.2.11 Posicion taxonomica de Fasciola hepatica.

Phylum: Platyhelminthes
Clase : Trematoda

Sub clase : Digenea

Familia : Fasciolidae
Género : Fasciola
Especie : hepatica

2.2.12 Trematodo (Fasciola hepatica): enfermedad y caracteristicas morfoldgicas

del parasito.

La enfermedad puede ser de dos tipos: aguda y cronica “4. La forma de
presentacion depende del grado y duracion de la infeccion; también depende del
namero de larvas inmaduras que ingresen al hospedero y de la cantidad de
parasitos adultos presentes en el hospedero “647). La forma de presentacion
también depende de la estacionalidad del afio, al momento dela infeccion. La forma
aguda ocasiona muerte repentina de los animales infectados y muchas veces sin

mostrar signos clinicos “®,
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Muchos de los animales sobrevivientes a la forma aguda se muestran
aletargados y tienen las mucosas palidas “9.La fascioliasis cronica es la mas
comln y se caracteriza por pérdida progresiva de peso y que termina por
desarrollar una severa emaciacion, mostrando el tipico eccema sub mandibular o
mandibula de botella ®. La infeccion crénica es confirmada por los hallazgos de
huevos de Fasciola en el rebafio. Las dos formas de la enfermedad pueden
determinarse al examen post mortem. Los animales muertosde infeccién aguda,
presentan el higado con severos y multiples focos hemorragicos en toda la
superficie del 6rgano. Al presionar una porcion del higado infectado dentro de un
recipiente de agua con fondo blanco se logra numerosas formas inmaduras de
fasciolas. En los casos cronicos, el higado se encuentra agrandado y duro o firme
(cirrdtico) al corte se observa la presencia de fasciolas adultas en los conductos
biliares. En estos casos, los conductos biliares se encuentran agrandados,

engrosados y cirréticos

La Fasciola es un gusano plano, sin segmentos, carnoso, que mide 2 a 3,5
cmde largo por 1 a 1,5 cm de ancho. Es de color blanquecino y posee tonalidades
que van desde el cenizo hasta coloraciones parduscas. La porcién anterior o
cefalica presenta una ventosa bucal que mide 1 mm aproximadamente y otra de
mayor tamafio en la zona ventral,de aproximadamente 1,6 mm. El tegumento
permite al parasito mantener su homeostasis, asi como enfrentarse de forma
efectiva a las condiciones hostiles del medio ambiente,inclusive a los ataques del
sistema inmunitario del hospedador. La superficie del tegumento es muy plegada
e invaginada, mostrando numerosas espinas que le ayudan a aumentar la
superficie para la absorcion e intercambio molecular entre el tegumento y el

hospedador definitivo. El aparato digestivo de Fasciola hepatica es incompleto,
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formado por una cavidad bucal pequefia que se continua por una faringe, eséfago
que se bifurca formando dos ramas laterales, las cuales se dirigen hacia la porcion
posterior del cuerpo del gusano, para terminar en ciegos intestinales. Es
hermafrodita. EI Utero es corto. Los diversos componentes del huevo se juntan
en el segmento proximal del dtero; las células vitelinas son abundantes, en forma
de racimos de uvas Yy distribuidas por todas las porciones laterales; de ellas se
desprenden granulos vitelogenos que contienen proliferol y proteinas. El ovario
se encuentra situado a la derecha de la linea media, en una posicion anterior con
respecto a los dos testiculos, uno detras del otro, muy ramificados y situados enlos

dos tercios del cuerpo 14450,

2.2.14 Ciclo biologico
Fasciola hepatica tiene un ciclo bioldgico indirecto, necesita de un
hospedero intermediario que es un caracol donde se desarrollan y multiplican las
etapas asexuadas ®V.Los parasitos adultos depositan sus huevos en conductos

biliares, pasan posteriormente al intestino y salen por las heces ¢-°2),

Una Fasciola adulta pone entre 20 mil a 50 mil huevos/dia. Es necesario un
medio hidrico para continuar su desarrollo,como charcos potreros inundables,
canales de curso lento, etac, y preferentemente estar fuera de las heces (4453, En
condiciones Optimas de temperatura (22 a 26°C) el miracidio rompe del huevo
entre los 9 a 14 dias, a los 15°Crequiere alrededor de 6 semanas y a los 10°C cesa
todo crecimiento. La luz y la hipertonicidad del contenido del huevo son estimulos
esenciales para que el huevo rompa. Se ha observado que los huevos pueden
permanecer sin romper con el miracidio dentro aun, a una temperatura de 22°C

por mas de un mes si estan en condiciones de absoluta oscuridad. Cuando se
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expone a estos huevos a la luz, rompen en masa en pocas horas ¢4,

Los huevos inhiben su desarrollo por debajo de 10°C y porencima de 30°C
y mueren cuando su humedad superficial desaparece®. El miracidio es ciliado y
mide 150 pum x 40 um, abandona el huevo por el opérculo, para su posterior
desarrollo es necesario un huésped intermediario debido a que no puede sobrevivir
mas de 24 horas en vida libre. La accionfototropica pasiva de la mancha ocular
atrae al miracidio a la superficie del agua; nada de un lado a otro hasta que llega a
un caracol del género Lymnaea ©*%. En el momento que el miracidio entra en
contacto con el caracol, empiezaa girar sobre su eje mayor y mediante de la accion
histolitica de una secrecion del miracidio, éste se desprende de los cilios que lo
cubren durante el proceso de penetracion, y una vez dentro del caracol se
transforma en esporocisto joven que mide menos de 1 mm de largo, crece en el
sistema digestivo del caracol y da origen a un nimero muy grande de redias, las
cuales se trasportan hasta el higado o hepatopancreas, 6rgano de mayor valor
nutritivo del caracol. Aca las redias pueden producir redias hijas las cuales llegaran
a la fase de cercarias 4%,

La cercaria es el ultimo estado larvario que parasita al caracol, abandona
la hepatopancreas, pasa al intestinoposterior del caracol y es expulsada. Una vez
fuera,requiere una superficie firme, que por lo general es una planta, y se adhiere
a ella, inmediatamente forma un quiste y se transforma en metacercaria, luego de
dos a tres dias de haberse enquistado, ésta estara en condiciones Optimas para

infectar al hospedador definitivo (:4456),

La infeccion se da durante el pastoreo, también es posible en estabulacion,

mediante el agua de bebida o al administrar henos o ensilados mal realizados;
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en vacunos se ha descrito casos de transmision placentaria. EI desenquistamiento
de la metacercaria tiene lugar en dos fases. La primera o de activacion acontece
en el rumen y es activada por una alta concentracion de dioxido de carbono,
ambiente reductor y temperatura de 39 °C; la segunda fase 0 emergencia ocurre
en el intestino delgado,por debajo de la desembocadura del conducto colédoco y
es desencadenada por la bilis y el propio parasito. Tras el desenquistamiento las
jovenes Fasciolas atraviesan la pared intestinal, pasan a la cavidad peritoneal
desde alli alcanzan el higado. A las 90 horas comienzan la penetracion de la
capsula de Glisson, en este momento, las Fasciolas tienen forma lanceolada y
miden de 1-2 mm. EI parésito emigra por el parénquima hepatico asentandose
definitivamente en los conductos biliares a partir de los 40 dias aproximadamente,
donde alcanzan la madurez sexual. Los primeros huevos aparecen en las heces del

hospedadora partir de 55-56 dias desde la ingestion de las metacercarias ©7.

2.2.15 Signos y sintomas

Existen tres formas de presentacion de la fascioliasis: la aguda, la sub
aguda y la crénica. Dependiendo de la época del afio y el clima puede haber
infecciones masivas en bovinos y ovinos que luego de dos o tres semanas se puede
manifestar como una Fascioliasis aguda especialmente en animales jovenes. Los
animales muestran sintomas clinicos de Fascioliasis como son la fiebre ligera,
abatimiento, debilidad, aumento del volumen del higado, con dolor y ascitis. Estos
sintomas de aparicion rapida, son acompafiados de muerte de animales. La forma
sub aguda es aquella donde la patogenia del proceso presenta unos sintomas
clinicos compatibles con la permanencia de la infeccion durante un largo periodo
de tiempo, relacionados con las lesiones sufridas por el parénquima y con la

presencia de parasitos adultos en los conductos biliares. Las muertes se producen
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meses mas tarde que en el caso de la Fascioliasis aguda. EI examen clinico de los
hospedadores permite observar la presencia de mucosas palidas. Los animales
afectados empeoran su estado corporal, presentando todo el rebafio un aspecto
homogéneo, aletargamiento, vellones ralos (en casosde ovinos) y bajos indices de
desarrollo corporal. En general los sintomas aparecen en los casos cronicos. Estos
son: falta de peso, debilidad general, edema sub mandibular y palidez de mucosas.
En casos de muerte las lesiones y las fasciolas son muy evidentes. Como los
signos clinicos de la fascioliasis son inespecificos se necesita la confirmacion de

laboratorio 0 a través de una necropsia para arribar a un diagnéstico definitivo

(58,59)

2.2.16 Patogenia

El poder patdgeno de Fasciola hepatica varia de acuerdo con algunos
factores; especie de huésped, cantidad de metacercarias ingeridas, si es una
primera infeccion o sonreinfecciones®. El curso de la patogenia de la fasciolosis
depende del nimero de Fasciolas que invaden al higado yesta asociada con la
accion histéfaga de las formas parasitarias inmaduras migrantes en el parénquima
hepatico y, posteriormente, con la actividad hematofaga de las Fasciolas adultas en
los conductos biliares. La fascioliasis cursa con anemia, hipoalbuminemia e
hiperglobulinemia y, dependiendo de la intensidad y duracién de la infeccion con
hiper o hipoproteinemia. La anorexia y la pérdida de peso o el retraso del

crecimiento son también caracteristicas de la infeccion por Fasciola hepatica

(349,59)

El origen hemorrégico de la anemia e hipoalbuminemia se ha comprobado

mediante el marcado de glébulos rojos, con radiois6topos, se ha calculado la
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pérdida hematica diaria por cada Fasciola en aproximadamente 0,5 a 1 ml de
sangre, ademas corroboran los estudios eritrocinéticos que demuestran la relacion
entre la anemia e hipoalbuminemia y el paso de sangre al aparato digestivo por

via biliar, lo que represente una pérdida considerable de globulos rojos y proteinas

(359)

El hospedador utiliza los mecanismos de la respuesta inmune para
combatir al parasito, dicha respuesta es el resultado de la compleja
interdependencia de los procesos inmunoldgicos tanto humorales como celulares.
De acuerdo a la resistencia de la Fasciola hepatica; a los hospedadores se los ha
clasificado en 3 grupos, los ovinos, equinos y ratones se encuentran dentro del
grupo de menor resistencia; los bovinos, el hombre y las ratas estan en resistencia
moderada y los cerdos dentro de los de mayor resistencia, el sistema inmune del
hospedador actua tanto contra Fasciolas adultas como juveniles de una manera
integral, es decir la respuesta inmune es una combinacion de factores humorales
y celulares. Se menciona que la respuesta inmune de los bovinos actua de la
siguiente manera:

a) Reduciendo el promedio de parasitos que se establecen en el hospedador
b) Retardando o inhibiendo el desarrollo de Fasciolas

¢) Retardando o inhibiendo la migracion de los parasitos

d) Suprimiendo la produccion de huevos

e) Eliminando las Fasciolas %%

2.2.17 Diagnostico
El diagnostico de la fascioliasis puede realizarse mediante la observacion

de la sintomatologia, la utilizacién de técnicas especificas (biopatoldgicas,
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parasitologicas e inmunoldgicas) y los hallazgos de necropsia? en el periodo
patente se confirma por el hallazgo de huevos en las heces . EI método mas
difundido es el recuento de huevos en la materia fecal mediante la prueba de
sedimentacion

El diagndstico puede realizarse en forma directa por la identificacion y
cuantificacion del huevo de F. hepatica; no es posible hasta después de tres meses
de la infeccidn. La forma indirecta se puede utilizar durante el periodo de invasion
a través de la determinacion de las modificaciones bioquimicas, citoldgicas e
inmunoldgicas. Lamentablemente la falta de antigenos purificados y estables y la
estandarizacion de las técnicas inmunoldgicas, hacen que el diagndstico
inmunolégico en animales no se realice. La prueba intradérmica puede ser util
para estudios de hato; otras pruebas como la de inmunoensayo en capa delgada,

promete por su sensibilidad, ser utilizada en mayor escala ©¢7:6062),

El diagndstico directo por coproscopia permite cuantificar los huevos en
las heces después del tercer mes de infeccion. El examen coprologico comprende
varios métodos de enriquecimiento: Métodos por sedimentacion ©364, Métodos
deflotacion con liquidos de alta densidad y Métodos de filtraciébn con malla
metalica @,

Los métodos de sedimentacidn son los que mas se utilizanpor su sencillez,
ya que se requiere de agua limpia, una pequefa cantidad de detergente y vasos
donde hacer la decantacion; si se quiere hacer cuantitativo hay que pesar las heces
y considerar el factor dilucion y la cantidad observada de huevos para tener la
cantidad por gramo o gramos de heces; por lo general es 5 gramos. En bovinos, la

efectividad de esta prueba es del orden del 70% en un solo examen, con una serie
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de tres, aumenta a 93%. En ovinos 62% y 70% es el primero y 97%. Los métodos
de flotacion requieren el empleo de soluciones muy densas como Sulfato de zinc
en solucion saturada o Yodo-mercurato de potasio. Es necesario considerar el
costo del producto, asi como los cuidados relativos a la corrosion y deformacion
de los huevos; es una técnica confiable y con alto grado de precision (¢:15:44.65),

De modo excepcional, algunas fasciolas inmaduras se desplazaran hacia
los pulmones, el tejido subcuténeo, los ganglios linfaticos o el utero. Durante la
fase aguda, el recurso diagnostico mas importante es el estudio clinico-
epidemiologico, la biometria hematica con recuento de eosinofilos, la tomografia
axial computarizada y la medicion de los anticuerpos circulantes por el método

ELISA (66:67),

2.2.18 Epidemiologia

La epidemiologia de la Fascioliasis depende de la presencia del caracol
Lymnaea, condiciones idoneas de humedad y temperatura, factores topograficos
y sistemas de pastoreo utilizados %%, Su distribucion enzodtica, en EE. UU a lo
largo del Golfo de México, la costa occidental, la region de las Montarias rocosas;
se encuentran presente en Canada, Colombia Britanica, Sur América, Australia y
Nueva Zelanda ®”.

En el Peru afecta todos los pisos altitudinales del pais, con menos
frecuencia en la selva baja y con méas frecuencia en la region quechua. Se han
reportado tasas de infeccidn hasta el 100% a lo largo de la sierra que constituye
una zona enzodtica de la enfermedad, caprinos y porcinos son importantes como

reservorios domésticos en algunas areasde la region quechua 369,
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2.2.19 Triclabendazol
Descripcion. Es de la familia quimica de los benzimidazoles; su nombre

quimico es 5-cloro-6-(2,3-diclorofenoxil)-2-metiltio-1H-benzimidazol.

Farmacodinamia. El sitio mas usual de metabolismo es el higado, donde
cominmente ocurren reacciones de oxidacién y separacion. Su accién es
producida por un derivado metabdlico: sulféxido de triclabendazol el cual después
de ejercer su accion a nivel de parénquima hepético y conductos biliares, es
eliminado conjuntamente con la bilis. Todos los benzimidazoles actuan sobre los
parasitos interfiriendo su metabolismo generador de energia, la gran mayoria
inhibiendo la enzima fumarato reductasa 779,

Elbloqueo del paso del fumarato reductasa inhibe la generacion de la energia
mitocondrial en la forma de adenosin trifosfato (ATP). Ademas de bloquear el
fumarato reductasa, también se fija a la tubulina de los parésitos, lo que impide la
union de las subunidades de proteinas alfa y beta de la tubulina y altera la funcion
y estructura de los microtubulos de las células de los paréasitos. Los microtubulos
son estructuras intracelulares con varias funciones relacionadas con el movimiento
de los cromosomas durante la division celular, la absorcion de nutrientes, la
motilidad y el soporte estructural de la célula, el movimiento de particulas

intracelulares, la exocitocis y la comunicacion intracelular 9,

Farmacocinética. Después de que se administra por via oral se absorbe.
La Concentracion méxima se alcanza a las 8 horas, se metaboliza hasta 95% de la
dosis administrada y los principales metabolitos encontrados en plasma son
sulfoxido y el triclabendazol sulfona. Se elimina principalmente en heces, el resto

en orina y leche %71,
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Dosificacion. Enlo general, se recomienda dosis de 5mg/kg en cabras,de 10

mg/kg en las ovejas y de 12 mg/kg en el ganado vacuno (),

Toxicidad. La dosis méaxima tolerada es de 200mg/kg por lo cual los
animales pueden presentar incoordinacion hasta por tres dias. Se informa que
consecuente a la aplicacion del triclabendazol se puede presentar reacciones en
pie por fotosensibilidad, la cual se manifiesta por inflamacién de la piel y de la
ubre; esto se considera un efecto de toxicidad del cual no estd bien definida la
causa. Se indica que puede existir lesion en el area de piel donde se aplique el

producto por via subcutanea, sin que esto sea una limitante para su uso /%7,

Tiempo de retiro. El tiempo de retiro para carne de ovino y bovino es de 28-

42 dias, y para leche es de siete dias .

Hipotesis

El Amaro (Chuquiraga weberbaueri) liofilizado en comprimidos (capsulas),
tiene efecto fasciolicida en terneros infectados artificialmente.
El Triclabendazol al 12% en suspension tiene una eficacia mayor al 77%“® en

terneros infectados artificialmente.
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CAPITULO 11l

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1 Disefio y Tipo de Estudio

Aplicada, experimental, explicativa y de corte longitudinal.

3.2 Localizacién

La investigacion se llevo a cabo en el Fundo Tartar de la Universidad
Nacional de Cajamarca, Distrito Bafos del Inca, Provincia de Cajamarca, durante
los mes de febrero a setiembre del 2020, las pruebas coproparasitologicas se
realiz en el Laboratorio de Parasitologia Veterinaria de la Facultad de Ciencias
Veterinarias, el sacrificio y necropsia se realizd en el Camal Municipal de
Cajamarca y el analisis de higado en el laboratorio de Inmunologia Veterinaria de
la Facultad deCiencias Veterinarias de la Universidad Nacional de Cajamarca,

cuyas caracteristicas geogréaficas y meteoroldgicas son:

« Superficie : 35417,82 Km?

e Altitud : 2760 m.s.n.m.

o Temperatura maxima promedio : 20,8 °C

o Temperatura media anual 14,75 °C

o Temperatura minima promedio  :8,5°C

e Precipitacién pluvial anual : 801,8 mm

e Humedad relativa media anual : 68,3 %

e Humedad minima :35,2%

e Humedad maxima :90,1 %

e Clima : Templado seco, con lluvias

en los meses dediciembre a marzo.

SENHAMI CAJAMARCA — UNC 2019
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Poblacién, Muestra y Unidad de Analisis

La poblacion en estudio estuvo conformado por un total de doce terneros (12) destetados
de raza Holstein, de 3 meses de edad, infectados artificialmente para el estudio
comparativo del Amaro y el Triclabendazol, de los cuales, 04 terneros (A) son el grupo
control, 04 (B) se le aplico el Amaro en comprimido (Céapsulas) y los otros 04 (C) se le
aplicd el Triclabendazol segin lo recomendado por la Asociacion Mundial para el
Avance de la Parasitologia Veterinaria(W. A. A. V. P.) Segunda Edicion de directrices
para evaluar la eficacia de los antihelminticos en rumiantes (bovinos, ovinos,

caprinos).("

3.3 Material biologico
3.3.1 Material biologico animal
12 terneros de raza Holstein de 3 meses de edad.
3.3.2 Material biologico vegetal
Las hojas de Chuquiraga werberbaueri fueron colectadas en el kilometro 23.5 de
la carretera Cajamarca a Celendin, esta luego fue procesadas hasta obtener un
Decocto (extracto acuoso) y luego molido vy liofilizado para luego ser envasado
en capsulas.

3.3.3 Material quimico

Suspension de Triclabendazol al 12% en suspension, Bilevon®

3.4 Metodologia

3.4.1 Obtencidn de los comprimidos de Amaro
Se realiz6 en laboratorio de la Facultad de Farmacia y Bioquimica en la

Universidad Nacional de Trujillo, 2020
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Estabilizacion de la muestra: Se secd por 24 horas a 45°C en una estufa.
Seleccidn de la muestra: Una vez estabilizada la muestra se procedi6 a deshojar y
triturar las hojas secas, y otra parte se almacend en frascos herméticamente

sellados.

Decocto: Se pes6 100 g de hoja seca previamente triturada y se coloc6 en un matraz
de 4 Lt, se agregd 2 Lt de agua destilada y se llevo a ebullicion por 10 min, luego se dejo
enfriar y se filtré en gasa, luego con papel de filtro en un embudo Biichner, se filtré al
vacio para eliminar sélidos restantes. Se coloco el filtrado en un balén previamente
pesado, se llevo a concentrar al vacio mediante un evaporador rotatorio (rotaevaporador)
hasta la cuarta parte de su volumen. El extracto concentrado se coloco en un frasco para
liofilizacion y se llevo a un bafio de enfriamiento por 15 a 20 min a 42°C, para impregnar
el extracto en las paredes del vaso de liofilizaciony solidificarlo. Finalmente se coloco en
una ultracongeladora a -80 °Cpor 72 horas y después se coloco a liofilizar a 66 mTorr a -

80 °C por 48 h.

Elaboracién de las capsulas de Amaro de 500 mg: Se llevd a cabio en un ambiente
controlado de 24 °C y 50 % de humedad; se utilizo capsulas de gelatina, se pesd; luego se
obtuvo el peso promedio de las capsulas de gelatina vacias tomando el peso de 20
capsulas, para sacar su promedio. Para la encapsulacion se utilizé una encapsuladora
semiautomatioca doble cero, se incorporé las 50 capsulas vacias (parte mas grande de la
capsula hacia abajo) se acoplo la tapa de la encapsuladora la cual permite separar las dos
partes de la capsula; se procedio a agregar la muestra previamente pesada y con ayuda de
una paleta se esparcio las muestra en las capsulas rellenando a todas de manera equitativa,
luego se acopl6 la parte superior del instrumento uniendo las dos partes de las capsulas.

Se procedio a pesar 20 capsulas llenas para obtener el peso promedio y se compar6 con el
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peso promedio de las cpsulas vacias. Las capsulas fueron almacenadas en una bolsa
plastica para evitar su degradacion y fueron colocadas en unfrasco de polipropileno de alta

densidad herméticamente cerrado.

3.4.2 Prueba coprolégica (Test de Reduccién del Conteo de Huevos = TRCH): Este

test se llevo a cabo en dos etapas de trabajo, una en campo y otra en el laboratorio:

Trabajo de Campo: Se llevo a cabo en tres etapas:

Primera etapa. Se realizo las siguientes actividades:

Identificacion de los animales. Se llevo a cabo mediante el aretado de todos los
terneros.

Primera recoleccion de muestras de heces. Se extrajo del recto aproximadamente
100g y se realiz6 un examen coproparasitolégico, después se procedié a infectar los
terneros en forma artificial con 200 metacercarias cultivadas in vitro a partir de
huevos de Fasciolas, obtenidas del Laboratorio de Inmunologia, Grupo de
Investigacion en Trematodos de la Universidad Nacional de Cajamarca.

Infeccion artificial: 200 metacercarias de Fasciola hepatica a cada ternero.
Permanencia y alimentacion. Todos los terneros fueron alimentados
exclusivamente con leche hasta cumplir los tres meses, luego de este tiempo se
realizé el destete y fueron alimentados con heno de alfalfa durante todo el
experimento, a los 100 dias se infectaron con metacercarias y se esperé un total de
77 dias pos infeccion, para que las fases larvarias de F. hepatica llegaran a su fase

adulta en los conductos biliares.

Formacién de los grupos A, By C. A las 11 semanas de permanencia de los

terneros pos infeccién se formaron los grupos, para lo cual se realizé un HPG
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(Recuento de huevos) a cada uno, de modo que cada grupo tenga una sumatoria de

huevos similares y sean homogéneos.

Segunda etapa: Se llevo a cabo las siguientes actividades:

Estimacion del peso vivo. Se realizd con ayuda de una cinta bovinométrica.

Dosificacion con liofilizado de Amaro en comprimidos (capsulas).

Se efectud al dia siguiente de haberse conformado los grupos y solo fue para los
terneros del grupo B.

Dosificacion con Triclabendazol al 12% en suspension.

Se efectud al dia siguiente de haberse conformado los grupos y solo fue para los

terneros del grupo C.

Tercera etapa.

Se realizé un HPG (nimero de huevos por gramo de heces) cada 8 dias hasta los
32 dias pos dosificacion. La extraccion de la muestra de heces fue similar al
muestreo pre dosificacion, tanto para el grupo A como para el grupo By grupo

C.

Trabajo de Laboratorio: La carga parasitaria se determind mediante la técnica
de Sedimentacién Natural Modificada por Rojas y Torrel 4, que tiene una

sensibilidad en terneros del 93% y se llevo a cabo mediante el siguiente protocolo:

3.4 Materiales y equipo:

Balanza de precision.
Vasos plasticos de 400 ml de capacidad.
Vasos de vidrio conico de 260 ml de capacidad.
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Embudo con malla metélica de 80 hilos/pul.

Placas Petri de 10 centimetros de didmetro, con lineas paralelasde 1
centimetro de separacion.

Estereoscopio con luz incorporada.
Agitador eléctrico (batidora de mano).
Estilete (aguja N°22x ¥2pulg.).

Mortero de madera.

3.5 Técnica:

De la muestra total de heces (aproximadamente 100g), se homogenizé y luego se
peso 1gr de heces, lo que fue llevado a un vaso de plastico de 400 ml de capacidad.
Se agreg0 aproximadamente 200 ml de agua de cafio, se homogenizé la muestra
con un agitador eléctrico (batidora de mano), por un tiempo aproximado de 10
segundos.

Se pasé por un embudo con malla metélica de 80 hilos por pulgada hacia otro vaso
de vidrio de forma cénica de 250 ml de capacidad, se agregd méas agua de cafio
hasta llenar a 1 cm del borde del vaso.

Se dej6 reposar por 5 minutos.

Se decant6 el sobrenadante dejando aproximadamente 15 ml de sedimento en el
vaso.

Se trasladod el sedimento a una placa petri con rayas paralelas a 10 mm de distancia
entre ellas.

Se colocé 3 gotas de lugol fuerte, esperar 5 minutos para colorearlos huevos.

Se observo el sedimento en el esteroscopio a 16 aumentos. Es necesario separar
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las fibras vegetales con un estilete (aguja N.° 22 x % pulgada) para mejor

observacion.

3.5 Calculo del HPG (huevos por gramo de heces).

Para la determinacién del nimero de huevos por gramo de heces (HPG), se contd

el nimero total de huevos encontrados en toda el reade la placa Petri.

3.6 Célculo de la dosis terapéutica de la capsula de Amaro

Se obtuvo multiplicando el peso vivo del animal por la dosis de 200 mg/kg de peso

vivo por 4 dias consecutivos.

3.7 Calculo de la dosis terapéutica del Triclabendazol al 12% en suspension.

Se obtuvo multiplicando el peso vivo del animal por la dosis de 12 mg/kg vy el
resultado se dividio entre la concentracion del fasciolicida, teniendo en
consideracion que la concentracion del Triclabendazol es del 12% en suspension.
Registro de datos. Cada animal fue registrado con los siguientesdatos:
Identificacion, edad aproximada, peso vivo, huevos por gramo de heces (HPG

pre dosificacion y pos dosificacion), dosisterapéutica.
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GRUPO A (Control)

Peso HPG HPG HPG HPG HPG
Ne Identidad Jivo | Dosis | Diao Dia 8 Dia16 | Dia24pos | Dia 32
Animales (kg) (mg) pre pos pos dosif | dosif. pos
dosif. dosif. dosif.
1
2
3
4
GRUPO B (Tratamiento con Amaro)
Peso (HPG) [ (HPG) [ (HPG) [ (HPG) (HPG)
N° Identidad Jivo | Dosis | Dia® Dia 8 Dia16 | Dia 24pos | Dia 32
animales (kg) (mg) pre pos pos dosif. pos
dosif. dosif. dosif. dosif.
1
2
3
4
GRUPO C (Tratamiento con Triclabendazol)
Peso (HPG) | (HPG) | (HPG) | (HPG) | (HPG)
N° Identidad vivo Dosis | Dia0 | Dia8 Dia16 | Dia 24 | Dia 32
animales (ID) (kg) (mg) | pre pos pos pos pos
dosif. | dosif. dosif. dosif. dosif.
1
2
3
4
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3.8 Calculo del porcentaje de eficacia del Amaro en liofilizado en comprimidos
(cipsulas) y del Triclabendazol al 12% en suspension.

Se aplico la formula de porcentaje de eficacia.
C
%E = a * 100

C=A-B
Donde:
%E Es el Porcentaje de eficacia.
C : Es la diferencia de A — B.
A : Es el namero de huevos encontrados en el grupo control.
B : Es el nimero de huevos encontrados dia 8, 16, 24 y 32 pos dosificacion.

Analisis de hepatotoxicidad pos tratamiento

Al finalizar el tratamiento se extrajo sangre de la vena coxigea para la obtencion de suero
sanguineo, con las que se realizaron pruebas bioguimicas de Transaminasas GOT y GTP,

para determinar si existe algun efecto de hepatotoxicidad.

3.9 Eficacia Absoluta: Prueba critica por Necropsia (conteo de Fasciolas adultas
en higado).

En el dia 34 pos dosificacidn se realizo la necropsia de los 12 terneros,con la intencion de
recolectar los parasitos que se encontraron en cada higado. En la necropsia, se obtuvo el
higado, en el cual se practicaron cortes longitudinales a través de los conductos biliares
con la finalidad de recuperar las fasciolas adultas.

Procesamiento y analisis de datos

Los datos obtenidos fueron tabulados en Microsoft Excel 2019, y luego se obtuvieron
promedios, para seguidamente ser analizados estadisticamente mediante prueba de t de
Student para comparar los promedios de huevos y luego calcular la eficacia mediante

formula.
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Consideraciones éticas.

El proyecto fue presentado al comité de ética de la Escuela de Posgrado de la
Universidad Nacional de Cajamarca. Ademas, se contd con el apoyo profesional de
Médicos Veterinarios que participaron durante todo el experimento. Los animales
estuvieron aislados en el Fundo Tartar Pecuario de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la Universidad Nacional de Cajamarca, en dos corrales de 20mt * 20mt, mitad del
corral bajo techo y la otra mitad al aire libre, con agua ad libitum y alimentacién con
forraje seco y concentrado paletizado. Todos los dias se realizé la limpieza y cambio de

agua. Las camas fueron acomodadas con paja de arroz, manteniéndolas secas bajo techo.

Dificultades y limitaciones para el estudio

El desarrollo de la investigacion se realizo en su totalidad durante la Pandemia de la
COVID 19, lo que impidié cumplir adecuadamente con los tiempos de desarrollo de cada
una de las actividades.

Definicion De Términos Basicos

Eficacia: Capacidad de un producto o tratamiento de lograr un objetivo

Eficacia clinica: Disminucion del nimero de huevos pos tratamiento mediante el
TRCH.

Eficacia Absoluta: Disminucion del niamero de Fasciolas pos tratamiento mediante

la prueba critica por necropsia.

Fasciolicida: Farmaco que elimina Fasciola.

Amaro: Chuquiraga weberbaurei
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos de la Eficacia del Amaro

(Chuquiraga weberbaurei).

TABLA 1. Eficacia fasciolicida del extracto acuoso liofilizado de Amaro
(Chuquiraga weberbaurei) en comprimidos (capsulas) en terneros infectados
artificialmente mediante el test de reduccion del conteo de huevos (TRCH). A dosis

de 200 mg.kg /dia P.V. por 4 dias consecutivos.

Conteo de huevos pos tratamiento con intervalos de

Grupo D N rJIH[evo()s pre 8 dias:
i) 8 dias 16 dias 24 dias 32 dias
6
13 6 5 6 5
(arete amarillo)
Amaro 7 12 7 9 6 5
9 14 12 8 8 8
12 14 6 5 8 9
Suma 53 31 27 28 27
Promedio 13.25 7.75 6.75 7 6.75
% Eficacia 41.51% 49.06% 47.17% 49.06%

p=0.012650  p=0.0080725  p=0.000070  p=0.001042

*p<0.05 existe diferencia estadisticamente significativa

Los datos obtenidos fueron analizados mediante la formula de Eficacia por Ueno y

Concalves 1998.

C
%E:Z* 100
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Donde:

%E: porcentaje de eficacia

C: diferencia A—-B

A: nimero de huevos encontrados en el grupo control (pre tratamiento)

B: nimero de huevos encontrados en los dias 8, 16, 24, 32 pos dosificacién

%E al dia 8 13.25 - 7.75/13.25*100=41.51%
%E al dia 16 13.25 - 6.75/13.25*100=49.06%
%E al dia 24 13.25 - 7/13.25*100=47.17%

%E al dia 32 13.25 — 6.75/13.25*100=49.06%

TABLA 2. Eficacia fasciolicida del Triclabendazol 12% en suspensién en

terneros infectados artificialmente mediante el test de reduccidon del conteo de

huevos (TRCH).
N° huevos Conteo de huevos pos tratamiento con intervalos
Grupo C ID pre Tto de 8 dias:
(0 8 dias 16 dias 24 dias 32 dias
Lucero 10 10 7 7 8
2 10 5 9 8 8
Triclabendazol
3 16 5 12 9 9
5 11 15 9 9 11
Suma 47 35 37 33 36
Promedio 11.75 8.75 9.25 8.25 9

25.53% 21.28% 29.79% 23.40%
p=0.2114 p=0.015 p=0.0302 p=0.0813

Los resultados de eficacia solo fueron estadisticamente significativos los dias 16 y 24. p<0.05

%E al dia 8 11.75 — 8.75/11.75*100=25.52%
%E al dia 16 11.75 - 9.25/11.75*100=21.22%
%E al dia 24 11.75 —8.25/11.75*%100=29.73%
%E al dia 32 11.75 - 9/11.75*100=23.40%
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TABLA 3. Cuadro comparativo de la Eficacia fasciolicida del extracto acuoso
liofilizado de Amaro (Chuquiraga weberbaurei) en comprimidos (capsulas) y el

Triclabendazol al 12% en suspension, mediante el Test de Reduccion del conteo de

huevos (TRCH).
Dia Pos Tto. Amaro (grupo B) Triclabendazol (grupo C)
8 41.51% 25.53%
16 49.06% 21.28%
24 47.17% 29.79%
32 49.06% 23.40%
Promedio. % E 46.70% 25.00%
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TABLA 4. Eficacia Absoluta: Prueba critica por Necropsia para determinar la
eficacia entre el extracto acuoso liofilizado de Amaro (Chuquiraga
weberbaurei) en comprimidos (capsulas) y el Triclabendazol, conteo de

Fasciola hepatica adulta en higados.

N° de Fasciolas

%Eficacia
IDENTIFICACION Pesovivo recuperadasal Promedio
Grupo ala
(ID) en Kg dia 32 pos geométrico
necropsia
tratamiento
1 130 4
4 170 12
Control
6 125 4
8 95 32 8.85
6 150 3
(Arete amarillo)

Amaro 7 115 4
9 110 5

12 155 3 3.66 58.63%
Lucero 150 2
2 149 2

Triclabendazol

3 190 5

5 164 4 2.99 66.22%

La eficacia del tratamiento antihelmintico fue determinada por comparacion del promedio
geométrico de Fasciola hepatica encontrada en el grupo Control y los grupos tratados,
sea Amaro o Triclabendazol segun la formula propuesta por La Asociacion Mundial para

el Avance de la Parasitologia Veterinaria (W.A.A.V.P) (Wood et al., 1995).

promedio geométrico F. hepatica del grupo control — promedio geométrico de F. hepatica del grupo tratado

WE =

promedio geométricode F. hepatica del grupo control
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Los resultados observados en las tablas 1 y 2 nos muestran que la eficacia del
Amaro (Chuquiraga weberbaurei) en comprimidos (capsulas) a dosis de 200 mg por kg
de peso vivo por dia por cuatro dias mediante el Test de reduccién de conteo de huevos
(TRCH), éste fue de 41.51% a los 8 dias, de 49.06% a los 16 dias; 47.17 % a los 24 dias
y de 49.06 % a los 32 dias postratamiento; obteniendo una eficacia promedio de 46.7 %
lo que difiere con el 90.8% de efectividad reportado Fernandez G el cual uso extracto
acuoso de Amaro en ovinos y el 92.5% de Fernandez N ® que us6 un extracto alcaloide
de Amaro en forma acuosa y en pastillas proporcionandoles a 40 bovinos encontrando
una eficacia del 90% en forma liquida y 95% en pastillas y con el ensayo realizado en

cuyes a la necropsia por Abanto M © que obtuvo un 100% de eficacia en forma liquida.

En el presente estudio, para el caso del Triclabendazol al 12% en suspension, se
obtuvo 25.53% a los 8 dias, 21.28 % a los 16 dias, 29.79 % a los 24 dias y 23.40 % a los
32 dias postratamiento; obteniendo una eficacia promedio de 25 %, esta eficacia
promedio difiere de los reportado por Rojas en el 2012 con 3% en bovinos en Cajamarca
(13) y en el 2013 en bovinos en San Juan, Cajamarca con 77% ®®y por Chavez A. en
bovinos en Jauja en el 2012 con 34.9% ) | pero es muy similar al 25% reportado por

Ortiz et al. en ovinos en el 2013©),

En la tabla 3 al comparar la eficacia acumulada del Amaro con 46.70% frente a
Triclabendazol con 25%, el primero que tiene una mejor respuesta a la infeccién por

Fasciola hepatica coincidiendo con lo mencionado por Fernandez G .

Seguidamente en la Tabla 4, en la Prueba critica por necropsia, se observa que la
eficacia del Amaro 200 mg por Kg de P.V y del Triclabendazol al 12 %; realizada en
terneros infectados artificialmente 32 dias pos tratamiento fue de 58.63% para el

Amaro y 62.22% para el Triclabendazol respectivamente, del mismo modo que en la
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reduccion de huevos, los resultados de necropsia difieren con el 92.5% de eficacia

hallada por Fernandez G () usando extracto acuoso en ovinos.

En las tablas mencionadas se observa que no hay relacion entre la reduccién del
nimero de huevos mediante la prueba de sedimentacion con la reduccién del nimero
de Fasciolas encontradas a la necropsia, la cual puede ser desde el punto de vista
inmunoldgico debido a que en el presente trabajo se utilizd terneros destetados y se
los infectd artificialmente (primo infeccidn) no contaban con la resistencia ni humoral,
ni celular debido a que la inmunidad se adquiere a partir de los 18 meses de edad, datos
que coinciden por lo reportado por Alpizar et al., que mencionan que la mayor frecuencia
de infeccion se encuentran en animales de 18 a 24 meses de edad 4,

Por otro lado en el presente trabajo queda demostrado que el nimero de huevos
de Fasciola esta en relacion directacon el nUmero de parasitos adultos, coincidiendo
con lo mencionado por Clery et al. ®® quien menciona que la respuesta inmune de los
bovinos reduce de forma proporcional el nimero de parasitos y el nimero de huevos.
También puede deberse a la dosis baja del amaro y a la resistencia delparasito al

Triclabendazol.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Se concluye que:

1.

La eficacia del extracto acuoso liofilizado de Amaro (Chuquiraga weberbaurei) en
comprimidos (capsulas) a dosis de 200 mg/kg PV via oral para el control de
Fasciola hepatica por infeccion artificial en terneros medida mediante el test de
reduccion del conteo de huevos (TRCH) fue 40.76% Yy el recuento promedio es
estadisticamente significativo con respecto al promedio de huevos pre tratamiento

(p<0.05).

La eficacia del Triclabendazol al 12% en suspension via oral para el control de
Fasciola hepatica por infeccion artificial en terneros medida mediante el test de
reduccién del conteo de huevos (TRCH), fue en promedio del 25% vy el recuento
promedio no es estadisticamente significativo con respecto al promedio de huevo

pre tratamiento (p>0.05).

La eficacia absoluta de los comprimidos del extracto acuoso liofilizado de Amaro
(Chuquiraga weberbaurei) en comprimidos (capsulas) mediate la prueba critica por
necropsia fue de 58.63% Yy para el Triclabendazol 12% en suspension via oral fue

de 66.22%.

44



RECOMENDACIONES

1. Finalmente, como recomendaciones se sugiere realizar trabajos de

investigacion en los que se aumente la dosis.

2. Realizar estudios en otras especies que sean afectadas por Fasciola hepatica,
en lo posible monogastricos debido a que el microbiota ruminal puede

interferir en la adecuada absorcion del extracto.

3. Proponer estudios clinicos en seres humanos afectados con Fasciola hepatica

como alternativa de tratamiento en casos de resistencia.
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ANEXO 1

1. Calculo del porcentaje de eficacia del Amaro en terneros infectados
artificialmente mediante el test de reduccién del conteo de huevos (TRCH):

Formula de Eficacia por Ueno y Concalves 1998.
%E ¢ 10
=— X
A

C=A-B
A: Es el nimero de huevos encontrados en el grupo control

B: Es el nimero de huevos encontrados dia 8, 16, 24 y 32 pos dosificacion.

2. Recuento de huevos del Grupo A (Grupo Control), estos animales no recibieron tratamiento.

N° huevos dia  Conteo de huevos pos tratamiento con intervalos de 8 dias:

Grupo ID )
8 dias 16 dias 24 dias 32 dias
1 13 12 9 7 9
4 9 11 9 7 9
Amaro
6 8 8 7 5 8
8 (anaranjado) 6 6 8 6 8
Suma 36 37 33 25 34
Promedio 9 9.25 8.25 6.25 8.5
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ANEXO 2

1.-Fotografias que muestran el trabajo realizado.

Amaro (Chuguiraga werberbaueri) en su habitad natural, distrito de La Encafiada, provincia
Cajamarca, Peru
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Toma de muestra de heces para deteccion de huevos de Fasciola hepatica.

Alimento seco, heno de alfalfa, para ser dado a terneros. En un inicio se los alimento hasta los tres meses

solo con leche.
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Metacercarias enquistadas en lechuga. Cultivo de caracoles laboratorio de Inmunologia e Investigacion

Universidad Nacional de Cajamarca. Foto; Cortesia del M.V. Cristian Angel Hoban Vergara, enero del 2020
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ANEXO 3

Resumen grafico de la metodologia de la investigacion.

Prueba critica por Necropsia para determinar la eficacia entre Amaro
(Chuquiraga weberbaurei) y el Triclabendazol, conteo de Fasciola
hepatica adulta en higados.

promedio geametrico . hepatica del grupo control - pramedio geométrico de . hepaticadel grupo tratado

34 dias pos
tratamiento

0
ﬁ promedio geamétrico e F. hepatica del grupo control

- Test de reduccion del conteo de huevos (TRCH). %E = E x 100
A

A B C Grupo Infeccién con 200 metacercarias
Grupo Grupo Tratamiento de Fasciola hepatica a cada
Control Tratamiento TCBZ 12% ternero Grupo A,ByC

suspension , *g .

N e f )
Lﬂ ‘ Eﬂ%sesé .;;; 77

SRe  dias

L)

Técnica de Sedimentacion
1dosiisde 12mg/kg PV do Natural modificada por Rojas
Triclabendazol al 12 en
suspensién Torrel
y

A una dosis de 200mg/kg PV
de Amaro por 4 dias
consecutivos
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