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RESUMEN

Antecedentes y objetivo: Galba cubensis es el hospedero intermediario principal de Fasciola hepatica en Cuba. El
objetivo de este trabajo fue demostrar el efecto molusquicida de Sapindus saponaria L. sobre Galba cubensis a nivel
de laboratorio para proponer esta planta como un candidato para el control ecoldgico de este caracol.

Métodos: Diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico del pericarpio de S. saponaria de seis meses de
colectado fueron testadas sobre individuos de G. cubensis segln la metodologia de la Organizacién Mundial de la
Salud. Con el gradiente de las concentraciones obtenidas se determiné la CL50 y CL90, a las que fue determinada la
influencia sobre la frecuencia cardiaca de los moluscos.

Resultados: Se constatd que el efecto molusquicida del extracto vegetal fue considerable (P <0,01; R2 = 60,6), con
un comportamiento de mortalidad, asi como de la disminucion de la frecuencia cardiaca dependiente de la concen-
tracion. Entre las CL50 = 39,8 mg/L y CL90 = 67,9 mg/L obtenidas se observaron diferencias significativas en la
prueba de disminucion de las frecuencias cardiacas (P < 0,01), y entre la CL90 y el grupo control (P <0,01); no asi
entre el grupo control y la CL50 (P = 0,24).

Conclusiones: El hecho de que el material vegetal luego de seis meses de colectado tuviera actividad molusquicida
es muy importante para proponer esta planta como candidato para el control de los hospederos intermediarios de
Fasciolosis en nuestra region.
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ABSTRACT

Aim: In Cuba, Galba cubensis is the main intermediate hosts of Fasciola hepatica. The objective of this research is
to determine at the laboratory level the molluscicidal activity of S. saponaria on G. cubensis to propose this plant as
another candidate for ecological control of this snail.

Methods Different hidroalcoholic extract concentrations from S. saponaria pericarp after six months collected were
assessed according to the WHO methodology. With a concentrations gradient, CL50 y CL90 were determined, at
these concentrations influence on hearth rate of the mollusks were evaluated.
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Results: It was verified a considerable molluscicidal effect of extracts respect to the lethality (R? = 60.6; P < 0.01)
in a concentration dependent manner, as well as in the decrease of the heart rate frequency at CLso y CLgo. Differ-
ences between LCsp=39.8 mg/l and LCgy = 67.9 mg/l were significant (P <0.01), and also between the control
group and LCgy (P < 0.01); but not between control group and LCs (P = 0.24).

Conclusion: The fact that plant material after six months collected has molluscicidal activity is very important in or-
der to propose this plant as a Fasciolosis intermediate host control candidate in our area.

Key words: Fasciola hepatica, plant extract, toxicology

INTRODUCCION

Los trematodos son parasitos que causan en el hombre y los animales: Esquistosomiasis (Bilharziosis),
Angiostrogilosis, Fasciolosis y Parangominosis, entre otras enfermedades; pero antes de desarrollarse y
ser infectantes para los mamiferos, estos organismos estan obligados a pasar por diferentes moluscos co-
mo hospederos intermediarios (Perera et al., 1983; Amunarriz, 1991). La esquistosomiasis es la de mayor
significacion actualmente, al afectar a millones de personas, fundamentalmente en paises subdesarrollados
(Knopp et al. 2012; Rollinson et al. 2013).

La Fasciolosis también constituye una zoonosis importante de gran interés en el mundo, principalmente
en areas ganaderas. En Cuba, se refiere la presencia de dos especies de moluscos de agua dulce: Galba
cubensis (Pfeiffer, 1839) (Lymnaea cubensis, Fossaria cubensis) y Pseudosuccinea columella (Say, 1817)
(L. francisca, L. columella), como hospederos intermediarios de Fasciola hepatica (duela de higado)
(Vazquez et al., 2014). La primera fue causa de un brote importante en humanos de Fasciolosis en el Mu-
nicipio Esmeralda, Provincia Camagley, en 1999, en el cual afortunadamente no hubo fallecidos; no obs-
tante, tanto en Cuba como en otros paises, la morbosidad que mas se reporta es en ganado bovino y ovino,
con importantes costos economicos debido a la disminucién de produccion de leche y carne (Vazquez et
al., 2009; Khan et al., 2013), asi como la confiscacion de los higados (Palacio et al., 2017).

Los molusquicidas quimicos se han empleado en los programas destinados a reducir la morbi-mortalidad
de la esquistosomiasis; sin embargo, frecuentemente estos productos tienen efectos adversos irreversibles
en los ecosistemas y poseen precios inaccesibles para las economias de los paises del Tercer Mundo
(McCullough, 1992). Desde hace algunas décadas la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha regis-
trado un elevado nimero de plantas con potencial molusquicida, que pueden tener un importante papel en
el control de la Esquistosomosis y otras enfermedades tropicales, y en contraste con los productos sintéti-
€0s son menos agresivas al ambiente. A pesar de ello, no abundan los reportes de programas nacionales de
control malacol6gico empleando esta alternativa, que pudiera ser una opcion efectiva y menos peligrosa al
ambiente (WHO, 1983; Marston y Hostettmann, 1985; Singh et al., 2010).

Sapindus (Sapindaceae) es un género constituido por una docena de especies de arboles o arbustos dis-
tribuidos por los trépicos y subtropicos. Abreu (2005) y Goyal et al., (2014) revisaron la etnobotanica, ac-
tividades bioldgicas y fitoquimica de las tres especies mas prominentes: S. saponaria, S. mukorossi y S.
trifoliatus, las que contienen saponinas triterpénicas y se refieren con actividad molusquicida. En la cuen-
ca del Caribe crece S. saponaria L. (S. inaequalis D.C., S. emarginatus Willd.), conocido como “jabonci-
llo” (Ledn y Alain, 1953; Roig, 1974).

El objetivo principal de este trabajo es determinar a nivel de laboratorio la actividad molusquicida de S.
saponaria sobre G. cubensis, para proponer esta planta como candidato en el control ecoldgico de este ca-
racol.
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MATERIALES Y METODOS
Molluscos

Los ejemplares de G. cubensis se colectaron en la Zanja de Vazquez, pequefio biotopo de aproximada-
mente 50 m de largo por 90 cm de ancho, ubicada dentro de la Unidad Provincial de Vigilancia y Lucha
Antivectorial de Camagley (UPVLA-C). Los moluscos, una vez identificados en el Laboratorio de Mala-
cologia Médica de la UPVLA-C, fueron mantenidos en el laboratorio por varias generaciones. Su tamario
(alto de la concha) oscil6 entre 10 y 12 mm . Los experimentos se realizaron en condiciones controladas
de humendad y temperatura (78 % £ 1; 230 C + 1).

Material vegetal

El pericarpio de S. saponaria fue almacenado por seis meses en un lugar a fresco y seco. La colecta del
fruto se realiz6 en la finca “Taburete”, en la ciudad de Camaguey, y la auntentificacion botanica se realiz6
por Eddy Martinez, curador del herbario del Centro de Investigaciones Ambientales de Camagley (vou-
cher: HACC-970). Luego de secarse a 40 ° C en un horno con recirculacion de aire y pulverizado, se ob-
tuvo un extracto fluido con una solucion etandlica (800) mediante el método de percolacién fraccionada
(Soler et al., 1992).

Bioensayo

La accion molusquicida del extracto en condiciones de laboratorio se realizé segin la metodologia esta-
blecida por la OMS (1983). Se realizaron tres series experimentales con 24 moluscos en cada una (72 en
total) por cada una de las seis concentraciones del extracto evaluadas, se colocaron ocho caracoles en cada
placa de Petri (110 mm de diametro y18 mm de alto) con un papel de filtro de grado fino en su fondo y el
testigo con agua declorinada. EI volumen final de los extractos y del testigo fue de 5 ml. La mortalidad se
ley6 a las 24; 48 y 72 h, esta se determind por la inmovilidad de los moluscos y se confirmé mediante la
observacion de los latidos del corazon de los caracoles, los cuales se desecharon (Malek and Cheng,
1974). Para determinar las concentraciones letales (CL), se tomaron diferentes valores con mortalidades
gue oscilaron entre 5y 100 %, los que fueron procesados en el programa Probit-Log, mediante la trans-
formacion del logio de las concentraciones (Raymond, 1985).

También se evallo el efecto del extracto sobre la frecuencia cardiaca de los moluscos en tres grupos de
diez caracoles cada uno: a la CLso, CLgo Yy con agua declorinada como testigo. La frecuencia cardiaca se
determind durante 1 min cada 20 min, por un periodo de 2 h . La observacion de los latidos del corazon se
realizo a través de la concha del molusco colocado con la abertura semilunar hacia arriba mediante un mi-
croscopio estereoscépico (Malek y Cheng, 1974). Se consideré como tiempo cero el instante de la aplica-
cion del extracto vegetal.

Analisis estadistico

Para determinar las diferencias significativas entre las medias de la frecuencia cardiaca de G. cubensis a
las CLso y CLgo, respecto al grupo control y entre si, se realizd un ANOVA de clasificacion simple. Para
los calculos se emple6 el programa Statistica-6.

RESULTADOS Y DISCUSION

La actividad molusquicida del gradiente de concentraciones de las soluciones etandlicas de S. saponaria
se muestra en la Tabla 1, en la que se aprecia un patron del efecto dependiente de la concentracion. Las
concentraciones letales obtenidas de estos resultados fueron CLso = 39,8 mg/l y CLgo = 67,9 mg/l, con un
CHi2=12,11; g.l. = 4; Prob. = 0,9834 y la ecuacion de regresion fue: Y =5,0875 + 5,6644 (X - 10,616),
donde X es la concentracidon del extracto y Y la mortalidad del molusco.
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Tabla 1. Actividad molusquicida in vitro del extracto etanolico del fruto de Sapindus saponaria L. so-
bre Galba cubensis (Pfeiffer, 1839) y concentraciones letales (CLso y CLgo)

Concentracion Expuestos  Muertos Mortalidad Probit gene- Rango (intervalo de con-
(mi/l) observada/esperada ral fianza: 95%)

20 72 7 9,7 3,22

30 72 12 16,6 17,4

40 72 38 52,7 36,2 CL50=39,8 341<CL<464

50 72 45 62,5 51,1 CLgo=67,9 52.7<CL<86.9

70 72 69 95,8 66,0

100 72 72 100 71,1

Mozle (1939), citado por Ojewole (2004) y Torreaalba et al. (1953), en estudios desarrollados en Africa
y en Venezuela describieron S. saponaria como una planta promisoria para el control de Bulinus africanus
y Australorbis glabratus, respectivamente. Desde entonces el efecto de varias partes de esta planta y de
otras especies de Sapindus han sido objeto de estudio como molusquicida. El extracto metandlico y sapo-
ninas del fruto de S. saponaria se hall6 que fueron activos frente a B. glabrata, con una CLig en 24 h de
5—10 ppm (Ribeiro et al., 1995); esto es similar a la actividad reportada de este fruto en Melania scabra
(Muley, 1978) y Melanoides tuberculata, un caracol interés de distribucién pantropical (lannacone et al.,
2013).

En Ecuador también mostraron buena actividad in vitro en Pomacea canaliculata, una importante plaga
agricola, mezclas de extractos acuosos de S. saponaria con Solanum mammosum (Solanacaeae) y con Ja-
tropha curcas (Euphorbiaceae), principalmente la primera mezcla con una CLso = 17,78 ppm (Quijano et
al., 2014). Los mismos autores reportan en condiciones de campo que S. saponaria (100 %) fue mas acti-
vo que la formulacion con S. mammosum (50:50 m/m), con una CLso = 66,6 ppm y CLso = 192,3 ppm,
respectivamente. No obstante, las CLgyo obtenidas indican que ambas formulaciones pudieran no ser consi-
deradas como buenos candidatos para programas de control de moluscos (Quijano et al., 2016).

Sapindus spp. han sido descritas con actividad molusquicida, S. laurifolius en Bellamya bengalensis, S.
trifoliatus en Lymnaea luteola y, S. mukorossi en P. canaliculata (Sukumaran et al., 2008; Huang et al.,
2003; Deshmane y Nanaware, 2011). Upadhyay y Singh (2012) refieren que frente a L. acuminata, el fru-
to de S. mukorossi fue mas activo que otros extractos menos polares; mientras que fracciones purificadas
fueron mas activas que algunos productos comerciales en este molusco, considerado el principal hospede-
ro de Fasciola gigantica en el norte de la India.

El efecto de los extractos sobre la frecuencia cardiaca a la CLso y CLgo, Se representa en la Fig. 1. Como
se muestra en la Tabla 2, se hallaron diferencias significativas entre la frecuencia de los latidos de ambas
concentraciones letales, también entre la CLgo y el grupo control, pero no con la CLs.

Rev. prod. anim., 31 (1), 47-54, 2019



100

| —&— C(ontrol
—-w—- LCy
80
3; ............
=
D
§ 60
= __°_'\\ (]
Y
= N o...
- N e P
£ 40 N\
= w
) \\
= i
V-\\
20 - e S
) L
~v
0 1 T T T 1 T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Time (minutes)

Fig. 1. Frecuencia cardiaca a las CLso y CLgo del extracto etandlico del fruto de Sapindus saponaria L. sobre
Galba cubensis (Pfeiffer, 1839).

Tabla 2. ANOVA del efecto sobre la frecuencia cardiaca en Galba cubensis (Pfeiffer, 1839) a las
CLso y CLgo del extracto etandlico del fruto de Sapindus saponaria L.

Suma de cuadra- Grado de li- Cuadrado medio F p

dos bertad
Entre grupos 4 788,13 2 2 394,06
Dentro de grupos 3 109,76 18 172,76 13,86 0,0002
Total 7 897,89 20

R?=0,61 %

A diferencia del grupo con la CLago, en el caso del grupo testigo hay un ligero aumento de los latidos has-
ta los 40 min, al igual que en los moluscos tratados con la CLso en los primeros 20 min, lo cual pudiera
deberse a la influencia de factores estresantes del propio medio, asi como la manipulacion de los moluscos
durante el experimento. Se pudo verificar que a partir de los 40 min existe una declinacion en la cantidad
de latidos del corazon en los dos grupos de estudio.

Otros extractos de plantas obtenidos de la flora cubana han mostrado efecto en la frecuencia cardiaca de
Biomphalaria havanensis, un caracol de relevancia médica, que mostr6 mortalidades importantes por ex-
tractos de Agave legrelliana (Agavaceae), A. franzosinii and A. fourcroydes, un género que también con-
tiene saponinas como metabolito activo, pero del tipo esteroidal (Diaz and Ferrer, 1996; Hevia et al.,
2009). La frecuencia cardiaca es una forma importante de determinar el efecto molusquicida de un pro-
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ducto (Malek y Cheng, 1974), en este sentido se evidencia que el extracto S. saponaria la disminuye; por
tanto, las funciones vitales del molusco.

En el pericarpio de S. saponaria y de Sapindus spp., como uno de los compuestos activos se han descrito
saponinas monodesmosidicas tipo hederagenina (acido 23-hidroxioleanolico), las que son responsables de
sus efectos detersivos y de la actividad bioldgica (Lemos et al., 1992; Ribeiro et al., 1995; Abreu, 2005;
Goyal et al., 2014). Estos glucésidos son particularmente téxicos para animales de sangre fria, como me-
canismo de accion biocida adjudicado a Sapindus spp. se propone la pérdida de agua, una modificacion en
la permeabilidad de la membrana del molusco que puede causar la muerte cuando se afectan las mucosas
de las branquias (Lacaille_Dubois and Wagner, 1996; Chaieb, 2013). Las saponinas bidesmosidicas son
mas solubles en agua y generalmente inactivas bioldgicamente (Lacaille_Dubois y Wagner, 1996).

Ademas de las saponinas tipo hederagenina, Murgu y Rodriguez (2006) aislaron oligoglucésidos sesqui-
terpénicos aciclicos como compuestos mayoritarios de S. saponaria en Brasil y evaluaron también la di-
némica de acumulacion de estos metabolitos en diferentes estadios del desarrollo del fruto.

Un requerimiento importante para el éxito en el empleo de molusquicidas de origen vegetal, ademas de
su actividad biolégica en los moluscos, huevos y juveniles, es la aplicacion combinada de otras técnicas
para el manejo integrado de enfermedades causadas por trematodos, primeramente, a partir de recursos lo-
cales (Knopp et al., 2005; Singh et al., 2010; Kiros et al., 2014). En este sentido se han propuesto especies
que también tienen otros usos como Moringa oleifera (da Silva et al., 2013). En el caso de S. saponaria,
constituye una planta de creciente interés en Sur América, donde se han desarrollado investigaciones para
su explotacion tecnolégica y manejo silvicultural (Sanchez y Silva, 2008; Flechas et al., 2009).

El hecho de que el material vegetal de S. saponaria empleado posea efecto a escala de laboratorio sobre
G. cubensis, aunque no fuera colectado recientemente, indica que la degradacién de los compuestos acti-
vos que existioé no fue significativa o, que en este proceso se los compuestos que se generaron también
fueron activos. Esta posibilidad debe ser considerada en futuros estudios, debido a que un tiempo de vida
medio prolongado de actividad constituye una cualidad deseada para un producto molusquicida de origen
vegetal. Nuevas perspectivas de interés emergen con esta planta como un candidato que puede ser em-
pleado en el control de huéspedes intermediarios de parasitosis trematodos en animales y humanos. Es ne-
cesario proseguir con estudios adicionales en condiciones de campo.

CONCLUSIONES

Se constato letalidad y disminucién de los latidos del corazén sobre G. cubensis, en condiciones de labora-
torio, del extracto etandlico del pericarpio del fruto de S. saponaria con seis meses de colectado.
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