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Resumen

A los extractos etanolico y etéreo de hojas y
frutos de Ficus obtusifolia Kunth (Moraceae),
se les evalué la actividad antiparasitaria contra
Toxocara canis y Toxocara catis, y la antimicro-
biana, contra Staphylococcus aureus, Strep-
tococcus pyogenes, Escherichia coli y Proteus
vulgaris. Asimismo, se les realiz6 tamizacién
fitoquimica para determinar algunos metabo-
litos secundarios y se midié su toxicidad con
Artemia salina.

El extracto etandlico del fruto mostrd mayor
mortalidad para parasitos adultos in vivo y
presentd mayor inhibicion embrionaria en
huevos de T. canis. Ningun extracto exhibio
halo de inhibicion en el agar Mueller-Hinton,
lo cual indica que no hay actividad antimicro-
biana. Se observé mayor toxicidad frente a la
A. salina a las 24 horas, para el extracto eta-
nolico de hojas y frutos.
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Abstract

The antiaparatsitic activity of ether and etha-
nol extract in Ficus obtusifolia Kunth (Mora-
ceae) leaves and fruits was assessed against
Toxocara canis and Toxocara catis and the
antimicrobial activity against Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, E-coli and
Proteus wvulgaris. Likewise, phytochemical
screening was conducted to determine some
secondary metabolites, and their toxicity was
measured with Arthemia saline.

Ethanol fruit extract showed a better mortali-
ty rate for adult parasites in vivo and showed
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higher embryonic inhibition in eggs of T canis.
No extract showed an inhibition halo in the
Mueller-Hinton agar, which indicates that there
is no antimicrobial activity. Increased toxicity was
observed in contact with Arthemia saline at 24
hours for the ethanol extract of leaves and fruit.

Key Words: Ficus obtusifolia Kunth, Toxo-
cara catis y Toxocara canis, etnopharmacy.

Introduccién

Desde tiempos inmemoriales se han utilizado
las plantas para el tratamiento de diversas
enfermedades . Colombia posee una de las
mas grandes reservas de flora de la Tierra, en
la cual se encuentran miles de plantas con
propiedades curativas, muchas de las cuales
deben sus efectos farmacolégicos a taninos,
flavonoides, alcaloides y lactonas triterpéni-
cas, entre otros metabolitos secundarios %3.

Entre estas plantas se encuentra el género
Ficus; por ejemplo, Ficus carica se utiliza en
el control de la diabetes @ y presenta acti-
vidad antihelmintica ®; de Ficus glabrata se
ha identificado una enzima que se usa como
antiparasitaria ©.

Otra especie perteneciente a este género es
Ficus obtusifolia, sobre la cual no se encon-
tré ningun reporte cientifico, pero es recono-
cida popularmente para el tratamiento de los
parasitos 7.

Objetivo: Es evaluar la posible actividad
antihelmintica de los extractos vegetales de F.
obtusifolia Kunth (Moraceae).

Para verificar lo anteriormente expuesto, se
determind el efecto antiparasitario de los
extractos etandlico y etéreo de hojas y frutos
de F obtusifolia Kunth (Moraceae) frente a
Toxocara catis y Toxocara canis, ademas, se
realizaron algunos ensayos de bioactividad en
bacterias y Artemia salina.

Materiales y métodos

Recoleccion del material vegetal y
obtencion de los extractos

La tamizacion fitoguimica se llevd a cabo se-
gun la metodologia de Sanabria "%, El material
vegetal se recolecté en el municipio de Arme-
nia y su clasificacion taxonémica se realizé en
el herbario de la Universidad del Quindio.

Se procesaron 350 g de hojas y 350 g de fru-
to, por separado, y se sec6 a 40°C durante 5
dias, al cabo de los cuales se procedié a moler
y tamizar.

Luego, se realizé el desengrase en extractor
soxhlet con éter de petréleo (Merck®). El
extracto etéreo crudo se saponific6 con KOH
por 5 horas y se hizo extraccion con éter de
petroleo. Al extracto no saponificable se le
practico un andlisis fitoquimico, en el cual
se evalud la presencia de terpenos, esteroles,
flavonoides, quinonas no hidroxiladas, aglico-
nes cardioténicos, sapogeninas pentaciclicas y
lactonas terpénicas V.

El marco restante del desengrase se lixivio
con etanol al 95%, obteniendo el extracto
etandlico crudo, del cual se aislé la clorofila
con etanol-agua 1:7 (v/v). Seguidamente, se
hizo el andlisis fitoquimico para determinar la
presencia de taninos, flavonoides, quinonas
hidroxiladas, glicésidos cardioténicos, saponi-
nas, lactonas terpénicas y cumarinas 12,

Para la lectura de los resultados de estos méto-

dos, se tuvo en cuenta la siguiente simbologia:

+++: presencia en concentraciéon abundante
del metabolito,

++.  presencia en concentracion moderada,

+: presencia en poca concentracion, resul-
tado dudoso o falso positivo y

-: ausencia del metabolito.
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Recoleccion y obtencion de los huevos
de parasito

Siguiendo los procedimientos de rutina mane-
jados en el grupo de investigacion, se recolec-
taron parasitos adultos de T. canis y T. catis a
partir de la disecciéon del intestino delgado y
grueso de los perros y gatos sacrificados me-
diante sobredosis de anestésicos, en la central
de zoonosis de Armenia, dentro del programa
de control de animales callejeros.

Los parasitos adultos obtenidos se lavaron tres
veces con solucion de PBS y lactato de Ringer.
Posteriormente, se mantuvieron a 37°C en
lactato de Ringer con suplemento de RPMI
10% (v/v), antibidticos y antimicoticos al 1%
(100 unidades de penicilina, 0,1 mg estrepto-
micina, 0,25 pg anfotericina por ml).

Por ultimo, se recolectaron los huevos eli-
minados por las hembras y se determiné su
viabilidad, mediante la visualizacidon microsco-
pica de larvas en el interior de los huevos.

Determinacion del efecto antiparasitario

El efecto antiparasitario de los extractos eta-
nolicos y etéreos se determind a diferentes
concentraciones (100, 250, 500y 1.000 ppm)
sobre los huevos obtenidos anteriormente,
por medio de un cultivo en caja de 24 pozos
(Nunc®) y haciendo observaciones a los 5 dias
para determinar qué cantidad de huevos no
tenian embrion. Cada ensayo se repitié seis
veces, usando un control negativo de medio
de cultivo, un control positivo de albendazol a
1.000 ppm y uno de DMSO al 5%. Después,
se hizo un analisis estadistico con el progra-
ma Statgraphics Plus 5.1®, para conocer
cual causaba el mayor efecto antiparasitario
sobre los huevos de los nematodos (T. canis
y T. catis).
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Determinacion del efecto antibacteriano
de los extractos

La observacion de la respuesta de las bacterias
Gram positivas (Streptococos pyogenes y Sta-
phylococcus aureus) y aislados clinicos, Gram
negativas (Proteus vulgaris y Escherichia coli
DH5 ) sobre los medios (base sangre, Mac-
Conkey, LB solido, Muller Hilton), en una con-
centracion de 50.000 ppm de los extractos,
se realizd por los métodos de concentracion
inhibitoria minima (CIM) y por difusiéon con
disco, usando un control positivo de cefa-
lotina y ciprofloxacina, respectivamente; se
hizo siguiendo el protocolo de los Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) de los
Estados Unidos 3.

Determinacion de la dosis letal media
(DL50) de los extractos sobre Artemia
salina

Para evaluar la respuesta de A. salina frente
a F obtusifolia, se determino la toxicidad
o dosis letal media (DL50) de los extractos
etandlicos se usaron a ocho concentraciones
(10, 25, 50, 100, 250, 500, 750, 1.000 ppm)
y un control con DMSO al 5%; se hizo por tri-
plicado, colocando en cada vial diez artemias
salinas, facilitadas por el laboratorio de princi-
pios activos de la Universidad del Quindio. Se
hicieron observaciones a las 24 y 48 horas, y
luego se analizé estadisticamente por el mé-
todo probit para hallar la concentracion de la
dosis letal media de la especie 9.

Resultados y discusion
Analisis fitoquimico

El analisis fitoquimico de los extractos de £
obtusifolia Kunth reveld la presencia de ta-
ninos, flavonoides, glucésidos cardiotonicos,
saponinas, sapogeninas, lactonas, cumarinas,
esteroles e isoprenoides (tabla 1). Esto esta de
acuerdo con el articulo de Sandabe ', quien
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reporta que los ficus tienen compuestos ca-
racteristicos, como taninos, azUcares reduc-
tores, saponinas y agliconas de flavonas. Sin
embargo, en el andlisis realizado por nosotros
no encontramos alcaloides ni quinonas.

La presencia de flavonoides y cumarinas en los
extractos etandlicos, y sesquiterpenlactonas
en los extractos etandlicos y etéreos, presenta
correlacion con la actividad antibacteriana
reportada por Kuete et al. para las cepas estu-
diadas (S. aureus, E. coli, R vulgaris) y otras de
gran interés (Streptococcus faecalis, Shigella
flexneri, Pseudomonas aeruginosa), con las
cuales se manejaron extractos metandlicos
gue contenian metabolitos secundarios, como
flavonoides y terpenoides, a concentraciones
variadas entre 78 'y 156 pug/ml (1618

Actividad bactericida a una
concentracion de 50.000 ppm

Para el control, se usaron antibioticos como la
cefalotina en las bacterias Gram positivas S.
aureus y S. pyogenes, las cuales mostraron un
halo de inhibicion de 22 mm. Para los Gram
negativos E. coli y R vulgaris, el antibiético fue
ciprofloxacina y se presenté un halo de 21 mm.

El halo de inhibicién de mayor didametro en los
extractos se observé a las 24 horas y, en todos
los casos, los halos fueron menores de los ob-
tenidos con los antibidticos de referencia.

En el caso de los ensayos en Muller-Hilton, no
hubo halo de inhibicién en ningun sensidisco
de los que contenian los extractos, pero si
aparecié un halo para el antibiotico, lo cual
indicaba la ausencia de actividad bactericida
de los extractos. Contrario a lo reportado en
otras especies, como los frutos de F. barteri;
donde se report6 actividad bactericida usan-
do compuestos como flavonoides sobre el
método de MIC para las bacterias (S. aureus,
B. subtilis, E. coli, P aeruginosa), encontrando
distintas concentraciones de inhibicién para
cada cepa ' (tabla 2).

Actividad antihelmintica

El sostenimiento de T. catis y T. canis bajo
los costos del medio de cultivo RPMI, al ser
reemplazado en su totalidad por lactato de
Ringer con 10% de suplemento de RPMI, an-
tibidticos y antimicotico al 1% (100 unidades
de penicilina, 0,1 mg de estreptomicina, 0,25
ug de anfotericina por ml). Los ensayos de la
especie vegetal frente a los helmintos se rea-
lizaron al sumergir los adultos en medio con
suplemento de extracto etandlico y etéreo de
hojas y frutos secos a 4.000, 2.000, 1.000
y 500 ppm, con patrones de comparacion
como el DMSO al 5% vy el medio de cultivo.

Los resultados mostraron que la actividad
antihelmintica frente a parasitos adultos de T.
canis fue mas efectiva antes de las 12 horas,
con los extractos etandlicos y etéreos de hojas
y frutos a concentraciones de 4.000 ppm vy
2.000 ppm. Las siguientes concentraciones
de 1.000 ppm y 500 ppm mostraron activi-
dad pero en un rango de tiempo mas largo.
En tanto, los mantenidos con DMSO al 5% y
en medio de cultivo, no presentaron ningun
dafio en un tiempo de 62 horas. Los parasitos
en medio de cultivo (ATM, lactato de Ringery
RPMI) se mantienen vivos maximo ocho dias,
cambiando el medio cada 48 horas (tabla 3).

Se siguen reportando excelentes avances
en las investigaciones sobre plantas medici-
nales para estas enfermedades, con el uso
de compuestos naturales. En las especies
Sarothamnus scoparius y Lupinus ballianus
se han encontrado alcaloides, flavonoides,
saponinas y taninos, que son compuestos
polares y han demostrado una considerable
eficacia sobre otros helmintos como oxiuros
(Enterovius vermicularis) 9.

Se ha reportado una marcada actividad an-
tihelmintica de los extractos metanolicos y
acuosos de Euphorbia thymifolia Linn contra
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Tabla 1. Anélisis o tamizacién fitoquimica, pruebas de reconocimiento

. Etandlico de Etandlico de . . .
Metabolito Extracto Prueba ; Etéreo de hojas Etéreo de frutos
hojas frutos

Tricloruro férrico +++ = | == | ==
Taninos Acetato de plomo +++ +=+ | - e

Gelatina sal +++ =+ |

Shinoda - -
Flavonoides

Rosenhein ++ —++ | - e

Baljet +++ ++ - 4+

Legal ++ +++ ++ +++

L Kedde ++ ++ ++ +

Glicésido
Cardiotonico )

Molish ++ ++ + +++

Tollens ++ +++ 44 +++

Keller-killiani +++ - ++ -

Frente a &cidos - - [ I —
Quinonas

Frente a bases - o [ —

Liebermann-bouchard ++ +++ T
Saponinas .

P ) y Molish ++ ++ —

sapogeninas

Hemolisis - - —

Hidroxamato férrico + +++ +H+ T+
Lactonas terpénicas Legal ++ +++ ++ +H+

Baljet ++ . ++ ot

Coumarinas volatiles + + [ —
Cumarinas

Baljet ++ +++ —

Dragendorf S = e —
Alcaloides

Mayer - - | ——
Isoprenoides Salkowski T dftt St
Esteroides Liebermann-bouchard e ++ ++

+++: presencia en concentracion abundante del metabolito
++:  presencia en concentraciéon moderada

+: presencia en poca concentracion, resultado dudoso o falso positivo

- ausencia del metabolito
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Tabla 2. Resultados del analisis antibacteriano de extractos etéreo y etandlico de hojas y frutos

Halo de inhibicién (mm)

Etanélico de
hojas

Tipo de bacteria Etanélico de

frutos

Etéreo de hojas Etéreo de frutos

Muller hilton 0 0 0 0
Staphylococcus spp.
Base sangre 8 8 7 12
Muller hilton 0 0 0 0
Streptococcus spp.
Base sangre 10 7 10 8
Muller hilton 0 0 0 0
Proteus vulgaris
MacConkey 7.5 10 9 14
Muller hilton 0 0 0 0
Escherichia coli
Lb solido 7 8 7 7.5
Antibiotico de referencia
Gram positivos (cefalotina) Base sangre 22 22 22 22
G ti
e e MacConkey y Ib s6lido 21 21 21 2
(ciprofloxacina)

Tabla 3. Analisis de la actividad antihelmintica en parasitos adultos de T. canis frente a extractos etandlicos y etéreos
de Ficus obtusifolia Kunth

Muerte en horas

Tipo de parasito Concentracion (ppm) Etanélico de Etanélico de ) : :
) Etéreo de hojas Etéreo de frutos
hojas frutos

4000 5 4.5 7 8

2000 6.5 6 9 9
Toxocara canis

1000 24 24 24 24

500 24 26 == -
Pheretima posthuma 'y Ascardia galli en bio- Actividad ovicida frente a huevos con
ensayo donde se evalué la presencia de pa- embrién de Toxocara canis y Toxocara catis
ralisis y tiempo de muerte de los gusanos,
dicha actividad antihelmintica se ha atribuido En la figura 1 (a), se indica que el porcentaje
a la presencia de taninos que son compuestos de ausencia de embrién en huevos de parasi-
polifendlicos que pueden interactuar con las to de perro fue de 39,2%, mientras que para
glicoproteinas de la cuticula del parasito cau- los huevos de parasito de gato dicho porcen-
sando la pardlisis y muerte del mismo @22 taje fue de 38,4%.
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En la figura 1 (b), se indica el porcentaje de
huevos sin embrién, con respecto a la parte de
la planta: es mayor para los frutos (39,25%) y
menor para las hojas (38,6%).

Esta grafica permite observar que no hay una
diferencia significativa entre las variables com-
paradas (extracto, parte de la planta), debido
a que el porcentaje es casi el mismo.

Medias y 95,0 Porcentaje intervalos LSD
(a) (b)

40f - [

39f I - [ I
1 2 1 2
Tipo PAR

% Huevos No E

Parte Planta

Figura 1. Resultados gréaficos de (a) tipo de parasito Vs.
porcentaje de huevos no embrionados; (1) T. canis, (2)
T. catis y (b) partes de la planta porcentaje de huevos no
embrionados; (1) hojas, (2) fruto.

En la figura 2 (a) se muestran los valores del ex-
tracto y el porcentaje de huevos sin embrion, el
cual es mayor para la fase etandlica (39,6%) y
menor para la fase etérea (38,2%).

En la figura 2 (b) se observa la concentracion
con respecto a los huevos sin embrién, la cual
muestra valores positivos para los 4.000 ppm,
con un valor de 45%; el menor valor es para
la concentracién de 2.000 ppm (33,5%) y la
de 3.000 ppm (37%), y las siguientes concen-
traciones estan por el mismo rango.

Las variables de concentracion (100, 250,
500, 1.000) presentan actividad inhibiendo
la formacién de embrién en los huevos; es
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1.000, 500, 250, 100: concentracion de los
extractos etanolicos y etéreos

2.000: medio de cultivo celular

4.000: albendazol en 1.000 ppm

3.000: DMSO al 4%

Figura 2. Resultados gréficos de (a) tipo de extracto Vs.
porcentaje de huevos no embrionados; (1) etandlico, (2)
etéreo y (b) concentracién Vs. porcentaje de huevos no

embrionados

importante observar que la concentracion de
250 se aproxima mas al resultado del antipa-
rasitario (albendazol) y que para las otras el
resultado es un poco mas bajo.

Debido a esto se encontré que la disminucion
de embriones en los huevos se debe al extrac-
to usado y no a sus concentraciones. Estos
hallazgos permiten proponer que los meta-
bolitos responsables de esta actividad son los
flavonoides y lactonas terpénicas presentes.

Equale et al. (2009) encontraron metabdlitos
semejantes en estudios sobre la actividad
antihelmintica de tres plantas medicinales,
Lawsonia inermis L (Lythraceea), Jatropha
curcas L (Euphorbiaceae) y Chenopodium
ambrosioide L (Chenopodiaceae), utilizadas
tradicionalmente por la comunidad como
antihelminticos contra Haemonchus contor-
tus, helminto de rumiantes que causa una
alta mortalidad en ovejas y cabras en Africa.
Encontraron una excelente actividad contra la
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formacién de embriones en los huevos en los
extractos acuosos e hidroalcohdlicos de J. cur-
casy C. ambrosioide, atribuidos a la presencia
del monoterpeno ascaridole en esta Ultima
planta, asi como polifenoles enJ. curcas.
Ilgualmente, aunque L. inermis fue la planta
gue exhibié menor efecto como vermifugo y

Probit (PROPORCION)
con 95, 0% limites de confianza
(@)
o ¥IF T T T T T T T T T T T T T g
& 9t .
E >l :
&
@ 50 —
T 0f ,, = -
= 1
s 1T T
[ - SR SR
0 200 400 600 800
(b)

QPIF T T T r T T T T
99 ]
95 ]
80 - 1
50 ]
20 B =y = -

5F o -
1F° ]
O S S T S S S S S S S S S
0 200 400 600 800
CONCENTRACION

Figura 3a y 3b. Extracto etandlico de hojas y extracto
etandlico de frutos

sobre la formacion de embriones en los hue-
vos, se demostro la presencia de flavonoides y
glicésidos fendlicos que han mostrado activi-
dad contra los helmintos #2.

Determinacion de toxicidad frente a
Artemia salina

El andlisis tipo probit para la medicion de la
concentracion letal media (CL50) de £ obtusi-
folia sobre A. salina, permitié obtener la gra-
fica 1 para el extracto etanélico de hojas y la

grafica 2 para el extracto etanélico de frutos.
De este andlisis se obtuvo el una CL50:
878,466 mg/ml para los extractos de F
obtusifolia. Debido a la excesiva diferencia
entre las concentraciones necesarias para
disminuir en 50% la poblacién de A. salina,
se propone que los metabolitos no comunes
a los dos extractos evaluados son los princi-
pales responsables de la actividad citotoxica
de F. obtusifolia.

Los ensayos de esta actividad se confirman
debido a la alta toxicidad que produce la leche
de higuerdn sobre el crustaceo Daphnia mag-
na, que es semejante a la A. salina y muestra
un porcentaje de mortalidad semejante, se-
gun lo describieron lannacone y Alvarifio 24
en el 2007 sobre la especie estudiada.

Conclusiones

La especie F obtusifolia Kunth (Moraceae)
presenta, en hojas y frutos, glucésidos cardio-
tonicos, saponinas, cumarinas, taninos, ses-
quiterpeclactonas, carotenoides y esteroles.

No se encuentran quinonas, alcaloides ni fla-
vonoides del benzoperhidrofenantreno, en el
extracto etandlico de hojas y ni en el de frutos.

Ningun extracto presenta actividad bacterici-
da contra las bacterias estudiadas.

El extracto etandlico presenta actividad antihel-
mintica contra T. canis y la concentracion mas
efectiva en un menor tiempo es de 4.000 ppm.

Con las diferentes concentraciones de los ex-
tractos etandlico y etéreo de las partes de la
planta, no se presenta una diferencia muy alta
en el porcentaje de huevos sin embrion, en el
tiempo en que se evalud.

La DL50 a las 24 horas es de 784,1 pg/ml para
el extracto etandlico de hojas y de 67.1387
ug/ml para el de frutos.
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