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Abstract

To evaluate the parasiticide effect of “Tepozan” (Buddleja cordata), two compounds were extracted: the first
one with hexane (aqueous extract) and the second one with methanol (methanol extract). Afterwards, they
were tested against Costia necatrix. Two treatments (24 hours among them) were carried out with four different
doses (100 mg/I1, 50 mg/Il and 10 mg/1 for the aqueous extract and 100 mg/1, 50 mg/1 and 25 mg/I for the
methanol one), and were dissolved in fish tank water (one parasitized fish per tank). Results showed no effect
of the aqueous extract and a parasite Killer efficacy of the methanol extract to 25mg/1, 50 mg/1 and 100 mg/I1
doses, which killed 83.34%, 97.92% y 100% of the protozoan, respectively. Active compound extractions and
identification of the methanol extract with chromatographic plate of silica gel were followed, and three
fractions (F1, F2, F3) were obtained. Only the F2 fraction showed efficacy to kill C. necatrix, when tested at
50mg/1dosekilling 81.49% ofthe protozoan. Thisfractionisaphenylpropanoid glycoside called verbascoside.
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Resumen

Con el proposito de probar el efecto parasiticida del “Tepozan” (Buddleja cordata), se extrajeron dos de
sus compuestos; el primero con hexano (extracto acuoso) y el segundo con metanol (extracto metanélico),
y se probaron contra Costia necatrix. Se llevaron a cabo dos tratamientos con 24 horas de diferencia entre
ellos; se utilizaron cuatro dosis (100 mg/1, 50 mg/ly 10 mg/|1 del extracto acuoso, y 100 mg/l, 50 mg/ly
25 mg/1 del extracto metandlico) disueltas en el agua del acuario (con un pez parasitado por acuario). Los
resultados no mostraron efecto alguno del extracto acuoso, mientras que el extracto metandlico a dosis de
25 mg/I1, 50 mg/1y 100 mg/1 mata al 83.34%, 97.92% y 100% de los parasitos, respectivamente. Se hizo la
extraccion e identificacion del compuesto activo del extracto metandlico con cromatografia en placa de
silica gel y se obtuvieron tres fracciones (F1, F2 y F3). Sélo la fraccién F2 mostro efecto parasiticida contra
C. necatrix cuando se prob6 a dosis de 50 mg/|. Esta fraccién representa un glucésido fenilpropanoide
llamado verbascoésido.
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Introduccion

Algunas plantas se han utilizado en la terapia de
enfermedades tanto de humanos como de animales
en diferentes partes del mundo.! Los antiguos habi-
tantes de la Republica mexicana usaban la herbola-
ria medicinal con resultados muy satisfactorios; ac-
tualmente muchos indigenas contindan con esta
préactica ancestral.! La Norma Oficial Mexicana 021-
Pesc 94, emitida por la Direccion de Sanidad Acui-
cola, de la Direccion General de Acuacultura, de la
Secretaria del Medio Ambiente, Recursos Naturales
y Pesca, permite un nimero muy reducido de far-
macos utilizables en piscicultura, en mezcla con el
alimento. Como consecuencia, losinvestigadoresen
esta drea deben buscar alternativas apropiadas para
el tratamiento de las enfermedades maés frecuentes,
tanto para evitar la contaminacion del agua con
farmacos, como para proponer tratamientos econo-
micos para las especies icticas comestibles de consu-
mo popular. Herwig? registra algunos de los trata-
mientos mas comunes para enfermedades de los
peces, con herbolaria medicinal. Por ejemplo, el
tratamiento contra Costia necatrix con hojas de Lila;
los estudios fitoquimicos de esta planta muestran la
presencia de verbascosidos semejantes a la Buddleja
cordata, lo cual represent6 un estimulo para llevar a
cabo este ensayo. Costia necatrix es un protozoario
muy importante de la mayoria de los peces. Se trata
de un flagelado que mide 10 a 14 p, perfora la piel
del pez cuando requiere un sustrato de adhesion. Se
reproduce por divisidn binaria y aunque no es un
parésito estricto, porque no consume nada del pez,
le produce una dermatitis pruriginosa que provoca
infecciones bacterianas y micéticas oportunistas.®
Este protozoario causa grandes pérdidas en los ale-
vines.*

Se ha utilizado el azul de metileno, verde de
malaquita, acido acético y dicromato de potasio en
el tratamiento de esta parasitosis, pero esos produc-
tos tienen un minimo margen de seguridad, su do-
sificacion no es sencillay sus efectos colaterales son
bien conocidos.*Buddlejacordataesunarbolde1a 10
m de alto, sus hojas miden 10 a 15 cm, tienen un
soporte largo y son anchas en su base y delgadas en
la punta. Las hojas son de color verde claro por
arriba y blancas o grisaceas por abajo, debido a la
presencia de numerosos vellos finos. Sus flores son
amarillas y aromaticas, se encuentra en México y
Guatemala, en lugares secos entre los 2 050 y 3 100
msnm, crece en lugares altamente perturbados y
puede convertirse en plaga.t

Su clasificacion botanica es Orden: Gentianales;
Familia: Loganiaceae; Subclase: Asterales; Género:
Buddleja, Especie: cordata HBK.>¢
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Buddleja cordata se utiliza en algunos estados del
centro de México para madurar abscesos, mezclado
con manteca de cerdo sobre heridas o magullones,
también como antipirético; las hojas picadas y mezcla-
das con carbonato y manteca se usan para infecciones
de estbmago; en afecciones renales, como diurético y
otros muchos usos.*

Entre los componentes aislados de Buddleja cordata
estan los flavonoides como la linarina, con efecto diu-
rético; iridoides como la aucubina que es antiséptica;
sesquiterpenos con efectos piscicidas;’ fenilpropanoi-
des como los acidos hidrocinamicos: p-cumarico, ca-
feico, ferdlico y sinépico.®

El verbascdsido es un fenilpropanoide conjugado
con dos azUcares. Fue aislado de Buddleja globosa,” B.
davidii® y B. americana.t

El actedsido tiene una accion agonista de la accion
antitemblor de la DOPA, es analgésico, hipotensor®®y
citotoxico.! Forma parte de la defensa quimica de las
plantas contra los patdgenos.*?

Material y métodos
Obtencion del extracto acuoso

La obtenciéon se llevé a cabo de acuerdo con el
siguiente diagrama de flujo:

Hojas frescas de Buddleja cordata HBK
) Evaporacion
Hexano b Metanol b Acetonab Aguabbb  Extracto acuoso

Se prueba su efecto costicida

Se colectaron 350 gramos del material vegetal de
los jardines de la Ciudad Universitaria (el registro
de los especimenes esta depositado en el herbario
del Instituto de Biologia, de la Universidad Nacio-
nal Auténoma de México: Buddleja cordata 829169
MEXU) y se empacaron en una columna de vidrio.
Se us6 hexano paradisolver, atemperaturaambien-
te, todo el material soluble en éste. Posteriormente
se elimino el hexano por evaporacién y se obtuvo
3.01 gdeunextractoamarillo verdoso, éste se coloco
enacetonay posteriormente en metanol; por Gltimo,
se disolvié en agua y esta ultima se eliminé por
evaporacion.®

Obtencioén del extracto metandlico

La obtenciéon se llevé a cabo de acuerdo con el
siguiente diagrama de flujo:



Hojas frescas de Buddleja cordata HBK
) Liofilizacién
b P b Extractoacuoso

Aguadestilada
Liofilizado

13 a) Extraccién con metanol
13 b) Destilacion al vacio
gouu

Extracto acuoso metanélico b Separacion en placa preparativa
Se prueba efecto costicida Se prueba efecto costicida

Quinientos sesenta gramos de Buddleja cordata se
empacaron en una columna de vidrio con agua desti-
lada y se dejaron durante la noche a temperatura
ambiente. El producto obtenido se liofilizo y disolvié
en metanol. El metanol se elimino de la parte soluble
por destilacién al vacio paratener 7.1 gde unsélido de
color ocre identificado como extracto metanolico.?

Con proposito de encontrar el principio activo del
extracto metandlico, se realizé una separacion por
medio de placa preparativa cromatografica de silica
gel y se obtuvieron tres fracciones bien definidas: F-1,
F-2yF-3.

Lafraccion F-2 (unsélido ocre) se disolvio en2 ml de
piridinay 2 ml de anhidrido acético y se dejé durante la
noche a temperatura ambiente, después se virtio en
agua con hielo. Se solubilizo6 con etil-acetato y se lavd
con una solucién acuosa de &cido clorhidrico hasta
tener un pH neutro. El producto obtenido fue un aceite
de color ocre que se purificd por medio de una placa
preparativacromatograficadesilicagel conunamezcla
de solventes de hexano etil-acetato (4:6) Se obtuvieron
11 mg de un material acetilado (sélido ocre).t®

Para determinar la pureza de los productos y sus
derivados, se uso una placa cromatografica de silica
gel SILV-UV 254,* placa preparativa silica gel CCM
SIL G-200 UV254.**

El espectro de resonancia magnética se hizo en un
Varian Gemini-200 a 200 MHz, y el espectro IR (infra-
rrojo) se determiné en un espectrometro PE 283.***

Posteriormente se hizo una separacion fina de F-2
en CCP (cromatografiaen capapreparativa) y el resul-
tado espectroscopico se compard con el obtenido por
Miyase et al.** Los resultados espectroscépicos de la
fraccion F-2 y su acetilado revelaron que el principal

* Merck, México, Naucalpan (Estado de México).
**  Macherey-Nagel, River Vale (Nueva Jersey).
*+* perkin Elmer, Wallesley (Massachussets).

compuesto es un glucosido fenilpropanoide llamado
acteodsido o verbascdsido, constituido por unaglucosa
y unaramnosa, ademas de un éster cindmicoy un éter
fenilpropionico

Efecto parasiticida contra  Costia necatrix

Se utilizaron 34 acuarios de 1 | de capacidad, con
agua declorada (tiosulfato de sodio al 30%) y aereada
para tener 5 ppm de oxigeno.

Unatilapia (Sarotherodon sp) parasitada (se hicieron
frotis del moco de la piel para probar la presencia del
parasito) se introdujo en cada acuario. Se usaron nue-
ve acuarios con el fin de probar el efecto del extracto
acuoso sobre C. necatrix, de la siguiente manera: tres
acuarios para la dosis de 100 mg/]l; tres para la de 50
mg/1y tres para la de 10 mg/1.

Parala prueba del extracto metanélico se usaron 14
acuarios: seis para la dosis de 100 mg/I; cinco para 50
mg/ly tres para 25 mg/|I.

Se utilizaron tres acuarios para el grupo testigo no
tratado. Para probar las fracciones F-1, F-2 y F-3 se
usaron ocho acuarios y se utilizo la dosis de 50 mg/I,
que se selecciond empiricamente, por ser la dosis inter-
media, de lasiguiente manera: tres acuarios paralaF-1;
tres acuarios para la F-2 y dos acuarios para la F-3.

Los peces se dejaron tres dias antes del tratamiento,
alimentados con una dieta balanceada. El agua de los
acuarios se homogeneizé y se tomé 1 ml que se colocéd
enuntubodeensayocon unagotadeazul de metileno.
Se permitié la sedimentacion durante un minuto y
entonces se tom6 unaalicuota de 0.1 ml del sedimento
gue se coloco en una camara de Newbauer por capila-
ridad. Se observaron bajo el microscopioy se contaron
el nimero de costias de las dos cuadriculas con objeti-
vo 40X. El agua se trato con las diferentes concentra-
ciones de los extractos y se hicieron dos tratamientos
con 24 horas de diferencia entre ambos, al cabo de los
cuales se volvié a contar el nimero de parasitos si-
guiendo la misma metodologia. Los resultados se
convirtieron a porcentaje (la cuenta basal fue de 100%)
y seanalizaron por medio de una pruebaestadisticade
Kruskal-Wallis.®

Resultados

Las fracciones del extracto metandlico acuoso fue-
ron: F-1 (Rf0.25), F-2 (Rf0.52) y F-3 (Rf 0.67) el acetilado
de la F-2 (Rf 0.74) (Rf es la constante caracteristica de
capa sobre componentes en cromatografia de capafina,
usando el mismo disolvente o mezcla). El espectro IR de
la fraccién F-2 mostré una amplia banda en 3 365 cm’?
que corresponde a OH y se observé un signo en 2 939
cm?, correspondiente a C-H. A 1702 cm* el signo del
grupo éster; a1 164 cm*lavibracion del puente C-O-C
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(etéreo) del grupo éter; a 1 606 y 1 521 cm™, los
aromaticos. En HRMN (resonancia magnética de pro-
ton) D,O (agua deuterada), hubo dos dobletes en 6.28
y 7.60 ppm (J = 15.9 Hz) correspondientes a las dobles
ligaduras conjugadas (Ar-CH=CH-) que indican la
presencia de un éster cinamico. A 5.15 ppm hubo una
pequefiaconstante de acoplamiento (J=1.6 Hz) prove-
niente del proton anomeérico de la ramnosa y en 1.07
ppmestael doblete correspondiente alos metil protones
de la ramnosa.

Los resultados observados en las tres réplicas del
grupo testigo (al que no se le traté con ninguno de
los extractos) mostraron un aumento significativo
en el nimero de protozoarios, a las 24 y 48 horas
(Cuadro 1). El andlisis estadistico revelo diferencias
estadisticamente significativas cuando se contrasto
con los grupos tratados con el extracto metandlico,
(100 mg/1 & testigo: P =0.00003; 50 mg/1 & testigo:
0.00030; 25 mg/1 & testigo: P = 0.0048, después del
primer tratamiento y 100 mg/I & testigo:=0.00000;
50 mg/1 & testigo: P = 0.00001,; 25 mg/| & testigo:
0.00003, después del segundo tratamiento) y no

Cuadrol
PORCENTAJE DE C. necatrix EN LOS ACUARIOS DEL GRUPO
TESTIGO NO TRATADO, LOS DIAS CORRESPONDIENTES A
PRETRATAMIENTO, PRIMER TRATAMIENTO Y SEGUNDO
TRATAMIENTO EN LOS GRUPOS TRATADOS

El dia cero El dia 1
(pretratamiento)  (primer tratamiento)

El dia 2 (segundo
tratamiento)

Acuario 1 100 218 180
Acuario 2 100 145 189
Acuario 3 100 160 200

hubo diferencias cuando se contrasto6 con los resul-
tados del grupo tratado con extracto acuoso, excep-
to cuando se contrastd 50 mg/| contra testigo des-
pués del segundo tratamiento: P = 0.0032

El extracto acuoso (100 mg/l1) no tuvo efecto para-
siticida contra Costia necatrix (P = 0.7248). La dosis
de 50 mg/I1 no presento efecto parasiticida tampoco
(P = 0.06547) y la dosis de 10 mg/l (P = 0.8542)
resulto inefectiva contra el protozoario (Cuadro 2).
Los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para el
extracto metanolico se observanen el Cuadro 3, donde
se comprueba que hubo diferencias estadisticamente
significativas cuando se comparo el nUmero de proto-
zoarios antes y después de los dos tratamientos.
(100 mg/1: P =0.0023; 50 mg/1: P = 0.0432; 25mg/!I:
P =0.0035) .

Asimismo, al contrastar los resultados de este gru-
po con el testigo se observaron diferencias estadistica-
mente significativas en todas las dosis, después del
primero y segundo tratamientos.

Losresultados de la prueba de Kruskal-Wallis para
las tres fracciones del extracto metandlico se observan
enel Cuadro4,donde secompruebaque hubodiferen-
cias estadisticamente significativas cuando se compa-
ré el nimero de parasitos antes y después de los dos
tratamientos Unicamente para la fraccion F-2.

Cuando se contrasto el porcentaje de C. necatrix de
los diferentes grupos tratados con el extracto acuoso
de B. cordata contra los del grupo testigo, asi como
aquel de los diferentes grupos tratados con el extracto
metandlico de B. cordatacontralos del grupo testigo, se
encontro que solamente hubo diferencias estadistica-
mente significativas (P < 0.05) entre el grupo testigoy
el grupo tratado con 50 mg/| del extracto acuoso (dia
2), y en cambio hubo diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.05) tanto el dia uno como el dia
dos, entre el grupo testigo y los grupos tratados con
100, 50 y 25 mg/| del extracto metandlico.

Cuadro 2
PORCENTAIJE DE C. necatrix EN LOS ACUARIOS DE LOS GRUPOS TRATADOS CON EL EXTRACTO ACUOSO DE B. cordata,
EN DOSIS DE 100 mg/1, 50 mg/1y 10 mg/I

El dia cero
(pretratamiento)

(primer tratamiento)

Eldial El dia 2

(segundo tratamiento)

100
Acuario 1 100 100 100 0
Acuario 2 100 100 100 0
Acuario 3 100 100 100 375

50 10 100 50 10
(mg/1) (mg/1)
0 125 110 50 0
76.87 38.1 0 90.3 28.58
77 0 56.3 154 0
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Cuadro 3
PORCENTAIJE DE REDUCCION DE C. Necatrix EN LOS ACUARIOS DE LOS GRUPOS TRATADOS CON EL EXTRACTO METANOLICO

DE B. cordata EN DOSIS DE 100 mg/I1, 50 mg/1y 25 mg/|1

El dia cero
(pretratamiento)

(primer tratamiento)

El dia 1

El dia 2
(segundo tratamiento)

100
Acuario 1 100 100 100 66.22
Acuario 2 100 100 100 67.65
Acuario 3 100 100 100 84.08
Acuario4 100 100 100 95.04
Acuario5 100 100 100 97.5
Acuario 6 100 100 100 100

50 10 100 50 10
(mg/1) (mg/1)
48.69 56.87 71.63 89.48 88.24
78.17 50 82.36 93.11 69.05
70.74 50 88.74 89.03 83.34
83.10 100 47.89
83.34 97.5 97.92
100

Cuadro 4
PORCENTAIJE DE REDUCCION DE C. necatrix EN LOS ACUARIOS TRATADOS CON LAS FRACCIONES F-1, F-2 Y F-3 DEL EXTRACTO
METANOLICO DE B. cordata EN DOSIS DE 50 mg/I

El dia cero
(pretratamiento)

(primer tratamiento)

Eldial El dia 2

(segundo tratamiento)

F-1
Acuario 1 100 100 100 0
Acuario 2 100 100 100 0
Acuario 3 100 100 100 36.37

F-2 F-3 F-1 F-2 F-3
50 mg/I 50 mg/I
45.46 0 0 72.73 60.47
29.27 0 5 92.69 0
37.04 13.24 81.49

Discusion

Los resultados muestran que el efecto parasiticida
(ya probado en otro trabajo)* se debe al verbascosido,
aunque en el bioensayo de referencia no extrajeron los
principios activos sino que Unicamente se utilizaron
las hojas frescas y molidas y su infusién. Herwig?
registré que las hojas de Lila (Syringa vulgaris) son
efectivas contra Costia necatrix y se probo que éstas
contienen un verbascésido semejante al de Buddleja
cordata.'®

El principal compuesto de F-2 del extracto metano-
lico se identificé como un glucésido fenilpropanoide
llamado verbascosido o actedsido. Debido al gran
numero de plantas que contienen el verbascosido, es
posible su usoen casi cualquier parte del mundo como
parasiticida (protozoarios parasitos) en las granjas
piscicolas. Ejemplo de tales usos son: Orobanche rapum-
genistae,'® las especies Aguja de Japdn,Y” Penstemon

rosseus,*® Calceolaria hypericina,’® Eremophila,? Pedicula-
ris condensata,* Marrubium alysson,? Pedicularis longi-
flora,?® Avicennia germinans,? Plantago depressa,® Prem-
na corymboda var obtusifolia,® Premna odorata?” y mu-
chas otras. Avila et al.®? demostraron que los verbasco-
sidos de Buddleja cordata matan Staphylococcusaureusal
afectar la sintesis proteinica e inhibir la incorporacién
de leucina; asimismo, Pardo et al.?® comprobaron tam-
bién el efecto antimicrobiano de los verbascdsidos de
Buddleja globosa. Sin embargo, en el caso de proto-
zoarios se requiere investigacion posterior para com-
probar el porqué de su efecto. Al hacer la revision de
la literatura, no se encontraron trabajos cientificos
sobreelmodo deaccién de los verbascosidos de Buddleja
spp sobre Costia necatrix o sobre otros protozoarios.
Es importante enfatizar que estd demostrado el efec-
to piscicida de los sesquiterpenos (Buddledinas) con
estructura cariofilénicas de las raices de Buddleja davidii
y Buddleja japonica.” Es muy posible que las raices de
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Buddleja cordata contengan estas Buddlejinas, aunque
no hubo mortalidad entre los peces en este bioensayo,
ya que solo se utilizaron las hojas de la planta.

Losinvestigadores se hallan estimulados a utilizar la
herbolaria medicinal contra algunas enfermedades ya
gue se aprovechan recursos floristicos, algunos de los
cuales se encuentran en gran cantidad en regiones
especificas, lo que para los piscicultores seria de ayuda,
ya que se evitaria el uso de farmacos que son contami-
nantes o de alto precio. En este trabajo, uno de los
objetivos fue conocer los principios activos del Tepozan
para posteriormente estudiar su modo de accion, aun-
gue en la practica acuicola, el uso de la Buddleja cordata
cruda y molida o en infusion acuosa, constituye una
herramienta terapéutica econdmicay sencilla para tra-
tar a los peces contra la costiasis.* El efecto contra Costia
necatrix se logré a dosis de 25, 50 y 100 mg/I en dos
tratamientos (cada 24 h), aunque en este ensayo se
utilizo la dosis intermedia de 50 mg/1, puede utilizarse
sin problema la dosis de 100 mg/I ya que la planta se
encuentra difundida en muchos lugares y su obtencién
no es econémicamente gravosa. Dados los resultados
obtenidos, se recomiendan también dos tratamientos
con 24 horas de diferencia entre ambos.
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