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RESUMEN

En la busqueda de nuevas alternativas para
el mejoramiento de la salud animal se evalud
la actividad antihelmintica de tres plantas
de uso tradicional (Cydista aequinoctialis
L., Heliotropium indicum L. y Momordica
charantia L.) en el area rural del estado de
Tabasco contra Haemonchus contortus.
Los extractos acuosos crudos se obtuvie-
ron del material deshidratado. Cada uno de
ellos fue disuelto en agua destilada a una
concentracion de 20 mg ml! y la actividad
antihelmintica se evalud en placas de ELISA
de 96 pozos se colocaron alicuotas de 100
pL de extracto y 50 larvas L3 desvainadas
de H. contortus. Como control negativo se
utiliz6 agua destilada y como control posi-
tivo Febendazol, evaluando a las 24, 48 y
72 h de exposicion. Los extractos de las tres
plantas estudiadas presentaron diferente ac-
tividad antihelmintica y la mayor mortalidad

se presento con el fruto de M. charantia con
65.5% alas 72 h.

Palabras clave: Haemonchus contortus,
Cydista aequinoctialis, Heliotropium in-
dicum, Momordica charantia, actividad
antihelmintica.

ABSTRACT

Antihelmintic activity against Haemonchus
contortus was searched as a new alternative
for animal health improvement using three
plants (Cydista aequinoctialis L., Heliotro-
pium indicum L. and Momordica charantia
L.) of traditional usage in the rural area of
Tabasco State, Mexico. Aqueous extracts
were obtained of dried material. Each
extract was diluted in distilled water to
obtain a concentration of 20 mg ml'. The
antihelmintic activity was evaluated at 24,
48 y 72 h of exposition with 100 pL of
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each extract and 50 L3 unsheathed larvaes
of H. contortus in a 96 well ELISA plaque.
Distilled water was used as negative control
and fenbendazole as positive control. All
extracts of the three studied plants presen-
ted antihelmintic activity and the highest
mortality, 65.5% at 72 h, was recorded with
the M. charantia fruit extract.

Key words: Haemonchus contortus,
Cydista aequinoctialis, Heliotropium indi-
cum, Momordica charantia, antihelmintic
activity.

INTRODUCCION

Las parasitosis gastrointestinales provocan
anualmente grandes pérdidas economicas a
la ganaderia, no s6lo por mortalidad directa
sino por ser causa de enfermedades debi-
litantes, agudas y cronicas. La busqueda
de alternativas para el tratamiento de estas
enfermedades constituyen una necesidad
imperiosa y un reto para la investigacion
en farmacologia (Klokouzas et al., 2003).
Se han tratado de controlar las parasitosis
usando productos farmacéuticos de tipo
sintético lo cual ha causado el creciente de-
sarrollo de resistencia antihelmintica (RA)
(Jackson y Coop, 2000), la cual se presenta
cuando se administra un medicamento en la
dosis y forma correcta a un animal enfermo
sin que actlie eficazmente (Nari et al., 2000;
Benavides y Romero, 2001). La resistencia
es un problema de todas aquellas areas de
produccion ovina donde la quimioterapéu-
tica es el tinico método de control de los
parasitos; de hecho, ha surgido como el
problema mas importante en varios paises
que enfrentan el control de las infestaciones
por nematodos gastroentéricos (NGE) de
pequeiios rumiantes (Kaplan, 2004).
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Haemonchus contortus es un nematodo
gastroentérico y uno de los parasitos mas
virulentos de los pequefios rumiantes que,
por sus habitos hematofagos, provoca una
de las infecciones mas frecuentes e impor-
tantes y de mayor afectacion que ocasionan
una ineficiencia bioldgica y econdmica en
los sistemas pecuarios del pais (Cuellar,
2003).

El descubrimiento y desarrollo comercial
de nuevas moléculas con actividad anti-
parasitaria es un proceso excesivamente
costoso y prolongado, la optimizacion del
uso de compuestos disponibles en medicina
veterinaria, parece ser el gran desafio para
la terapia antiparasitaria (Lanusse, 2010).
Se han propuesto diversos métodos no
quimicos para el control de las parasitosis,
tales como el control bioldgico, la resisten-
cia genética por parte de los animales asi
como el desarrollo de vacunas (Lifschitz
et al., 2002), entre los que se destaca la
fitoterapia (Skrebsky et al., 2008). En este
contexto, la herbolaria ha dado origen a
mas del 30% de los medicamentos que
se utilizan en la actualidad, entre ellos
los antihelminticos. Para la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS, 2002) aquella
representa una alternativa, ya que tiene el
conocimiento, las habilidades y practicas
relacionadas sobre el estudio de la salud,
ademas de presentar un valor econdémico
significativo en la poblacion.

La medicina tradicional es una realidad
presente en todo el mundo. Como su nom-
bre lo indica, forma parte del patrimonio
cultural de cada pais y emplea practicas que
se han transmitido de una generacion a otra
(Moron y Jardines, 1997). En México ha
sido ampliamente documentado el uso de
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plantas como remedios para el cuidado de
la salud. Numerosas publicaciones etnobo-
tanicas describen el empleo de los recursos
herbolarios, lo que hace de las plantas no
solo un recurso natural sino parte de la
historia y presente de un pais (Romero et
al., 2005).

(Cual es la forma de uso etnomedicinal de
estas especies?

Antihelmintico cundeamor (Momordica
charantia L. Cucurbitaceae): completo sin
raiz (hoja, guia, tallo, fruto), se macera y
lo dan como purgante.

Rabo de mico (Heliotropium indicum L. -
Boraginaceae): La planta entera se macera
y se aplica como purgante en los animales
domésticos.

Flor de ajo (Cydista aequinoctialis Miers.
Bignoniaceae): hojas en infusion para
animales

El objetivo del presente trabajo fue deter-
minar la actividad antihelmintica in vitro
de tres especies vegetales utilizadas en la
medicina tradicional de los pobladores
rurales de Tabasco, México.

METODOS

Las especies vegetales que se incluyeron en
este trabajo fueron seleccionadas con base
en el reporte de Espinosa et al. (2009) como
plantas utilizadas en la medicina tradicio-
nal de las comunidades rurales de Tabasco
contra los helmintos. Las especies usadas
para estudiar in vitro la actividad contra
Haemonchus contortus fueron cundeamor
(Momordica charantia L. Cucurbitaceae),
rabo de mico (Heliotropium indicum L.
Boraginaceae) y flor de ajo (Cydista ae-
quinoctialis Miers. Bignoniaceae). Las
muestras de hoja y fruto de M. charantia,

hoja de H. indicum y hoja de C. aequi-
noctialis se colectaron durante el mes de
junio de 2010 en los municipios Centro y
Macuspana del estado de Tabasco, México.
Un espécimen de cada planta se deposito
en el herbario de la Universidad Juarez Au-
tonoma de Tabasco (Voucher: Momordica
charantia — 33543; Heliotropium indicum
—33544; Cydista aequinoctialis — 33545).
La confirmacion de la identificacion de
cada especie la realizo la doctora Nelly
del Carmen Jiménez Pérez. Después de eli-
minar las impurezas de forma manual, las
muestras se secaron a temperatura ambiente
(promedio de 34°C) por ocho dias, prote-
gidas de la luz; se molieron en un molino
industrial (marca Estrella® modelo 41B)
depositandolas en recipientes herméticos
para su conservacion.

Preparacién de los extractos

Para la extraccion se realizé una separacion
secuencial con polaridad ascendente de
solvente usando hexano, acetato de etilo,
metanol y agua destilada en una relacion
1:2 (v/v, planta:solvente) dejando macerar
por 24 horas a temperatura de 25°C durante
24 h. El extracto acuoso de cada planta se
filtr6 en papel filtro Whatman nam. 40 y se
concentrd en un rotaevaporador Heidolph
Laborota 4000 a 90 rpm a una temperatura
de 50°C. Una vez concentrado, se liofiliz6
en un equipo Heto Drywinner, para obte-
nerlo como extracto seco y pulverizado y
se guardo a -20°C para su conservacion
(Marie-Magdeleine ef al., 2010).

Desarrollo de las larvas de Haemonchus
contortus

Las larvas infectantes de H. contortus se
obtuvieron de un borrego Pelibuey macho
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de 30 kg infectado artificialmente con una
cepa de H. contortus a una dosis de 350
larvas/kg de peso y mantenido en un corral
individual por 20 dias. Las heces fueron
recolectadas del recto realizando copro-
cultivos que se dejaron incubar durante
seis dias a temperatura ambiente para pos-
teriormente obtener las larvas infectantes
(L3) utilizando la técnica del embudo de
Baermann (Liébano ef al., 2004).

Bioensayo

Los ensayos para determinar la actividad
anthelmintica se realizaron con los ex-
tractos acuosos de las plantas en estudio,
por ser la infusion y decoccion las formas
tradicionales de uso de las mismas. La bio-
actividad de los extractos acuosos de hojay
fruto de M. charantia, hoja de H. indicum
y hoja de C. equinoctialis se evaluaron por
triplicado colocando 50 larvas L3 en cada
pozo de una placa de Elisa de 96 pozos de
acuerdo a los tratamientos mostrados en la
tabla 1 y cuantificando las larvas vivas y
muertas a las 0, 24, 48 y 72 h de exposicion,
siguiendo el protocolo citado por Lopez et
al. (2006).

Disefio experimental

Se realiz6 un disefio completamente al azar
considerando como un tratamiento a cada
uno de los extractos estudiados (flor de ajo,
rabo de mico, cundeamor hoja, cundeamor
fruto) y dos controles (negativo = agua y
positivo = febendazol) con un total de seis
tratamientos que se realizaron por triplicado.
Se determinaron las diferencias significa-
tivas entre los tratamientos mediante un
analisis de varianza (ANOVA) y una prueba
de comparacion de medias de Tukey con
un nivel de significancia o = 0.05 usando el
paquete estadistico SPSS para Windows.

RESULTADOS

Se observo que las larvas infectantes mos-
traron una mortalidad de 0% en el extracto
de hoja de C. aequinoctialis a las cero
horas y conforme transcurrié el tiempo de
exposicion, la mortalidad aument6 hasta
alcanzar el 39.57% a las 72 h presentando
este extracto un efecto antihelmintico in
vitro reduciendo la sobrevivencia de las
larvas de H. contortus hasta 60.43% (tabla
2). Con respecto al extracto de hoja de H.

Tabla 1. Tratamientos establecidos para la evaluacion de la actividad
antihelmintica de H. contortus.

Tratamiento | Extracto acuoso (20 mg/ml) Control
s agua ()
2l Febendazol 1 mg/mL (+)
3 C. aequinoctialis =~ | === —-emme-
4 H. indicum | = e
5 hoja de M. charantia | = ---—---
6 fruto de M. charantia | = -
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Tabla 2. Efecto in vitro de cuatro extractos acuosos sobre la efectividad antihelmintica
(porcentaje de mortalidad) de H.contortus.

Tiempo de Tipo de extracto
CXPOSICION | ¢ 4 oquinoctialis H. indicum Hoja de M. Fruto de M. Agua Febendazol
h
(h) charantia charantia
0 0.00:£0.00*" 0.000.00" 0.00£0.00" 0.000.00" 0.0£0.00 0.0+0.00
24 9.67+7.740% 21.44+16.937" 15.43+7.541™ | 23.00+4.543™¢ | 0.0£0.00 | 99.10+.781
48 29.30+7.709°% 34.59+8.826™% | 46.87+11.600%" | 43.37+8.764°*" | 0.0£0.00 | 100.00+0.00
72 39.57+6.740" | 19.75+5.882%"¢ 53.83+11.600° | 68.13+28.678" | 0.0£0.00 | 100.00+0.00

* Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, a = 0.05). Los

valores después del signo + corresponde a la desviacion estandar de la media.

indicum, se observo que el mayor porcen-
taje de mortalidad ocurri6 a las 48 h con
34.59%. Sin embargo, su efectividad a las
72 h disminuyo6 a 19.75%. El extracto de
hoja de M. charantia presentd un efecto
antihelmintico del 15.43% a las 24 h de
exposicion aumentando su efectividad
hasta alcanzar el 53.83% de mortalidad a
las 72 h presentando en este tiempo el ma-
yor efecto antihelmintico. El extracto del
fruto de M. charantia present6 un efecto
antihelmintico del 23% de mortalidad a
las 24 h, el cual se incrementd a 68% a las
72 h, observando asi que el extracto con
mayor actividad antihelmintica fue el del
fruto de M. charantia.

Con respecto al comportamiento de las lar-
vas L3, a las 24 h frente a los extractos de
cada uno de los cuatro extractos, se observo
que la mayor efectividad antihelmintica
se presentd con el fruto de M. charantia
produciendo una mortalidad de 23% y
que la de menor efectividad fue el de C.
aequinoctialis con 9.6 % de mortalidad
(tabla 2). La efectividad de los extractos
a las 72 h de incubacion demuestra el
aumento de mortalidad con el extracto de
fruto de M. charantia que presentd mayor

indice de eficiencia (65.4%) contra los
helmintos, el extracto de hoja de H. in-
dicum un 46.7% y los extractos de hoja y
fruto de M. charantia presentaron 40.1%
y 19.6 % de mortalidad, respectivamente.
Estos resultados de mortalidad presentaron
diferencias significativas a las 24y 72 h de
exposicion.

DISCUSION

Los extractos de hoja de H. indicum y de
M. charantia presentaron un efecto antihel-
mintico medio, mientras que el de C. aequi-
noctialis produjo una baja actividad antihel-
mintica. Estudios realizados por Lamberti
et al. (2009), con larvas de H. contortus y
extracto etanolico de Heliotropium curassa-
vicum (de la misma familia, Boraginaceae),
reportaron que no presento alteracion en la
motilidad del parasito, mientras que en esta
investigacion el extracto de H. indicum pre-
sento actividad antihelmintica en el extracto
acuoso logrando una mortalidad que vario6
dependiendo del tiempo de exposicion de
21 a34.5%. Se ha reportado que el extracto
acuoso de la parte aérea de otro miembro
de la familia Boraginaceae (Coldenia pro-
cumbens) presento actividad antihelmintica
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provocando paralisis y muerte de la lombriz
de tierra de la India (Pheretima posthuma)
debido probablemente a la presencia de
alcaloides, flavonoides, carbohidratos, y
compuestos fendlicos en los extractos acuo-
soy etanolico utilizados (Aleemuddin et al.,
2012). Por otro lado, Mahato et al. (2014)
reportaron que el extracto acuoso de H.
indicum produjo paralisis y muerte de P. pos-
thuma a los 75 minutos de exposicién men-
cionando que los compuestos polifenolicos
(taninos) presentes en el extracto pueden
unirse a las proteinas en el tracto intestinal
del animal huésped o una glucoproteina en
la cuticula del parasito causando la muerte;
también pueden tener efecto directo sobre
la viabilidad de los estados preparasiticos
de helmintos. Otros compuestos que pueden
tener efecto antihelmintico son los aceites
esenciales, flavonoides y terpenoides tam-
bién presentes en el extracto.

Los frutos de M. charantia presentaron la
mayor mortalidad parasitaria. Esto concuer-
da con lo reportado por varios autores que
han reportado la actividad antihelmintica de
extractos acuosos y etandlicos de esta espe-
cie en diferentes especies parasitas. Beloin et
al. (2005) confirmaron el uso etnomedicinal
de M. charantia sobre problemas gastro-
intestinales causados por Caenorhabditis
elegans en Africa y sugieren que la actividad
antihelmintica se deba a glucdsidos triter-
penos como momordicinas [ y II. Grove y
Yadav (2008), tambien mencionaron que
el extracto acuoso del fruto entero de M.
charantia sobre adultos de Ascaridia galli
presento actividad antihelmintica en pruebas
in vitro e in vivo. Shah Alam et al. (2014)
probaron extractos acuosos de M. charantia
sobre larvas L3 y adultos de Ascaridia galli,
Heterakis gallinae y Capillaria spp repor-
tando actividad antihelmintica potencial en
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los adultos de estas especies. Chen et al.
(2008) encontraron 14 nuevas cucurbita-
cinas con actividad antimicrobiana en los
extractos acuoso y etandlico de frutos y
hojas de M.charantia.

Andrade et al. (2012) realizaron el estudio
fitoquimico de M. charantia a partir del
extracto etanolico de la planta y demostra-
ron la presencia de alcaloides, triterpenos y
glucosidos cardiogénicos usando cromato-
grafia en capa fina y pruebas colorimétricas.
Refieren que algunos de estos compuestos
pueden explicar la larga historia de uso como
planta medicinal tradicional en diversos pai-
ses en desarrollo para tratar enfermedades
como infecciones, parasitosis, y diabetes,
entre otras. Por otro lado, Avello et al.
(2006) reportan que los extractos acuosos
(10, 15 y 20%) de M. charantia mostraron
una actividad antihelmintica contra la lom-
briz de la tierra africana Eudrilus eugeniae.
En la comparacion cualitativa, observaron
un mejor comportamiento antihelmintico
con el extracto acuoso de M. charantia al
20%. Sin embargo, con el jugo de M. cha-
rantia obtuvieron resultados superiores en
comparacion con farmacos como piperazina
al 1% y levamiso al 10%. Por otro lado, Diaz
et al. (2004) mostraron que la concentracion
minima inhibitoria de semillas de Cucurbita
maxima (Cucurbitaceae) fue de 23 g en
agua destilada contra tenias caninas y que
es capaz de producir efectos antihelminticos
provocando alteraciones en la motilidad
del helminto, asi como que a concentracio-
nes mas altas (30 gy 32 g) se observo la
destruccion de huevos. Flores et al. (2001)
confirmaron que el consumo de frutos ma-
duros de M. charantia (pepino de monte)
se usa para combatir parasitos intestinales.
También se ha reportado que los extractos de
las partes aéreas presentan fuerte actividad
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antihelmintica frente a nematodos (Beloin et
al., 2005). Se utilizaron sus hojas y tallo en
coccion para las helmintiasis en general.

Finalmente, no se encontraron reportes en
la bibliografia consultada sobre la actividad
aniuhelmintica de Cydista aequinoctialis.
Sin embargo, en varios estudios realizados
con extractos acuosos de las hojas de plantas
usadas en la medicina tradicional del norte
de Peru, entre Cydista aequinoctialis, se ha
demostrado la presencia de antocianinas,
saponinas y taninos con actividad antibac-
teriana (Bussmann 2014; Bussmann et al.,
2011; Bussmann et al., 2009). Por otro lado,
se encontraron algunos estudios realizados
con extractos a otras especies de la familia
Bignonaceae. Por ejemplo, Moreira et al.
(2015) reportan actividad antihelmintica del
extracto etanolico de Zeyheria tuberculosa
contra larvas del mosquito Aedes aegypti
con una baja mortalidad (menor al 25%).
Nagaraja, y Paarakh, (2011) y Asha et al.
(2013) probaron diferentes extractos de Mil-
lingtonia hortensis y Pajanelia longifolia,
respectivamente, sobre la lombriz de tierra
de la India Pheretima posthum encontrando
que causaron la muerte a dosis bajas (40y 6
mg/mL, respectivamente) por la presencia
de compuestos como taninos y esteroides.

CONCLUSIONES

En nuestra investigacion rescatamos la me-
dicina tradicional como posible fuente de
futuros medicamentos para tratar algunas
helmintiasis presentes en los ovinos para
apoyar a los habitantes de las comunidades
de la Sierra de Tabasco. Todos los extrac-
tos evaluados presentaron actividad anti-
helmintica en diferente porcentaje contra
Haemonchus contortus siendo el extracto
acuoso del fruto de Mormodica charantia

el que caus6 la mayor mortalidad en los tres
tiempos evaluados. El tiempo de exposicion
de las larvas al extracto fue factor determi-
nante pues cabe resaltar que H. indicum
mostré mayor actividad a las 48 horas con
46.87% de mortalidad, 24 horas antes que
las otras especies evaluadas. Se sugiere se
realicen futuros estudios para evaluar la
actividad antihelmintica in vivo de estas
especies vegetales, determinar la dosis mas
efectiva (probando otras concentraciones) y
la citotoxicidad de los extractos; asi como
realizar un tamizaje quimico para encontrar
las sustancias con mayor actividad. Con una
investigacion obtenida exhaustivamente, los
extractos vegetales con actividad nematicida
podrian ser un prospecto para obtener un
antihelmintico natural.
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