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RESUMEN

En este trabajo se presentan los resultados de la evaluacion del potencial antihelmintico de
los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de dos plantas empleadas en medicina tradicional
como antiparasitarios, como son Carica papaya y Plantago major, cominmente conocidas
como papaya Y llantén, respectivamente. EI motivo de la seleccion de las plantas para la
realizacion de este estudio, estriba en: a) son plantas locales y conocidas ancestralmente
para tratar parasitosis internas tanto en animales como en humanos, b) son abundantes y
depara su facil obtencion. Para determinar el potencial antihelmintico de los extractos se
empleé como organismo bioindicador al neméatodo Caenorhabditis elegans. Los resultados
obtenidos indican que los extractos de ambas plantas presentaron actividad nematicida. El
extracto hidroalcoholico 70:30 (etanol 96% : agua) de hojas de Plantago major presento
una toxicidad 40,5% mayor que la del extracto acuoso; mientras que en Carica papaya el
extracto acuoso presentd una toxicidad 40% mayor que el extracto hidroalcohdlico. Los

resultados son discutidos en funcion del potencial antihelmintico de cada extracto.

Palabras claves: Caenorhabditis elegans, antihelminticos, Plantago. major, Carica.

papaya.



ABSTRACT

This work provides the results of the evaluation of the anthelmintic potential of aqueous
and hydroalcoholic extracts of two plants used in traditional medicine as antiparasitic, such
as Carica papaya and Plantago major, commonly known as papaya and llantén,
respectively. The reasons for the selection of the plants for performing this study are: a)
they are local plants ancestrally known to treat internal parasitism both in animals and
humans, b) they are abundant and easy to obtain. To determine the anthelmintic potential of
the extracts, the nematode C. elegans was used as a bioindicator organism. The results
obtained revealed that the extracts of both plants showed nematicidal activity. The
hydroalcoholic extract of P. major leaves 70:30 (etanol:aqua) presented 40.5% greater
toxicity than that of the aqueous extract; whereas in C. papaya the aqueous extract
presented 40% greater toxicity than the hydro-alcoholic extract. The anthelmintic potential

of each extract is discussed.

Key words: Caenorhabditis elegans, anthelmintic, Plantago major, Carica papaya.



TABLA DE CONTENIDO

INDICE

INTRODUCCION ...ttt sttt 13
CAPTTULO | oottt 15
1.1 Planteamiento del Problema..........cccovoiiiiieiese e 15
1.1.1 Problema GeNETal ..........couiiieiiie ittt 15
1.1.2 Problemas ESPECITICOS.......cuiiiiiiiiiieese e 15

1.2 ODJELIVOS ...ttt bbb bbbt 16
1.1.1 ODJEtiVO QENETAL .....c.veeeeeceie ettt 16
1.1.2 ODjJetiVoS €SPECTTICOS ... .iiuiiiiieiicie e 16

IR I 1T 0 T0] (=] OSSPSR 16
1.4 JUSEITICACION. ...ttt ettt b e bbb et neas 17
CAPITULO ottt 18
P Y/ T oo T I =To] oo ST RSPRPRR 18
2.1 Uso de las plantas medicinales como antiparasitarios. ............cccceevververieseeseereennns 18

2.2 Helmintos gastrointeStiNales. ..........c.oiveiieiieiicie e 19

2.3 Antihelminticos naturales Yy SINtELICOS. .........cceevveeieiicie e 20

2.4 Caenorhabditis elegans como modelo para estudio de actividad antihelmintica. ...22

CAPTTULO Tttt 24
KTV, [51 (oo (o] (oo | - SO SRPSRR PSP 24
3.1 Tipo de disefio de INVESTIGACION. ........oveiiiieieiie e 24

3.2. Materiales, sustancias, eqUIPOS Y FEACLIVOS. ..........ccorerirerieiierie e, 24

3.3 MEALOAOS Y TECIICAS ...ttt 26

3.4 ANALISIS ESTAISTICO. 1..ecvvevieieicce e 28
CAPITULO IV oottt 29
4.1 ReSUItAd0S Y DISCUSION .......couiiiiiiiiieiesie sttt et 29
CAPITULO Voot 38
CONCIUSIONES ...ttt ettt e e st e saeeste e s e sbeesteeneesteeseeneenseeseeneenneas 38
CAPITULO VI oottt 39
RECOMENUACIONES. ...ttt b et b e bt et e e besnee e 39

7. Referencias BiblIOgQrafiCas ..........cceiiiiiiiiiicc e 40



ANEXOS ..o 47

ANEXO L. FOUOS. ... s 47
ANEXO 2. Matriz de CONSISTENCIA. .....eveviriiiiiiiieiieieie sttt 50
Anexo 3. Cronograma de ACHIVIJAUES........c.cvevueiieiiere e 51
Cronograma semanal de actividades- Mmes de MAaY0.........ccocvrveeeienereneneseseeeeeeeen, 51
Cronograma semanal de actividades- mes de JUNIO .........ccoovevrieieneneneneseseeeee e, 52
Cronograma semanal de actividades- mes de Julio ........ccccoovvvveiincieniee, 52
Cronograma semanal de actividades- mes de agoSt0 ........cccueveerierireneneneseeeeeee, 53



CONTENIDO
INDICE DE CUADROS, GRAFICOS Y TABLAS

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Mortalidad de nematodos en el extracto acuoso de hojas de P. major en diferentes

ITUCTONES. ..ttt e bbb bbbt n e s 29
Tabla 2. Mortalidad de nematodos en el extracto hidroalcoholico de hojas de P. major en
AITErentes diTUCIONES. .......coiiiiiiiee e bbb 30
Tabla 3. Mortalidad de nematodos en el extracto acuoso de semillas de C. papaya en
AITErentes diTUCIONES. ........ciiiiieiee e bbbt 31
Tabla 4. Mortalidad de nematodos en el extracto hidroalcohélico de semillas de C. papaya
eN dIferentes ITUCIONES. ......ocvi et nre e enes 31
Tabla 5. Valores de LCs e intervalos de confianza al 95% para los extractos acuosos e
hidroalconOlICOS @ 185 12 N....o.vvcveeiicicc e 32



INDICE DE GRAFICOS

Gréfico 1:
Gréfico 2:
Gréfico 3:
Grafico 4:
Grafico 5:
Grafico 6:
Grafico 7:
Grafico 8:
Graéfico 9:

Graéfico 10:
Grafico 11:
Grafico 12:
Grafico 13:
Grafico 14:
Grafico 15:
Grafico 16:
Grafico 17:
Graéfico 18:
Graéfico 19:
Graéfico 20:

Planta de papaya..

Cosecha dEpapaya

Extraccion de semillas de papaya..

Semillas depapaya
Seleccion semillas PAPAYA. .........ccour e iee it e e e e e e e e
Lavado semillas de papaya... ..............c.cooeie e ieiiie e e et e e e
Secado semillas de papaya en estufa. .............cc.cooeeiiie e iiiiie e
Droga triturada de semilla de papaya......................cceeeeeiieeiee e
RECOIECCION de llANTEn... ... ... ... oot e et e s et e e e e e e e
34
34

.35

Lavado de llantén...
Secado de /lantén...
Seleccion de hojas de Zlanten

10

Molinado de llanten
Obtencion de la droga pulverizada de hojas de llantén... ... .......................
Preparacion del extracto liguido de llantén... ....................ccoceeeineeecnn ...
Uso del ultrasonido €7 extracto. ..............c.cooeeeiecoeee et e e et e
Dilucion de extractos de papaya.. ...........c.coucceveeeescees eeie e e e e
Dilucion de extractos de llantén... ... ..........c..cocuciviesieiic oo
Observacion de C. elegans en pocillos................ccccooeeveieiiceeiiiee e
Lectura y reporte de bioensayos...............ceoeeveeeeueuecueceeaee e e e e

w33
w33
.33

34
34
34
34
34
34

35
35
35
35

.36

36

.36

.36



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Andlisis de Varianza para N° de individuos muertos/10 C. elegans entre
extracto de Ilantén y de semillas de papaya y entre concentraciones ensayadas a las 12
NOKas A8 EXPOSICION. ......cuiieniitiite ettt e 35
Cuadro 2. Pruebas de Multiple Rangos para N° de individuos muertos/10 C. elegans entre
extracto de llantén y de semillas de papaya y entre concentraciones ensayadas a las 12

0] S0 [l q 010 ] [od o] PSPPSRI 36
Cuadro 3. Cronograma semanal de actividades del mes de mayo. ..........ccccoeveverveieiieennen. 51
Cuadro 4. Cronograma semanal de actividades del mes de junio..........ccccccevveieiveiesinennen, 52
Cuadro 5. Cronograma semanal de actividades del mes de Julio...........ccocvviniiiiiiiiicnenn, 53
Cuadro 6. Cronograma semanal de actividades del mes de agosto.............ccocvrervrviieinenn, 54

11



INDICE DE ILUSTRACIONES

lustracion 1. Relacion entre mortalidad de C. elegans y dosis de los extractos acuosos e

hidroalcohdlicos de la hoja de Plantago Major. ... 33
llustracion 2. Relacion entre mortalidad de C. elegans y dosis de los extractos acuosos e
hidroalcohdlicos de las semillas de CariCa Papaya. ........c.ccoeerererieerenieesese e 34
llustracion 3. Relacion entre concentracion (mg/ml) y muertos/10 individuos................... 35
lustracion 4. Grafico de interacciones CONCENLIACION. .........ccecveeveieerieeiesie e se e 36

12



INTRODUCCION

Los nematodos, también conocidos como vermes, gusanos redondos o gusanos cilindricos,
se agrupan en uno de los Phyla mas diversificados del reino Animalia, cuyos miembros
parasitan tanto vertebrados como invertebrados y plantas y, ademas, existen numerosas

especies de vida libre *.

Los nematodos parasitos de vertebrados pueden alojarse en cualquier 6rgano, aunque la
mayoria se encuentran asociados al tubo digestivo y gladndulas anexas y son agentes
causales de enfermedades de transmision alimentaria como la triquinosis, filariasis,

anisakiasis, anquilostomiasis, ascariasis, estrongiloidiasis, toxocariasis, entre otras 2.

El control de estos paréasitos se realiza mediante el empleo de antihelminticos sintéticos,
pero su uso indiscriminado ha conducido al desarrollo de resistencia a estos farmacos a
nivel mundial®. Ademas, se requiere limitar al minimo indispensable los residuos de drogas
en los productos animales, lo cual genera la necesidad de encontrar estrategias alternativas

que permitan reducir el uso de antihelminticos sintéticos *.

Una manera de abordar esta situacion consiste en aprovechar la actividad antihelmintica de
extractos vegetales con base en el conocimiento ancestral. En Ecuador y muchas otras
partes del mundo, son empleadas plantas como el llantén y las semillas de la papaya para

esos fines.

Considerando que un gran nimero de especies vegetales han dado origen a mas del 30% de
los medicamentos utilizados en la actualidad, entre ellos antiparasitarios, y teniendo en
cuenta que todavia un gran nimero de plantas no han sido estudiadas, en este trabajo se
investigd la actividad antihelmintica de Plantago major (llantén) y Carica papaya
(papaya), empleando como bioindicador el neméatodo de vida libre Caenorhabditis elegans
el cual es un modelo bioldgico util para entender el mecanismo de accion de diferentes
drogas a través de ensayos de mortalidad in vitro y que, por lo tanto, permite determinar el
potencial antihelmintico que pudiera llegar a tener una planta. Ademas, C. elegans, posee la
ventaja de poder disponer, con facilidad, de grandes cantidades de este organismo bajo
condiciones de laboratorio y manipularlo bajo condiciones controladas. Por otro lado, el
hecho de que este nematodo comparte caracteristicas fisiologicas y homologia genética con
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https://paperpile.com/c/7AWILM/7rJ7
https://paperpile.com/c/7AWILM/VgOT
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https://paperpile.com/c/7AWILM/lAxm

otros nematodos parasitos, permite establecer comparaciones validas y extrapolar
resultados °.
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https://paperpile.com/c/7AWILM/hnTB

CAPITULO |

1.1 Planteamiento del Problema

1.1.1 Problema General

e ;Los extractos de Plantago Major y de las semillas de la Carica papaya poseen

potencial antihelmintico?

1.1.2 Problemas Especificos

e Es posible determinar la capacidad antihelmintica de extractos acuosos e
hidroalcohdlicos de Plantago major y Carica papaya con base en la respuesta del
efecto toxico de esos extractos en C. elegans?

e ;Cudl es la concentracion letal media (CLso) de los extractos del Plantago major y
de semillas de la Carica papaya en C. elegans?

e Cual de los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de Plantago major y Carica
papaya posee mayor toxicidad en C. elegans?

15



1.2 Objetivos

1.1.1 Objetivo general

Evaluar el potencial antihelmintico de los extractos de Plantago major y de las
semillas de la Carica papaya, utilizando como modelo experimental el nematodo

Caenorhabditis elegans.

1.1.2 Objetivos especificos

Determinar la toxicidad del extracto acuoso de las hojas de llantén (P. major) en el
nematodo C. elegans.

Determinar la toxicidad del extracto hidroalcohdlico de las hojas de llantén (P.
major) en el nematodo C. elegans.

Determinar la toxicidad del extracto acuoso de semillas de papaya (C. papaya) en el
nematodo C. elegans.

Determinar la toxicidad del extracto hidroalcoholico de semillas de papaya (C.
papaya) en el neméatodo C. elegans.

Establecer la concentracion letal media (CLsg) de los extractos acuosos e
hidroalcoholicos de P. major y de semillas de C. papaya en el nematodo C.
elegans.

Comparar el efecto de los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de P. major y de

semillas de C. papaya como indicador de actividad antihelmintica.

1.3 HipOtesis

Con base en el conocimiento ancestral, se sabe que el llantén (P. major) y las semillas de

papaya (C. papaya) han sido empleados para eliminar parasitos intestinales. De

comprobarse experimentalmente que los extractos de la hoja de Plantago major y de

semillas de Carica papaya tienen efecto tdxico en C. elegans, empleado como organismo

modelo, es posible establecer el potencial antihelmintico de esos extractos.

16



1.4 Justificacion

Las parasitosis intestinales son ocasionadas por la ingestion de quistes de protozoos, huevos
o larvas de gusanos o por la penetracién por via transcutanea de larvas desde el suelo®. Hoy
en dia, las parasitosis causadas por helmintos afecta a un tercio de la poblacion mundial,
sobre todo en aquellas establecidas en zonas rurales en las que existen pobres condiciones
higiénico-sanitaria’. El tratamiento de esas parasitosis requiere del uso de antihelminticos
sintéticos que han demostrado no ser suficientes para controlar la parasitosis debido a la
resistencia que han adquirido estos nematodos a farmacos sintéticos por uso indiscriminado

y no controlado.

Una alternativa para controlar y/o curar las parasitosis radica en el uso de antihelminticos
naturales obtenidos de diversas plantas que se encuentran disponibles en la naturaleza y al
alcance de cualquier persona®. Tal es el caso del Plantago major (llantén) y de las semillas
de Carica papaya (papaya), dos plantas ampliamente distribuidas y facilmente
accesibles®®, 'y que han sido empleadas como alternativa para mejorar la salud

intestinal'®**.

Con base en estos antecedentes, se justifica realizar estudios controlados que permitan
establecer, in vitro, el potencial antihelmintico de esas plantas para cuantificar el grado de
toxicidad (CLsp) de sus extractos acuosos e/o hidroalcohdlicos en el organismo modelo, C.
elegans, con la finalidad de disponer de una alternativa farmacoldgica con capacidad

antihelmintica, a base de productos naturales.

17


https://paperpile.com/c/7AWILM/u5He
https://paperpile.com/c/7AWILM/Cw0i
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CAPITULO 11
2. Marco Teoérico

2.1 Uso de las plantas medicinales como antiparasitarios.

Una planta medicinal es aquella que contiene principios quimicos bioactivos conocidos
como metabolitos que se utilizan como principal ingrediente en los medicamentos 0 como
adyuvante en la sintesis de éstos. Con el paso del tiempo aparecieron industrias
farmacéuticas para las cuales las plantas pasaron a ser fuente de principios activos de
medicamentos 2. En la actualidad, se ha regresado al uso de productos naturales que han

contribuido al consumo de productos a base de plantas medicinales *.

A través de la historia de la medicina, desde antes del siglo XI ha quedado registrada la
intervencion de famosos alquimistas quienes son los antecesores de los que en la actualidad
se dedican al estudio de la quimica, ademas de los boticarios y curanderos, quienes fueron
aquellos que preparaban pdcimas para curar algunas enfermedades como la helmintiasis,
usando a las plantas para lograr este objetivo **. En la medicina tradicional se usan
diferentes extractos de plantas para combatir parésitos patégenos *>, razén por la cual el ser
humano ha mantenido una intima relacion con las plantas acumulando gran cantidad de

conocimiento que le han permitido usarlas tanto en su alimentacion como para su curacion
16,17

2.1.1 Plantas con capacidad antihelmintica.

En la naturaleza se usa innumerables sustancias para tratar enfermedades de tipo
infecciosas e intestinales, especialmente en dolencias en las cuales no hay una adecuada
solucion. A nivel global se conoce que la biodiversidad vegetal puede producir mas de
100.000 productos naturales de bajo peso molecular llamados metabolitos secundarios,
siendo estos esenciales para la vida de la planta; estas mismas plantas pueden contener

fitoalexina y fitoanticipina que poseen capacidad antihelmintica in vitro 2.
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2.2 Helmintos gastrointestinales.

2.2.1 Efecto de los helmintos gastrointestinales.

Los parasitos nematodos gastrointestinales de rumiantes infectan el intestino delgado del
hospedador y generan un gran riesgo en la poblacion mundial ya que afectan la
productividad del hospedador causando reducciones en las tasas de fecundidad, crecimiento
e incremento de la mortalidad *°. Aunque la mejor manera de combatir a estos parasitos ha
sido a través de antiparasitarios sintéticos, pero se ha visto incrementada la limitacion de
usar sustancias quimicas debido a los efectos secundarios que pueden producir diferentes

farmacos .

La utilizacién de metabolitos secundarios se ha ido intensificando con el fin de encontrar
un medio de control de parésitos gastrointestinales analizando nuevos compuestos quimicos
potentes contra helmintos, tratando asi de reemplazar el uso de quimicos sintéticos por

productos naturales con propiedades antihelminticas *.

2.2.2 Resistencia a los antihelminticos

Ya es mas que conocido que los nematodos gastrointestinales han presentado diverso grado
de desarrollo de resistencia a los antiparasitarios comerciales lo que conlleva a la necesidad
de buscar alternativas que permitan reducir el uso de antihelminticos sintéticos. Estas
alternativas incluyen el control biol6gico mediante el uso de hongos nematéfagos, vacunas
contra helmintos, inmunonutricion y creacién de animales resistentes a helmintos a través

de mejoras genéticas *°.

2.2.3 Mecanismo de resistencia de los helmintos

La resistencia a los farmacos es la reduccion de la efectividad de medicamentos como los
antimicrobianos, antihelminticos y antineoplasicos para el tratamiento de enfermedades, y
se refiere a la resistencia adquirida por los patdgenos por procesos evolutivos en la que la

seleccion de las cepas resistentes prevalecen 322,

La resistencia antihelmintica se reporta mas comunmente en pequefios rumiantes,

identificando en ellos, varios causas que han acelerado el proceso de resistencia y que
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permiten concluir que estos factores son heredables. Este problema ha conducido a al
desarrollado y estandarizacion de técnicas in vivo e in vitro de gran utilidad para la

deteccion casi inmediata de resistencia antihelmintica 2.

Existen diferentes modificaciones genéticas que se encuentran relacionadas directamente
con el proceso de resistencia adquirida tales como (mutacidn, amplificacion genética,
transferencia genética, transformacion, transduccion, conjugacion); ademéas de estas
modificaciones la resistencia se plantea de diversas formas: resistencia multiple, resistencia

cruzada y resistencia paralela®.

2.3 Antihelminticos naturales y sintéticos.

2.3.1 Antihelminticos naturales.

Se denomina antihelmintico o vermifugo a los farmacos empleados en el tratamiento de las
infestaciones por helmintos y son medicinas que provocan la expulsion de los helmintos del
cuerpo, ya sea matandolos e incitando en ellos una conducta de huida. Estas sustancias
provocan alteraciones quimicas del metabolismo a las que son sensibles los vermes, como,
por ejemplo: la inhibicion de la fumarato reductasa de las mitocondrias, la disminucion del
transporte de glucosa o el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa. Entre estos se
encuentran el albendazol, mebendazol, niclosamida, ivermectina, suramin, tiabendazol,

entre otros.

Los antihelminticos que han sido encontrados en la naturaleza y que han demostrado poseer
potencial para ser usados para combatir parasitos nematodos gastrointestinales se conocen

como antihelminticos naturales 3.

2.3.1.1 Plantago major como antihelmintico natural

El Plantago major conocido con el nombre comin de llantén es una planta o hierba
perenne que desarrolla su ciclo vital dentro de los seis meses, pudiéndose extender hasta los
siete meses, alcanzando una altura de 15 a 30 cm, variando de acuerdo al habitat en el que

se encuentre 2.
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Sus hojas son de forma ovalada, con una anchura de 20 cm, de verde suave, unidas a un
largo peciolo liso que posee una longitud aproximada de 15 cm; sus flores son de color café
verdusco; su corola es pequefia y de color amarillento; por cada planta se produce mas de
20000 semillas .

Entre sus metabolitos secundarios figuran la catalpina, mucilagos, carotenoides, enzimas,
taninos, &cido silico, &cidos citrico y oxalico, glucomanana, emulsina, glucésido, sales

minerales, taninos, saponinas, pectinas, sales potasicas, glucosinolatos .

A lo largo de la historia se ha reconocido al Ilantén como una planta medicinal con
maltiples usos, entre ellos su capacidad antihelmintica la mediante la administracion de
infusiones aunque el zumo de esta planta es el que proporciona la mayor capacidad

antihelmintica 6.

2.3.1.2 La semilla de la Carica papaya como antihelmintico natural.

En muchas regiones donde se cultiva esta planta es muy conocida su excelente accion
contra los parasitos intestinales teniendo como grupo exclusivo las ascéarides ?’. Lo

normalmente usado son sus semillas las cuales se las usa en polvo %,

La semilla de Carica papaya posee un color gris negruzco, y se encuentra envuelta en una
capa brillante mucilaginosa conocida con el nombre de arilo, seguido por el pericarpio de
caracter lefioso, continla el endocarpio y por ultimo la almendra de forma ovoide. El
namero de semillas en el fruto puede variar de acuerdo a su tamafio, pueden ser entre 800 a
1400 **.

Las semillas son recomendadas como vermifugos en casos de enterobiasis, y su dosis
dependera especificamente de la intensidad de la helmintiasis; ademas, estas semillas
también tienen accidén nematicida gracias a un compuesto que existe en ellas, conocido con

el nombre de carpasemina %%

2.3.2 Antihelminticos sintéticos

Existen varios grupos de antihelminticos sintéticos de los cuales los que mas relevancia
poseen son los del grupo benzimidazoélico, los mismos que actdan inhibiendo la tubulina.

Fueron desarrollados para ser fungicidas de varias plantas; sin embargo, se descubrié su
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gran poder antihelmintico sobre la actividad bioldgica de nematodos, trematodos y cestodos
22

2.4 Caenorhabditis elegans como modelo para estudio de actividad antihelmintica.

A fin de establecer la capacidad o potencial antihelmintico de cualquier producto es
necesario seleccionar un nematodo para probar el efecto. Sin embargo, debido a que la
mayoria presentan ciclos de vida complejos que requieren de intermediarios y condiciones
dificiles de reproducir en laboratorio resulta complicado mantenerlos en cultivos en el
laboratorio. Una alternativa es el uso de nematodos modelo de vida libre como
Caenorhabditis elegans que ha resultado ser un excelente organismo modelo para estudios
in vitro, debido a su facil mantenimiento y a su bajo costo y la posibilidad de alimentarlos
con cepas no patdgenas de Escherichia coli, las cuales también resultan faciles de mantener
en condiciones de laboratorio ?**°. Gracias a su naturaleza hermafrodita en poco tiempo se
pueden generar cientos de individuos y cuyo desarrollo se completa en un lapso de tres dias
a temperatura ambiente pasando de huevo a adulto fértil 3! y ademas, garantiza cierta
uniformidad genética entre individuos que permite detectar mecanismos de accién a nivel
genético o molecular debido a que practicamente los individuos constituyen réplicas

experimentales ¥***,

2.4.2 Descripcién de Caenorhabditis elegans.

Nematodo de tamafio pequefio (1mm), existiendo como un hermafrodita auto-fertilizante,
facil de concebir en agar regular proporcionado de una fuente de alimento como es la
bacteriana 2. Estos pueden subsistir por mas de tres meses teniendo en su interior tejidos

tales como neuronas, génadas, intestino, mésculo y tejido cutaneo *.

La pared del cuerpo de C. elegans esta compuesta de algunas partes como: cuticula, la
hipodermis o tejido celular subcutaneo, ademas del sistema excretor, los musculos y hasta

incluso las neuronas *°.

La piel o hipodermis de C. elegans es un epitelio que se encuentra debajo de la cuticula del
microorganismo. Las células subcutaneas producen la cuticula en forma de secrecion, la
misma que elabora un sustrato util para la salida de las células y axones, que actda como un

sitio de alojamiento de algunas moléculas como los lipidos ¥*%. La hipodermis o tejido
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celular subcutaneo también interviene en la fagocitosis de células que cumplen el proceso

de apoptosis o muerte celular 3

y puede tener una funcién osmorreguladora **. Ciertos
tipos de células subcutaneas se desempefian como células blasticas produciendo el principio
post-embrionario en células nuevas, entre ellas se encuentran las neuronas **. La mayoria

de las células hipodérmicas son multinucleadas **.

23


https://paperpile.com/c/7AWILM/mG3l+FDdU
https://paperpile.com/c/7AWILM/vMB6
https://paperpile.com/c/7AWILM/mG3l
https://paperpile.com/c/7AWILM/vMB6

CAPITULO 111

3. Metodologia

3.1 Tipo de disefio de investigacion.

Esta investigacion es de tipo experimental por los procedimientos utilizados aplicando
métodos y teécnicas validadas; cuyos resultados obtenidos van a ser analizados para

diferenciar y determinar cuél es mas eficaz, utilizando el método comparativo.

3.1.1 Identificacion de variables.

3.1.1.1 Variable independiente

e Concentraciones de los extractos.

3.1.1.2 Variables dependientes

e Mortalidad del C. elegans

e Concentracion letal media (CLso)
3.1.2 Poblacién y muestra.
3.1.2.1 Poblacién
- Plantios de P. major y de C. papaya, en el canton Pasaje, de la provincia de El Oro.
3.1.2.2 Muestra
- Extractos de plantas de P. major y de semillas de C. papaya.
3.2. Materiales, sustancias, equipos y reactivos.
Reactivos y sustancias

e Muestra de extracto de hojas del P. major
e Muestra de extracto de semillas de la C. papaya
e Cajas Petri con cepa de Caenorhabditis elegans N2.

24



Cepas de E. coli
Medio K

Agua destilada
Agua miliQ
Solucién Bleach
Peptona

Sulfato de magnesio
Agar selectivo
Cloruro de potasio
Cloruro de sodio
Cloruro de calcio
Colesterol

Cloro

Alcohol 70%

Materiales

Asa de platino

Papel absorbente

Vasos de precipitacion de 100 ml
Probeta

Erlenmeyer de 250 y 500 ml
Pipetas Pasteur

Puntas para micropipetas
Micropipeta ajustable de 1000 uL
Caja de Elisa de 96 pocillos
Cajas Petri

Papel aluminio

Frasco lavador

Barrita magnetica

Mecheros Bunsen

Frascos de vidrio de 10 ml
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e Marcadores para rotular
Equipos

e Estereoscopio, Labomed, serie CZM6

e Autoclave modelo YX-18LM 18s 07716
e Incubadora

e Estufa, marca Memert

e Centrifuga, marca Dynac S51380

e Balanza

e Ultrasonido marca Fisher Scientific

e Bomba al vacio

e Roto evaporador marca Heidolph

e Refrigeradora marca Electrolux

e Cocineta

3.3 Métodos y técnicas

3.3.1 Obtenciodn de los extractos.

Las hojas de llantén y las semillas de papaya empleadas en esta investigacion fueron
colectadas en el canton Pasaje de la provincia de ElI Oro (Latitud: 3°1929.35"S;
Longitud: 79°35'41.66"0) vy trasladadas al laboratorio donde se procedié a realizar la
seleccion y posterior desinfeccion con hipoclorito de sodio (5.43%) y agua en una
proporcién 50:50. Para obtener el extracto seco del material colectado las hojas de llantén
fueron deshidratadas en estufa a 40°C durante 72 horas, mientras que las semillas de
papaya durante 7 dias. Una vez deshidratado, el material fue triturado manualmente con la

ayuda de un mortero a fin de obtener la droga vegetal en forma de fino polvo (1Imm).

A partir del material en polvo fueron obtenidos los extractos acuosos (agua destilada) e
hidroalcoholicos (etanol: agua; 70:30 v:v) mediante aplicacion de ultrasonido durante 30
minutos en un sonicador marca Fisher Scientific. Los extractos fueron filtrados para
eliminar los residuos en un Kitasato adosado a una bomba al vacio y finalmente desecados

en un roto-evaporador, marca Heidolph, a fin de obtener los extractos secos *.
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3.3.2 Diluciones de los extractos.

A partir de los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de las hojas de Ilantén y de las semillas
de papaya fueron realizadas 4 diluciones de cada uno, por triplicado para obtener

concentraciones de 2000 ppm, 4000 ppm, 6000 ppm y 10000 ppm 26,

Previo a los ensayos de mortalidad con los extractos, se realizo procesos de sincronizacion
de los nematodos (C. elegans) con el fin de tener a disposicion suficientes individuos en un

s6lo estadio larvario.

3.3.3 Mantenimiento de la cepa de Caenorhabditis elegans (N2).

Con el fin de brindar las condiciones Optimas para la reproduccion de los C. elegans, se
prepard agar selectivo siguiendo el protocolo descrito por el CGC (Centro Genético de
Caenorhabditis). Para ello se prepar6 un medio de crecimiento de nematodos sélido
(NGM) mezclando agar, peptona y cloruro de sodio disueltos en agua miliQ, esterilizada a
120°C durante 1 hora **. A este medio de cultivo se le adiciond colesterol, MgSO,4 y CaCl,,
y finalmente fue vertido en cajas Petri. En la superficie del medio s6lido fueron sembradas

colocé bacterias E. coli OP50, que sirven como alimento para los nematodos >%°.

3.3.4 Sincronizacion del Caenorhabditis elegans.

A fin de sincronizar el cultivo de C. elegans, se aplicé el método de blanqueo % . Para ello
una vez verificada la existencia de suficientes huevos en la superficie del medio de cultivo
en las cajas Petri, se procedié a lavar con medio K y a colocar en tubos Falcon los huevos
arrastrados en el proceso de lavado. Esta suspension fue centrifugada a 2200 rpm en una
centrifuga marca Dynac durante 2 minutos y luego se colocaron los tubos en hielo durante
5 minutos para prevenir la eclosidn de los huevos. Se elimino el sobrenadante y, al pellet de
huevos, se adicionaron 10 ml de solucién Bleach (Hipoclorito de sodio + hidroxido de
sodio), agitando suavemente durante 6 minutos luego de los cuales se procedid a
centrifugar nuevamente a 2200 rpm. Inmediatamente se elimino el sobrenadante y al pellet
se agregaron de 13 a 15 ml de medio K agitando suavemente y se repitio la centrifugacion.
Este proceso de lavado fue repetido 3 veces mas y, finalmente, los huevos fueron colocados

en cajas de cultivo celular con NGM.
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3.3.5 Ensayos realizados a los extractos.

3.3.5.1 Ensayo de mortalidad

A los fines de establecer la toxicidad de los extractos de P. major y de las semillas de C.
papaya, se determind la concentracion letal media (CLsp), al cabo de 12, 24 y 36 horas de
exposicion. Este analisis se realiz6 siguiendo la metodologia estandarizada en placas de
Elisa de 96 pocillos, estériles***. Cada extracto fue diluido hasta alcanzar concentraciones
de 2000, 4000, 6000 y 10000 ppm tanto para el extracto acuoso como el hidroalcoholico.
El ensayo se realiz6 por triplicado y en cada unidad experimental (pocillo) fueron
colocados 10 individuos C. elegans. Cada lapso de tiempo predeterminado (12, 24 y 36

horas) fue verificado la mortalidad en cada pocillo.

3.3.5.2 Traspaso de los nematodos C. elegans

La transferencia de los nematodos se la realiz6 escogiendo nematodos en el estadio L4,
usando un filamento de platino adherido a una pipeta Pasteur de vidrio. El filamento fue
calentado en mechero para esterilizarlo e inmediatamente fue enfriado en agua destilada
estéril para evitar contaminacion. De esta manera fue posible seleccionar los nematodos
uno a uno para poder cuantificar el nimero de 10 individuos en cada pocillo con la de

dilucién de los extractos a ensayar *.

3.4 Anaélisis estadistico.

Con el propésito de establecer las curvas de mortalidad de C. elegans vs concentracion de
los extractos acuosos e hidroalcoho6licos de las hojas de llantén y de las semillas de papaya
y determinar los valores de las CLso con sus limites de confianza al 95% fue aplicado el
método Dosis-Respuesta PROBIT “*’, con el empleo del software Microsoft Excel.

Para establecer la existencia de diferencias estadisticas en la mortalidad de los organismos
entre tiempos de exposicion, tipo de extracto (acuoso, hidroalcoholico) y dosis de los
extractos los datos fueron analizados mediante el analisis de varianza multifactorial y el test
LSD de Fisher (Least Significant Difference) como prueba a posteriori para la comparacién
de diferencias entre grupos siguiendo las pautas y recomendaciones requeridas para

efectuar este tipo de analisis estadistico paramétrico *.
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CAPITULO IV

4.1 Resultados y Discusion

En la actualidad, uno de los problemas en medicina humana y veterinaria es el empleo de
medicamentos antihelminticos de amplio espectro por el costo que tienen en el mercado y por
otros factores como el rapido desarrollo de la resistencia antihelmintica adquirida por el uso
indiscriminado de estos farmacos que han limitado, por ejemplo, su éxito en el control de
parasitosis por nematodos en pequefios rumiantes *°. Ademas, la falta de servicios veterinarios en
areas remotas ha complicado la situacion estimulando la busqueda de alternativas de medicina
etnoveterinaria (basadas en plantas medicinales) sostenibles, eficaces y seguras para disponer de
antihelminticos para los ganaderos a pequefia escala imposibilitados de usar drogas alopaticas o
para los granjeros convencionales mas grandes cuyas circunstancias econémicas impiden el uso

de servicios veterinarios para problemas de salud en su ganado *°.

En este orden de ideas, los fines y objetivos del presente estudio se enmarcan precisamente en
evaluar el potencial antihelminticos in vitro de extractos crudos acuosos e hidroalcoholicos de las
hojas de la planta conocida como llantén (Plantago major) y de las semillas de papaya (Carica

papaya) empleando como organismo modelo a C. elegans.

Tabla 1. Mortalidad de nematodos en el extracto acuoso de hojas de P. major en diferentes

diluciones.
Concentra | Concentra Tiempo de exposicion
B B Expues
cion cion 12h 24 h 36 h
mg/ml (ppm) tos muert | viv | %M | muert | viv | %M | muert | viv | %M
0S 0S ort 0S 0S ort 0S 0S ort
0 0 10 0 [10] O 0 |[10]| O 1 1910
0 0 10 0 [10] O 0 |[10]| O 0 [10] O
0 0 10 0 [10] O 1 19110 1 |9]10
2 2000 10 3 |73 )| 6 |[4|60| 6 | 4|60
2 2000 10 2 |8]20| 5 |5|50| 7 | 3|70
2 2000 10 3 |73 ]| 5 |5|5]| 6 |4]60
4 4000 10 4 | 6|40 5 |5|50| 6 |4 |60
4 4000 10 5 |5|5)| 6 |[4|60| 7 | 3|70
4 4000 10 4 | 6|40 6 |4]60| 7 |3 |70
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6 6000 10 5 | 5|5 | 5 5|5 | 5 [5]50
6 6000 10 5 |55 )| 5 |55 )| 6 |4]60
6 6000 10 6 | 4|60 6 4|60 6 [4]60
10 10000 10 7 13|70 7 (3|7 7 |3]70
10 10000 10 6 |4]60| 7 [ 3|70 7 [3]70
10 10000 10 6 | 4|60 6 [ 4|60 7 [3]70

Tabla 1. Continuacion

diferentes diluciones.

Fuente: Autores

Tabla 2. Mortalidad de nematodos en el extracto hidroalcoholico de hojas de P. major en

Concentra | Concentr Tiempo de exposicion
cion acion Expues 12 h 24 h 36h

mg/ml (ppm) tos muert | viv | %M | muert | viv | %Mo | muert | Viv | %Mo

0S 0S ort 0S 0S rt 0S 0S rt

0 0 10 0 |10/ 0 | 0 |10/ 0 | 1 |9 |10

0 0 10 0 |10/ 0 | 0 [10] O | O |10| O

0 0 10 0 |10/ 0| 1 |9|10| 1 |9 10
2 2000 10 4 | 6]40| 10 | 0 [100| 10 | 0 | 100
2 2000 10 3 | 7|30 10 |0 |100| 10 | 0 | 100
2 2000 10 4 | 6]40| 10 | 0 [100| 10 | 0 | 100
4 4000 10 6 |4(60] 9 | 1|9 |10 |0 |100
4 4000 10 7 |3/70] 10 |0 |100| 10 | 0 | 100
4 4000 10 7 |3[70] 9 | 1|9 |10 |0 |100
6 6000 10 8 | 2/80| 10 | 0 |100| 10 | 0 | 100
6 6000 10 8 |2(8 | 10 | 0 |100| 10 | 0 | 100
6 6000 10 9 |1]9| 9 [1]9 |10 |0 |100
10 10000 10 9 |19 | 9 | 1|9 |10 |0 |100
10 10000 10 9 |19 | 9 | 1|9 |10 |0 |100
10 10000 10 9 |1[/9 | 10 | 0|100| 10 | 0 | 100
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Tabla 3. Mortalidad de nematodos en el extracto acuoso de semillas de C. papaya en diferentes

diluciones.
Concentra | Concentra Tiempo de exposicion
cion cion | EXpues 12h 24 h 36 h

mg/m| (ppm) tos muer | viv | %Mo | muerto | vivo | %Mo | muerto | vivo | %Mo

tos 0s rt S S rt S S rt

0 0 10 0 |10]| 0 0 |10 0 1 |9 10

0 0 10 0 |10] © 0 [10] O 0 |10]| O

0 0 10 0 |10]| 0 1 /9|10 1 |9 10

2 2000 10 6 | 4|60 | 10 | 0 |100| 10 | 0 | 100

2 2000 10 5 | 5|50 | 10 | 0 |100| 10 | 0 | 100

2 2000 10 4 16|40 | 10 | 0 |100| 10 | 0 | 100

4 4000 10 713|770 | 7 |3|7 ]| 7 [3]|70

4 4000 10 8 2|8 | 8 |28 | 8 |2]|380

4 4000 10 7 /3|7 | 8 |28 | 8 [2]280

6 6000 10 9 |19 | 10 |0 [100| 10 | 0 | 100

6 6000 10 9 [1]9 | 9 |1]9 | 10 |0 |100

6 6000 10 8 |28 | 9 |1]9 | 10 |0 |100
10 10000 10 9 |1/9 | 9 |1|9 | 10 | 0 |100
10 10000 10 9 |19 | 9 |1|9 | 10 | 0 |100
10 10000 10 10 | 0 100 10 | 0 | 100 | 10 | 0 | 100

diferentes diluciones.

Fuente: Autores

Tabla 4. Mortalidad de nematodos en el extracto hidroalcoholico de semillas de C. papaya en

Conp?ntra Con_cgntr Expues Tiempo de exposicion
cion acion Mort 12 h Mort 24 h Mort 36 h
mg/ml (ppm) tos muert | viv | %M | muert | vivo | %Mo | muert | viv | %Mo
0S 0S ort 0S S rt 0S 0S rt
0 0 10 0 |10/ 0 | 0 |20/ O | 1 |9 10
0 0 10 0 |10/ 0| 0 |10/ O | 0 |10]| O
0 0 10 0 |10/ 0| 1 |9 10| 1 |9]10
2 2000 10 3 |7(3|6 |4|60| 7 |3]|70
2 2000 10 3 |7|3)| 6 |[4]60| 7 |3]|70
2 2000 10 4 |6]40| 5 | 5|5 | 6 | 4|60
4 4000 10 4 |6/40| 9 | 1|90 | 10 | 0 |100
4 4000 10 5 | 5[50 |10 | 0 |100| 10 | 0 | 100
4 4000 10 6 | 4|60| 10 | 0 |100| 10 | 0 | 100
6 6000 10 7 | 3|70 9 [ 1]9 |10 |0 |100
6 6000 10 8 | 2|8 |10 | 0 |100| 10 | 0 | 100

w
=




6 6000 10 8 |2(8 |10 | 0 |100| 10 | 0 | 100
10 10000 10 8 |28 | 9 | 1|9 |10 |0 |100
10 10000 10 9 |19 | 9 | 1|9 |10 |0 |100
10 10000 10 9 |19 |10 | 0 |100| 10 | O | 100
Tabla 4. Continuacion Fuente: Autores

En las Tablas 1, 2, 3 y 4 se muestran los porcentajes de mortalidad de C. elegans observados
durante el lapso de 36 horas de exposicion para cada uno de los extractos (acuoso e
hidroalcohdlico) obtenidos de las hojas de llantén y de las semillas de papaya.

Debido a que a partir de las 24 horas de exposicion la mortalidad de los organismos superé el
50% en las concentraciones mas bajas, no fue posible establecer las relaciones de dosis vs
respuestas para calcular el LCsp en esos lapsos de tiempo, razon por la que se presentan los

analisis dosis-respuesta solo para 12 horas de exposicion.

Tabla 5. Valores de LCs, e intervalos de confianza al 95% para los extractos acuosos e
hidroalcohdlicos a las 12 h.

Extracto Acuoso Extracto Hidroalcohdlico
Fuente LCso | inferior | superior LCso | inferior | superior

Plantago major | 4,420 3,146 6,211 2,663 2,068 3,429

Carica papaya 2,012 1,460 2,772 3,350 2,602 4,314

En la Tabla 5 se indican los valores correspondientes a LCsy y los respectivos intervalos de
confianza al 95% para los extractos acuosos e hidroalcohélicos de la hoja de Plantago major y
de la semilla de Carica papaya a las 12 horas de exposicion. EIl extracto hidroalcohdlico de
hojas de llantén presenté una toxicidad 40,5% mayor (menor LCsy 2,663mg/ml) que la del
extracto acuoso (4,420 mg/ml) mientras que en Carica papaya el extracto acuoso presentd una
toxicidad 40% mayor (2,012 mg/ml) que el extracto hidroalcohodlico (3,350 mg/ml).

La diferencia de la toxicidad de los extractos de semillas de papaya en C. elegans podria
explicarse como el resultado de alteraciones de los biocompuestos de la semilla responsables de
la actividad antihelmintica a causa del proceso de extraccion acuoso o hidroalcohdlico. De
hecho, Carica papaya posee papaina (E.C. 3.4.22.2) una enzima que acompafia a la
quimiopapaina como componente enzimatico capaz de disolver la queratina o quitina que cubre

el cuerpo de los helmintos intestinales y por lo tanto tiene propiedades antihelminticas. La
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papaya madura no contiene papaina, excepto en sus semillas que contienen también un
compuesto denominado Carpasemina que posee accion destructiva sobre distintos parasitos. La
papaina es una cystein-proteasa de la familia de las peptidasas C1 y consiste de una sola cadena
polipeptidica con tres puentes disulfuro y un grupo sulfidrilo indispensable para su actividad

1 En el caso del llantén ocurrié lo contrario, es decir, el efecto del extracto

enzimatica
hidroalcoholico de las hojas de esta planta mostré mayor toxicidad que el extracto acuoso. Se ha
indicado que aun cuando los extractos acuosos y etandlico de la hoja machacada obtenido a
partir de hojas frescas de Plantago lanceolata (una especie estrechamente emparentada con
Plantago major) muestran actividad antihelmintica significativa, el extracto hidroalcoholico

posee efectos mas pronunciados 2.

llustracion 1. Relacion entre mortalidad de C. elegans y dosis de los extractos acuosos e
hidroalcohdlicos de la hoja de Plantago major.

Relacion entre el Log10 de la dosis y el porcentaje de mortalidad en unidades
Probits para el extracto acuoso de Plantago major (12 h)
7.00 ¢

600 p

5,00 P -«

300 ¢

y= 1,6409x « 39582
100 ¢ R*=0,6615

0,00

0,00 0.20 0,40 0,60 0.80 1.00 1.20

Relacion entre el Log10 de la dosis y el porcentaje de mortalidad en unidades
Probits para el extracto hidroalcohdlico de Plantago major (12 h)
700 o

600 p

500 b

300 p

v =2,3953x « 39837
R*=09324

33


https://paperpile.com/c/7AWILM/h9wk
https://paperpile.com/c/7AWILM/h9wk
https://paperpile.com/c/7AWILM/0mA9
https://paperpile.com/c/7AWILM/0mA9

llustracion 2. Relacion entre mortalidad de C. elegans y dosis de los extractos acuosos e
hidroalcohdlicos de las semillas de Carica papaya.

Relacién entre el Logl0 de la dosis y el porcentajede mortalidad en
unidadesProbits para el extracto acuoso de Carica papaya(12 h)

vy~ 1,9124x + 4,45594
Ri=0,8742

Relacién entre el Log10 de la dosis y el porcentaje de mortalidad en unidades
Probits para el extracto hidroalcohdlico de Carica papaya (12 h)
7,00 ¢

6,00 p

500 F

4,00 p

300 p

2,00 p

100 y = 2,3093x + 3,7896
R*= 0,893

0,00

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20

En las llustraciones 1 y 2 se muestran los modelos ajustados para las relaciones entre mortalidad
de C. elegans y dosis de los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de la hoja de Plantago major y
de semillas de Carica papaya, respectivamente. A partir de las regresiones obtenidas mediante
analisis de Cuadrados Minimos se obtuvieron los valores LCs, de cada extracto a las 12 horas de
exposicion. Dentro de cada figura se indica la ecuacion de regresion obtenida por minimos

cuadrados y el coeficiente de determinacion.
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Cuadro 1. Andlisis de Varianza para N° de individuos muertos/10 C. elegans entre extracto de
Ilantén y de semillas de papaya y entre concentraciones ensayadas a las 12 horas de exposicion.

Suma de
Fuente Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Razén-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Fuente 11,2667 1 11,2667 9,23 0,0038
B:Concentracion 537,733 4 134,433 110,19 0
INTERACCIONES
AB 3,73333 4 0,933333 0,77 0,553
RESIDUQOS 61 50 1,22
TOTAL
(CORREGIDO) 613,733 59

lustracion 3. Relacion entre concentracion (mg/ml) y muertos/10 individuos.

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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llustracion 4. Grafico de interacciones concentracion.
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En el Cuadro 1 y en la lustracion 3 se muestran los resultados del analisis de varianza
multifactorial para establecer diferencias estadisticas entre efectos principales (origen del
extracto y concentracion) que revel6 diferencias significativas entre el origen del extracto (hoja
de llantén y semillas de papaya) (P=0,0038) y la concentracion del extracto (P<0,0001). En este

caso no se observa interaccion entre factores (P>0,05) (Cuadro 1, llustracion 4).

Cuadro 2. Pruebas de Mudltiple Rangos para N° de individuos muertos/10 C. elegans entre
extracto de llantén y de semillas de papaya y entre concentraciones ensayadas a las 12 horas de
exposicion.

Método: 95,0 porcentaje LSD

Fuente Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Llantén 30 4,63333 0,20166 X
Papaya 30 55 0,20166 X

El Cuadro 2 muestra el test a posteriori que permite verificar dos grupos diferentes entre fuente
de extraccion. A partir de esos datos es posible proponer que el efecto toxico del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Ilantén es mas efectivo que el extracto acuoso y, a su vez, los
extractos acuosos e hidroalcohdlicos de semillas de papaya son similares, aunque el extracto
acuoso de la semilla de papaya presentdé mayor toxicidad para C. elegans que el extracto acuoso
de la hoja de llantén.
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Diversos investigadores han reportado resultados que indican el potencial antihelmintico de otros
extractos vegetales. Por ejemplo, se ha encontrado que 25 mg/ml del extracto alcoholico de
Artemisia brevifolia es efectivo para causar mortalidad de Haemonchus contortus °°.
Similarmente, se ha indicado que, en comparacién con el extracto acuoso, el extracto
hidroalcoholico de Coriandrum sativum y Hedera helix también poseen buena actividad contra

Haemonchus contortus >+,

El llantén (Plantago major) posee gran cantidad de taninos y saponinas que son los metabolitos
secundarios responsables de la capacidad antihelmintica de esta planta *°. Los taninos acttian
afectando a la movilidad, reproduccion y hasta la nutricion en helmintos interrumpiendo el
proceso normal de desarrollo. Ademas, se ha indicado que la union de los taninos a la cuticula de
la larva de los helmintos, compuesta por una alta cantidad de glicoproteinas, destruye esa

estructura y produce la muerte del parasito >**".

En nuestro caso, concentraciones de 2,66 mg/ml de extracto alcohdlico de hojas de llantén y de
2,01 mg/ml de extracto acuoso de semillas de papaya fueron efectivas para producir actividad
letal en el 50% de los individuos C. elegans ensayados, en apenas 12 horas de exposicion y ya a
las 24 horas el efecto alcanzd entre 90-100% de mortalidad. Aunque es necesario realizar
estudios de toxicidad in vivo empleando modelos estandar con el objetivo de obtener resultados
confiables y reproducibles (parésitos en animales experimentales), la comparacion de nuestros
resultados con los anteriormente indicados nos conduce a ser optimistas en cuanto al potencial
antihelmintico de los extractos aqui empleados debido a que las concentraciones ensayadas
ademas de presentar un potente efecto antihelmintico, son muchos menores que las sefialadas
para extractos de otros vegetales y abre una linea de investigacion muy interesante para continuar

estos estudios °2.
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CAPITULO V

Conclusiones

Tanto el extracto acuoso como el hidroalcohdlico de Plantago major y Carica papaya
resultaron poseer toxicidad significativa en C. elegans.

El extracto alcoholico de hojas de llantén present6 una toxicidad 40,5% mayor que la del
extracto acuoso, mientras que en Carica papaya el extracto acuoso presentd una
toxicidad 40% mayor que el extracto hidroalcohdlico.

Concentraciones de 2,663 mg/ml de extracto alcohdlico de hojas de llantén y de 2,012
mg/ml de extracto acuoso de semillas de papaya fueron efectivas para producir una
actividad letal en C. elegans en apenas 12 horas de exposicion y produjeron 90-100% de
mortalidad a las 24 horas.

La toxicidad de los extractos de plantas utilizados en este estudio puede servir como
indicadores para el desarrollo de productos basados en las plantas analizadas con accion
nematicida. Sin embargo, se desconoce qué compuesto individual o complejo de
compuestos y los mecanismos y/o interacciones de la actividad téxica por lo que se

requiere ahondar en esta linea de investigacion.
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CAPITULO VI

Recomendaciones

Los resultados de esta investigacion motivan a profundizar en este proyecto, ya que en la
actualidad en el mundo existe un gran problema de parasitosis y si se implementa este
estudio y metodologia como modelo en diferentes plantas que son usadas en la medicina

tradicional, se podria lograr buenas bases para el desarrollo de nuevos antihelminticos.

Investigar acerca del uso de equipos de mayor alcance que nos permitan realizar los
ensayos de una manera mas eficaz y exacta, como por ejemplo un contador de nematodos
en cada pocillo, lo que seria de mucha ayuda al momento de realiza la lectura de los

bioensayos de mortalidad, disminuyendo el tiempo durante el desarrollo de los analisis.

Implementar técnicas innovadoras que faciliten su aplicacion, sobretodo en el proceso de
transferencia de los nematodos desde el medio de cultivo a los pocillos en donde van a
estar expuestos al ambiente de la muestra. De una u otra manera el traspasar de una

manera mas rapida los nematodos seria algo trascendental en este tipo de anélisis.

Extender la linea de investigacion y continuar con estos estudios a partir de la
comparacion de nuestros resultados entre los extractos de las dos plantas (P. major y C.
papaya), que nos llevan a ser optimistas en cuanto a su potencial antihelmintico debido a
que las concentraciones ensayadas ademas de presentar un potente efecto antihelmintico,

son muchos menores que las sefialadas para extractos de otros vegetales.
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ANEXOS

Anexo 1. Fotos

Obtencion de la droga seca de Carica papaya.

v -

Grdfico 1: Planta de papaya Grdfico 2: Cosecha de papaya. Grdfico 3: Extraccion de semillas de papaya.

Grdfico 4: Semillas de papaya. Grdfico 3: Seleccion semillas papaya. Grdfico 4: Lavado semillas de papaya.

Grdfico 5: Secado semillas de papaya en estufa. Grdfico 6: Droga triturada de semilla de papaya.
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Obtencion de la droga seca de Plantago major.

Grdfico 7: Recoleccion de llantén. Grdfico 8: Lavado de llantén Grdfico 9: Secado de llantén

Grdfico 10: Seleccion de hojas de llantén. Grdfico 11: Molinado de llantén

Grdfico 12: Obtencion de la droga pulverizada de hojas de llantén
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Obtencion de los extractos y bioensayos.

Grdfico 13: Preparacion del extracto liquido de llantén. Grdfico 14: Uso del ultrasonido en extracto.

Grdfico 15: Dilucion de extractos de papaya. Grdfico 16: Dilucion de extractos de llantén.

=

Grdfico 17: Observacion de C. elegans en pocillos. Grdfico 18: Lectura y reporte de bioensayos.
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Anexo 2. Matriz de Consistencia.
INVESTIGADORES: Erick Garcia - Gino Atariguana

TITULO TENTATIVO: Evaluacién del potencial antihelmintico de extractos de Plantago major y semillas de Carica papaya, usando como

modelo experimental Caenorhabditis elegans.

VARIABLES
CLASIFICACION
A A INSTRUMENT
PROBLEMA DE INVESTIGACION OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION ortae TIPO DE MARCO TEGRICO HIPOTESIS POBLACIONY | w0t
ON INVESTIGACION , RECOLECCIO
CLASIFICACION MUESTRAS N DE DATOS
Problema General Objetivo General Variable Uso de las plantas | ¢ Es util el | Poblacién: Observ
independient | ¢  Cuasi- medicinales como uso del C. | Plantios  de | acién
e (los extractos del Plantago | ® Evaluar el potencial | e experi antiparasitarios en la elegans llantén y de
Major y de las semillas de la | antihelmintico de los extractos del | «  Concentr mental antigliedad. como papaya, en el
Carica papaya tienen un alto | Plantago major y de las semillas de la aciones Plantas  con capacidad modelo cantén
potencial antihelmintico? Carica papaya, utilizando como modelo de los e Compa antihelmintica para Pasaje, de la
experimental el nematodo extractos rativa. Helmintos evaluar el | provincia de
Caenorhabditis elegans. gastrointestinales. potencial El Oro.
Efecto de los helmintos antihelmin
Problemas Especificos Objetivos Especificos Variables gastrointestinales tico de los | Muestra:
dependientes Resistencia a los extractos. Extractos
e  (Cual de los extractos acuosos e | ®  Establecer el grado de mortalidad antihelminticos e la acuosos e
hidroalcoholicos  del Plantago de los nematodos C. elegans *  Mortalid Mecanismo de resistencia concentrac | hidroalcohdlic
major y Carica papaya posee como medida para determinar el ad del C. de los helmintos ion  letal | os de llantén
mayor potencial potencial antihelmintico de los elegans. Antiparasitarios naturales y media y de semillas
antihelmintico? extractos de P. major y de las sintéticos. (CL50) de | de papaya.
e  (Cuadl es la concentracion letal semillas de C. papaya. e Clg Antiparasitarios naturales los
media (CL50) del C. elegans en | e Identificar la concentracién letal Plantago  major  como extractos
los extractos del Plantago major media (CLsp) del nematodo C. antiparasitario natural tienen
y semillas de la Carica papaya? elegans en las diferentes la semilla de la Carica diferencias
e  ¢Esadecuado el uso del diluciones de los extractos de P. papaya como antiparasitario significativ
nematodo C. elegans como major y semillas de C. papaya. natural aISI entre
ellas.

modelo para evaluar el
potencial antihelmintico de los
extractos?

e  Valorary comparar la actividad
antihelmintica de los extractos
acuosos e hidroalcohdlicos,
mediante ensayos in vitro.

Antiparasitarios sintéticos
Grupo Bencimidazélico
Caenorhabditis elegans
como modelo para estudio
de actividad antihelmintica.
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Anexo 3. Cronograma de Actividades

Cronograma semanal de actividades- mes de mayo

MARZO 1ERA SEMANA 2DA SEMANA 3ERA SEMANA 4TA SEMANA

ACTIVIDADES | MAR | JUE | VIE MAR | JUE | VIE MAR JUE | VIE MAR | JUE -
8 10 11 15 17 18 22 24 25 29 31

Adecuacién del X
lugar de trabajo. }
Compra de X
materiales e
instrumentos
para la cabina -
de
esterilizacion.
Revision y X
correccion de la _
matriz de
consistencia.
Busqueda de X -
referencias
bibliogréficas.
Lavado y X
autoclavado de )
las cajas Petri.
Esterilizacion X
en estufa a .
100°C de cajas
Petri.
Preparacion y X -
esterilizacion
del agar.
Elaboracién de X
carta de _
compromiso 'y
aceptacion del
tutor.
Busqueda de X -
articulos
relacionados al
tema.
Exposicion  del X -
informe de
avance de
proyecto.
Modificacion X -
bibliografica del
trabajo de
investigacion

Cuadro 3. Cronograma semanal de actividades del mes de mayo.
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Cronograma semanal de actividades- mes de junio

JUNIO 1ERA 2DA SEMANA 3ERA SEMANA 4TA SEMANA 5TA SEMANA
SEMANA

ACTIVIDADES VIE MAR | JUE VIE | MAR | JUE VIE | MAR | JUE VIE | MAR | JUE VIE
1 5 7 8 12 14 15 19 21 22 26 28 29

Recoleccion y X

selecciéon de

hojas de

llantén.

Secado de X

plantas.

Molinado  de X

las hojas vy

semillas

secas.

Obtencion del X

extracto de

hojas del

llantén.

Recoleccion y X

selecciéon de

las semillas de

papaya.

Secado de las X

semillas de

papaya.

Mantenimiento X

de C. elegans

Preparacion X

de Medio K

Exposicion del

informe de X

avance de

proyecto

Busqueda de X X X X

articulos

relacionados al

tema.

Cuadro 4. Cronograma semanal de actividades del mes de junio.

Cronograma semanal de actividades- mes de julio

JULIO 1ERA SEMANA 2DA SEMANA 3ERA SEMANA 4TA SEMANA 5TA SEMANA
ACTIVIDADES | MAR | JUE VIE | MAR | JUE | VIE | MAR | JUE | VIE | MAR | JUE VIE MAR
3 5 6 10 12 13 17 19 20 24 26 27 31

Sincronizacié

n del C.

elegans

Preparacion

de las

diluciones del

extracto de la X

Plantago

major.

Preparacion

de las

diluciones del

extracto  de X
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las semillas
de la Carica

papaya.

Revision
periédica de
la mortalidad
del C.
elegans

Revisién
bibliografica

Sincronizacio
n de
nematodos
pre-ensayo
de
locomocién

Inicio de
ensayo de
locomocién

Lectura de
ensayo de
locomocién

Lectura de
ensayo de
locomocién

Revision de
datos
obtenidos
post- ensayo

Cuadro 5. Cronograma semanal de actividades del mes de julio.

Cronograma semanal de actividades- mes de agosto

AGOSTO

1ERA
SEMANA

2DA SEMANA

3ERA SEMANA

4TA SEMANA

5TA SEMANA

ACTIVIDADES

JUE 2

VIE3

MAR
7

JUE
9

VIE
10

MAR
14

JUE
16

VIE
17

MAR
21

JUE
23

VIE
24

MAR JUE VIE
28 30 31

Revisién  de
bibliografia

X

Sincronizacion
de nematodos
C. elegans
pre-ensayo de
reproduccién

Inicio ensayo
de
reproduccién

Lectura de
ensayo de
reproduccién

Lectura de
ensayo de
reproduccion

Analisis de
datos
obtenidos
post- ensayo

Revision
bibliografica

Modificacion
bibliogréfica

53




del trabajo de
investigacion

Modificacién
bibliografica
del trabajo de
investigacion

Modificacién
bibliografica
del trabajo de
investigacion

Modificacion
bibliografica
del trabajo de
investigacion

Cuadro 6. Cronograma semanal de actividades del mes de agosto.
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