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Resumen
En este trabajo se evaluó el potencial antihelmíntico de los extractos acuosos e hidroalcohólicos de dos plantas emplea-
das en medicina tradicional como antiparasitarios, Carica papaya y Plantago major, comúnmente conocidas como papaya 
y llantén, respectivamente. Los resultados obtenidos indican que los extractos de ambas plantas presentaron actividad 
antihelmíntica al causar mortalidad de C. elegans, en diferentes concentraciones.  Con base en la determinación del CL50, 
el extracto hidroalcohólico de hojas de P. major (2.663 mg/mL indujo una mortalidad  40,5% mayor que la del extracto 
acuoso (4,420 mg/mL; mientras que en C. papaya el extracto acuoso (2,012 mg/mL provocó una mortalidad 40% mayor 
que el extracto hidroalcohólico (3,350 mg/mL. Los resultados son discutidos en función del potencial antihelmíntico de 
cada extracto.
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Abstract
In this work the anthelmintic potential of the aqueous and hydroalcoholic extracts of two plants used in traditional med-
icine as antiparasitic, Carica papaya and Plantago major, commonly known as papaya and plantain, respectively, was 
evaluated. The results obtained showed that the extracts of both plants possess anthelmintic activity causing mortality of 
C. elegans, in different concentrations. Based on the determination of LC50, the hydroalcoholic extract of P. major leaves 
(2,663 mg / ml) induced a mortality 40.5% higher than that of the aqueous extract (4,420 mg / ml); whereas in C. papaya 
the aqueous extract (2,012 mg / ml) caused a mortality 40% higher than the hydroalcoholic extract (3,350 mg / ml). The 
results are discussed based on the anthelmintic potential of each extract.
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INTRODUCCIÓN
Los nematodos, también conocidos como vermes, gusa-
nos redondos o gusanos cilíndricos, están incluidos en 
uno de los Phyla más diversificados del reino Animalia, 
cuyos miembros parasitan tanto vertebrados como in-
vertebrados y plantas, además existen numerosas espe-
cies de vida libre 1–3.

Los nematodos parásitos de vertebrados pueden alojarse 
en cualquier órgano, aunque la mayoría se encuentran 
asociados al tubo digestivo y glándulas anexas. Además 
son agentes causales de enfermedades de transmisión 
alimentaria como la triquinosis, filariasis, anisakiasis, 
anquilostomiasis, ascariasis, estrongiloidiasis, toxocaria-
sis, entre otras 4,5.

El control de estos parásitos se realiza mediante el em-
pleo de antihelmínticos sintéticos, pero su uso indiscri-
minado ha conducido al desarrollo de resistencia a estos 
fármacos 4,6,7. Además, se requiere limitar al mínimo 
indispensable los residuos de drogas en los productos 
animales, lo cual genera la necesidad de buscar estrate-
gias alternativas que permitan reducir el uso de antihel-
mínticos sintéticos 8–10.

Con base en el conocimiento ancestral sobre el uso me-
dicinal de las plantas, muchas especies han sido apro-
vechadas en todo el mundo con fines terapéuticos. De 
hecho más del 30% de los medicamentos utilizados en 
la actualidad, derivan de especies vegetales 11. 

Dos plantas comúnmente empleadas con base en el co-
nocimiento ancestral para tratar parasitosis por helmin-
tos son el llantén (Plantago major) y la papaya (Carica 
ppaya). De hecho, un buen número de ensayos han sido 
realizados para determinar el potencial medicinal de las 
semillas de C. papaya 12,13, y de las hojas de especies de 
Plantago 14–16. Este trabajo centra su atención en esta-
blecer las propiedades antihelmínticas, con base en un 
protocolo experimental, de extractos acuosos e hidroal-
cohólicos de C. papaya y P. major, a través de ensayos de 
mortalidad in vitro empleando a C. elegans, un nemato-
do de vida libre reconocido como modelo biológico que 
permite entender el mecanismo de acción de diferen-
tes drogas derivadas de plantas y que además brinda la 
ventaja de que permite disponer, con facilidad, de gran-
des cantidades de este organismo bajo condiciones de 
laboratorio y manipularlo sin mayores complicaciones. 
Por otro lado, el hecho de que este organismo modelo 
comparte características fisiológicas y homología gené-
tica con otros nematodos parásitos, permite establecer 
comparaciones válidas y extrapolar resultados 17.

MATERIALES Y MÉTODOS
Mantenimiento de C. elegans, cepa Bristol N2 
BC20342 

La cepa de C. elegans Bristol N2 BC20342, usada en este 
ensayo fue donada por la Dra. Lesly Tejeda de la Univer-
sidad de Cartagena, Colombia. Con el fin de brindar las 
condiciones óptimas para la reproducción de los nema-
todos empleados, estos fueron mantenidos en un agar 

selectivo que fue preparado siguiendo el protocolo des-
crito por el CGC (Centro Genético de Caenorhabditis) 
18–21. Para ello se preparó medio de crecimiento para ne-
matodos (NGM) mezclando agar (8.5 g), peptona (1.25 
g), cloruro de potasio (1.18 g) y cloruro de sodio (1.5 g), 
disueltos en agua miliQ (500 mL, esterilizada a 120°C 
durante 1 h, al que le fue adicionado colesterol (500 
uL), MgSO4 (500 uL) y CaCl2 (500 uL). Este medio de 
cultivo fue vertido (17 mL en cajas Petri estériles y una 
vez solidificado, en su superficie fueron sembradas bac-
terias Escherichia coli OP50, que sirven como alimento 
para los nematodos.

Sincronización 

A fin de sincronizar el cultivo de C. elegans, se aplicó el 
método de blanqueo 20. Para ello, una vez verificada la 
presencia de suficientes huevos en la superficie del medio 
de cultivo en las cajas Petri, se lavó con medio K (KCl, 
0,23%; NaCl, 0,3% (m/v) y a colocar en tubos Falcon 
(de 10 ml) los huevos arrastrados en el proceso de la-
vado. Esta suspensión fue centrifugada a 2200 rpm en 
una centrifuga Dynac S51380, durante 2 min luego de 
los cuales, los tubos fueron colocados en hielo durante 
5 min para prevenir la eclosión de los huevos. Se elimi-
nó el sobrenadante y a cada tubo se adicionaron 10 mL 
de solución Bleach (hipoclorito de sodio + hidróxido de 
sodio), agitando suavemente durante 6 min. Los tubos 
con solución Bleach fueron centrifugados nuevamente a 
2200 rpm, durante 5 min. Se eliminó el sobrenadante y 
se agregaron de 13 a 15 mL de medio K agitando suave-
mente. El lavado fue repetido 3 veces más y, finalmente, 
los huevos fueron colocados en cajas de cultivo celular 
con NGM. El objetivo de la sincronización es mantener 
únicamente los huevos, ya que éstos al estar expuestos a 
la solución Bleach no son afectados, debido a la capa que 
los protege, a diferencia de las formas adultas, los cua-
les sí mueren. Los huevecillos se desarrollan de manera 
uniforme alcanzando todos el mismo estadío larvario, 
al mismo tiempo con la finalidad evitar la fecundación.

Obtención de los extractos

El material vegetal empleado en este estudio fue identifi-
cado por la Dra. Thayana Núñez y las muestras de refe-
rencia fueron depositadas en el herbario del laboratorio 
de Fitoquímica de la Universidad Técnica de Machala, 
Ecuador.

La selección de las plantas para la realización de este es-
tudio, se fundamentó básicamente en dos característi-
cas: a) son plantas locales empleadas tradicionalmente 
en el tratamiento de parasitosis internas tanto en ani-
males como en humanos, b) son abundantes y de fácil 
obtención. 

Las hojas de P. major y las semillas de C. papaya fueron 
colectadas (en cantidades de 350 g y 770 g, respec-
tivamente) en el cantón Pasaje de la provincia de El 
Oro (Ecuador), y trasladadas al Laboratorio de Toxici-
dad Ambiental de la Universidad Técnica de Machala, 
Ecuador, donde se procedió a realizar la selección, el 
lavado con agua potable y posterior desinfección con 
hipoclorito de sodio (5%) y agua destilada en una pro-



11  Ciencia e Investigación 2019; 22(2)

Evaluación In vitro del potencial antihelmíntico de extractos de Plantago major y semillas de Carica papaya, usando como modelo 
experimental Caenorhabditis elegans

porción 50:50, durante 2 minutos y las hojas enjuaga-
das con agua destilada para eliminar los residuos del 
hipoclorito de sodio. El extracto seco las hojas de P. 
major se obtuvo a partir de 25 g de biomasa húmeda 
secada en estufa a 40°C durante 72 h, mientras que el 
extracto de semillas de papaya fue obtenido a partir de 
30 g también secados a 40°C durante 7 días. Una vez 
deshidratado, el material fue triturado manualmente 
con la ayuda de un mortero de cerámica a fin de ob-
tener la droga vegetal en forma de fino polvo. A partir 
del material en polvo fueron obtenidos los extractos 
acuosos (agua destilada) e hidroalcohólicos (etanol 
96%: agua destilada; 70:30 v/v), en un volumen to-
tal de la solución de 100 mL mediante aplicación de 
ultrasonido con un sonicador Bath 5.7 L, 15337418 
(Fisher Scientific, USA), durante 30 min y a tempera-
tura ambiente. Para la obtención de los extractos secos 
17, las soluciones obtenidas fueron filtradas en un Ki-
tasato adosado a una bomba al vacío para eliminar los 
residuos y el disolvente fue evaporado en un roto-eva-
porador Heidolph Hei-VAP Advantage ML (Fisher 
Scientific, USA). 

Ensayo de Mortalidad (CL50)

Para determinar el potencial antihelmíntico de los ex-
tractos se empleó como organismo bioindicador al ne-
mátodo Caenorhabditis elegans.

La determinación de la concentración letal media (CL50) 
para cada extracto, se realizó en placas de Elisa estériles 
de 96 pocillos, siguiendo la metodología estandarizada 
8,18. A partir de cada extracto (acuoso e hidroalcohólico), 
fueron obtenidas diluciones (con agua miliQ) de 2, 4, 
6 y 10 mg/mL. Como control se empleó medio K. El 
ensayo se realizó por triplicado y en cada unidad expe-
rimental (pocillo) fueron colocados 10 individuos, en 
estadio L4. El número de individuos fue escogido con-
siderando que esa cantidad es suficiente para determinar 
el punto final entre dosis y permite minimizar el tiempo 
en el traspaso de los nematodos desde el medio de cul-
tivo a los pocillos experimentales, además de facilitar la 
lectura de mortalidad 22. 

Los individuos fueron seleccionados uno a uno y traspa-
sados a los pocillos contentivos de las diluciones. El tras-
paso se realizó con la ayuda de un filamento de platino 
adherido a una pipeta Pasteur, teniendo la precaución 
de esterilizarlo con la llama de un mechero e inmedia-
tamente enfriarlo en agua destilada estéril para evitar 
contaminación 23.

Una vez expuestos los nematodos a cada concentración 
de los extractos se procedió a registrar la mortalidad a 
las 12, 24 y 36 h, usando un estereoscopio Labomed 
CZM6 4123100 (Labo América, USA).

Análisis estadístico

Con el propósito de establecer las curvas de mortalidad 
vs concentración para los extractos acuosos e hidroal-
cohólicos de las hojas de P. major y de las semillas de 
C. papaya y determinar los valores de las CL50 con sus 
límites de confianza al 95% fue aplicado el método 

Dosis-Respuesta PROBIT 24,25 , con el empleo del sof-
tware Microsoft Excel.

Para establecer la existencia de diferencias estadísticas en 
la mortalidad de los organismos entre tiempos de ex-
posición, tipo de extracto (acuoso e hidroalcohólico) y 
dosis de los extractos, los datos fueron analizados me-
diante análisis de varianza multifactorial. Como prueba 
a posteriori para la comparación de diferencias entre gru-
pos se empleó el test LSD de Fisher (Least Significant 
Difference). Todos los análisis fueron realizados previa 
verificación de la normalidad y homocedasticidad de los 
datos 26.

RESULTADOS 
El análisis del porcentaje de mortalidad durante el lap-
so de exposición para cada uno de los extractos (acuoso 
e hidroalcohólico) reveló que a partir de las 24 h de 
exposición la mortalidad superó el 50% en las concen-
traciones más bajas por lo que no fue posible establecer 
las relaciones concentración vs respuesta para calcular 
la CL50 en los lapsos de tiempo de 24 y 36 h, razón 
por la que se presentan los análisis sólo para 12 h de 
exposición.

En las Fig. 1 se muestran los modelos ajustados para 
las relaciones entre mortalidad y concentraciones de los 
extractos acuosos e hidroalcohólicos (Fig. 1a y 1b) de 
P. major y semillas de C. papaya (Fig 1c y d). Dentro 
de cada figura se indica la ecuación de regresión y el 
coeficiente de determinación. A partir de las regresio-
nes obtenidas mediante análisis Probit se obtuvieron los 
valores CL50 de cada extracto a las 12 h de exposición 
(Tabla 1). 

En la Tabla 1 se muestran los resultados del análisis de 
varianza multifactorial (ANOVA) para establecer dife-
rencias estadísticas entre efectos principales (origen del 
extracto y concentración) que reveló diferencias signifi-
cativas entre el origen del extracto de hojas de P. major y 
semillas de C. papaya (P=0,0038) y la concentración del 
extracto (P<0,0001). El ANOVA reveló que no existe 
interacción entre factores (P>0,05). El test a posteriori 
permitió verificar dos grupos diferentes entre fuente de 
extracción (Tabla 2). A partir de esos datos es posible 
proponer que el efecto tóxico del extracto hidroalcohóli-
co de las hojas de P. major es más efectivo que el extracto 
acuoso y, a su vez, los extractos acuosos e hidroalcohó-
licos de semillas de C. papaya son similares, aunque el 
extracto acuoso de las semillas de C. papaya provocó 
mayor mortalidad para C. elegans que el extracto acuoso 
del P. major. 

En Tabla 3 se indican los valores correspondientes a 
CL50 y los respectivos intervalos de confianza al 95% 
para los extractos acuosos e hidroalcohólicos a las 12 h 
de exposición. El extracto hidroalcohólico de hojas de 
P. major provocó una mortalidad 40,5% mayor (menor 
CL50 2,663 mg/mL) que la del extracto acuoso (4,420 
mg/mL) mientras que en C. papaya el extracto acuoso 
indujo una mortalidad 40% mayor (2,012 mg/mL) que 
la del extracto hidroalcohólico (3,350 mg/mL).
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Figura 1. Relación entre mortalidad de C. elegans en unidades probits y el log10 de las concentraciones de los extractos acuosos de 
Plantago major(a) y de semillas de C. papaya (c) e hidroalcohólicos de Plantago major(b) y de semillas de C. papaya (d) luego de 12 

horas de exposición

Tabla 1. Análisis de Varianza para N° de individuos muertos/10 C. elegans entre extracto de llantén y de semillas de papaya y entre 
concentraciones ensayadas a las 12 h de exposición.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-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

RESIDUOS 61 50 1,22

TOTAL (CORREGIDO) 613,733 59

Tabla 2. Pruebas de Múltiple 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 h de exposición.

Método: 95,0 porcentaje LSD

Fuente Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

Llantén 30 4,63333 0,20166  X

 Papaya 30 5,5 0,20166  X

Tabla 3. Valores de CL50 e intervalos de confianza al 95 % para los extractos acuosos e hidroalcohólicos a las 12 h.

Extracto Acuoso Extracto Hidroalcohólico

Fuente CL50 inferior superior CL50 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



13  Ciencia e Investigación 2019; 22(2)

Evaluación In vitro del potencial antihelmíntico de extractos de Plantago major y semillas de Carica papaya, usando como modelo 
experimental Caenorhabditis elegans

DISCUSIÓN
Diversos investigadores han reportado resultados que 
indican el potencial antihelmíntico de extractos vegeta-
les8,27,28. Por ejemplo, se ha encontrado que 25 mg/mL 
del extracto alcohólico de Artemisia brevifolia es efec-
tivo para causar mortalidad de Haemonchus contortus 
29. Similarmente, se ha indicado que, en comparación 
con el extracto acuoso, los extractos hidroalcohólicos de 
Coriandrum sativum y Hedera helix también poseen ac-
tividad contra el nematodo Haemonchus contortus 30,31.

Los datos obtenidos indican que concentraciones de 
2,66 mg/mL de extracto hidroalcohólico de hojas de P. 
major y de 2,01 mg/mL de extracto acuoso de semillas 
de C. papaya fueron efectivas para producir actividad 
letal en el 50% de los nematodos sometidos a prueba, 
en apenas 12 h de exposición, mientras que a las 24 h 
la mortalidad se elevó a 90-100%. Comparados con los 
datos antes señalados para el extracto alcohólico de Arte-
misa brevifolia, los valores de mortalidad provocados por 
los extractos probados en esta investigación revelan una 
actividad superior. La diferencia de mortalidad entre los 
extractos de semillas de C. papaya en C. elegans podría 
explicarse como el resultado de la diferente polaridad 
que poseen ambos disolventes empleados en este estu-
dio; ya que la papaína que le da el poder antihelmíntico 
a las semillas de C. papaya no es muy soluble en etanol, 
pero sí lo es en agua; mientras que el P. major es mucho 
más soluble en etanol, que en el agua, esto debido a que 
los taninos que le dan el poder antihelmíntico según los 
estudios32, se solubilizan mejor en etanol que en agua. 
C. papaya posee papaína, una enzima que acompaña a 
la quimiopapaína como componente enzimático capaz 
de disolver la queratina o quitina que cubre el cuerpo 
de los helmintos intestinales 33. El fruto maduro de C. 
papaya no contiene papaína, excepto en sus semillas que 
contienen un compuesto denominado carpasemina que 
también posee acción destructiva sobre distintos parási-
tos. La papaína es una cisteín-proteasa de la familia de 
las peptidasas C1 y consiste de una sola cadena polipep-
tídica con tres puentes disulfuro y un grupo sulfidrilo, 
indispensable para su actividad enzimática 34.

En el caso del P. major, al contrario de las semillas de 
C. papaya, el efecto del extracto hidroalcohólico produ-
jo mayor mortalidad que el extracto acuoso. Estos re-
sultados concuerdan con estudios previos en los cuales 
el extracto hidroalcohólico de la hoja machacada de P. 
lanceolata (una especie emparentada con P. major) posee 
efectos mayor actividad antihelmíntica que el extracto 
acuoso 35. 

P. major sintetiza gran cantidad de taninos y saponinas 
que son metabolitos secundarios responsables de la ca-
pacidad antihelmíntica de esta planta 36. Los taninos 
actúan afectando a la movilidad, reproducción y hasta 
la nutrición en helmintos interrumpiendo el proceso 
normal de desarrollo. Además, se ha indicado que la 
unión de los taninos a la cutícula de la larva de los 
helmintos, compuesta por una alta cantidad de glico-
proteínas, destruye esa estructura y produce la muerte 
del parásito 29,37.

Aun cuando se desconoce qué compuesto individual o 
complejo de compuestos de los extractos de las plantas 
utilizados en este estudio son los responsables de pro-
vocar la mortalidad en C. elegans, así como también los 
mecanismos y/o interacciones que producen su activi-
dad, la capacidad detectada de provocar mortalidad en 
el organismo modelo empleado constituye una eviden-
cia que permite proponer la posibilidad de desarrollar 
productos con acción antihelmíntica con base en esos 
extractos. 

CONCLUSIONES
Tanto los extractos acuosos como los hidroalcohólicos 
de P. major y C. papaya resultaron poseer actividad an-
tihelmíntica significativa frente a C. elegans. El extracto 
hidroalcohólico de hojas de P. major produjo una mor-
talidad en el nematodo empleado en este ensayo, 40,5% 
mayor que la del extracto acuoso, mientras que el extrac-
to acuoso de C. papaya fue 40% mayor que el extracto 
hidroalcohólico. Las concentraciones más efectivas fue-
ron las de 2,663 mg/mL de extracto hidroalcohólico de 
hojas de P. major y 2,012 mg/mL de extracto acuoso 
de semillas de C. papaya que produjeron una actividad 
letal en C. elegans en apenas 12 h de exposición y pro-
dujeron 90-100% de mortalidad a las 24 h, mientras 
que el extracto acuoso de hojas de P. major y el extracto 
hidroalcohólico de semillas de C. papaya para produ-
cir una actividad letal en C. elegans requirieron mayores 
concentraciones (4,420 mg/mL y 3.350 mg/mL respec-
tivamente). 

Aunque es necesario realizar estudios del efecto antihel-
míntico in vivo empleando parásitos en animales experi-
mentales, los resultados aquí expuestos conducen a con-
cluir que los extractos aquí probados, poseen actividad 
nematicida, ya que las concentraciones requeridas para 
alcanzar efectos letales medios son muchos menores que 
las señaladas para extractos de otros vegetales y abre una 
línea de investigación promisoria para dar continuidad 
a estudios más refinados que incluyan diversas drogas ya 
probadas como controles positivos. 
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