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Evaluacion in vitro de la actividad antihelmintica de extractos
metandlicos de Guazuma ulmifolia frente a
nematodos Cyathostominae

In vitro evaluation of the anthelmintic activity of methanolic extracts of Guazuma
ulmifolia against Cyathostominae nematodes

Paula Andrea Castro Martinez', Jorge Alexander Leon Gonzalez'*,
Danny Wilson Sanjuanelo Corredor?

RESUMEN

El estudio evaluo el efecto anti-eclosion de extractos metandlicos de corteza y hoja
de Guazuma ulmifolia mediante la prueba in vitro de Inhibicion de la Eclosion de huevos
de nematodos. Se evaluaron las concentraciones de 1000, 500 y 250 pg/ml de cada extrac-
to, un control negativo (Dimetil sulfoxido) y dos controles positivos (Fenbendazol y
Lugol) contra nematodos de la subfamilia Cyathostominae como modelo bioldgico. Las
tres concentraciones de los dos extractos, asi como los dos controles positivos presen-
taron resultados estadisticamente similares, pero diferentes frente al control negativo. La
inhibicion media de la eclosion de huevos usando corteza y hoja fue de 49.73 y 45.22%,
respectivamente, en la concentracion de 1000 pg/ml, de 61.93 y 59.20% en la concentra-
cion de 500 pg/mly de 75.60 y 75.82% en la concentracion de 250 pg/ml. Los extractos
metandlicos de corteza y hoja de Guazuma ulmifolia mostraron un efecto anti-eclosion
contra nematodos Cyathostominae en las concentraciones evaluadas.
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The study evaluated the anti-hatching effect of methanolic extracts from the bark
and leaf of Guazuma ulmifolia using the in vitro Nematode Egg Hatching Inhibition test.
Concentrations of 1000, 500 and 250 pg/ml of each extract, a negative control (Dimethyl
sulfoxide) and two positive controls (Fenbendazole and Lugol) were evaluated against
nematodes of the Cyathostominae subfamily as a biological model. The three
concentrations of the two extracts, as well as the two positive controls showed statistically
similar results, but different compared to the negative control. The mean inhibition of egg
hatching using bark and leaf was 49.73 and 45.22%, respectively, at the 1000 ng/ml
concentration, 61.93 and 59.20% at the 500 pg/ml concentration, and 75.60 and 75.82% at
the concentration of 250 pg/ml. The methanolic extracts of the bark and leaf of Guazuma
ulmifolia showed an anti-hatching effect against Cyathostominae nematodes at the

concentrations tested.

Key words: anti-nematodal agents, Strongyloidea, plant extracts

INTRODUCCION

Los nematodos gastrointestinales tienen
una alta frecuencia de presentacion en los
animales, afectando su bienestar y producti-
vidad. Por ello, su control es indispensable y
conduce a la utilizacion continua de farmacos
con actividad antiparasitaria como benzimi-
dazoles, tetrahidropirimidinas y lactonas
macrociclicas, entre otros (Gokbulut y
McKellar, 2018). Sin embargo, esta estrate-
gia, si bien logré controlar el parasitismo
gastrointestinal, es de enfoque reduccionista
y contribuye a la aparicion de problemas aso-
ciados a esta estrategia, tales como: resis-
tencia antihelmintica, residualidad quimica y
el incremento de los costos para el control
eficiente (Chaparro-Gutiérrez et al., 2018).

Frente a esta situacion, surgen abordajes
holisticos para el control antihelmintico como:
vacunas, seleccion de animales resistentes,
manejo rotativo de potreros, utilizacion de
enemigos naturales, utilizacion de nuevos prin-
cipios activos y disminucion de la exposicion
parasitaria (Hoste et al., 2012). Todas estas
medidas buscan la proteccion contra las infec-
ciones y reinfecciones parasitarias (Hernan-
dez Malagoén et al., 2015).

Dentro de las alternativas de control se
destaca la utilizacion de fitoquimicos obteni-
dos de la vegetacion nativa local, los cuales
pueden presentar potencial para su empleo
en el entorno de los animales susceptibles a
infestaciones parasitarias. Las plantas utili-
zadas para el control antiparasitario surgen
de informacion procedente de la tradicion oral,
y consolidada a través de técnicas de ensayo
y error realizadas por ganaderos en campo,
sin condiciones controladas. Esto genera
cuestionamientos acerca de su efectividad
(Ramirez Poloche, 2012). Por tal razon, se
considera indispensable evaluar metodica-
mente las propiedades antihelminticas que
cada planta posee para generar informacion
contrastable, que a su vez permita incremen-
tar la confianza en su beneficio (Moreno et
al., 2010).

La viabilidad de esta busqueda de com-
puestos fitoquimicos en América Latina es
alta, gracias a las condiciones edafologicas y
climaticas que permiten la existencia de una
abundante y diversa flora. No obstante, en
muchos de estos casos se desconoce sus fito-
compuestos y su actividad especifica. Ante
esto, han surgido metodologias para estudios
en plantas con potencial antihelmintico em-
pleando nematodos como modelos biologicos
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(Garcia et al., 2005; Hernandez-Alvarado et
al., 2018; Matulevich Pelaez y Garcia
Rodriguez, 2016; Molano et al., 2016;
Quesada Romero et al., 2009).

En este contexto se planted el presente
estudio para evaluar la actividad antihelmintica
de los extractos de corteza y hoja del arbol
Guazuma ulmifolia. Este arbol se emplea
en regiones tropicales como planta comesti-
bley se le atribuyen diferentes bioactividades
de uso médico (Pereira et al., 2019;
Velazquez et al., 2013). Incluso, existen re-
portes de presencia de compuestos con po-
tencial antihelmintico (Hernandez-Alvarado
et al., 2018). No obstante, faltan evidencias
que documenten la magnitud del efecto
biocida a distintas concentraciones de los
extractos contra un modelo bioldégico como
el de los nematodos estrongilidos de la
subfamilia Cyathostominae, que son los que
afectan con mayor frecuencia a los équidos
en distintas partes del mundo.

MATERIALES Y METODOS

Se llevo a cabo un estudio in vitro de la
accion inhibitoria de la eclosion de huevos de
nematodos Cyathostominae por efecto de los
extractos metanodlicos de la hoja y corteza de
G. ulmifolia. Para esto se empleo la prueba
de inhibicion de la eclosion de huevos de
nematodos recomendada por la Asociacion
Mundial para el Avance de la Parasitologia
Veterinaria, utilizada también por Torres
Acosta et al. (2015) para el diagnostico de la
resistencia hacia los antihelminticos.

Extractos Vegetales

Se colectaron 5 kg de tallos y 5 kg de
hojas maduras y tiernas de arboles mayores
de cinco afos de G ulmifolia, durante octu-
bre de 2020 (temporada lluviosa), en el Mu-
nicipio de Quebrada Negra, Cundinamarca,
Colombia (4° 35'56.57" N, 74° 04°51.30" O).
La zona se encuentra a una altitud promedio
de 1233 msnm y presenta una temperatura
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media de 24 °C, y un régimen de lluvias de
tipo bimodal.

Los tallos fueron descortezados y luego
la corteza y hojas se secaron por exposicion
solar a temperatura ambiente. Posteriormen-
te, cada material se fragment6 en una
trituradora de mandibulas hasta obtener un
tamafio de particula de 1 mm. El material se
empaco por separado en bolsas plasticas de
cierre hermético para su almacenamiento a
temperatura ambiente hasta la elaboracion de
los extractos.

El material fragmentado, tanto de cor-
teza como de hoja, se someti6 por separado
aun proceso de extraccion soélido-liquido con-
tinua. Esta se basd en maceracion con
metanol como disolvente, en una solucion con
proporcion de 1:10 (20 g de material vegetal
y 200 ml de metanol absoluto), durante 24 h,
agitando mecanicamente la solucion cada 6
h. Luego se filtr6 el macerado por gravedad,
empleando papel de filtro Whatman® con poro
de 5-10 um. Para eliminar el disolvente, se
realizé evaporacion al vacio empleando el
rotoevaporador Heidolph HeiVap Advantage.
Finalmente, el extracto se acabo de secar en
una estufa eléctrica.

Con el extracto seco de corteza y el de
hoja, se prepard por separado la respectiva
solucion madre con una concentracion de 80
mg/ml disolviendo el material respectivo en
dimetil sulfoxido (DMSO). A partir de las
soluciones madre de cada extracto crudo se
prepararon diluciones en agua destilada con
concentraciones de 1000, 500 y 250 pg/ml,
para determinar la concentracién media
inhibitoria y la concentracion con maxima in-
hibicion de cada extracto.

Huevos de Nematodos

Se colectaron 1000 g de materia fecal
de equinos naturalmente infectados con
nematodos de la subfamilia Cyathostominae.
Los huevos de nematodos se concentraron
mediante la prueba de sedimentacion lenta,
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seguida de la prueba de flotacion con solu-
cion azucarada. Los huevos fueron cuantifi-
cados usando la camara de McMaster. Fi-
nalmente, se prepar6 una solucion de huevos
en agua destilada con una concentracion de
200 huevos/ml.

Prueba de Inhibicion de la Eclosion

Se ejecuto la prueba de inhibicion de la
eclosion empleando las concentraciones de
1000, 500 y 250 pg/ml de cada extracto
metanolico obtenido de hojas y corteza de la
G. ulmifolia, un control negativo (DMSO) y
dos controles positivos (Febendazol y Lugol).
Estas pruebas siguieron el protocolo desarro-
llado por Torres Acosta et al. (2015) utilizan-
do placas de cultivo de 24 pozos. Se emplea-
ron dos pozos para cada control positivo, dos
pozos para el control negativo y tres pozos
para cada extracto y concentracion evalua-
da. En cada pozo de 2 ml se depositd 10 pl de
la concentracién o control a evaluar, 1 ml de
solucion de huevos (200 huevos/ml) y 990 pl
de agua destilada. De cada extracto se efec-
tuaron 12 réplicas para cada concentracion
de los extractos de corteza y hoja.

Cada placa se incub6 a una temperatu-
ra de 28 °C durante 48 h. La reaccion se
detuvo agregando una gota de lugol en cada
pozo. Se tomd una muestra de cada pozoy la
cantidad de huevos y larvas presentes se
cuantifico en la camara de MacMaster. Con
estos datos se calculo el porcentaje de inhibi-
cion de la eclosion (PIE%) empleando la for-
mula: PIE% = 100-(larvas/huevos + lar-
vas)*100.

Analisis Estadistico

Los resultados de inhibicion de la eclo-
sion obtenidos en la fase experimental fue-
ron organizados en una hoja de calculo de
MS Excel y analizados en el software R v.
3.6.3 (R Core Team, 2020) con la interfaz
RStudio (RStudio Team 2020). Se verifico el
cumplimiento de los supuestos basicos de
homogeneidad y distribucion normal de lo
datos a través de las pruebas de Shapiro-Wilk

y Levene. Luego se compararon las medias
de inhibicioén a través del analisis de varianza
y se realiz6 comparacion multiple de medias
con la prueba de Duncan.

RESULTADOS

El efecto inhibitorio de los extractos de
corteza y de hoja de G ulmifolia vari6 entre
45 y 75%, aumentando el error estandar de
los datos a medida que aumentaba la con-
centracion del extracto. El analisis de
varianza, tras la verificacion del cumplimien-
to de los supuestos de normalidad y homoge-
neidad de los datos encontro6 similitud entre
las medias analizadas (Figura 1) de las tres
concentraciones de los extractos y de los
controles positivos, siendo significativamente
diferentes del control negativo. Sin embargo,
se hall6 que las concentraciones de 250 ug
en ambas estructuras de la planta tuvieron
las respuestas mas estables frente a la inhibi-
cion de la eclosion (Cuadro 1).

DiscUusION

Los datos obtenidos indican que tanto
los extractos de corteza como los de hoja de
G. ulmifolia, en sus diferentes concentracio-
nes, presentan accion inhibitoria sobre la eclo-
sion de huevos de nematodos Cyathos-
tominae. Los hallazgos de este estudio son
comparables con los realizados por Antonio-
Irineo et al. (2021), quienes evaluando el
efecto inhibitorio de extractos acuosos de hoja
de G ulmifolia, empleando como modelo bio-
16gico nematodos presentes en ovinos, obtu-
vieron porcentajes de inhibicidn de la eclo-
sion mayores al 59.8%.

El efecto antieclosion encontrado en los
extractos de corteza y hoja de G ulmifolia,
probablemente se asocie a la presencia, en
ambas partes, de compuestos como los
taninos condensados, acidos fendlicos y
flavonoides, los cuales son abundantes en
plantas de la familia Malvaceae (Zirintunda
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Cuadro 1. Porcentaje promedio de inhibicion de la eclosion de huevos de nematodos (subfamilia
Cyathostominae) utilizando tres concentraciones de extractos metanolicos de hoja y corteza
de Guazuma ulmifolia (12 réplicas por concentracion)

Solucis Concentracion Inhibicion de la eclosion + error

olucion (ng /ml) estandar (%)
Corteza 250 75.60 £8.15
500 61.93 £10.62

1,000 49.73 £11.66

Hoja 250 75.82+£5.74
500 59.20+£11.05

1,000 4522 +12.42

Control negativo (DMSO) N/A 13.73 £ 0.69
Control positivo (Lugol) N/A 98.58 £0.61
Control positivo (Fenbendazol) 250,000' 83.33 +6.80

1200 huevos/ml
1000 250 500 FENBENDAZOL H20 LUGOL
| l L ——
w
[+
i & ]
|
EZA HO CORTEZA HOJA  CORTEZA HOJ JORTEZA HOJA  CORTEZA HOJA  CORTEZA HOUA
Estructura Vegetal
Figura 1. Porcentaje de inhibicién de la eclosion de huevos de nematodos (subfamilia

Cyathostominae) utilizando tres concentraciones de extractos metandlicos de hojas y

corteza de Guazuma ulmifolia

et al., 2022), familia a la que pertenece G
ulmifolia. Es importante indicar que la cor-
teza es la parte de la planta con mayor con-
centracion de compuestos fendlicos totales,
pero con relacion a los compuestos flavo-
noides totales tienen una concentracion simi-
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lar al de las hojas (Pereira ef al., 2019). Las
proantocianidinas (taninos condensados) pre-
dominan en la corteza, mientras que en las
hojas predominan los acidos fendlicos, al igual
que los compuestos cianogénicos (Pereira et
al., 2019).
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Dentro de los compuestos presentes en
las distintas partes de la planta G ulmifolia,
se encuentra que los acidos fendlicos tienen
un importante potencial citotoxico sobre li-
neas celulares de mamiferos y frente a
protozoos como Leishmaniay Trypanosoma
(Calixto et al., 2016). Estos autores en G
ulmifolia detectaron acidos fendlicos como
el acido galico, acido clorogénico, acido
cafeico y acido rosmarinico, asi como los
flavonoides rutina, luteolina, apigenina y
quercitina, compuestos con potente actividad
citotoxica con efecto leishmanicida y
trypanocida. Asimismo, otros trabajos de-
muestran que los acidos fenoélicos tienen efec-
tos sobre vias de sefalizacion y de expresion
genética que conducen a la muerte de for-
mas larvarias o adultas de helmintos
(Zirintunda et al., 2022).

Por otra parte, los taninos condensados
presentes en G. ulmifolia se asocian a para-
lisis y muerte de formas adultas de helmintos
(Zirintunda et al., 2022). En cuanto al efecto
sobre la viabilidad de los huevos, las princi-
pales hipdtesis sobre el mecanismo de ac-
cion de los taninos condensados son: a) des-
estabilizacion de la membrana y, por ende, el
incremento de la permeabilidad a los demas
compuestos presentes en los extractos, los
cuales actuarian sobre las proteinas
intracelulares del huevo, inhibiendo tanto su
crecimiento como su eclosion; b) Inhibicion
de la reaccion enzimatica que permite la for-
macion larvaria al afectar la mérula directa-
mente; o c¢) Inhibicion de la actividad
enzimatica requerida en la membrana del
huevo para favorecer la eclosion (Antonio-
Irineo et al., 2021).

Con respecto a los compuestos halla-
dos en la corteza y hoja de G ulmifolia, di-
versos estudios han verificado su presencia
en plantas de las familias Fabaceae,
Sapindaceae, Solanaceae, Myrtaceae y
Santalaceae (Payne ef al., 2013). De esta
forma, se reporta que los extractos de hoja y
flores de siete plantas australianas de estas
familias tenian efecto inhibitorio en la eclo-

sion de huevos de ciatostominos procedentes
de equinos. Igualmente, extractos de la cor-
teza de Diospyros anisandra de la familia
Ebenaceae presente un porcentaje de inhibi-
cion de la eclosion de 50 y 99% contra
ciatostominos en concentraciones de 11.3 y
38.1 pg /ml, respectivamente (Flota-Burgos
et al.,2020). Por otro lado, Zurita et al. (2016)
encontraron que los extractos de hoja de
Albizia lophantha presentaron porcentajes
de inhibicion de la eclosion de 11 y 43% para
las concentraciones de 80 y 120 pg/ml, res-
pectivamente, nematodos gastrointestinales de
equinos (Strongylus spp, Trichostrongylus
axei, Strongyloides westeri y Parascaris
equorum).

En todos los trabajos se busco determi-
nar la concentracion media inhibitoria y la
concentracion con maxima inhibiciéon para
establecer una relacion dosis/respuesta. En
este estudio al intentar establecer la relacion
dosis-respuesta para determinar la dosis de
mayor eficacia, se encontrd carencia de di-
ferencias significativas en los porcentajes de
inhibicion de eclosion entre las diferentes con-
centraciones evaluadas, aunque la estabilidad
de los efectos fue mejor en las concentracio-
nes mas bajas que se evaluaron en cada ex-
tracto. Probablemente estos hallazgos se aso-
cien a que los metabolitos secundarios res-
ponsables del efecto inhibitorio, tales como
los taninos condensados e hidrolizables,
alcaloides y terpenos entre otros, pueden te-
ner efectos variables dependiendo de su pro-
porcidn, pasando de terapéuticos a toxicos
en mayores proporciones (Avalos y Pérez-
Urria, 2009).

Ademas, se encuentra que la concen-
tracion de metabolitos con actividad anti-eclo-
si0n, se relaciona estrechamente con los sol-
ventes empleados para la extraccion. Los
extractos acuosos permiten extraer bio-com-
puestos como antocianinas, terpenoides,
saponinas y taninos en concentraciones infe-
riores a las obtenidas con solventes alcoholi-
cos como el metanol, en tanto que con sol-
ventes alcoholicos se reporta mayor indice
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de extraccion sobre compuestos como
flavonoides y polifenoles (Zurita et al., 2016;
Flota-Burgos et al., 2017; Esteban-Balleste-
ros etal.,2019; Pereira et al., 2019; Antonio-
Irineo et al., 2021).

CONCLUSIONES

e Los extractos metanolicos de corteza y
hoja de Guazuma ulmifolia en las con-
centraciones de 1000, 500 y 250 ug pre-
sentaron efecto anti-eclosion frente a los
huevos de ciatostominidos de equinos.

e Las tres concentraciones, tanto de hoja
como de corteza, tuvieron un comporta-
miento semejante; sin embargo, la con-
centracion de 250 pug en ambos extrac-
tos presentd mayor estabilidad en las dis-
tintas mediciones.
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