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RESUMEN

La alta prevalencia de resistencia hacia los farmacos antiparasitarios, ha surgido en
nematodos que parasitan especies de importancia econdmica, (Sangster y Gill, 1999). La
evaluacion de la capacidad antihelmintica de plantas, es una de las alternativas que se
investigan como solucion a la problemaética de resistencia a todos los tipos de farmacos
antihelminticos de amplio espectro ampliamente utilizados en medicina veterinaria y
humana disponibles actualmente. En el presente trabajo se evalu6 el potencial
antihelmintico de extractos acuosos de tres plantas cultivadas (Dysphania ambrosioides,
Persea americana y Psidium guajava) y una silvestre (Marrubium vulgare), mediante el
uso del nematodo modelo C. elegans. Se realizé trabajo de campo para la colecta del
material botanico, el cual fue tratado para obtener extractos de tipo acuoso mismos que se
utilizaron para realizar bioensayos donde se determind si modifican el comportamiento de
locomocion y reproduccion de la cepa silvestre y dos cepas mutantes (CB193 y DA1371)
de C. elegans. Las variables de respuesta fueron: nimero de nematodos paralizados y de
nematodos que presentan movimiento atipico asi como nimero de coleteos y porcentaje de
oviposicion. Es contundente el efecto paralizante que ejerce el extracto de Psidium guajava
(PG), sobre la cepa N2 de C. elegans comparado con las demas plantas. Desde 1 hasta
25mg/ml la paralisis de los nematodos es significativamente mayor (p<0.01) que en el
control negativo (M9). El resto de las plantas, ocasionan que los nematodos se muevan
atipicamente, sin embargo los nematodos no alcanzan la paralisis en el tiempo establecido
para la evaluacion (8 horas). PG inhibe la locomocion de las cepas N2, CB193 (resistente a
Levamisol) y DA1371 (resistente a ivermectina) de C. elegans. No existe diferencia
significativa (p>0.05) en el numero de nematodos paralizados en cada una de ellas. En
cuanto al comportamiento de reproduccion, PG demostrd tener un efecto inhibitorio
significativo (p<0.01) de la puesta de huevos. Los extractos acuosos del resto de las plantas
no mostraron un efecto inhibidor significativo de la oviposicion de C. elegans adultos.
Todas las plantas utilizadas en este estudio, tienen la capacidad de disminuir la locomocién
de los nematodos, sin embargo el efecto de paralisis es una caracteristica que se espera de
un antihelmintico eficiente. PG tiene esta caracteristica ya que ademas de paralizar
significativamente a la poblaciéon de C. elegans adultos de la cepa N2, lo hace con cepas
resistentes (CB193 y DA1371). Asimismo tiene un efecto inhibitorio de la oviposicion.

Palabras clave: resistencia, paralisis, oviposicion, Psidium guajava.



ABSTRACT

The high prevalence of resistance to antiparasitic drugs has emerged in nematodes of
species of economic importance, (Sangster y Gill, 1999). The assessment of anthelmintic
potencial of plants, is one of the possible solution to being investigated as a solution to the
problem of resistance to all types of broad-spectrum anthelmintic drugs widely used in
veterinary and human medicine. In this work was assessed the anthelmintic potential of
aqueous extracts of three cultivated plants (Dysphania ambrosioides, Persea americana and
Psidium guajava) and one wild plant (Marrubium vulgare), using the nematode C. elegans
with model. Was collected botanical material, which was treated to obtain aqueous extracts
same as that used for locomotion behavior and reproduction bioassays of wild type and two
mutant strains (CB193 y DA1371) of C. elegans. The response variables were: number of
paralyzed nematodes, nematodes with atypical movement, trashing number and egg laying.
The paralyzing effect that the extract of Psidium guajava (PG) on the N2 strain of C.
elegans is more robust than the other plants used in this study. From 1 to 25 mg/ml
paralysis of nematodes is significantly higher (p <0.01) than in negative control (M9). The
rest of the plants evaluated in this study, produced atypically movement in the nematodes,
however nematodes did not submit paralysis in the time set for the evaluation (8 hours). PG
inhibits locomotion in N2, CB193 (resistant to levamisole) and DA1371 (resistant to
ivermectin) strains of C. elegans. There is no significant difference (p> 0.05) in the number
of paralyzed nematodes in each. On the reproduction behavior, PG demonstrated a
significant inhibitory effect (p <0.01) of the egg laying. Aqueous extracts of the other plants
showed no significant inhibitory effect on oviposition. All plants used in this study, have
the ability to decrease the locomotion of nematodes, but the effect of paralysis is a feature
of an effective anthelmintic expected, therefore according to the results obtained in this
work only PG has this feature. PG paralyzes wild type strain and strains resistant (CB193
and DA1371). Also has an inhibitory effect on egg laying.

Keywords: resistance, paralysis, egg laying, Psidium guajava
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1. INTRODUCCION
Los nematodos parasitos tienen un impacto negativo sobre la salud de humanos, plantas,
animales domesticos y ganado, lo cual se traduce en importantes pérdidas econdémicas. En
humanos se estima que las infecciones por helmintos afectan a un tercio de la poblacion
mundial, focalizdndose en paises en desarrollo (Brooker, 2010). Debido a que infectan
animales y cultivos de importancia econdmica, los helmintos afectan la produccion de
alimento. Por ejemplo, los nematodos parasitos de plantas son responsables de pérdidas
globales estimadas en 157 billones de ddlares anuales, y algo semejante ocurre para el
ganado y aves de corral, donde la mayoria de los animales destinados para consumo estan
temporal o constantemente expuestos a nematodos parésitos, lo que ocasiona serias
pérdidas econdmicas, particularmente donde se practica el pastoreo intensivo (Anthony et
al., 2007). Aunado a esta problematica, el control por parte de los antihelminticos sintéticos
de uso comercial no ha sido eficiente, ya que se ha reportado resistencia de nematodos que
parasitan especies de importancia econdmica, hacia las principales familias de farmacos
antiparasitarios de amplio espectro, (Papadopoulos et al., 2012).
La resistencia puede ocurrir a varios niveles; por un lado pueden ocurrir cambios en el
blanco molecular de modo que el farmaco no reconoce el objetivo y es por lo tanto ineficaz,
o modificaciones del metabolismo que inactivan y/o elimina el farmaco, o deberse a un
cambio en la distribucién del farmaco en el objetivo, lo que impide que la droga acceda a su
sitio de accion (Kaminsky et al, 2008). A pesar de esto, nuevas clases de antihelminticos no
se han desarrollado, desde la aparicion de ivermectina que tiene mas de 25 afios en el uso
veterinario y mas de 18 en el consumo humano, no se han introducido en el mercado
nuevos antihelminticos. Por tal razdn es necesario desarrollar ensayos moleculares capaces
de detectar nematodos resistentes, asi como encontrar nuevos métodos para el control
(Kaplan, 2004).
Una alternativa que se investiga como solucion a la problematica de resistencia, es la
busqueda en plantas de metabolitos potencialmente antihelminticos, este tipo de estudios
estan fuertemente respaldados por el conocimiento y practicas tradicionales en el uso de las
plantas (Geary, et al., 2012). En algunos paises en desarrollo, la etnofarmacologia forma
parte importante de su cultura y medicina preventiva, ya que existen zonas que carecen
1



de acceso a la medicina alépata para el cuidado de la salud. Por lo tanto existe interés
cientifico en el estudio de las practicas etnobotanicas, para el desarrollo y promocién de
medicamentos eficaces, basados en los principios activos de plantas disponibles a nivel
local (Martin et al, 2001).En Mexico, alrededor del 25% de |Ila
poblacion (aproximadamente 28 millones de personas), depende todavia del uso de plantas
medicinales para combatir enfermedades (Argueta y Cano, 1994). De manera particular, la
medicina tradicional mexicana utiliza una gran variedad de plantas para el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales, como las diarreas infecciosas ocasionadas muchas veces
por parasitos, una de lasdiez causas masimportantes de muerteen las zonas
rurales (INEGI, 1999). Aunque para paises en desarrollo, la medicina tradicional es la
primera alternativa en el cuidado de la salud (McGaw et al., 2000), el potencial de muchas
plantas no se ha ensayado experimentalmente y sus metabolitos activos, asi como sus
mecanismos de accidn, son todavia desconocidos.

Es en este contexto, esta investigacion buscé evaluar la capacidad antihelmintica de
algunas plantas reconocidas y registradas en el conocimiento tradicional. EI nematodo
Caenorhabditis elegans, se utiliz6 como modelo dadas sus ventajas de mantenimiento en el
laboratorio, ya que tiene un tamafio pequefio, corto tiempo de generacion, facilidad de
mantenimiento e informacion gendmica y neural disponible. Este, es un modelo ideal para
realizar bioensayos con un enfoque genético y molecular que podria permitir conocer el
mecanismo de accién de los metabolitos activos de las plantas propuestas para el estudio
(Jones et al., 2005).

2. ANTECEDENTES

Los nematodos paréasitos son los agentes causales de muchas enfermedades en humanos,
animales y plantas. Se estima que mas de dos mil millones de personas estan infectados y
las infecciones estan vinculadas a condiciones de deterioro de la salud, como la anemia y la
desnutricion, a pesar de que rara vez causan la muerte directamente (Anthony et al., 2007).
Infecciones en cultivos y animales destinados para consumo causan graves pérdidas
econdmicas (Paterson et al., 2007; Behnke et al., 2008). Por tanto, es importante desarrollar

antihelminticos que sean eficaces y seguros de usar y que eviten o retrasen el desarrollo de
2



resistencia a los farmacos.

2.1. Uso de plantas con capacidad antihelmintica

En muchos paises en vias de desarrollo, los agricultores, ganaderos, pastores y algunos
veterinarios utilizan productos vegetales para tratar los casos de parasitismo. Los métodos
de preparacion y uso de algunas de estas plantas, estdn documentados (Anon, 1996;
Wanyama, 1997b). Por ejemplo, las semillas o el follaje de las plantas Allium sativum L.,
Allium cepa L., Mentha piperita L., Carya illinoinensis, Anethum graveolens L. y
Petroselinum crispum Miller, se utilizan para tratar animales que sufren de parasitismo
gastrointestinal, mientras que las semillas de Cucurbita maxima y Cucumis sativus, se
asocian con la expulsion de las tenias desde el tracto gastrointestinal (Guarrera, 1999). Sin
embargo la eficacia antihelmintica, asi como el mecanismo de accion de la mayoria de estas
plantas, no estd cientificamente validado y en muchos casos los componentes activos
también se desconocen (Githiori et al., 2003).

La evidencia de las propiedades antihelminticas de extractos de plantas se deriva
principalmente de fuentes etnoveterinarias. El uso de la plantas en preparaciones
etnoveterinarias se documenta en diferentes partes del mundo (Watt y Breyer-Brandwijk,
1962; Bizimana, 1994; Wanyama, 1997a, b; Waller et al., 2001). Plantas con propiedades
antihelminticas se incluyen en la Farmacopea Britanica (British Veterinary Codex, a, b).
Por ejemplo, en el Reino Unido, las hojas y flores secas de Dysphania ambrosioides, se
utilizan como antihelmintico desde principios de 1900 (Guarrera, 1999). Dysphania se
utiliza para el tratamiento de infecciones por helmintos en América Latina. Asimismo, el
helecho macho Dryopteris filix-mas y Artemisia spp, se han utilizado en los rumiantes
contra cestodos Moniezia spp y en aves de corral contra nematodos tales como Ascaridia
spp, (British Veterinary Codex, 1965). En los paises en vias de desarrollo se tienen
identificadas numerosas plantas que estdn destinadas y tienen el potencial para ser
utilizadas como antihelminticos. Sin embargo, la mayoria de los datos recogidos por
fuentes etnoveterinarias es en forma de observaciones y no de estudios cientificos formales
(Hammond et al., 1997).



2.1.1. Plantas identificadas por su accién antihelmintica

La etnobotanica médica y etnofarmacologia se han concentrado inicialmente en la
recopilacion de inventarios de etnofarmacopeas botanicas.

Actualmente, las farmacopeas locales de los paises en vias de desarrollo incluyen tanto
medicamentos a base de hierbas como productos farmacéuticos (Etkin et al., 1990;
Ngokwey, 1995; Waldstein, 2006). Sin embargo, para las plantas de uso
etnofarmacoldgico, son pocos los estudios que plantean el modo de accidn, identificando

sus componentes quimicos y cuantificando el potencial de los mismos.

2.1.1.1. Dysphania ambrosioides L.
Dysphania ambrosioides (Amaranthaceae), es una planta anual con un fuerte olor
aromatico y alcanza una altura de 1 m
25y aproximadamente (Wirth, 1920; Cabanis et al, 1970).
Conocida como “epazote” y “paico” en Mesoamérica
y los Andes respectivamente, esta planta se ha usado
como antihelmintico durante siglos (Morton, 1980;

Millspaugh, 1892), y a inicios del siglo XVIII fue

= ! ‘ adoptada por el resto del mundo (Kliks, 1985). En
Céntroahic I forma tradicional de preparar epazote es hacer una infusién de la planta
seca. A principios del siglo XIX, D. ambrosioides se destilé para producir aceite, un potente
antihelmintico (Mc Donald et al., 2004). Smillie y Pessoa (1924) mostraron por primera
vez que las propiedades antihelminticas del aceite de Dysphania se deben al Ascaridol,
compuesto que constituye mas de 50% del peso del aceite (Nelson, 1920; Paget, 1926;
Johnson y Croteau, 1984). Aunque no se pudo encontrar ningun registro de
envenenamiento o muerte surgidos de la ingestion de infusion de epazote, hubo numerosos
informes de intoxicacion como resultado de su ingesta de aceite de epazote (Levy, 1914).
Las muertes principalmente por sobredosis, llevaron a la decadencia comercial de la
utilizacion del aceite, a favor de los medicamentos mas modernos. A esta planta se le
atribuyen diversos usos etnofarmacoldgicos. Se reporta que las hojas y tallos tienen efectos
cardiotonicos y antiespasmodicos, asi como vermifugo contra ascaris y tenia (Boiteau,
4



1986). La planta también se utiliza para el tratamiento de la sifilis, sarampién (Cabanis et
al., 1970) y enfermedades intestinales (Noumi y Yomi, 2001). Los extractos de D.
ambrosioides exhiben actividad molusquicida (Hmamouchi et al., 2000) y se utilizan en el
tratamiento de enfermedades pulmonares (Lall y Meyer, 1999). El aceite esencial de la
planta posee propiedades antibacterianas y fungicidas (Begum et al, 1993; Bourrel et al,
1995.).

2.1.1.2. Marrubium vulgare L.

Marrubium vulgare (Lamiaceae), conocido cominmente
como “marrubio”, es originaria de las regiones templadas de
Europa, norte de Africa y Asia pero naturalizada y de amplia
distribucion en Mexico (Argyropoulou, et al., 2009). En la
medicina tradicional mexicana el uso de M. vulgare se
reconoce  para tratar  trastornos  gastrointestinales
especificamente dolor de estdbmago, diarrea y gastritis
(Castillo et al., 2009). Se reporto el efecto de un extracto

metandlico, en la inhibicidn del crecimiento de epimastigotes

AL,

AN e =

del parasito intracelular Trypanosoma cruzi, 98.99% de inhibicion después de 96 horas de

exposicion al extracto (Molina G. et al., 2014). Para M. vulgare se han reportado diversos
usos etnofarmacoldgicos alrededor del mundo. En el norte de Africa las plantas de
Marrubium vulgare se utilizan en la medicina popular como expectorantes y por sus
propiedades antiespasmadicas en la bronquitis aguda o crdnica, tos, el asma y en general
para las infecciones respiratorias, también se utilizan en los casos de falta de apetito y
dispepsia. Particularmente M. vulgare (“marrubio blanco” o “marrubio comudn”),
actualmente es utilizada por los curanderos tradicionales, sola o combinada con otras
hierbas como Inula helenium L. (“helenio”) y Glycyrrhiza glabra L. (“regaliz”), para el
tratamiento de la bronquitis, tos y los resfriados. Las hojas y tallos jovenes en floracion se
utilizan como antisépticos, antiespasmodicos, antidiabéticos, diuréticos y expectorantes
(Delile, 2007). Ademas se le atribuye capacidad antioxidante (Berrougui, et al., 2006),
analgesica (Meyre-Silva, et al., 2005), antiinflamatoria (Sahpaz, et al., 2000), asimismo los
5



extractos de esta planta han demostrado algunos efectos en la diabetes tipo Il (Herrera-
Arellano, et al., 2004) y en trastornos neuroldgicos (Erdogan, et al., 2010). Extractos
procedentes de Marrubium vulgare, han mostrado un patron metabolico complejo.
Conteniendo metabolitos secundarios tales como diterpenos (Rodrigues, 1998, Citoglu y
Aksit, 2002), flavonoides (Nawwar, et al., 1989) y ésteres propanoides fenilo junto con sus
derivados (Sahpaz, et al., 2002; Papoultis, et al., 2006). En particular, el diterpeno lactona
marrubina, se considera como un marcador para esta especie taxondémica, ya que su
aparicion es practicamente omnipresente a lo largo de las diferentes variedades de plantas.
La marrubina también se considera la molécula responsable de la mayoria de las
propiedades bioldgicas atribuidas al género Marrubium, particularmente a M. vulgare. La
apigenina y luteolina son los flavonoides mas comunes presentes en las especies, que es

una caracteristica peculiar de la familia Lamiaceae (Nawwar, et al., 1989).

2.1.1.3. Persea americana Miller

Persea americana (Lauraceae), conocida como “palta o
aguacate”, es un arbol de hoja perenne, de aproximadamente
20 m de altura que se origind en América Central, pero ahora

se encuentra en la mayoria de los paises tropicales y

subtropicales. La corteza, frutos y hojas se utilizan en
medicina tradicional en América del Sur y Central, Antillas y Africa para el tratamiento de
diversas enfermedades como: hipertension (Gupta et al., 1979), menorragia (Watt et al.,
1962), dolor de estémago, bronquitis (Giron et al., 1991), diarrea y diabetes (Ramirez et al.,
1998). Por sus afectos analgésicos y antiinflamatorios, las hojas son usadas para tratar
esguinces Y fracturas, lo cual se demostré en un estudio in vivo (Adeyemi et al., 2002). Los
compuestos presentes en el aguacate previenen la inhibicion de la produccion de
osteoblastos y condrocitos en osteoartritis y fue sugerido que sus componentes activos
podrian promover la reparacion del cartilago (Henrotin et al.,, 2006). El uso
etnofarmacoldgico de P. americana en desordenes gastrointestinales ha sido documentado
para tratar especificamente diarrea, parasitos y dolor de estobmago (Castillo et al., 2009). Se

han realizado estudios in vivo e in vitro para confirmar las propiedades que se le atribuyen
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a la planta. En un estudio in vivo se demostré que una mezcla insaponificable de frijol de
soya y Persea americana (300 mg/Kg), elimin6 98.1% de gusanos (Schistosoma mansoni)
en ratones infectados (Soliman, 2012). Asimismo en estudios in vitro se ha reportado
moderada actividad trypanocidal de la semilla de P. americana contra epimastigotes de T.
cruzi (Abe et al., 2005).

2.1.1.4. Psidium guajava L.

Psidium guajava (Myrtaceae), conocido con
“guayabo”, es un arbol que alcanza aproximadamente
10 m de alto, de corteza irregular y exfoliante, sus
hojas son opuestas; de peciolo corto, con prominentes
venas pinadas y de 5 a 15 cm de largo. Las flores

poseen peétalos blanquecinos de hasta 2 cm de

longitud y numerosos estambres (Stone, 1970). Los
frutos son carnosos, de forma globosa a ovoide, de color amarillo, baya de unos 5 cm de
diametro con un mesocarpio comestible de color rosa, con numerosas y pequefias semillas
blancas y duras. Estudios etnofarmacoldgicos muestran que Psidium guajava, se usa en
muchas partes del mundo, para el tratamiento de enfermedades como la diabetes,
hipertension, caries, llagas, alivio de dolor antiinflamatorio y reduccion de la fiebre. Paises
de América como Meéxico, tienen una larga historia del uso medicinal tradicional de la
guayaba, asimismo paises del Caribe, Africa y Asia. Algunos de los usos en estos paises
son para tratar trastornos gastrointestinales y respiratorios, asimismo se utiliza como un
medicamento antiinflamatorio (Aguilar et al., 1994). ComUnmente las raices, cortezas,
hojas y frutos inmaduros, se utilizan en el tratamiento de la gastroenteritis, diarrea y
disenteria. Las hojas se aplican en Ulceras y para mitigar los dolores reumaticos, si se
mastican alivian el dolor de muelas (Heinrich et al., 1998). Un extracto acuoso de la hoja,
se utiliza para reducir el nivel de glucosa en sangre. La hoja de Psidium guajava se utiliza
en la medicina tradicional africana para controlar y/o tratar la diabetes mellitus y la
hipertension (Ojewole, 2005; Oh et al., 2005). En la medicina tradicional de América

Latina y el Caribe se utiliza ampliamente para el tratamiento de diarrea y dolores de
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estomago debido a la indigestion, gastroenteritis y disenteria. (Mejia y Rengifo, 2000;
Mitchell y Ahmad, 2006 a, b).

2.2. Uso de C. elegans como modelo en ensayos sobre actividad antihelmintica

El nematodo de vida libre Caenorhabditis elegans es el organismo que méas se conoce a
nivel molecular. C. elegans ha sido estudiado en muchos aspectos de la biologia de los
animales, incluyendo desarrollo y comportamiento. Este nematodo se ha considerado como
modelo desde 1960, cuando investigadores buscaron un organismo multicelular con pocas
células, facil de cultivar y reproducir. Informacién gendémica y neural disponible en este
organismo, ha permitido la aplicacion de potentes enfoques genéticos moleculares para
entender el modo de accién de drogas antihelminticas, asi como los mecanismos de
resistencia hacia estas (Geary y Thompson, 2001). Debido a que C. elegans comparte
caracteristicas fisioldgicas y anatdmicas con otros nematodos parasitos, tiene el potencial
de ser la herramienta idonea, en estudios para el descubrimiento de nuevos antihelminticos
(Jones et al, 2005). La citoarquitectura general del sistema nervioso se conserva entre C.
elegans y A. suum, lo que sugiere de acuerdo a la distancia filogenética entre estas especies,
que esta conservacion debe considerarse tipica de los nematodos en general. Estas
similitudes son de particular importancia debido a que la mayoria de los antihelminticos
impactan la neuromusculatura (Stretton et al., 1991; Davis y Stretton, 1996). Asimismo,
basandose en analisis genéticos, se determind que mas del 40% de los genes de nematodos
parésitos son homologos a genes de C. elegans y que este nematodo pertenece al orden
Rhabditida, el cual esta estrechamente asociado con el orden Strongylida al que pertenecen
parasitos importantes de los rumiantes, incluyendo Haemonchus contortus vy
Trichostrongylus spp (Mitreva et al., 1995). Por lo tanto se considera que C. elegans es un
organismo modelo vélido para el descubrimiento de antihelminticos de amplio espectro.
Puesto que un producto util tendra actividad contra nematodos situados en todos los clados
(Geary y Thompson, 2001).

Ademas de las similitudes que presenta C. elegans con nematodos parasitos, cumple con
los criterios necesarios para ensayos in vitro, ya que se encuentra disponible, su
mantenimiento es barato y experimentalmente es facil de manejar. Ademas se puede
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mantener en cultivos continuos debido a que su ciclo de vida es menos complejo
comparado con nematodos parésitos, lo que permite realizar un mayor nimero de ensayos y
trabajar con nematodos adultos (etapa infectiva de muchos nematodos) que son el mayor
blanco (McGaw et al., 2007; Katiki et al., 2011). De esta forma con C. elegans, se puede
evaluar in vitro el mecanismo de accion de compuestos con actividad antihelmintica a
través de su efecto en la reproduccion, (realizando ensayos de eclosion de huevos) y de
motilidad larval. En contraste con estudios in vivo, en los cuales para probar un extracto o
compuesto potencialmente antihelmintico, se utiliza al rumiante como modelo, lo cual
requiere infraestructura y grandes cantidades de material vegetal, por lo tanto se considera
poco factible (Hoste et al., 2006; Eguale et al., 2007; Brunet et al., 2008). (Katiki et al.,
2011).

3. JUSTIFICACION

En paises en desarrollo, la alta prevalencia de infecciones por helmintos, asi como la
resistencia desarrollada por nematodos hacia las principales familias de farmacos
disponibles, plantean la necesidad del desarrollo de nuevos antihelminticos. Un primer paso
es la busqueda de compuestos antihelminticos en fuentes naturales con base en el uso y
conocimiento tradicional. Estudios cientificos que evalGen el potencial antihelmintico de
tales compuestos nos proporcionaria las herramientas para el tratamiento de ese importante

problema de salud.

4. HIPOTESIS
Los extractos acuosos de plantas tradicionalmente consideradas como antihelminticas,
contienen compuestos con efectos antihelminticos medibles sobre la locomocion y

fertilidad del nematodo modelo C. elegans.

5. OBJETIVOS
5.1. General
Determinar el potencial antihelmintico de extractos acuosos de las plantas Dysphania

ambrosioides (DA), Marrubio vulgare (MV), Persea americana (PA) y Psidium guajava
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(PG) evaluando sus efectos sobre la locomocién y oviposicion del nematodo modelo C.

elegans.

5.2. Particulares
e Determinar si los extractos de DA, MV, PA y PG afectan la locomocion de C.

elegans, con base a la disminucién en el movimiento de los nematodos.

e Determinar si los extractos de DA, MV, PA y PG afectan la reproduccién de C.

elegans, con base en la tasa de oviposicion.

e Evaluar el efecto de los extractos botanicos (DA, MV, PA'y PG), sobre las cepas de

C. elegans CB193 resistente a levamisol y DA1371 resistente a ivermectina.

¢ Identificar las familias de compuestos quimicos presentes en los extractos.

6. METODOS

6.1. Obtencion del material botanico

Ejemplares de las plantas Dysphania ambrosioides (DA), Marrubio vulgare (MV), Persea
americana (PA) y Psidium guajava (PG), que la tradicion etnobotanica o que el
conocimiento tradicional reputa como antihelminticas, se recolectaron en localidades
seleccionadas de acuerdo a sus patrones de distribucion natural, asi como de zonas
productoras del Bajio y Occidente de México y su identidad taxondmica fue confirmada.
Ejemplares de resguardo se mantienen en la coleccion del Herbario (QMEX) de la Facultad
de Ciencias Naturales de la UAQ. El material botanico se separ6 en las distintas partes
aéreas de las planta, de MV y DA se tomaron hojas y flores juntas (hf) y tallo (t) por
separado, de PG y PA se usaron las hojas. Las partes seleccionadas se secaron al aire al

abrigo de la luz y se preservaron en bolsas plasticas hasta su utilizacién.
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6.2. Organismo de estudio y mantenimiento

La cepas utilizadas provienen del Caenorhabditis Genetics Center (CGC). La cepa silvestre
N2 y las cepas mutantes de C. elegans CB193 y DA1371 se cultivaron en placas con medio
de crecimiento para nematodos (NGM) (Brenner, 1974). La composicion del medio NGM
para preparar 500 ml antes de someter a la autoclave fue de: 1.5 g de NaCl, 10 g de agar
bacteriologico, 1.25 g de peptona, y agua destilada. Después del autoclavado se
complemento con las soluciones: 0.5 ml de CaCl, 1M, 0.5 ml MgSO4 1M, 0.5 ml de
colesterol (5 mg de colesterol por 1,0 ml de etanol al 95%) y 12.5 ml de KH2POa4. Sobre el
medio de cultivo se hizo crecer un césped bacteriano de Escherichia coli OP50 como fuente

de alimento para los nematodos.

6.3. Preparacion de Extractos crudos

20 g del material botanico seco y pulverizado de cada planta se sometié a decoccion en 250
ml de agua bidestilada por 2 horas con agitacion constante. La decoccion se filtré con una
malla de tela y se precipitdé a 10,000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante se filtré a
través de membranas con poros de 45 um y finalmente el filtrado se liofilizé y se almacend
en tubos estériles a temperatura ambiente y en ausencia de luz hasta su utilizacién en los

bioensayos sobre C. elegans.

6.4. Bioensayos

Para probar la bioactividad de los extractos se evalu6 la locomocién y reproduccion de C.
elegans expuestos a 25 mg/ml de extractos acuosos de las plantas seleccionadas. De los
resultados a 25 mg/ml se selecciond Psidium guajava (PG) por ser la planta que demostrd
un efecto antihelmintico sobresaliente y con el extracto de ésta se probaron concentraciones
menores (1, 5 y 10 mg/ml). Levamisol (Sigma) se utiliz6 como control positivo a una
concentracion de 400 uM y Buffer M9 (5mM KPOg4 [pH6], 1 mM CaClz, 1 mM MgSOQOys)
como control negativo (Emmons, 1997).
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6.3.1. Bioensayos de locomocion

Para este ensayo se utilizd la cepa silvestre de C. elegans N2. Los gusanos fueron
cultivados con medio NGM, en placas de nueve centimetros (Brenner, 1974) con bacteria
E. coli OP50 como fuente de alimento. Para exponer los gusanos al extracto se utilizd una
placa con veinticuatro pozos, en ella se colocaron diez nematodos adultos por pozo,
tomados de placas donde habia poblaciones sincronizadas de C. elegans, el pozo con 250 pl
de Buffer M9. De la misma forma se colocaron diez nematodos adultos para el control
positivo y diez para el control negativo. Una vez transferidos los adultos de los tres pozos,
se aplicd a uno de los pozos 250 pl del extracto acuoso de alguna de las plantas utilizadas
en este estudio (DA, MV, PA 'y PG) completando un volumen de 500 ul a la concentracién
determinada para el ensayo (25 mg/ml), a su vez a uno de los pozos restantes se aplicd 250
pl de Levamisol Sigma para completar 500 ul a una concentracién de 400uM y al pozo
restante se adiciond 250 pl de M9 para completar el volumen del control negativo.

la habilidad de movimiento de los diez nematodos se evalud categorizando el tipo de
movimiento como sigue:

1) Movimiento sinusoidal: reciproca contraccion y relajacion de los masculos dorsales v el
cuerpo de pared ventral, produciendo un movimiento ondulante que se extiende a lo largo
de la longitud del cuerpo del gusano, generando una curva corporal que lo impulsa hacia
adelante o hacia atras.

2) Movimiento atipico: cualquier tipo de movimiento diferente al sinusoidal.

3) Paralizado: se presenta cuando no existe ningun tipo de movimiento de cabeza, cola o
faringe durante 10 segundos de observacion.

El nimero de gusanos en cada categoria se cuantificd y las evaluaciones se hicieron durante
ocho horas (tiempo que permite evaluar de forma detallada la evolucién del efecto de los
extractos sobre el nematodo modelo), los primeros minutos de cada hora se realiz6 el
recuento. Ensayos para cuantificar la habilidad de movimiento de los nematodos se hicieron
considerando el nimero de curvas corporales (coleteos) producidas por el gusano en un
minuto. De todos los ensayos se realizaron doce réplicas, de acuerdo a resultados obtenidos

para calcular tamafio de muestra con datos preliminares.
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Ensayos similares se realizaron con concentraciones del extracto menores a 25 mg/ml con

las plantas que presentaron una actividad antihelmintica sobresaliente a esta concentracion.

6.3.2. Bioensayos de locomocion en mutantes de C. elegans

Para este ensayo se utilizd la cepa silvestre de C. elegans N2, la cepa CB193 resistente a
levamisol y la cepa DA1371 resistente a ivermectina. Los nematodos de cada cepa se
cultivaron en placas de nueve centimetros con medio NGM (Brenner, 1974) con la bacteria
E. coli OP50 como fuente de alimento. Para este ensayo se utilizo el extracto acuoso de
Psidium guajava (PG), dado su efecto contundente en la disminucién de la locomocion
frente a la cepa silvestre N2 de C. elegans.

Para exponer los gusanos al extracto se utiliz6 una placa con veinticuatro pozos, en la cual
se colocaron en un pozo, diez gusanos adultos tomados de placas donde habia poblaciones
sincronizadas de C. elegans N2, con 250 pl de Buffer M9. Diez gusanos adultos de la cepa
CB193 se colocaron en un segundo pozo y diez nematodos adultos de la cepa DA1371 en
un tercero, los dos ultimos bajo las mismas condiciones que el primero. Una vez
transferidos los gusanos adultos de las tres cepas, se aplicé a cada uno de los pozos 250 pl
del extracto acuoso de PG, completando un volumen de 500 pl a una concentracion de 25
mg/ml. El comportamiento de los diez nematodos se evalu6 categorizando de la siguiente
forma:

1) presenta movimiento: los nematodos exhiben cualquier tipo de movimiento.

2) Paralizado: se presenta cuando no existe ningln tipo de movimiento de cabeza, cola o
faringe durante 10 segundos de observacion.

El nimero de gusanos en cada categoria se cuantificd y las evaluaciones se hicieron durante
seis horas (tiempo establecido en el cual se observa un efecto de completa paralisis en todos
los nematodos de la cepa N2 de C. elegans a 25 mg/ml del extracto acuoso de PG), a los
primeros minutos de cada hora se hizo el recuento. Se realizaron doce réplicas de acuerdo a

resultados obtenidos para calcular tamafio de muestra con datos preliminares.
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6.3.3. Bioensayos de reproduccion

Se midio el efecto de los extractos acuosos sobre la puesta de huevos en la cepa silvestre de
C. elegans N2. Los nematodos se cultivaron en placas de nueve centimetros con medio
NGM (Brenner, 1974) con la bacteria E. coli OP50 como fuente de alimento. De
poblaciones sincronizadas de C. elegans las cuales se mantuvieron a 18° centigrados, se
tomaron diez adultos hermafroditas gravidos y se expusieron durante una a dos horas (el
tiempo de exposicion es dependiente del efecto de pardlisis de los extractos en los
nematodos) a 25 mg/ml del extracto acuoso de las plantas utilizadas en este estudio (DA,
MV, PA y PG). La exposicion se realizd en medio acuoso. Transcurrido el tiempo se
practicaron dos lavados, para eliminar el extracto, con 100 ul de Buffer M9, posteriormente
se colocaron los gusanos en una placa de seis centimetros con medio NGM vy la bacteria E.
coli como fuente de alimento, donde se mantuvieron por un periodo de dos horas,
transcurrido este tiempo la placa se lavé con Buffer M9 para extraer los nematodos.
Finalmente se cuantificd la oviposicion. Un control negativo se ensay6 bajo las mismas
condiciones, en este caso los nematodos estuvieron solo en contacto con Buffer M9. Los

bioensayos se llevaron a cabo para cada extracto replicando cinco veces.

6.5. Caracterizacion quimica de los extractos

Se analiz6 una muestra seca de extracto acuoso mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC), en un cromatografo Agilent 1200 (Palo Alto, CA, USA) sobre una
columna analitica Synergi 4 mm Hydro-RP C18 80 A (250 mm 4.6 mm, Phenomenex). La
fase movil fue acetonitrilo/agua, con un gradiente de elucion de 40% acetonitrilo entre los O

y 15 min y 95% de acetonitrilo a partir del minuto 15, con un flujo de 0.80 ml/min.

6.6. Andlisis estadistico

Para los ensayos de locomocion, se compararon los valores del extracto con los controles
positivo y negativo por cada tiempo en cada concentracion. La significacion estadistica se
determind utilizando la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis con un nivel de

significancia menor a 0.05. Para los ensayos de reproduccion, la significacion estadistica se
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determind utilizando la prueba t de Student (el nivel de significacion de P <0.05). Los
andlisis estadisticos fueron determinados con el programa R (version 3.1.0).

7.0. RESULTADOS

7.1. Efecto de los extractos sobre la motilidad de C. elegans

La motilidad permite a los nematodos realizar funciones vitales como desplazarse en busca
de alimento, defenderse de sus depredadores y estd estrechamente relacionada con la
oviposicion. Evaluar motilidad es una herramienta simple, sensible y de gran alcance, que
permite al investigador evidenciar alteraciones a nivel funcional, ocasionadas por un
estimulo externo (en este caso los extractos vegetales), que alteran la actividad basal del
nematodo.

La locomocidn se evalu6 identificando el tipo de movimiento que realizan los nematodos y
cuantificando el nimero de curvas corporales que realizan los mismos, definidas como
naimero de coleteos por minuto. El efecto de paralisis del extracto de Psidium guajava
(PG), sobre la cepa N2 de C. elegans, es sobresaliente en contraste con las demas plantas
evaluadas.

A partir de la segunda hora de exposicion a 25 mg/ml de PG, 75% de los nematodos se
encontraron paralizados. Sin embargo hay una paralisis en el 100% de la poblacion desde la
cuarta hora de exposicion manteniéndose hasta la octava hora. En todos los tiempos de
exposicion, la paralisis de los nematodos expuestos a PG es significativamente mayor
(p<0.01) que en el control negativo (M9). La pardlisis que ejerce PG sobre los nematodos
es dosis dependiente. Después de ocho horas de exposicion a PG a una concentracion de 1
mg/ml, el 50% de la poblacion se encuentra paralizada, con 5 mg/ml hay una paralisis del
75% de los nematodos. EI nimero de nematodos paralizados es significativamente mayor
(p<0.001) que el control negativo (M9) en ambos casos. A 10 mg/ml a partir de la cuarta
hora de exposicion, 78% de la poblacion estd paralizada, este nimero aumenta través del

tiempo.
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A la sexta hora casi el total de lo nematodos se encuentran paralizados (98.3%), a partir de
este punto no hay diferencia significativa entre el control positivo (Levamisol) y el extracto.

El efecto de parélisis es contundente (Figura 1E).
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Figura 1. Efecto paralizante de extractos acuosos sobre Caenorhabditis elegans. Adultos de la cepa silvestre N2 de C. elegans se
incubaron en solucién M9, M9 con las concentraciones indicadas de extractos acuosos de hojas y flores (DA/hf; A) de Dysphania
ambrosioides, hojas y flores (MV/hf; B) o tallos (MVt; C) de Marrubium vulgare, hojas de Persea americana (PA; D), de Psidium
guajava (PG; E) y M9 con Levamisol 400 uM, en tratamientos con doce réplicas. En los tiempos sefialados se registrd el porcentaje de
nematodos paralizados en cada tratamiento. Los resultados se compararon usando la prueba de Kruskal-Wallis, ***P< 0.001; **P< 0.01;
*P< 0.05; n=10.

La paralisis es el efecto de mayor importancia que se desea observar al evaluar un extracto
potencialmente antihelmintico. Sin embargo se espera que la locomocion disminuya
gradualmente a dosis menores. En el caso de los nematodos expuestos a 1 y 5 mg/ml de
PG, en las primeras horas de exposicion, los nematodos presentan un movimiento diferente

al sinusoidal, considerado como movimiento atipico. Este tipo de movimiento en las
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primeras horas de exposicion se presenta en la mayor parte de la poblacion (>50% y >60%
respectivamente), sin embargo en ambos tratamientos (1 y 5 mg/ml), disminuye al finalizar

el tiempo de exposicion, debido al aumento de paralisis (Figura 2).
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Figura 2. Movimiento atipico de Caenorhabditis elegans. Adultos de la cepa silvestre N2 de C. elegans se incubaron en solucién M9,
M9 con las concentraciones indicadas de extracto acuoso de Psidium guajava (PG), en doce réplicas. En los tiempos sefialados se registro
el porcentaje de nematodos que presentaron movimiento atipico en cada tratamiento. Los resultados se compararon usando la prueba de
Kruskal-Wallis, ***P< 0.001; **P< 0.01; *P< 0.05; n=10.

Asimismo, el resto de las plantas (DA, MV y PA) a 25 mg/ml, ocasionan un movimiento
atipico que se traduce en la disminucion gradual de la motilidad de los nematodos, que
ocurre a través del tiempo, sin embargo los nematodos no alcanzan la paralisis en el tiempo
establecido para la evaluacion (8 horas). Expuestos a extracto acuoso de Persea americana
(PA) méas del 50% de los nematodos se mueven atipicamente en la octava hora de
exposicion. El extracto acuoso de tallo de Marrubio vulgare (MV/t), desde la segunda hora
afecta el movimiento de mas del 30% de los nematodos manteniendo su actividad hasta la

octava hora.
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El movimiento atipico es significativamente mayor comparando con el control negativo

(M9) en los casos mencionados (Figura 3).
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Figura 3. Movimiento atipico de Caenorhabditis elegans. Adultos de la cepa silvestre N2 de C. elegans se incubaron en solucién M9,
M9 con 25 mg/ml de extracto acuoso de hojas y flores de Marrubium vulgare (MV/hf) y Persea americana (PA), en tratamientos con
doce réplicas. En los tiempos sefialados se registrd el porcentaje de nematodos que presentaron movimiento atipico en cada tratamiento.
Los resultados se compararon usando la prueba de Kruskal-Wallis, ***P< 0.001; **P< 0.01; *P< 0.05; n=10.
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Figura 4. Cuantificacion de la locomocion de Caenorhabditis elegans. Adultos de la cepa silvestre N2 de C. elegans se incubaron en
solucion M9, M9 con 25 mg/ml de extracto acuoso de hojas y flores de Marrubium vulgare (MV/hf) y Persea americana (PA), en
tratamientos con doce réplicas. En los tiempos sefialados se cuantifico el nimero de curvas corporales (coleteos/min) en cada tratamiento.
Los resultados se compararon usando la prueba de Kruskal-Wallis, ***P< 0.001; **P< 0.01; *P< 0.05; n=10.

El efecto gradual de disminucion de la locomocién por parte de PA y MV/t se confirmd, ya
que el nimero de curvas corporales (coleteos/min) de los nematodos expuestos a estas

plantas, es significativamente menor en contraste con el control (Figura 4).
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Dada la paralisis que PG ejerce sobre la cepa silvestre de C. elegans, se probo el efecto
sobre las cepas CB193, resistente a Levamisol y DA1371, resistente a ivermectina del
nematodo C. elegans. La inhibicion de la locomocion que produce PG en las cepas N2,
CB193 y DA1371 de C. elegans, es semejante. No existe diferencia significativa (p>0.05)
en el nimero de nematodos paralizados en cada una de ellas. A partir de la cuarta hora de
exposicion a 10mg/ml del extracto, la mayoria de los nematodos de las tres cepas se
encuentran paralizados (90.25% de la poblacion de nematodos en N2, 87.5% en CB193 y
85.33% en DA1371) (Figura 5a). Con 20 mg/ml del extracto, la parlisis de los nematodos
es contundente desde la segunda hora de exposicién, 84.16% de la poblacion de nematodos
en N2 se encuentran paralizados, 90.83% en CB193 y 75% en DA1371 (Figura 5b). La
inhibicion de la motilidad en las tres cepas es dosis dependiente.
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Figura 5. Efecto paralizante de Psidium guajava (PG) a 25 mg/ml sobre Caenorhabditis elegans. Adultos de la cepa silvestre N2 y las
cepas mutantes CB193 y DA1371 de C. elegans, se incubaron con 25 mg/ml de PG, en tratamientos con doce réplicas. En los tiempos
sefialados se registrd el porcentaje de nematodos paralizados de cada cepa. Los resultados se compararon usando la prueba de Kruskal-
Wallis, ***P< 0.001; **P< 0.01; *P< 0.05; n=10.

7.2. Efecto de los extractos sobre la oviposicion de C. elegans

La reproduccion de C. elegans (N2), se evalu6 a través del comportamiento de puesta de
huevos. Nematodos hermafroditas gravidos, fueron expuestos dos horas a 25 mg/ml de los
extractos de DA, MV, PA y una hora al extracto de PG (tiempo en el cual los nematodos
adn presentan movimiento).

Se cuantifico la oviposicion de C. elegans adultos. PG demostrd tener un efecto inhibitorio

significativo (p<0.01) de la puesta de huevos, es probable que los componentes activos de
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esta planta, impacten la musculatura que permite abrir la vulva permitiendo que los huevos

sean expulsados.
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Figura 6. Efecto de los extractos acuosos sobre la oviposicion de C. elegans. Adultos de la cepa silvestre N2 de C. elegans se
incubaron en solucion M9, M9 con 25 mg/ml de los extractos acuosos de hojas y flores (DA/hf) de Dysphania ambrosioides, hojas y
flores (MV/hf) o tallos (MVt) de Marrubium vulgare, hojas de Persea americana (PA), de Psidium guajava (PG), en tratamientos con 12
réplicas. Se registro el porcentaje de oviposicion en cada tratamiento. Los resultados se compararon usando la prueba t de Student, ***P<
0.001; **P<0.01; *P< 0.05; n=10.

Los extractos acuosos del resto de las plantas no mostraron un efecto inhibidor significativo
de la oviposicion de C. elegans adultos, probablemente el tiempo de exposicion fue muy
corto para afectar de alguna manera los mecanismos involucrados en la puesta de huevos
(Figura 6).

7.3. Analisis cromatogréfico.
Se analizo el extracto acuoso de Psidium guajava dado que mostré una actividad de
inhibicion significativa de la locomociéon y oviposicion, por lo tanto se considerd

importante evidenciar el tipo de componentes quimicos presentes en el extracto.

20



Sin embargo la identidad de los tres componentes principales en el extracto (Figura 7) y su

potencial antihelmintico demandan experimentos adicionales.
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Figura 7. Anélisis cromatogréfico del extracto de Psidium guajava. El extracto de Psidium guajava se analizo mediante cromatografia
de liquidos de alta resolucién (HPLC) en un cromatégrafo Agilent 1200 (Palo Alto, CA, USA) sobre una columna analitica Synergi 4
mm Hydro-RP C18 80 A (250 mm 4.6 mm, Phenomenex). La fase mévil fue acetonitrilo/agua con un gradiente de elucién de 40%
acetonitrilo entre los 0 y 15 min y 95% de acetonitrilo a partir del minuto 15, con un flujo de 0.80 ml/min. Los tiempos de elucién de los
picos sefialados fueron 2.245 min (1), 2.427 min (2) y 3.379 min (3).

8.0. DISCUSION

La evaluacion de la capacidad antihelmintica de plantas, es una de las alternativas que se
investigan como solucion a la resistencia hacia todos los tipos de farmacos antihelminticos
de amplio espectro disponibles actualmente. La investigacion de productos naturales
enfocados en la busqueda de alternativas para el control de enfermedades, esta fuertemente
respaldada por el conocimiento tradicional en el uso de las plantas y ligada a que la
medicina tradicional es la primera alternativa para el cuidado de la salud en paises en
desarrollo.

Programas de investigacion global tal como GIBEX (global institute for bioexploration),
centrados en la exploracion farmacoldgica de productos naturales, en beneficio de la salud
humana y el medio ambiente de paises en desarrollo, tienen entre sus objetivos el ensayo de
la actividad de extractos botanicos como primer paso para identificar nuevos
antihelminticos (Geary et al., 2012). Cabe destacar que la evidencia cientifica sobre la

eficacia antiparasitaria de los extractos botanicos, es limitada independientemente de su
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amplio uso tradicional, por lo tanto su validaciéon cientifica es necesaria antes de su
adopcion como un nuevo método para el control. Asimismo, es importante identificar la
naturaleza de los componentes activos presentes en los extractos vegetales, ya que algunos
metabolitos secundarios tales como alcaloides y taninos aunque tienen propiedades
antiparasitarias, también tienen efectos anti-nutricionales (Githiori et al., 2006).

Diversos métodos han sido explorados para validar el potencial antihelmintico de extractos
botanicos tanto in vivo como in vitro. Sin embargo la principal ventaja de los ensayos in
vitro es el bajo costo, la capacidad de poder evaluar un mayor nimero de plantas, asi como
la oportunidad para fraccionar un extracto y poder probar un compuesto purificado. De esta
forma los ensayos in vitro han sido usados para hacer una deteccion inicial de la actividad
antihelmintica de la plantas (Lacey et al., 1990). Los nematodos adultos son el mayor
blanco para este tipo de estudios y es dificil mantenerlos en cultivos continuos cuando son
parésitos, por lo tanto para pruebas in vitro una alternativa es el uso de nematodos de vida
libre como Caenorhabditis elegans, Rhabditis pseudoelongata y Pheritima posthuma
(Okpekon et al., 2004; Akhtar et al., 2000). La actividad antihelmintica de las plantas
utilizadas en esta investigacion se evalué a través de su efecto en la locomocion y

reproduccion del nematodo C. elegans.

8.1. Efecto de los extractos sobre la motilidad de C. elegans

Se comprobd que a 25 mg/ml, todas las plantas a excepcion de DA disminuyen de manera
significativa la motilidad de los nematodos utilizados en los ensayos (en base al % de
nematodos que presentan movimiento atipico o al % de paralisis), del tal forma que afectan
el movimiento sinusoidal que tipicamente presentan. Lo anterior es consistente con la
hipétesis planteada de que los extractos tienen compuestos con efectos antihelminticos
sobre la locomocidon del nematodo C. elegans.

El uso etnofarmacologico de PA y MV para tratar trastornos gastrointestinales (dolor de
estomago, diarrea, gastritis y parasitos) ha sido documentado (Castillo J. et al., 2009;
Giovannini P. y Heinrich M. 2009), sin embargo no se ha realizado ningin ensayo in vitro
donde se evalue el efecto antihelmintico de estas plantas. Los extractos de PA, y MV/t, sélo

tienen un efecto de disminucion de la motilidad sin llegar a la paralisis del nematodo, estos
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extractos impiden que los nematodos presenten su movimiento sinusoidal que de manera
natural se propaga a lo largo del cuerpo del nematodo, generando curvas corporales que
propelen al gusano hacia adelante y hacia atrés. Frente a los extractos de PA y MV/t, el
porcentaje de nematodos que presentan movimiento atipico a la octava hora de exposicion,
es significativamente mayor (p<0.01) que en el control negativo, (69.16% y 47.5%
respectivamente de los nematodos se mueven atipicamente) (Figura 3). En contraste con
estos datos, un estudio previo del efecto de extractos metanolicos de PA y MV, sobre el
crecimiento de epimastigotes del parasito intracelular Trypanosoma cruzi, revela 61.32% y
98.99% respectivamente de inhibicion del crecimiento después de haber sido expuestos 96
horas al extracto (Molina G. et al., 2014).

El efecto antihelmintico de DA no se evidencid en este estudio, esto contrasta con los
resultados obtenidos por MacDonald et al. (2004), que reportan que la actividad nematicida
de una infusién de epazote (Dysphania ambrosioides) sobre C. elegans adultos, es del
100% de mortalidad. La sobrevivencia de los nematodos utilizados en el estudio de
MacDonald et al. (2004), fue medida de 12 a 13 horas de haber sido expuestos a la
infusion, por lo tanto es probable que el tiempo de exposicién no permitiera evidenciar el
efecto antihelmintico en nuestro estudio.

Psidium guajava en contraste con las otras plantas evaluadas aqui, tiene un efecto
inhibitorio contundente sobre el comportamiento de locomocion de C. elegans, el efecto del
extracto puede ser de paralisis o solo de disminucion en el movimiento dependiendo de la
dosis y el tiempo de exposicion (efecto dosis-dependiente). A partir de 1 mg/ml hay una
parélisis significativa a las ocho horas de exposicién (p<0.001), cabe sefialar que los
nematodos que no presentan pardlisis en las primeras horas de exposicion, se observaron
con un movimiento atipico (Figura 1E y 2). A 1 mg/ml menos del 3% de los nematodos
presentan movimiento sinusoidal. A 25 mg/ml desde la segunda hora de exposicién el total
de la poblacion se encuentra paralizada (Figura 1E).

El uso fitoterapéutico de PG se registra en América mas que en otras regiones del mundo
(Killion, 2000). México es uno de los paises con una larga historia en el uso médico
tradicional de esta planta (Lara y Marquez, 1996). Entre las enfermedades tratadas con PG
se encuentran los trastornos gastrointestinales asociados con parasitos (Aguilar, et al.,
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1994). Comanmente raices, corteza, hoja y frutos inmaduros se usan en el tratamiento de
gastroenteritis, diarrea y disenteria (Heinrich et al., 1998). Estudios in vitro revelan que PG,
tienen un efecto de 82.2% de mortalidad, sobre trozofoitos de Giardia lamblia expuestos 24
horas a un extracto acuoso de corteza de la planta a 2.5 mg/ml (Brandelli et al., 1999), en
contraste con este estudio, en el que demostramos que a las ocho horas de exposicion P.
guajava esté actuando sobre 50% de la poblacion a 1 mg/ml, paralizando irreversiblemente
a los nematodos. Asimismo estudios in vivo revelan la capacidad antiparasitaria de P.
guajava sobre Paraphistomum cervi, en donde la mortalidad del parasito posterior a 24
horas de exposicion al extracto obtenido con distintos solventes organicos, es de
aproximadamente 70% a 2000 ppm, (Zahir et al., 2009).

8.2. Efecto de los extractos sobre la motilidad de mutantes de C. elegans

Ivermectina y Levamisol son dos antihelminticos de uso comercial para los que se ha
reportado resistencia (Pichard, R.1994; Shoop, W. 1993), estos farmacos matan al
nematodo C. elegans (cepa silvestre) a concentraciones terapéuticas (Cully et al, 1994;
Vassilatis et al., 1997). Existen cepas de C. elegans con mutaciones en genes de funcion
conocida (avr-14 y unc-29) que son menos sensibles a estos farmacos. Por lo tanto probar
sobre estas cepas, compuestos activos potencialmente antihelminticos o extractos de plantas
que los contengan, puede arrojar informacion relevante como primer paso en la
investigacion de un mecanismo de accion. Este estudio evidencio el efecto de paralisis del
extracto de Psidium guajava a concentraciones de 10 y 25 mg/ml, sobre las cepas DA1371
(resistente a ivermectina) y CB193 (resistente a levamisol) de C. elegans (Figura 5). La
cepa resistente a ivermectina, es poco sensible a la droga por la mutacion del gen avr-14
que codifica una subunidad tipo alfa del canal cloro-glutamato, sitio de accion del farmaco.
Al haber un efecto de pardlisis causado por el extracto en los nematodos de esta cepa
(DA1371), sugiere que es probable que el sitio de accion de los componentes activos del
extracto sea distinto al que impacta el farmaco. Lo mismo ocurre con la cepa resistente
CB193, en este caso el sitio de accion de los compuestos activos del extracto, deberia ser
distinto a las subunidades proteicas que forman los canales i6nicos nicotinicos del
nematodo, sitio de accion del farmaco Levamisol.
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8.3. Efecto de los extractos sobre la oviposicion de C. elegans

La puesta de huevos en C. elegans, se produce cuando los musculos sexo especificos se
contraen especialmente para la apertura de la vulva y permiten que los huevos sean
expulsados. C. elegans hermafroditas son autofértiles y su tasa y patron temporal de puesta
de huevos se modulan por diversos estimulos o sefiales ambientales (Schafer, W. 2005), por
lo tanto si los nematodos son expuestos a un estimulo externo tal como los extractos
vegetales, es posible que estos modifiquen la tasa de oviposicion. En este estudio se
evidencio que PG tiene un efecto inhibitorio significativo (p<0.001), sobre la oviposicion
de C. elegans expuestos a 25 mg/ml durante una hora (Figura 6). El resto de las plantas
probadas no demostraron inhibir la oviposicion, probablemente el tiempo de exposicion fue
breve para evidenciar la actividad. Aunado al efecto que tiene PG sobre la oviposicion, este
estudio demostro el efecto de esta planta en la inhibicion de la locomocién de adultos de C.
elegans, lo cual es importante destacar debido a la relacién de ambos comportamientos
(locomocidn y puesta de huevos). Especificamente la puesta de huevos esta temporalmente
correlacionada con la locomocion. Inmediatamente antes del evento de puesta, hay un
incremento transitorio en la velocidad locomotora, ademé&s el movimiento en reversa es
inhibido durante la puesta de huevos (Hardaker et al., 2001). Lo que sugiere que si la
locomocion es inhibida, es probable que la oviposicidn sea afectada. No obstante PG podria
tener un efecto sobre los masculos vulvares Vm2, que se ha demostrado (White et al.,

1986) estan criticamente involucrados en la puesta de huevos.

8.0. CONCLUSIONES

= Los componentes activos presentes en el extracto acuoso de Psidium guajava,
poseen efectos inhibitorios significativos de la locomocion y oviposicién de C.

elegans, lo cual se considera un efecto antihelmintico.

= El efecto inhibitorio que ejerce P. guajava sobre la locomocion de C. elegans, puede
ser de paralisis o disminucion gradual del movimiento, en respuesta a la dosis y
tiempo de exposicion.
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» Los datos de movimiento atipico y numero de coleteos, indican que a una
concentracion de 25 mg/ml, todas las plantas utilizadas en este estudio a excepcion
de D. ambrosioides, tienen la capacidad de disminuir gradualmente la locomocion
de los nematodos, no obstante es probable que para evidenciar un efecto
contundente de inhibicion locomotora el tiempo de exposicion deberia ser mayor.

= La inhibicion de la locomocién de P. guajava, sobre las cepas resistentes a
levamisol e Ivermectina, sugieren que el sitio de accion de los componentes activos
presentes en los extractos podria ser distinto al de estos fArmacos de uso comercial,
por lo tanto investigar un posible mecanismo de accién podria ser un paso logico a

seguir en esta investigacion.

» La inhibicion de la oviposicidn que ejerce P. guajava, podria estar relacionada con
la disminucién en la locomocion de los nematodos expuestos, o con el
funcionamiento de los musculos sexo-especificos involucrados en la expulsion del

huevo.
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