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Resumen

Entre los principales problemas sanitarios para la produccion ovina estan los parasitos gastroentéricos; de
ellos, el mas importante es Haemonchus contortus. Las estrategias actuales de control enfocan la eficacia,
junto con el bajo o nulo impacto al ecosistema; el estudio del control integral de parasitos permite la
investigacion de alternativas con probable efecto antihelmintico, entre ellas el uso de semilla de papaya
(Carica papaya). El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto in vitro de los extractos hidroalcohélico y
etanélico de la semilla de papaya (C. papaya) sobre huevos y larvas de H. contortus. El trabajo se llevé a
cabo con el equipo e instalaciones del Laboratorio 3 de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria en
la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM. Se elaboraron los extractos por medio de macera-
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cion en solvente. Se inocul6 un ovino con 5000 larvas de tercer estadio (L,) de H. contortus, cepa aislada
y mantenida en dichas instalaciones. Se tomaron muestras de materia fecal y se recuperaron huevos para
el ensayo de inhibicion de la eclosiéon. Los huevos y las L, fueron pretratados con extracto hidroalco-
hélico y etandlico de semilla de papaya (2.5 mg/ml), agua destilada, etanol 90 % y levamisol (7.5 mg/
ml). Se efectu6 la técnica de explantes abomasales, evaluando el efecto de los extractos sobre las L, y su
asociacion a la mucosa abomasal. Se realizé un ANOVA para muestras repetidas por medio del programa
Statgraphics. El extracto etanélico de semilla de papaya mostré el 92 % de inhibicion de la eclosién; el
extracto hidroalcoholico mostré 50 % (p < 0.05). En el caso de los explantes, el extracto etanélico mostré
el 10 % de larvas no asociadas al tejido abomasal, seguido por el extracto hidroalcohélico, con el 60 % de
larvas no asociadas (p < 0.05). Se concluye que el extracto etandlico tiene efecto sobre huevos, mientras
que el extracto hidroalcohélico inhibe la asociacion al tejido abomasal.

Palabras clave: Carica papaya; extracto etandlico; extracto hidroalcohdlico; Haemonchus contortus.

Abstract

Among the main health problems for sheep production are gastrointestinal parasites, of which the most
important nematode is Haemonchus contortus. Current control strategies focus on the effectiveness, along
with the low impact on the ecosystem. The study of the integral control of parasites allows the investiga-
tion of alternatives with probable anthelmintic effect, such as the use of papaya (Carica papaya) seeds.
This study aimed at evaluating the in vitro effect of hydroalcoholic and ethanolic extracts of papaya seeds
on eggs and larvae of H. contortus. The study was carried out with the equipment and facilities of Labo-
ratory 3 of the Multidisciplinary Research Unit at the Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM.
The extracts were prepared through maceration in solvent. A sheep was inoculated with 5000 L, of H.
contortus, a strain isolated and maintained in the facilities. Fecal samples were collected, and eggs were
recovered for the hatch inhibition assay. The eggs and L, were pretreated with hydroalcoholic and etha-
nolic extract of papaya seed (2.5 mg/ml), distilled water, ethanol 90 %, and levamisole (7.5 mg/ml). The
abomasal explants technique was used to evaluate the effect of the extracts on L, and its association to the
abomasal mucosa. An ANOVA was performed for repeated samples using the Statgraphics program. The
ethanolic extract of the papaya seed inhibited 92 % of hatching, and the hydroalcoholic extract 50 % (p
<0.05). In the case of the explants, the ethanolic extract showed 10 % of the larvae not associated with
the abomasal tissue, followed by the hydroalcoholic extract with 60 % of non-associated larvae (p <0.05).
In conclusion, the ethanolic extract has an effect on eggs, while the hydroalcoholic extract inhibits the
association to the abomasal tissue.
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I. Introduccion

El estatus sanitario de un rebafo ovino garantiza la
produccion y la generacién de indicadores positivos;
unas de las enfermedades que afectan este rubro son
las parasitosis gastroentéricas (1), de las cuales sobre-
sale, por su caracteristica hematéfaga, la ocasionada
por el nematodo Haemonchus contortus (2). El ma-
nejo sanitario actual impide el control de infeccio-
nes y maximiza el dano causado en el hospedero,
ademas de originar otro tipo de problemas, como la
resistencia antiparasitaria; en estas condiciones, he-
rramientas alternativas, como la herbolaria y la ho-
meopatia, y el uso de razas resistentes abren paso a
la investigacion (3, 4).

El control integrado de parasitos plantea una herra-
mienta tangible a los problemas suscitados por el ma-
nejo senalado; dentro de las opciones se encuentra
la herbolaria, que permite el uso de diferentes plan-
tas en preparaciones hidroalcohdlicas, alcohdlicas o
acuosas que potencian el efecto de las moléculas ac-
tivas (5-9). La semilla de papaya se ha utilizado como
principio antihelmintico (10) en extractos acuosos,
pero su eficacia es controvertida; el solvente que se
utiliza para la extraccion y los resultados reportados
son diversos (11). La semilla de papaya debe tener un
manejo previo, como el secado, oreado, macerado y
mezcla con el solvente final (12). El objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto del extracto hidroalcohé-
lico y del etandlico de la semilla de papaya (Carica
papaya) contra huevos y L, del parésito H. contortus.

1l. Materiales y métodos
A. Localizacién

Este trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio 3
de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria,
de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan,
UNAM. La localidad estd a 2,700 m s.n.m., posee
clima semiseco y una temperatura media anual de
16.6 °C (23).

B. Extracto etandlico e hidroalcohdlico de semilla
de papaya (C. papaya)

La metodologia utilizada es la reportada por Bau-
tista (13). Se obtuvieron 400 g de semillas de pa-
paya (C. papaya) recién cortada, adquirida en el
mercado regional; a las semillas se les extrajo la
humedad en estufa a 100 °C durante 48 horas, ob-
teniéndose 68 g en base seca.

Se realiz6 el macerado de los 68 g de semillas
(base seca) en mortero; 34 g se mezclaron con sol-
vente hidroalcohélico (50:50) y 34 g se destinaron
para el extracto etanélico al 90 %. Durante cinco
dias se adicion6 al macerado, de forma lenta, sol-
vente a 15 °C, hasta que la semilla perdio su color.
El extracto obtenido se concentré por medio de ro-
taevaporador y el residuo obtenido se liofilizé.

C. Larvas de H. contortus

Los huevos de H. contortus se obtuvieron de las
heces de un cordero donador, infectado experi-
mentalmente con 5000 larvas de tercer estadio
(L,). La cepa es de origen ovino aislada, mantenida
y caracterizada en la Facultad de Estudios Superio-
res Cuautitlan (14). Se colectaron larvas infectantes
por medio de la técnica de Corticelli-Lai (15).

1) Técnica de inhibicion de la eclosién de huevos.
Esta técnica se realizé siguiendo la metodologia
citada por Coles y col. (16) y Carvalho y col. (17).

1. Se homogeneizaron las muestras de materia fe-
cal con un agitador en solucién salina fisiol 6gi-
ca.

2. De las dos fases formadas, se colecté el sobrena-
dante por pipeteo en un tubo para centrifugar.

3. Se procedié a centrifugar a 3000g/5 min, hasta
que los huevos estuvieron en el fondo de los tu-
bos, realizando siete repeticiones de este paso.

4. Una vez que se obtuvieron los huevos se proce-
dio a cuantificarlos. Se aplicaron los siguientes
tratamientos como se muestra en la Tabla I.
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Tabla I. Tratamientos aplicados a huevos de H.

Tabla Il. Tratamientos aplicados a las L, de H.
contortus desenvainadas.

contortus.

Tratamiento Dosis
Albendazol 5 mg/ml
Extracto hidroalcohdlico 2.5 mg/ml
Extracto etandlico 2.5 mg/ml
Agua destilada 1 ml
Etanol 1 ml

5. Se adicionaron aproximadamente 100 huevos a
cada pozo.

6. Se llevé a incubacion a 27 °C durante 48 horas.

7. Se llevo a cabo la lectura al microscopio con el
objetivo de 40X, se afadieron gotas de Lugol
para fijar la muestra y se cuantificé.

2) Técnica de explantes abomasales. Se realiz
seglin la técnica descrita por Jackson y col. (18).
El abomaso se obtuvo de un ovino libre de nema-
todos gastroentéricos. Para obtener los explantes
se incidié por la curvatura menor, se retiré el con-
tenido y se lavd con solucién salina fisioldgica al
0.85%, se realizaron cortes circulares de tres cen-
timetros de diametro y se colocaron en placas de
cultivo con medio Hanks y Hepes a 20 mmol y 37
°C.

A las L, obtenidas se les realizo el siguiente pro-
ceso:

1. Se desenvainaron con hipoclorito de sodio al
1% y se centrifugaron a 3500 g/5min.

2. Se realizaron tres lavados con agua destilada y
se centrifugaron a 3500 g/5min.

3. Se aplicaron los siguientes tratamientos, como
se muestra en la Tabla Il.

Tratamiento Dosis
Levamisol 7.5 mg/ml
Extracto hidroalcohélico 2.5 mg/ml
Extracto etanélico 2.5 mg/ml

Agua destilada 1 ml

Etanol 1 ml

4. Se adicionaron 2500 + 200 L,de H. contortus a
cada pozo sobre el tejido abomasal.

5. Se incubaron durante tres horas y se realizaron
dos lavados del tejido con solucion salina fisio-
l6gica a 0.85 % a 37 °C.

6. El tejido abomasal se sometio a digestiéon con
una mezcla de acido clorhidrico al 1 % y pepsi-
na al 1 % durante 48 horas.

7. Una vez transcurrido este tiempo se procedio a
cuantificar las L, asociadas al tejido.

C. Anadlisis estadistico

Los datos fueron ajustados a una curva de distribu-
cion normal por medio del programa Statgraphics
XV®, y posteriormente se realiz6 un ANOVA mul-
tifactorial por medio del mismo programa.

D. Nota ética

El manejo del cordero donador de huevos de H.
contortus se realizé conforme a los lineamientos
del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
los Animales de Experimentacion, de la Facultad
de Estudios Superiores Cuautitlan de la Univer-
sidad Nacional Auténoma de México (CICUAE-
FESC-UNAM).
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I1l. Resultados y discusion
A. Técnica de inhibicién de la eclosion de huevos

El extracto hidroalcohdélico mostré inhibicién de la
eclosion de huevos del 50 %; el extracto etanélico,
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del 90 %; el albendazol, del 78 %, mientras que el
testigo con agua mostr6 100 % de desarrolloa L,,
los resultados se detallan en la Figura 1.

i+ iu

Albendazol

Extracto etandlico

Tratamientos

M larval

Fig. 1. Inhibicién de la eclosién de huevos de H. contortus expuestos a extracto etanélico y extracto
hidroalcohdlico de semilla de papaya (C. papaya). * Muestran diferencia estadisticamente significativa

(p< 0.05) ME + EE.

Batatinha y col. (19) mostraron que la actividad
antihelmintica atribuida a la semilla de papaya se
debe al compuesto quimico denominado benzil
isotiocianato. Kermanshai y col. (20) mostraron
una correlacién positiva entre la actividad anti-
helmintica y la presencia de benzil isotiocianato
en los aceites esenciales de las semillas de papa-
ya. Batatinha y col. (19) mostraron reduccién del
metabolismo energético e interferencia motora de
Ascaridia galli, por lo cual presumieron parte del
mecanismo de accién. Los resultados descritos son
comparables con los obtenidos en el presente es-
tudio, donde el extracto etandlico de la semilla de
papaya mostré inhibicion de la eclosion de huevos
de H. contortus. De la misma manera, Buttle y col.
(22) mostraron que el mecanismo antihelmintico
de la semilla de papaya se debe a cistein protei-
nasas, el cual se demostré en ensayos in vivo e
in vitro en roedores. Las enzimas presentes en la
semilla de papaya se unen a proteinas presentes
en la cuticula del parasito adulto, causando debili-

tamiento, ruptura y liberacion de tejidos internos,
con consecuente muerte del adulto. Estos hallaz-
gos explican la ruptura de la cuticula del huevo,
causando liberacion y muerte de este (13).

B. Técnica de explantes abomasales

El extracto etanolico de semilla de papaya (C. pa-
paya) mostré un 10 % de larvas no asociadas al
tejido abomasal; en el caso del extracto hidroalco-
holico, el 60 % de las larvas aplicadas no se aso-
ciaron al tejido abomasal; el levamisol evidencié
0 % de larvas asociadas al tejido, mientras que el
etanol mostré un 79 % de larvas asociadas al tejido
abomasal; los resultados se muestran en la Figura
2.
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Fig. 2. Evaluacion de larvas asociadas y no asociadas al tejido abomasal, las L, de H. contortus fueron
expuestas a extracto etanolico y extracto hidroalcohélico de semilla de papaya (C. papaya). * Muestran
diferencia estadisticamente significativa (p <0.05) ME + EE.

Batatinha y col. (19) mostraron que extractos acuo-
sos hechos con semilla de papaya (C. papaya)
muestran actividad antihelmintica, resultado rela-
cionado con los encontrados en este estudio, don-
de el 60 % de las larvas no se asociaron al tejido
abomasal en el ensayo de explantes abomasales.
Kermanshai y col. (20) mostraron que el compues-
to responsable (benzilisotiocianato) es soluble en
agua, lo que podria ser responsable de la actividad
de los extractos acuosos. Sin embargo, estudios he-
chos con extractos acuosos de semilla de papaya
mostraron un 18.6 % de eficacia sobre nematodos
adultos (13).

IV. Conclusiones

El extracto etanélico de semilla de papaya (C. pa-
paya) tiene efecto sobre huevos, inhibiendo su
eclosion en un 92 %; en la técnica de explantes
abomasales el extracto hidroalcoholico mostré
efecto del 60 %, impidiendo la asociacion de L, al
tejido abomasal.
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