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Resumen

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto ovicida de los extractos alcohélico y acuoso de las semillas
de Moringa oleifera sobre los huevos de Fasciola hepatica. Las semillas de M. oleifera fueron molidas y sumergidas
en metanol (1:10) a temperatura ambiente por 2 dias con rotacion discontinua y luego filtrado a través de papel
filtro. La concentracion del extracto metandlico se realiz6 bajo presion reducida usando un rotagvaporador a 4°C.
El extracto metandlico concentrado fue mantenido a 40°C hasta su uso. Para su utilizacion, el extracto metandlico
fue disuelto en agua destilada con la adicion de unas cuantas gotas de Tween-80. Para el extracto acuoso se
pesaron 15 g de semillas de M. oleifera, las cuales fueron trituradas y se agregé 1 L de agua destilada. Luego, se
hirvieron durante 3 minutos, con posterior enfriamiento y filtracidn. Luego, la decoccion se concentré al vacio a 40
°C, se congelé en bafio de centrifugado de alcohol, antes de ser sometida a desecacion, en las mismas
condiciones que el extracto metandlico. Los resultados muestran que el mejor efecto ovicida fue obtenido con el
extracto metandlico a la concentracion de 20 mg/mL, con una inhibicién de la viabilidad y eclosionabilidad sobre
los huevos de F, hepatica de un 100%. Se concluye que el extracto metandlico de M. oleifera resulté eficaz en

inhibir la viabilidad y la eclosion de huevos de F. hepatica a la concentracién de 20 mg/mL.
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Abstract

The objective of this study was to determine the ovicidal effect of alcoholic and aqueous extracts of Moringa oleifera
seeds on Fasciola hepatica eggs. M. oleifera seeds were ground and immersed in methanol (1:10) at room
temperature for 2 days with discontinuous rotation and then filtered through filter paper. The concentration of the
methanolic extract was carried out under reduced pressure using a rotary evaporator at 4°C. The concentrated
methanolic extract was kept at 40°C until use. For use, the methanolic extract was dissolved in distilled water with
the addition of a few drops of Tween-80. For the aqueous extract, 15 g of M. oleifera seeds were weighed, which
were crushed, and 1 L of distilled water was added. Then, they were boiled for 3 minutes, with subsequent cooling

and filtration. Then, the decoction was concentrated under vacuum at 40 °C, frozen in an alcohol spin bath, before
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being subjected to desiccation, under the same conditions as the methanolic extract. The results show that the best
ovicidal effect was obtained with the methanolic extract at a concentration of 20 mg/ml, with a 100% inhibition of
viability and hatchability on F. hepatica eggs. It is concluded that the methanolic extract of M. oleifera was effective

in inhibiting the viability and hatching of F. hepatica eggs at a concentration of 20 mg/mL.
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Introduccion

Fasciolosis producida por Fasciola hepatica es una enfermedad mundialmente distribuida en animales y humanos,
la cual afecta considerablemente la salud de las diferentes especies domésticas, principalmente bovinos y ovinos
(Charlier et al., 2007; Khan et al., 2011), produciendo importantes pérdidas econdmicas para los productores a
nivel global (Espinoza et al., 2010; Mehmood et al., 2017; Wolde y Tamiru, 2017). Por muchos afios este parasito
se ha convertido en uno de los principales problemas parasitarios que afectan a la ganaderia de la regién
Cajamarca (Claxton et al., 1997) y a nivel mundial (Freitas et al., 2014; Mitchell, 2002). En Cajamarca, esta
enfermedad tiene caracter hiperendémico (Mas-Coma et al., 2009), debido a las condiciones favorables para la
proliferacion de las principales especies de hospederos intermediarios identificados en la region, los cuales

mantienen permanentemente el ciclo de vida del parasito (Bargues et al., 2012).

El método de control mas utilizado para esta enfermedad es el tratamiento con antihelminticos, los cuales vienen
utilizandose desde la década de los 80s. Son limitados los principios activos utilizados para esta enfermedad,
teniendo efecto, la mayoria de ellos, contra formas maduras del parasito, tal como sucede con el caso del closantel
(Solana et al., 2016). De igual manera la combinacién de oxiclozanida y oxfendazol ha demostrado tener un
adecuado efecto contra las especies de Fasciola (Khan et al., 2017), siendo el triclabendazol (TCBZ), la droga de
eleccion para el tratamiento de fascioliosis, por su alta eficacia, frente a formas inmaduras y maduras del parasito
(Boray etal., 1983; Fairweather y Boray, 1999). Desafortunadamente, los fendmenos de resistencia antihelmintica
vienen causando problemas en el empleo de estas drogas, principalmente en el caso del TCBZ, especialmente en
Cajamarca (Ortiz et al., 2013), situacién que afecta el control de la enfermedad y requiere la busqueda de
tratamientos alternativos, uno de los cuales podria ser el empleo de plantas medicinales con actividad fasciolicida
contra la F. hepatica (Alvarez-Mercado et al., 2015; Pereira et al., 2016; Ullah et al., 2017).

La planta Moringa oleifera pertenece a la familia Moringaceae (Nadkarni, 1976; Ramachandran et al., 1980),
conocida por su excelente aporte de sustancias fitoquimicas, las cuales tienen una gran diversidad de aplicaciones
(Anwar et al., 2007; Brilhante et al., 2017; Gopalakrishnan et al., 2016), nutricionales (Brilhante et al., 2017),
industriales (Saini et al., 2016), anticancerigenas (Khor et al., 2018) y antihelminticas (Cabardo y Portugaliza, 2017;
Kandil et al., 2018; Tayo et al., 2014).
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Desafortunadamente, la resistencia antihelmintica contra varios de estos antihelminticos, incluyendo al TCBZ
(Brennan et al., 2007; Fairweather et al., 2020; Leathwick, 2013) ha ido agravandose en los ultimos afios, situacion
que afecta el control de la esta enfermedad. En este contexto, se necesita investigar otras alternativas de control
y tratamiento, una de las cuales podria ser el empleo de plantas medicinales (Ullah et al., 2017), por lo que el
objetivo del presente estudio fue determinar el efecto ovicida del extracto metandlico de semillas de Moringa

oleifera sobre la viabilidad y eclosionabilidad de huevos de Fasciola hepatica.

Materiales y métodos

Preparacion del extracto de semillas de M. oleifera

Las semillas de M. oleifera fueron obtenidas del mercado local de Cajamarca. Las semillas fueron molidas en un
molino manual y almacenadas en un recipiente de vidrio cerrado. El polvo molido de las semillas (500 g) fue
sumergido en metanol (1:10) a temperatura ambiente por 2 dias con rotacién discontinua y luego filtrado a través
de papel filtro. La concentracién del extracto metandlico se realizé bajo presion reducida usando un rotaevaporador
a 4°C. El extracto metandlico concentrado fue mantenido a 40 °C hasta su uso. Para su utilizacion, el extracto

metandlico fue disuelto en agua destilada con la adicion de unas cuantas gotas de Tween-80 (Harborne, 1984).

Para el extracto acuoso se pesaron 15 g de semillas de M. oleifera, las cuales fueron trituradas y se agregd 1 L de
agua destilada. Luego, se hirvieron durante 3 minutos, con posterior enfriamiento y filtracion. Luego, la decoccion
se concentr al vacio a 40 °C, se congel6 en bafio de centrifugado de alcohol, antes de ser sometida a desecacion,

en las mismas condiciones que el extracto metanolico.

Coleccion de huevos de F. hepatica

Para este fin, se obtuvieron higados de bovinos naturalmente infectados con F. hepatica sacrificados en el Camal

Municipal de Cajamarca.

Las vesiculas biliares de los higados infectados con F. hepatica fueron transportadas al Laboratorio de Inmunologia
e Investigacion de la Facultad de Ciencias Veterinarias, lavadas y examinadas individualmente en busca de
presencia de huevos de F. hepatica. Se utilizo la técnica de Fluke Finder (Welch et al., 1987). Cada vesicula biliar
fue evacuada separadamente en un vaso cénico de vidrio al cual se afiadié agua de cafio. Se dejo sedimentar,
luego el sobrenadante fue decantado sin agitar el sedimento. Este proceso se repitié de 3 a 5 veces. El sedimento
del ultimo lavado fue colado a través de dos coladores de 400 y 100 micrometros, respectivamente. Los huevos
de F. hepatica limpios fueron almacenados entre 4 a 8 °C hasta su utilizacion, para lo cual se sigui6 el
procedimiento descrito por (Hegazi et al., 2007). Se calculé el numero de huevos/mL de solucién y fueron

mantenidos en refrigeracion a 4 °C hasta su uso.

Actividad ovicida del extracto de semillas de M. oleifera
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La eficacia del extracto metanolico de M. oleifera fue evaluada enfrentando el extracto preparado con huevos de
F. hepatica a una concentracién de 1, 5, 10, 20 y 40 mg/mL, a diferentes tiempos de exposicion; 24, 48 y 72 horas
en tubos Falcon de 50 mL. Cada tubo contenia aproximadamente 1000 huevos de F. hepatica. Al final del tiempo
de exposicion, los huevos fueron lavados con agua destilada, mediante sedimentacion, por tres veces, con la
finalidad de eliminar cualquier remanente del extracto. Tubos con la misma cantidad de huevos, suspendidos en
agua destilada, fueron incluidos como controles. Todos los tubos fueron incubados a 26 °C hasta su completa
embrionacion y eclosion. Los huevos fueron examinados cada 3 dias hasta que los de los tubos control
eclosionaron, lo cual fue evidenciado por el movimiento del miracidio dentro de los huevos (Rowcliffe y
Ollerenshaw, 1960). El dia de la eclosion fue aquel en el que la mayoria de los huevos eclosionaron después de
la exposicidn a luz artificial por 15 minutos. Se contd y se registré el nimero de huevos eclosionados de cada cien

huevos, en cinco campos microscopicos separados.

El porcentaje promedio de eclosion fue examinado de acuerdo con lo descrito por Hegazi et al. (2007), después
de lo cual, el porcentaje de reduccion de la eclosion de huevos de F. hepatica, expuestos a las diferentes
concentraciones del extracto, fue determinado siguiendo la siguiente formula: Actividad inhibitoria de eclosién =

(% eclosion huevos control - % eclosion huevos expuestos) / (% eclosidn huevos control) x 100

Resultados

Las concentraciones del extracto metandlico de Moringa oleifera tuvieron efectos variados sobre los huevos de

Fasciola hepatica, siendo mas eficaces a mayor concentracion (Tabla 1, Figura 1).

Tabla 1. Actividad inhibitoria del extracto metanélico de Moringa oleifera sobre huevos de Fasciola hepatica, a

diferentes concentraciones

. Concentracion extracto metandlico M. oleifera
Tiempo (hora)

1 5 10 20 40
24 5 12 60 95 98
48 8 18 72 100 100
72 10 20 75 100 100
100
g 80
§ S0 m 24 hrs
:g q°§40 48 hrs
20 72 hrs
fi 0 [ | I
° 1 5 10 20 40

Concentracion mg/mL
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Figura 1. Actividad inhibitoria de extracto metanolico de semillas de Moringa oleifera sobre la eclosién de huevos

de Fasciola hepatica

De manera similar, las concentraciones del extracto acuoso de Moringa oleifera tuvieron efectos variados sobre

los huevos de Fasciola hepatica, sin embargo, no mostraron resultados alentadores (Tabla 2, Figura 2).

Tabla 2. Resultados de la actividad inhibitoria del extracto acuoso de Moringa oleifera sobre huevos de Fasciola

hepatica, a diferentes concentraciones

Tiempo Concentracion extracto acuoso mg/mL M. oleifera
(Hora) 1 5 10 20 40
24 5 7 20 23 25
48 8 8 16 20 24
72 10 11 17 19 22
100
90
8 8
>
Fo (1]
= 60
= 50 =24 hrs
o
g 40 48 hrs
[&]
pt 30 72 hrs
S 2
. .
E 0 | [ |
R Tiempo 1 5 10 20 40

Concentracion mg/mL

Figura 2. Actividad inhibitoria de extracto metandlico de semillas de Moringa oleifera sobre la eclosion de huevos

de Fasciola hepatica
Discusion

El presente estudio se llevé a cabo con la finalidad de evaluar la actividad ovicida in vitro de extractos metandlico
y acuoso de semillas de M. oleifera sobre huevos de F. hepatica. La finalidad de estos estudios preliminares es
que, previa evaluacion de los resultados in vivo, estos puedan ser utilizados como un tratamiento terapéutico
alternativo tanto en casos de fasciolosis animal como humana. Los resultados encontrados proveen evidencia de
actividad inhibitoria de los extractos, principalmente el metandlico, sobre la viabilidad y eclosion de huevos de F.
hepatica. Esta actividad inhibitoria estuvo directamente relacionada con la concentracion del extracto metanolico
utilizado; igualmente tuvo una fuerte correlacion con el tiempo de exposicion, a mayor tiempo de exposicién, mayor

actividad inhibitoria de la viabilidad de los huevos de F. hepatica. En reportes sobre actividad inhibitoria de distintos
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fasciolicidas probados, la actividad fasciolicida incrementaba en relacion directa con la concentracién y el tiempo
de exposicion (Hegazi et al., 2007; Moazeni y Khademolhoseini, 2016). La actividad inhibitoria de la embrionacién
de huevos de Haemonchus contortus, fue probada a través del empleo de extractos etandlicos (95.8%) y de
extracto acuoso (81.72%) de las hojas de M. oleifera (Cabardo y Portugaliza, 2017). Resultados similares fueron
obtenidos en otro trabajo realizado con huevos de H. contortus (Tayo et al., 2014). En ambos estudios los mejores
resultados en la inhibicion de huevos de H. contortus fueron obtenidos con el empleo de extractos etandlicos. La
eclosion con extractos acuosos fue menor. Los resultados de estos estudios son concordantes con los hallados
en el presente trabajo, ya que los mejores resultados obtenidos fueron cuando se empled extractos metandlicos a
una mayor concentracién (20 mg/mL), comparados con la menor concentracion efectiva hallada en los dos ultimos

trabajos mencionados.

El efecto inhibitorio de los extractos sobre la vitalidad y eclosionabilidad de los huevos de F. hepatica podria ser
atribuido a los taninos que son el principal metabolito secundario de las semillas de M. oleifera (Cabardo y
Portugaliza, 2017). Los taninos podrian permear las diferentes capas de los huevos del parasito afectando al
desarrollo embrionario, suprimiendo la formacién de miracidio. En la literatura disponible se han ilustrado tres
mecanismos razonables que podrian inhibir la eclosionabilidad de los huevos de parasitos utilizando extractos de
plantas, incluyendo un efecto en la permeabilidad de la envoltura de los huevos, supresién de algunas enzimas
importantes para la eclosionabilidad y por ende su impacto sobre los receptores de eclosionabilidad presentes en

la cascara de los huevos (Vargas-Magana et al., 2014).
Conclusion

El extracto metandlico de M. oleifera resultd eficaz en inhibir la viabilidad y la eclosion de huevos de F. hepatica a

la concentracion de 20 mg/mL.
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