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Efecto in vitro del cundeamor (Momordica charantia L) en el control de Ascaridia galli
In vitro effect of Biter Melon (Momordica charantia L) on the Control of Ascaridia galli
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Resumen
El presente trabajo tuvo como objetivo comprobar la efectividad in vitro de Momordica charantia L sobre el adulto de Ascaridia galli. Se recolectaron 55 intestinos de gallinas ligeras en solución salina a 37 °C y se obtuvieron los parásitos adultos. Se aplicaron ocho tratamientos con cinco replicas: cocción (T1, T2, T3) y tintura (T4, T5, T6), control positivo, T7 (levamisol 10 %, 0.5 ml/500 ml de agua), y control negativo, T8 (solución ringer lactato y glucosa 0.5 %). La solución de cocción se preparó con 10 g de M charantia en 100 ml de agua por ebullición por 3 min. La solución de tintura se hizo con 10 g de M charantia en alcohol al 70 % por 24 h. Luego, se prepararon concentraciones de 2.25, 1.125 y 0.562 % para cada una de las presentaciones (cocción y tintura). Se colocaron 10 parásitos por tubo (40 tubos) y se añadió 10 ml de cada solución. La lectura de mortalidad de los parásitos se hizo a la 1, 4, 6 y 24 h de la exposición. La mayor efectividad antihelmíntica in vitro frente al Ascaridia galli adulto se encontró en las soluciones acuosas al 1.1 y 2.2 % (84 y 92 % de mortalidad) y en la solución con etanol al 2.2 % de Momordica charantia L (96 % de mortalidad). 
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Abstract
The aim of this study was to verify the in vitro effectiveness of Momordica charantia L on the Ascaridia galli adults. A total of 55 intestines from light hen breeders were collected in saline solution at 37 °C and adult parasites were recovered. Eight treatments were applied with five replicates: cooking (T1, T2, T3) and tincture (T4, T5, T6), positive control, T7 (levamisole 10 %, 0.5 ml / 500 ml water), and negative control, T8 (Ringer lactate solution and glucose 0.5 %). The cooking solution was prepared with 10 g of M charantia in 100 ml of boiling water for 3 min. The tincture solution was prepared with 10 g of M charantia in 70 % alcohol for 24 h. Then, concentrations of 2.25, 1.125 and    0.562 % were prepared for each of the presentations (cooking and tincture). Ten parasites were placed per tube (40 tubes) and 10 ml of each solution was added. The mortality of parasites was evaluated at 1, 4, 6 and 24 h post exposure. The highest in vitro anthelmintic effectiveness against adult Ascaridia galli was obtained in aqueous solutions at 1.1 and 2.2 % (84 and 92 % mortality) and in the alcohol solution at 2.2 % of Momordica charantia L (96 % mortality).
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Introducción
La expresión del potencial genético de las aves reproductoras ligeras en unidades de cría y producción está influenciada por el ambiente, donde la acción del hombre resulta fundamental desde el punto de vista de manejo y alimentación (Godínez et al., 2013). El sistema de alojamiento en piso debe tener las condiciones de confort necesarias (López et al., 2010); asimismo, se reconoce que la cría en piso sobre cama es el método más antiguo y ampliamente utilizado (Callejo, 2007).

Zambrano et al. (2012) indican que una producción de aves con sistema de crianza extensivo o alojamiento tipo “free range” tiene cierta asociación con la reemergencia de las infecciones parasitarias. Allí, las aves están en contacto directo con la tierra y con huevos embrionados de parásitos, algunos de los cuales pueden permanecer más de tres años en el suelo. 
Parásitos intestinales del género Ascaridia (nematodos) se encuentran entre los más frecuentes a nivel mundial en gallinas, pavos y gansos (Kaufman et al., 2011; Lagu y Kayanja, 2013). Yazwinski et al. (2013) reportan 63 % de broilers reproductoras en el sur de EEUU infectadas con este nematodo, en tanto que en Cuba se ha notificado Ascaridia galli en pollos camperos (Hernández et al., 2002), en ponedoras (Colas et al., 2006) y en aves semirrústicas (Xuárez et al., 2011). 
Se dispone de diversas plantas con propiedades farmacológicas para el control de helmintos gastrointestinales intestinales en animales domésticos (Salmón et al.,  2010), tales como Ascharita indica (Estrada y López, 1998); Moringa oleifera y Gliricida (Puerto et al., 2014); Dichrostachys cinerea L) (Arece et al., 2012), Melaleuca quinquenervia y Citrus sinensis (Aleman, 2011); sin embargo, no se ha realizado de estudios en aves en Cuba que demuestren la efectividad de plantas medicinales frente a parásitos intestinales. 
Agarwal (2014) indican que dadas las propiedades farmacológicas de la planta herbácea cundeamor, Momordica charantia L, a partir de las hojas, flores y frutos, tiene uso potencial como antidiabética, antihelmíntica, antimicótica, antirreumática, afrodisiaca, antihipertensiva, colerética, antipirética y como vermicida. Además, esta planta contiene glucósidos (momordina, charantina), alcaloides (momordicina), glucoproteínas (α- y ß-momorcharina, ß-momorcharina, lectinas), polipéptido-P, un nucleósido pirimidínico (vicina), y la proteína MAP 30, entre otros (Fonnegra y Jiménez, 2007).
Las plantas son una fuente rica de productos bioactivos que pueden tener acción sobre los parásitos gastrointestinales. Las plantas ricas en taninos han llamado la atención por su efecto sobre los nematodos internos, ya que pueden actuar directamente como antiparasitarios, así como en el incremento de la resistencia del huésped (Hoste et al., 2006)
A. galli ha sido empleada en diversos estudios como modelo biológico in vitro, dado que es el nematodo más común en las aves, así como fácil de conservar para estudios in vitro (Rodríguez et al., 2013). Teniendo en consideración la importancia del parasitismo gastrointestinal en la avicultura cubana y los problemas de resistencia al tratamiento con tetramisol, el presente estudio tuvo como objetivo comprobar la efectividad in vitro de Momordica charantia L sobre A. galli adulto.
Materiales y Métodos
Recolección y selección de Ascaridia galli
Se recolectaron 55 intestinos gallinas reproductoras en el matadero local en febrero de 2016. Las aves procedían de una Unidad Empresarial de Base (UEB) de la provincia de Artemisa, Cuba. Las vísceras se colocaron en termos con solución salina a 37 °C para su traslado al Laboratorio Nacional de Parasitología (LNP) de la provincia de Artemisa. 
Los intestinos delgados se lavaron cinco veces con solución salina a 0.9 % en agua temperada a 38 °C, hasta que se obtuvo un sedimento transparente. Los nematodos A. galli adultos fueron colectados con ayuda de agujas enmangadas. Se comprobó su identificación en un microscopio estéreo, se colocaron en placas de petri con solución salina 0.9 % y se mantuvieron en incubación a 38 °C en baño maría hasta que se realizaron las pruebas in vitro, una hora más tarde. 

Procesamiento de Momordica     charantia L
Se cosecharon plantas enteras y sin deformidades de M. charantia L de la finca “La Loreta” ubicada en San Antonio de los Baños. En el laboratorio se colectaron los tallos y las hojas y se prepararon dos grupos de 10 g c/u para las presentaciones cocción y tintura con tres concentraciones Para el pesaje se utilizó una balanza Saltorius (TE 214S). Las muestras fueron lavadas y escurridas a temperatura ambiente (TA). 
Para la cocción, la muestra de 10 g de M. charantia L se colocó en 100 ml de agua y se llevó hasta ebullición durante 3 min. Se dejó a TA y se filtró, depositando el líquido en frasco estéril de vidrio de color ámbar y con tapa de rosca, y se mantuvo a 4 °C.

Para la tintura, la muestra de 10 g de M. charantia L se colocó en 100 ml de alcohol al 70 % (obtenido previamente de etanol absoluto de la Firma comercial Scharlen [lote UN1170-FV 11/2017]) posteriormente se dejó durante 24 h. Se filtró y se depositó en frasco estéril de vidrio de color ámbar y con tapa de rosca y se mantuvo a TA. 
Diseño Experimental
 Se seleccionaron ocho tratamientos con cinco réplicas por cada uno, distribuidos de la siguiente manera acorde a las dos presentaciones cocción (solución acuosa) con tres tratamientos (T1, T2, T3) y tintura (solución hidroalcohólica) con tres tratamientos (T4, T5, T6).
T1: Cocción de Momordica charantia L. 2.25 %

T2: Cocción de Momordica charantia L. 1.125 %

T3: Cocción de Momordica charantia L. 0.562 %

T4: Tintura de Momordica charantia L. 2.25 %

T5: Tintura de Momordica charantia L. 1.125 %

T6: Tintura de Momordica charantia L. 0.562 %

T7: Control positivo (levamisol 10 % fabricado por Labiofam) con una solución de 0.5 mL/500 mL de agua. 

T8: Control negativo (solución ringer lactato y glucosa 0.5 %) 

 Inmediatamente antes del experimento in vitro según lo referido por Ali et al. (2006)  se prepararon las tres diluciones con las siguientes concentraciones: 2.25 %; 1.125 %; 0.562 % .A partir de diluciones consecutivas de cada una de las soluciones madres de Momordica charantia L. 

Determinación de la prueba in vitro de los tratamientos

En cada tubo se añade diez  parásitos  adultos  de A. galli y posteriormente se les añadió 10 mL de las diferentes soluciones de Momordica charantia L. y de las soluciones control y se incubaron a 38˚C (Ali et al., 2006).

Interpretación de los resultados

 Se realizó la lectura a  las 24 horas  de exposición en cada tratamiento. Se determinó la muerte de los parásitos por cada tratamiento y cada dosis.  
Se consideró como criterio de éxitos de la eficacia evaluada de buena para M. charantia L. teniendo en consideración, lo que señala la guía para el avance mundial para la parasitología (WAAPV) que se debe alcanzar como mínimo el  90 % de efectividad antihelmíntica en pollos y pavos (Yazwinski et al., 2003).
 Se realizó el cálculo de la eficacia antihelmíntica según las recomendaciones de la WAAPV (Yazwinski et al., 2003), quienes refirieron la siguiente fórmula: 

PvC – PvT/PvC*100

PvC: Parásitos vivos en control

PvT: Parásitos vivos en tratamiento

Se registraron en una hoja de cálculo en el programa Microsoft  Excel (2003) el total de muertes de los parásitos por cada tratamiento.

Análisis estadístico
Se realizó un análisis de comparación de proporciones de las muertes de parásitos entre los  tratamientos, con del programa estadístico Compaprowin v 2.1.
Resultados

En la figura 1 se observa un comportamiento variable en relación con las concentraciones que se utilizaron en ambas formas de presentación, se evidenció a las 24 h de exposición, valores de eficacia superiores para las concentraciones baja y media en la cocción. En la tintura se apreció valor superior de eficacia, solo en la concentración alta. Estos resultados difieren de los obtenidos por Ali et al. (2006), quienes encontraron en las concentraciones acuosas del 0,5 %, 1,0 % y 2,0 % valores de eficacia del 73,0 %, 97,0 % y     93,0 % respectivamente. Sin embargo, en la presentación alcohólica con las mismas   concentraciones obtuvieron valores del 73,0 %, 87,0 % y 100 %. 
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Figura 1. Eficacia del fitofármaco M.charanthia L. frente Ascaridia galli
        Por otra parte este resultado coincide con lo reportado por Sha et al. (2014) quienes encontraron que el levamisol sobre A. galli presentaron una eficacia del 96,0 al 100,0 %. Aunque, estos autores revelaron eficacia del 93,0 % con preparaciones acuosa de M.charanthia L.

Los valores de  mortalidad de A. galli presentes en la tabla 4 se aprecia que para la cocción (solución acuosa) existen diferencias significativas desfavorables para el T3 que difiere del T1 y T2, aunque la mayor proporción de muerte fue de 0,92 en este último tratamiento que recibió la concentración media.

En el caso de la tintura (solución alcohólica) la mayor proporción de muertes significativa de 0,96 para el T4 (2.25 %), que difirió del resto de las concentraciones de los tratamientos de esta preparación (T5 y T6). 

Tabla 1. Análisis de Mortalidad de A. galli por tratamientos in vitro a las 24 horas.
	Cocción

(n=50)
	A. galli muertos

(Proporción)
	±EE
	Signif.

	T1(2.25)
	42(0.84) a
	0.051
	*

	T2(1.125) 
	46(0.92) a
	0.038
	

	T3(0.562) 
	24(0.48) b
	0.070
	

	
	
	
	

	Tintura (n=50)
	Proporción
	±EE
	Signif.

	T -4(2.25) 
	48(0.96) a
	0.027
	*

	T-5(1.125) 
	20(0.4) b
	0.069
	

	T-6(0.562) 
	20(0.4) b
	0.069
	


                          *indica diferencias significativas (p≤0.05) 

       Letras iguales por columnas no difieren entre si

Estos resultados no coinciden con lo referido por Eguale et al. (2007) y Ahmad et al. (2013), quienes señalaron que los extractos acuosos de plantas medicinales muestran menos actividad antihelmíntica que los extractos de solventes polares (etanol, metanol, hidroalcohol y acetona).  

Se concluye que Momordica charantia L. posee acción antiparasitaria in vitro frente al Ascaridia galli adulto con significación en las soluciones alcohólica al 2.25 % y acuosa al 1.125 % y 2.25 %.

Referencias bibliográficas
Agarwal, M. (2014). Momordica charantia L. A potencial medicinal plant. Editor VDM Publishing. .[Internet],[ 7 marzo 2016]. Disponible en: http://books.google.com.cu
Aleman Y. (2011). Evaluaciones del efecto antihelmíntico in vitro, de aceites esenciales de Melaleuca quinquenervia y Citrus sinensis contra Haemonchus contortus. Tesis de Magíster. Cuba: Universidad agraria Fructuoso Rodríguez Pérez. 64 p.
Ali MA, Beguh N, Rahman AK, Shanta IS. (2006). In vitro anthelmintic effects of some medicinal plants against Ascaridia galli of indigenous chickens. Progress Agric 17(2): 59-66.
Ahmad, J., Syed, T. y Zargar, A. (2013). In vitro Anthelmintic Activity of Mentha longifolia (L.) leaves against Ascaridia galli. Global Veterinaria, 11 (1), 112-117.

Arece J, Roche Y, López Y, Molina M. (2012). Efecto in vitro del extracto acuoso de Dichrostachys cinerea (L) Wight & Arn. en el desarrollo de las fases exógenas de estrongílidos gastrointestinales de ovinos Pastos Forrajes 35: 301-309. 
Callejo RA. (2007). Tipos de alojamientos para reproductoras en fase de puesta [Internet]. Disponible en: http://www.google.com/search?q [Consulta: 29 abril 2016]
Colas M, Merino A, Mojena K, Santana Y. (2006). Frecuencia de presentación de las principales enfermedades en ponedoras White Leghorn. Rev Cub Cienc Avícola 30(2): 103-107.

Eguale, T. G., Tilahun, A., Debella, A. y Feleke, E. (2007). In vitro and in vivo anthelmintic activity of crude extracts of Coriandrum sativum against Haemonchus contortus. Journal Ethnopharmacol, 110 (1), 428-433.

Estrada, J. y López, M. (1998).  El Nim y sus bioinsecticidas, una alternativa agroecológica. Proyecto ecológico Nim INIFAT, La Habana. 24 p.

Fonnegra R, Jiménez S. (2007). Plantas medicinales aprobadas en Colombia. 2ª ed. Colombia: Universidad de Antioquía. 371 p. 

Godínez O, Pérez M, Colas M, Sardá R, Madrazo G, Hernández M. (2013). Manual tecnológico de crianza de reproductores ligeros y sus reemplazos. La Habana, Cuba: Ministerio de la Agricultura. 112 p.

Hernández A, Larramendy R, Szczypel B. (2002). Incidencia de parásitos en aves de producción alternativa y recomendaciones para su control. Rev Cub Cienc Avícola 26(2): 141-144.

Hoste H, Jackson F, Athanasiadou S, Thamsborg S, Hoskin S. (2006). The effect of tannin-rich plants on parasitic nematodes in ruminants. Trends Parasitol 22: 253-261. doi: 10.1016/j.pt.2006.04.004 

Kaufmann F, Daş G, Sohnrey B, Gauly M. (2011). Helminth infections in laying hens kept in organic free range systems in Germany. Livestock Sci 141: 182-187. doi: 10.1016/j.livsci.2011.05.015 
Lagu C, Kayanja F. (2013). The in vitro antihelminthic efficacy of Erythrina abyssinica extracts on Ascaridia galli. In: Payan-Carreira R (ed). Insights from veterinary medicine. Croatia: InTech. p 277-289. [Internet]. Disponible en: http://s1.downloadmienphi.net/file/downloadfile4/206/1390343.pdf 
López A, García M, Sánchez A. (2010). La industria avícola. En: Sánchez A, López A, García M, et al. (eds). Salud y producción de las aves. La Habana: Félix Varela. 2- 33 p. 

Puerto A M, Arece J, López Y, Roche Y, Molina M, Sanavria A, Da Fonseca A. (2014). Efecto in vitro de extractos acuosos de Moringa oleifera y Gliricida sepium en el desarrollo de las fases exógenas de estrongílidos gastrointestinales de ovinos. Rev Salud Anim 36: 28-34. 
Rodríguez D, Larramendy R, Xuárez M, Merino A, Morales Y, Cobas I, Rebollar R. (2013). Nota técnica de investigación. Elaboración de un Procedimiento Normativo Operacional (PNO) para la obtención de cultivos de huevos embrionados de Ascaridia galli. Rev Cub Cienc Avícola 37(2): 11-14.
Salmón M, Yamilka L, Licea OL. (2010). Identificación de plantas medicinales con actividad antihelmíntica en aves. Rev Innovación Tecnol 16(4): 1-7. 

Sha, M., Alam, K., Begum, N. y Amin, M. (2014). Comparative efficacy of different herbal and modern anthelmintics against gastrointestinal nematodiasis in fowl. International Journal of Biological Research. 2(2): 145-148. 

Xuárez M, Colas M, Rodríguez D. (2011). Helmintos intestinales más frecuentes en aves semirrústicas y camperas durante el período 2009-2010. Rev Cub Cienc Avícola 35(1): 9-13.
Yazwinski, T., Chapman, H., Davis, R., Letonja, T., Pote, L., Maes, L., Vercruysse, J. y Jacobs, (2003). WAAVP 159173:03 World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP) Guidelines for evaluating the effectiveness of anthelmintics in chickens and turkeys. Veterinary. Parasitological. 116:159-173. US
Yazwinski T, Tucker C, Wray E, Jones L, Johnson Z, Steinlage S, Bridges J. (2013). A survey on the incidence and magnitude of intestinal helminthiasis in broiler breeders originating from the southeastern United States. Appl Poult Res 22: 942-947. doi: 10.3382/japr.2013-00776 

Zambrano EX, Sánchez GF, Juárez EMA. (2012). Histomoniasis en pavos y pollos. En: XXXVII Convención Anual de la Asociación Nacional de Especialistas en Ciencias Avícolas (ANECA). Puerto Vallarta, México.

 dalia.quintana@lnp.art.minag.cu 









1 Laboratorio Nacional de Parasitología (LNP), Cuba


2 Facultad de Medicina Veterinaria Universidad Agraria de La Habana (UNAH), Apartado Postal 1819, San José de Las Lajas, Mayabeque











  Dalia Rosa Quintana T.1,3, Manuel Colas C.2, Rafmary Rodríguez F.1, Alier Fuentes C.1, Yuniel Hernández R.1, Luis Méndez M1














1

