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RESUMEN

Se realiz6 un estudio comparativo para evaluar la actividad anti helmintica in vitro de varias
formulaciones de la planta Stevia rebaudiana Bertoni (SRB), ka’a he’é, y el stevidsido segln la técnica de
motilidad y supervivencia de la lombriz de la tierra utilizada como modelo biol6gico, nematodo de vida
libre; segun la medida de la variable tiempo de supervivencia o0 muerte expresada en minutos. Las
formulaciones de las Stevia rebaudiana Bertoni (SRB) fueron: en solucion acuosa, del extracto etanélico
al 1y 10% del extracto acuoso al 10%. El steviésido (polvo) en solucién utilizado fue al 0,5 mg% y 0,5
g%. Los formulados comerciales en solucién: Albendazol al 1 y 10%; Mebendazol al 10% como
controles positivos y como control negativo: Solucién de suero fisiolégico al 5%.

La evaluacion cualitativa del ensayo demostré actividad antihelmintica evidente de la SRB en solucion
del extracto alcohdlico el 1% y al 10% y la solucién del extracto acuoso al 10% asi como el Mebendazol
pero éste en mucho menor proporcion y en 10 veces mas tiempo.
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ABSTRACT

A comparative study was performed to evaluate the in vitro antihelmintic activity of different
formulations extracted from the Stevia rebaudiana Bertoni (SRB) plant, and the stevioside by the
technique of motility and survival soil worms, a free life nematode used as a biologic model, according to
the measurement of the variable time of survival or death expressed in minutes. The SRB’s formulations
were: aqueous solution, 1% and 10% ethanol extracts of the 10% aqueous extract. The stevioside
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(powder) was diluted to use at 0.5mg % and 0.5g %. Commercial formulations of 1% and 10%
albendazole, 10% mebendazole 10% and a 5% saline solution were used as positive and negative controls
respectively. The qualitative evaluation of the assay showed evident antihelmintic activity of SRB in the
1% and 10% alcoholic extract as well as in the 10% aqueous extract. Mebendazole also showed activity
but in lower proportion and it alto took ten times more to be evident.

Keywords: Stevia rebaudiana Bertoni, antihelmintic activity, intestinal parasitosis

INTRODUCCION

Los nematodos parasitos causan enfermedades importantes en el ser humano especialmente a los mas
vulnerables: la nifiez, mujeres y adultos de la 32 edad y ocurre igualmente en los animales domésticos en
general (1,2).

Las infecciones parasitarias intestinales son las causas mas comunes de morbilidad en el mundo, asi
como de mortalidad en numerosas y especiales ocasiones, por las complicaciones secundarias, como las
obstrucciones intestinales por Ascaris y las anemias graves por Uncinarias (3). Ademas, diarrea, pérdida
de sangre, disminucién de la capacidad de trabajo, reduccion del crecimiento por desnutricion cronica y
alteracién de las funciones cognitivas importantes problemas médicos, de salud publica y sociales
asociadas a las parasitosis intestinales (4).

La observacion y experiencia vivida en nuestros paises nos permite estimar que los helmintos
intestinales estuvieron y contindan estando en la historia del mundo, omnipresentes en forma singular,
causando grandes endemias y a la fecha aparece muy dificil su erradicacién incluso en paises
desarrollados o no (4).

Las investigaciones actuales sugieren que los parasitos pueden deprimir las funciones cognitivas e
inmunitarias pues, secretan y/o excretan sustancias que pueden deprimirlas por los efectos directos sobre
el sistema nervioso central con produccién secundaria de desequilibrio entre las células y las citoquinas
en contra de la respuesta del sistema inmune del huésped y en forma indirecta como consecuencia de las
secuelas fisicas (5-8).

Ademaés, son patentes sus efectos clinicos y las complicaciones fisicas y mentales relacionadas con la
desnutricion calérico-protéica y el déficit de micronutrientes como el hierro y las vitaminas (5).

La intensidad de las infestaciones parasitarias, especialmente las causadas por Uncinarias, aumenta
con la edad a diferencia de otros helmintos transmitidos desde el suelo contaminado como Ascaris
lumbricoides y Trichuris trichura con tasas mas elevadas en la nifiez. Se plantean la hip6tesis de que las
Uncinarias pueden evadir o suprimir la respuesta inmune, y varios investigadores describieron moléculas
antiinflamatorias o inmunomoduladoras de los parésitos adultos que provocan disminucién de respuestas
inmunes a otras infecciones. Es asi que esto puede contribuir a dilucidar la susceptibilidad a la infeccion
por VIH, malaria y tuberculosis entre otras (5).

La adopcion de medidas de salud publica, como el uso de calzados, se consideran importantes para el
control de las helmintiasis y sus efectos son evidentes solo después de varias décadas. Por este motivo, la
remocion de estos parasitos con la administracion de dosis Unicas o maltiples de agentes antihelminticos
benzimidazolicos, reduce la carga y la transmisién a un nivel debajo de lo necesario para producir
enfermedad. En algunos casos, se requiere el tratamiento tres veces por afio y los datos indican que la
eficacia terapéutica disminuye con la periodicidad (6).

Esta preocupacién acerca de la resistencia hacia los antiparasitarios benzimidazélicos, Ilevo a dirigir
los esfuerzos a la bisqueda de nuevas herramientas para el control de las parasitosis intestinales (7).

Hasta que las reformas socio-econdémicas sean de alcance masivo, la meta global de la OMS para el
afio 2010 es brindar el tratamiento de rutina al menos al 75% de los nifios en edad escolar en riesgo de
infeccién. Para contribuir a ello es necesaria la bisqueda de otros antiparasitarios, como los naturales, por
ejemplo a partir de la Stevia rebaudiana Bertoni o ka 'a he e (8,9).

El control de estas afecciones se apoya fundamentalmente en el tratamiento con antihelminticos y la
buena alimentacion; pero, actualmente, constituye una necesidad imperiosa y un reto para la investigacion
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médica y farmacoldgica buscar y encontrar alternativas terapéuticas en especial para los helmintos
resistentes (10,11).

Ademas, a nivel mundial con énfasis en nuestro pais, el Paraguay, tiende a crecer y desarrollarse la
medicina tradicional como una via para sustituir medicamentos sintéticos con costo elevado y con efectos
secundarios desagradables y/o téxicos por medicamentos de origen natural, en especial los anti-
helminticos, tratando de hallar el antiparasitario ideal. Por ello, nos propusimos determinar y evaluar la
actividad antihelmintica in vitro de formulaciones del extracto de la Stevia rebaudiana Bertoni (SRB) o
ka’a he’é, especie vegetal reconocida por su efecto edulcorante, antidiabética, antihipertensiva y otras
(12-16).

MATERIALES Y METODOS

Disefio: Experimental. Consistio en exponer 9 (nueve) grupos de cinco lombrices de tierra (lombricus
terrestris) de 7-8,5 cm. a las siguientes substancias del ensayo:

o Extracto etanolico al 1 % y al 10% de S. rebaudiana.
e Extracto acuoso al 10% de S. rebaudiana en agua destilada.
e Estevitsido en polvo (Esteviafarma Industrial) disuelto al 0,5 mg % y 0,5 gramos %.

e Formulaciones farmacéuticas de antiparasitarios Albendazol (Mollet 400mg/10mL) al 1 y 10% vy
Mebendazol (V. Scavone 100mg/5mL) en solucion al 10% como controles positivos.

o Solucion fisiolégica (Na CI 9,5 g/L) como control negativo.

Caracteristicas de la poblacion

Cultivo de Lombriz: Se utilizé6 como modelo biol6gico la lombriz de tierra, mantenida en medio de
cultivo rico en materia organica (humus), a 25° - 27° C, humedad relativa del 80% y pH7. Las lombrices
fueron facilitadas por la Dra. Amalia Vatteone de Scappini, quien se dedica en forma privada al
lombricultivo.

Inmediatamente antes del experimento, las lombrices se extrajeron con cuidado del medio de cultivo y
fueron transferidas a un recipiente con agua destilada para ser lavadas. Seguidamente se colocaron una a
una en placas Petri de 9,5 cm. de didmetro, identificadas segun los grupos de experimento y control. A
continuacion se afiadieron los extractos y los controles en volumen de 10 mL.

Material vegetal

Stevia rebaudiana Bertoni (SRB) ka’a he’é se adquirié en el comercio. Es un material secado al
natural de las hojas y tallos triturados, mantenidos en la sombra a temperatura ambiente, protegido de la
humedad, con buena aireacion durante 20-30 dias.

Preparacién de los extractos

Extracto etandlico de SRB, se preparé a partir de 2 kg. de material seco y molido; se dejé macerar en
etanol 95° durante 7 dias con agitacion frecuente, protegido de la luz solar, luego filtrar con papel del
filtro. Posteriormente, se realizo la evaporacion del disolvente bajo presion reducida en un evaporador
rotatorio, a 40°C hasta obtener una masa siruposa.

Extracto acuoso de la SRB, se prepar6 a partir de 1 kilo de material seco molido; se dejo macerar en
agua destilada durante 7 dias, con agitacion frecuente, protegido de la luz solar, filtrando luego con papel
de filtro. La dilucion se concentré por evaporacion del disolvente bajo presion en un evaporador rotatorio,
posteriormente.
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Evaluacion in vitro de la actividad antihelmintica

Se realiz6 segun la técnica de motilidad y supervivencia de la lombriz de la tierra (Lumbricus
terrestris) (2).

La actividad antihelmintica se evalla mediante la observacion directa y con lupa detectando en las
lombrices cambios en la motilidad, alteraciones en el tegumento, deyecciones y la muerte en funcién del
tiempo (motilidad y supervivencia o muerte) segun los siguientes criterios:

Paralisis: Tiempo transcurrido desde el inicio de la experiencia hasta que los movimientos
desaparecen, més alla de la motilidad normal (1,11).

Muerte: Tiempo transcurrido desde el inicio del experimento hasta que se comprueba la muerte de las
lombrices, colocando estas durante 10 segundos en tubos de ensayos de 25 mm de diametro conteniendo
agua destilada a 45° C; lo que las estimula e induce movimientos en los vermes si aun estan vivos.

Esto se prueba cada 5 minutos después de confirmada la paralisis (1,11).

FIGURAS: Lombrices en placas de Petri utilizadas en el experimento.

Andlisis Estadistico

Comparar los tiempos de sobre vida de cada tratamiento frente al control, mediante la prueba de
Wilcoxon y la prueba de Kruskall — Wallis con suero fisiolégico.

Aspectos Eticos del ensayo pre - clinico

El uso de los animales (Lombricus terrestris); estos, fueron adquiridos en un lombricultivo a cargo de
una profesional estudiosa en condiciones generales correctas; las lombrices fueron transportadas en cajas
especialmente preparadas con el humus correspondiente, alojados posteriormente en forma cuidadosa a
temperatura ambiente con una humedad de 80-90%, con buena ventilacion, a la sombra, alimentados
diariamente con restos de alimentos naturales y suficiente agua.

Las lombrices mantenidas en criaderos no estan en peligro de extincion y su utilizacion no alteraria el
ecosistema. Ademads son invertebrados con sistema nervioso rudimentario no tienen conciencia y no
expresan dolor.
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RESULTADOS
Las formulaciones evaluadas:

Los extractos etandlicos al 1 y al 10% de la S. rebaudiana produjeron en promedio la muerte de
Lombricus terrestris en 49 minutos y 30 minutos, respectivamente. El extracto acuoso al 10% de la S.
rebaudiana fue 28 minutos. Las diluciones de esteviosido al 0,5 mg/dL y al 500 mg/dL fue 2365 y 1200
minutos, respectivamente.

La mortalidad se observé en los controles positivos, albendazol al 1% en 1457 minutos, albendazol al
10% en 465 minutos y con mebendazol al 10% 172minutos.

En el control negativo de solucion fisiologica se mostro viabilidad hasta 2022,1 minutos en promedio, lo
que equivale a mas de 33 horas. Ver tabla 1, 2y 3.

Tabla 1. Actividad antihelmintica comparada en términos de muerte segin el tiempo de exposicion
(minutos promedio)

Promedio tiempo

Grupos experimentales contra
de muerte

Promedio tiempo de

Lumbricus terrestris: (minutos) muerte (horas)

Control negativo: Solucidn fisiolégica 2022 33,7
Extracto etanélico al 1% (SRB) 49 0,8

Extracto etanélico al 10% (SRB) 30 0,5

Formulaciones Extracto acuoso al 10% (SRB) 28 0,5

evaluadas

Estevidsido al 0.5 mg/dL 2365 39,4

Estevidsido al 500 mg/dL 1200 20,0

Albendazol al 1% 1457 24,3

Controles positivos - Apengazol al 10% 465 77
Mebendazol al 10%mg/dL y g/L 172 29

Tabla N° 2. Resultados del Analisis estadistico: Rangos con signo de Wilcoxon

Grupo experimentales contra Promedio tiempo de

Lumbricus terrestris muerte (minutos) Valor de P
Extracto alcohdlico (SRB) al 1 % 49 P =0,043
VERSUS Albendazol al 1% 1457 (diferencia significativa p<0,05)
Extracto alcohdlico (SRB) al 10 % 30 P =0,043
VERSUS Albendazol al 10% 465 (diferencia significativa p<0,05)
Extracto alcohdlico (SRB) al 10 % 30 P =0,068
VERSUS Mebendazol al 10% 172 (diferencia NO significativa p>0,05)
Extracto acuoso (SRB) al 10 % 28 P =0,043
VERSUS Albendazol al 10% 465 (diferencia significativa p<0,05)
Extracto acuoso (SRB) al 10 % 28 P =0,068
VERSUS Mebendazol al 10% 172 (diferencia NO significativa p>0,05)
Extracto acuoso (SRB) al 10 % 28 P =0,043
VERSUS Estevi6sido al 500 mg/dl 1200 (diferencia significativa p<0,05)
Extracto acuoso (SRB) al 10 % 28 P =0,043
VERSUS Solucion fisiolégica 2022 (diferencia significativa p<0,05)
Extracto alcohdlico (SRB) al 1 % 49 P =0,043
VERSUS Solucidn fisioldgica 2022 (diferencia significativa p<0,05)
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Tabla 3. Comparaciones del tiempo de mortalidad de Lumbricus terrestris, en minutos promedio
de tiempo. Kruskal — Wallis (Epilnfo)

Tiempo (minutos) Significancia frente al

Muestra N Promedio Suero Fisiolégic_o
(Kruskal — Wallis)
Suero fisioldgico 7 2022
Albendazol al 1% 5 1457 p=0,1900
Albendazol al 10% 5 465 p=0,0045
Mebendazol al 10%mg/dL y g/L 4 172 p=0,0082
Extracto etanélico al 1% (SRB) 5 49 p=0,0045
Extracto etandlico al 10% (SRB) 5 30 p=0,0045
Extracto acuoso al 10% (SRB) 5 28 p=0,0042
Esteviosido al 0,5 mg/dL 5 2365 p=0,6826
Estevidsido al 500 mg/dL 5 1200 p=0,0042

DISCUSION

El extracto alcohdlico de la Stevia rebaudiana Bertoni (SRB) al 1% y al 10% mostré una reduccién
Ilamativa del tiempo de sobre vida en comparacidn a los controles positivos y negativos. Con el extracto
acuoso de la S. rebaudiana al 10% se obtuvo un promedio de 27 minutos 8 segundos del total para llegar
a la muerte de las lombrices. Se aprecid una efectividad superior al comparar la actividad de los extractos
alcohdlico y acuosos de la SRB con las formulaciones farmacéuticas disueltas y diluidas al 1% y 10% del
albendazol y una dilucion al 10% del mebendazol.

La actividad antihelmintica con el esteviésido al 0,5 mg % y al 0,5 g % (500 mg) fue mucho menor
que el de los extractos del SRB.

Debemos aclarar que el polvo del estevidsido se utiliza preferentemente como edulcorante, por tanto
su probable efecto antihelmintico es mucho menor y discutible; al observar el proceso en las placas de
Petri con las lombrices, es como si estas fueran estimuladas por el estevidsido con el resultado final de
mayor energia o vitalidad.

Los controles positivos. Soluciones de Albendazol al 1% y al 10% vy la solucién de Mebenedazol a
10%, fue mucho mayo en tiempo para la muerte de las lombrices; siendo mayor para la dilucién al 1%,
mediano con dilucién al 10% y mucho menor tiempo con el mebendazol al 10% en comparacion a los
extractos alcohdlico y acuoso de la SRB.

Con el control negativo (solucion fisioldgica) se mantuvieron con vida las lombrices durante 2022
minutos promedio o sea, mas de 33 horas. Datos que descartan la muerte por otros factores causales que
no fuese la accion de la sustancia de ensayo. Esto se observa claramente en la Tabla N° 1 y el analisis
estadistico en la Tabla N° 2.

Se encontrd una relacion directa entre la concentracién de los extractos alcoh6licos y acuoso y el
% de eficacia sobre la lombriz vale la pena recalcar que la accion de la SRB es mayor que los
preparados farmacéuticos Mebendazol y Albendazol.

Nuestro estudio permitid apreciar una efectividad superior al comparar la actividad de los extractos
alcohdlico y acuoso de la Stevia rebaudiana Bertoni (SRB) con las formulaciones farmacéuticas disueltas
y diluidas al 1% y 10% del albendazol y mebendazol con una dilucién al 10%.

La importancia del estudio y los resultados actuales nos obligan a continuar el desarrollo de los
ensayos in vivo.
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CONCLUSIONES

Las condiciones del ensayo nos permiten concluir:

1) Las soluciones del extracto etandlico y acuoso de la Stevia rebaudiana Bertoni (SRB) ka’a he’é
redujeron significativamente la sobre vida de lombrices de tierra, in Vitro siendo la mas efectiva en
todos los casos, con diferencias significativas en comparacion a las demas.

2) A los extractos de la S.R.B. le siguen el mebendazol al 10% en formulacion farmacéutica y luego
el albendazol al 10%

3) El stevitsido (Steviafarma industrial) en polvo diluido al 10% no tuvo el efecto esperado
expresado en comparacioén con los otros tratamientos.
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