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Resumen

Debido al incremento de resistencia de los nematodos gastrointestinales (NGI) a los antihelminticos, se propuso como
objetivo evaluar in vitro la eficacia de extractos de diferentes plantas. Se formularon extractos hidroalcohdlicos que se
aplicaron sobre huevos y larvas infectantes (L3) de NGIL. En el caso de las larvas se realizaron dos pruebas: en la primera
se usé extracto de guaje (L. diversifolia), conacaste negro (E. cyclocarpum) y pega-pega (D. tortuosum); y para el segundo
bioensayo se utilizo el extracto de guaje (L. leucocephala), mangle (R. mangle) y neem (A. indica). En la prueba de inhi-
bicién de la eclosién de huevos (IEH) se usaron hojas de neem (A. indica), de hierba santa (P. auritum) y de hierba del
zorrillo (P. alliacea).

Los huevos y larvas se obtuvieron de ovinos infectados de manera natural en pastoreo. Las larvas infectantes se desenvai-
naron con hipoclorito de sodio (0.187%), después se agregaron 100 larvas por pozo en agua destilada y se desafiaron con
los extractos a través de una prueba in vitro de motilidad larval con observacion directa. Los resultados mostraron que
los extractos de L. leucocephala y A. indica presentaron un grado de accién larvicida en NGI similar a levamisol. Con el
extracto de L. leucocephala se obtuvo la menor dosis letal (DL50=0.045mg/ml-1) contra L3. En la eclosién de huevos, los
mejores resultados se obtuvieron con el extracto de P. alliacea y P. auritum
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Abstract

Due to the growth of resistance of the gastrointestinal nematodes (GIN) to the anthelmintic ones, it was proposed as a
goal to evaluate in vitro the efficacy of essences from different plants. There were formulated hydro-alcoholic essences that
were put on over eggs and infective larvae (L3) of GIN. In the case of the larvae, there were carried two tests: in the first
one, there were used gourd essence (L. diversifolia), black Elephant’s ear (E.cyclocarpum) and pega-pega (D. tortuosum);
whereas for the second bioassay, there were used gourd essence (L. Leucocephala), mangrove (R. mangle) and neem (A.
indica). In the inhibition test of the hatching of eggs (ITHE), there were used neem leaves (A. indica), yerba santa leaves
(P. auritum) and skunk weed leaves (P. alliacea).

Eggs and larvae were obtained from infected ovine in a natural way while grazing. The infective larvae were unsheathed
with sodium hypochlorite (0.187%). After, there were added 100 larvae per pit on distilled water and they challenged
themselves with their essence through an in vitro test of larval motility with direct observation. Treatments were the essen-
ces at different concentrations (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78, 0.39, 0.20, 0.10, 0.05 mg/ml-1). The levamisole on its
commercial and diluted presentation (120, 60, 30, 15, 7.5, 3.75, 1.88, 0.94, 0.47, 0.23, 0.12, and 0.06 mg/ml-1) was used as a
reference to determine the effectiveness of the essences and the larvae in distilled water to determine the natural mortality.
In the ITHE test, there were also used the same concentrations. Data were analyzed through the process PROBIT. The re-
sults demonstrated that the essences of L. leucocephala and A. indica presented a stage of larvicidal action in GIN similar
to levamisole. With the essence of L. leucocephala, there was obtained the least lethal dose (DL50=0.045mg/ml-1) against
L3. In the hatching of eggs, the best results were obtained with the essence of P. alliance and P. auritum.
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1. Introduccion

El uso frecuente de los antihelminticos para
el control de los parasitos ha sido una de las
principales causas que ha provocado el desa-
rrollo de resistencia en las principales especies
de nematodos gastrointestinales (NGI), por
lo que existen reportes en muchas partes del
mundo (Papadopoulos, 2008; Shalaby, 2013);
y actualmente se demuestra la presencia de
resistencia hacia los principales ingredientes
activos usados como desparasitantes (Taylor
et al., 2009). Debido al aumento de casos de
resistencia en ovinos, bovinos, cabras y caba-
llos, es mas frecuente observar una baja efec-
tividad de los desparasitantes, lo que ha origi-
nado preocupacion e iniciado la busqueda de
otros principios activos, por lo que el estudio
de plantas con potencial antiparasitario se ha
convertido en un tema de interés internacio-
nal (Githiori et al., 2006; Marie-Magdeleine
et al., 2010); ya que la tendencia es obtener
alimentos inocuos y evitar la contaminacién
del ambiente con residuos de productos qui-

micos sintéticos (Athanasiadou et al., 2001).

Diversos estudios confirman que algunas
plantas han sido utilizadas para el control de
nematodos gastrointestinales en diferentes
partes del mundo. Se han estudiado hojas, ta-
llos, frutos y semillas buscando metabolitos
que tengan acciéon antihelmintica. Destacan
los estudios de leguminosas como el que-

bracho (Schinopsis sp.) (Hoste et al., 2006),

Acacia y Leucaena (Makkar et al., 2007), Ly-
siloma y Havardia albicans (Brunet et al.,
2008; Alonso-Diaz et al, 2010), en cuyas

plantas se indica la presencia de compuestos
como taninos y otros metabolitos secundarios
con accién antihelmintica y por lo tanto con

posibilidades para su uso en el control de NGI.

En paises con clima cdlido como Cuba, exis-
te experiencia con el uso de fitofirmacos
en el control parasitario. Una de las plantas
que mejores resultados ha dado es la pina

de raton (Bromelia pinguin), la cual ha sido

efectiva contra Haemonchus spp (Marrero

et al., 1994); y en México se empled contra

Oesophagostomun _columbianum (Olivares,

2001). En Yucatan, se han identificado plantas

ricas en taninos (Lisiloma latisiliquum, Ha-

vardia_albican), que afectan las fases adultas

y larvarias de H. contortus, ya que reducen
la longitud y la prolificidad del parasito
(Torres-Acosta et al., 2012).

De las técnicas para determinar la activi-
dad de los extractos de plantas, las pruebas
in vitro han sido ampliamente usadas, entre
ellas, la de inhibicion de la eclosion de huevos
(IEH), la de desarrollo de la migracion larva-
ria y la de inhibicién de la motilidad de para-
sitos adultos (Marie-Magdeleine et al., 2009).
Los test in vitro son un medio apropiado para
evaluar extractos de plantas debido a que son
rapidos de realizar y econémicos, compara-

dos alos test in vivo. Por ello, el presente estu-
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dio se llevo a cabo la evaluacion del potencial
antiparasitario de extractos de plantas me-
diante la prueba de inhibicién de la eclosién
de huevos y el de motilidad de larvas en tercer
estadio de nematodos gastrointestinales de

ovinos infectados naturalmente.
2. Materiales y métodos

El experimento se llevé a cabo en el labora-
torio de sanidad animal de la Unidad Regio-
nal Universitaria Sursureste (URUSSE), de la
Universidad Auténoma Chapingo (UACh),
ubicada en San José Puyacatengo, del Munici-
pio de Teapa, Tabasco; que se encuentra a una
altitud de 60msnm y con coordenadas 17° 34’
30” latitud Norte y 92° 56’ 15” longitud Oeste.
El clima de la region es Af(m)wi’ de acuerdo
a las modificaciones climaticas de Koppen, es
decir, calido humedo con Iluvias todo el afo.
La temperatura promedio anual es 25.8°C y

la precipitacién de 3,975.5mm (Garcia, 1988).

Se utilizaron los extractos de ocho plantas
en las cuales se utilizaron diferentes partes
de ellas. Se usaron las hojas de neem (A. in-
dica), hierba santa (P. auritum), y hierba del
zorrillo (P. alliacea); la planta completa de
pega-pega (D. tortuosum), y la corteza de
mangle (R. mangle), guaje (L. leucocephala
subsp. Glabrata), oreja de ratén o conacaste
negro (E. cyclocarpum) y guaje de montafa
(L. diversifolia).

El material colectado se deshidraté a la som-
bra, a temperatura ambiente durante cuatro
a siete dias, hasta lograr un contenido de 8
a 10% de humedad determinada por la re-
duccion del peso del material verde al peso
en seco. Después se obtuvo la harina con un
molino manual para granos (marca Estrella),
obteniendo particulas de 1 a 2mm, y se alma-
ceno en recipientes de plastico como lo reco-

mienda Alvarez et al. (1989).

De la harina de cada planta se prepar6 una
solucién al 10% P/V, en la cual se mezclaron
10g de polvo de planta en 100ml de una so-
lucion hidroalcohodlica compuesta por 80ml
de etanol (C2H60) al 70% y 20ml de agua
destilada. La extraccion se hizo mediante re-
mojo y agitaciéon durante 15min, y luego un
reposo de 48 horas a temperatura ambiente,
a la sombra en un lugar fresco. A las 24 ho-
ras se agito el frasco nuevamente para asegu-
rar la correcta homogenizacion del material
vegetal con la solucion hidroalcoholica. Los
extractos obtenidos se filtraron en un tamiz
del numero 100 (0.149mm de apertura) para
separar las particulas vegetales de mayor
tamafo, seguida de una centrifugacién a
2500rpm durante cinco minutos para sedi-
mentar y eliminar las particulas mas peque-
fas. El extracto resultante se envasé en fras-
cos de plastico de 250ml y, posteriormente,
se utilizo en la prueba in vitro de acuerdo a

la metodologia descrita posteriormente.
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Prueba de motilidad larval

Para los bioensayos se tomaron muestras de
heces de ovinos de la cruza Katahdin x Peli-
buey infectados de manera natural en pasto-
reo, en el mdédulo de produccion de ovinos
de la UACh. Se realizé la determinacién de
conteo fecal de huevos de nematodos por
gramo de heces (hpg) mediante la técnica
de McMaster (Thienpont et al., 1986) la cual
es una técnica de flotacion en la que se co-
locan dos gramos de heces en 28ml de so-
lucién salina saturada, se llena la cdmara de
McMaster y se contabilizan los huevos de ne-
matodos en la cuadricula y los resultados se
multiplican por 50. Se seleccionaron como
donadores aquellos animales que tuvieron
conteos fecales mayores a 1000hpg. Con las
heces positivas a huevos de nematodos se
realizaron coprocultivos que consistieron
en colocar 20g de heces en un recipiente
de plastico tapado con gasa; cada tercer dia
se le agregaron tres mililitros de agua. Los
cultivos se dejaron siete dias a temperatura
ambiente; después se recuperaron las larvas
mediante la técnica de Baermann que con-
sistio en colocar las heces en una gasa, la
cual se coloco en un embudo con agua al que
se adhirié una manguera de latex y un tubo
de ensayo. Una vez colectadas se limpiaron
mediante gradientes de densidad con saca-
rosa al 40%, de acuerdo a la metodologia
descrita por Thienpont et al. (1986) y en la

que las larvas se recuperan en la interfase de

la sacarosa y el agua, después de una centri-
fugacién de 5 minutos a 2500 revoluciones

por minuto (rpm).

Para los bioensayos, las larvas se desenvaina-
ron con hipoclorito de sodio al 0.187%, para
ello se centrifugaron las larvas en tubos ep-
pendorf de 15cm, a 2500rpm durante 5 mi-
nutos. Se elimind el agua con una pipeta hasta
dejar 1ml y se re-suspendieron las larvas con
agua destilada. Esto se realizo tres veces para
eliminar el exceso de cloro y, posteriormente,
se cuantificaron mediante la determinacién

de 10 alicuotas de 10 microlitros (uL).

La prueba in vitro se realiz6 en dos etapas: en
la etapa I se usd la técnica de migracion larval
de acuerdo a lo descrito por Wagland et al.
(1992), con observacién directa de la motili-
dad de las larvas. Se realizaron los bioensayo

en dos ocasiones, en el primero se evalué el
efecto del extracto de guaje (L. diversifolia),
conacaste negro (E. cyclocarpum) y pega-pega
(D. tortuosum); y para el segundo bioensayo
se utilizo el extracto de guaje (L. leucocepha-
la), mangle (R. mangle) y neem (A. indica).
En ambas pruebas se determind también la
motilidad de las larvas en agua destilada para
conocer el porcentaje de mortalidad natural;
también se determind la motilidad de las lar-
vas usando levamisol (Ripercol L 12%, Pfizer,
7.5mg/kg-1) para determinar la efectividad
de un producto quimico y tener una referen-

cia de comparacidn. Para la determinacion de
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las categorias de las larvas se tomaron como
criterios: larvas muertas, aquellas que se ob-
servaron rectas y sin movimiento; mientras
que las larvas vivas fueron aquellas que estu-

vieran enrolladas o bien en movimiento.

Las evaluaciones de los extractos se realiza-
ron por duplicado en cajas de poliestireno
de 96 pozos, en los cuales se colocaron apro-
ximadamente 100L3 por pozo en 100uL de
agua, posteriormente sélo en la primera fila
se agregaron 100puL de cada uno de los extrac-
tos vegetales, y también de agua destilada y
de levamisol (volumen total de 200 pL). De
la primera columna se tomaron 100uL y se
agregaron a la columna dos; y asi sucesiva-
mente, con lo que se consiguieron diluciones
dobles en las doce columnas de la placa. Las
concentraciones de los extractos, por lo tanto
fueron: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78,
0.39, 0.20, 0.10 y 0.05 mg/ml-1. El levamisol
al 12% en su presentacion comercial se uso
como referencia para comparar los resultados
de los extractos, y constituyé un control nega-
tivo que se evalué también en diluciones do-
bles (120, 60, 30, 15, 7.5, 3.75, 1.88, 0.94, 0.47,
0.23, 0.12 y 0.06 mg/ml-1). También se colo-
caron larvas en agua destilada para determi-
nar la mortalidad natural (control positivo).
La placa se tap6 con papel encerado y se incu-
bo durante 24 horas a temperatura ambiente
(26°C). La lectura de la movilidad de las lar-

vas se realizé a las 24 horas post-interaccion.

Prueba de inhibicion de la eclosion de huevos

El ensayo se realizé a partir de las modifica-
ciones a las técnicas descritas por Marie-Mag-
deleine et al., (2010) y Arece et al., (2012). Se
evaluaron por duplicado los extractos de tres
plantas. Se usaron hojas de neem (A. indica),
de hierba santa (P. auritum) y de hierba del
zorrillo (P. alliacea), en ocho concentraciones
(100, 50, 25,12.5, 6.25, 3.12, 1.56 y 0.78 mg/
ml-1), el levamisol al 12% como referencia de
comparacion con los extractos (120, 60, 30,
15, 7.5, 3.75, 1.88 y 0.94 mg/ml-1) y los hue-
vos de NGI en agua destilada para determi-

nar la mortalidad natural.

Se colectaron huevos de nematodos que se
obtuvieron mediante flotacién con una solu-
cion salina de NaCl. La muestra se centrifugo
en tubos eppendorf de 15ml a 2500rpm du-
rante cinco minutos, y se desecho el material
precipitado. Se limpi6 la muestra en un tamiz
de 400 (0.038mm de apertura) con agua co-
rriente, y los huevos recuperados en el tamiz
se colocaron en una solucion de sacarosa al
40%; y nuevamente se centrifugaron en las
mismas condiciones. Posteriormente se recu-
peraron los huevos de la interfase y se filtra-
ron en el tamiz del nimero 400, quedando los
huevos en la superficie del tamiz. Los huevos
se suspendieron en agua destilada en tubos
eppendorf de 15ml y se homogenizaron para
su cuantificaciéon mediante el conteo de 10

alicuotas de 10uL, y se distribuyeron 100uL
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con 100 huevos por pozo en la placa de 96
pozos. Luego se agregaron 100uL de cada ex-
tracto a una concentracion inicial de 100mg/
ml-1; de igual forma el levamisol con 120mg/
ml-1 de concentracioén inicial. Posteriormen-
te, se distribuyeron 100uL de cada tratamien-
to entre los pozos en diluciones dobles; con-
secutivamente se dejé incubar por 12 horas.
Transcurrido ese tiempo, se detuvo la eclo-
sién con 10pL de solucion de Yodo lugol. De
cada pozo se tomaron cinco alicuotas (20uL)
y se hizo el conteo de los huevos que queda-
ron sin eclosionar, y del nimero de larvas con

lo que se calculé el porcentaje de eclosion.
Analisis estadistico

Para el analisis de la motilidad larval y para
la eclosion de huevos, se calcularon los por-
centajes de efectividad (mortalidad larvaria
y eclosién) para cada extracto mediante un
andlisis Probit (DL50) con SAS (SAS, 1999),

considerando el siguiente modelo:

Pr (Respuesta) = C + (1-C) F(x'p) =
C+ (1-C) @ (b0 + bl x logl0 (Dosis))
Dénde:

 es un vector de parametros estimados

F es una funcién de distribucion
acumulativa (Normal)

X es un vector de variables explicativas
Pr es la probabilidad de una respuesta

C es la tasa de respuesta natural (proporcion
de individuos que responden a la dosis cero).

3. Resultados y discusion

En la prueba de motilidad larval, el extrac-
to de L. diversifolia, D. tortuosum, L. leuco-
cephala y A. indica (6.68, 7.51, 0.045 y 2.31
mg/ml-1) causaron un aumento significativo
en la mortalidad de las larvas conforme se
elevd la concentracion del producto (P<0.01);
y la DL50 fue similar a la observada con leva-
misol (5.54 y 2.14 mg/ml-1). En lo referente
al nimero de individuos que responden a la
dosis cero (agua destilada), en las ecuaciones
PROBIT se observaron tasas de mortalidad
natural entre 3 a 7% (C); y para el resto de
las larvas (1-C), la pendiente de la regresién
(b1) fue positiva en todos los casos - excepto
para R. mangle y E. ciclocarpum - lo que in-
dica que no existi6 una relacion directa entre
la concentraciéon y la mortalidad larvaria en

estos dos extractos (ver tabla 1).
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Tabla 1. Ecuaciones Probit, coeficientes de regresion y concentracion letal de extractos vege-

tales contra larvas infectantes de nematodos gastrointestinales

Antihelmintico

Ecuacién PROBIT b

CL, | DL

1 ‘ 50 50

Primera prueba in vitro

L. diversifolia

Pr=0.05+0.95(P(-2.54+3.09xLogl0(Dosis))) e o 0.83 6.68

E. cyclocarpum

Pr=0.03+ 0.97(®(-39.67+27.14xLog10(Dosis))) | ns | ns 1.46

28.94

D. tortuosum

Pr=0.04+0.96(d(-3.57+4.08xLog10(Dosis))) o | ek | 088 | 751

Levamisol al 12%

Pr=0.06+0.94(P(-1.20+1.62xLogl0(Dosis))) *x ot 0.74 5.54

Segunda prueba in vitro
L. leucocephala Pr=0.03+0.97(®(0.61+0.45xLog10(Dosis))) ot ot -1.34 | 0.045
R. mangle Pr=0.07+0.93(P(-23.10+26.9xLog10(Dosis))) ns | ns 0.86 7.23
A. indica Pr=0.04+0.96(d(-0.64+1.75xLogl0(Dosis))) * b 0.36 2.31

Levamisol al 12%

Pr=0.04+0.96(d(-0.46+1.31xLogl0(Dosis))) o et | 035 | 214

Nota: bO: Ordenada al origen, b1: pendiente de regresion, CL,,: Concentracién letal media, DL,

Dosis letal media (mg/ml-1). ns: no significativo (P>0.05), * Significativo (P<0.05), ** altamente sig-

nificativo (P<0.01).

En el primer experimento, el levamisol tuvo
una DL, de 5.54mg/mL". Sin embargo, para
lograr un control del 99% de las larvas (DL,,)
se obtuvo una concentraciéon de 150.9mg/
ml’, lo que indica problemas de resistencia
antihelmintica debido a que se requiere una
alta concentracion para lograr una alta mor-
talidad. Esta situacion ya se ha confirmado en
otro estudio con una prueba en campo, utili-
zando este mismo producto, el cual posee una
efectividad de tan solo 30% (Gonzalez-Gar-
dufo et al., 2014); por lo que los resultados de
los extractos resultan alentadores en el con-
trol de nematodos, y sobre todo cuando las
dosis son menores a las de los antihelminticos
comerciales, como ocurrié con el extracto de

D. tortuosum (28mg/mL-1) y el de L. diver-

sifolia, que con menores concentraciones
(38mg/mL™") lograron el 99% de mortalidad

en las larvas (figura 2).

En L. diversifolia existen escasos estudios so-
bre la accién nematicida de este producto; y
los resultados muestran que posee accion
ovicida en Haemonchus contortus de solo
33% a una dosis de 1.25mg/mL" (Florence y
Mbida, 2011). Para el caso de D. tortuosum y
E. cyclocarpum no se encontraron referencias
sobre su efecto en nematodos gastrointesti-
nales, pero si existen estudios en nematodos
que afectan a los cultivos como Meleidogine

(Quesenberry y Dunn, 1987).
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Figura 1. Resultado comparativo de la mortalidad de larvas infectantes en la prueba in vitro utilizando

extractos de L. diversifolia, E. cyclocarpum, D. tortuosum y levamisol al 12%.

En el segundo ensayo, el levamisol tuvo una
DL, mas baja (2.14mg/mL") que en el pri-
mer ensayo (figura 2). Sin embargo, las con-
centraciones usadas demuestran un bajo
efecto nematicida. Esto se atribuyd al uso
frecuente de este antihelmintico durante un
periodo de cuatro afios en el rebafio del cual
se obtuvieron las larvas. Esta baja eficacia ya
se habia indicado previamente en un estudio
del mismo rebano, en el cual se utilizaron tres
antihelminticos (levamisol, ivermectina y al-
bendazol + closantel), con la intencion de re-
ducir el nimero de huevos de NGI en ovinos

en pastoreo (Gonzalez-Garduiio et al., 2010).

El extracto de corteza de L. leucocephala fue el
producto que tuvo la dosis letal mads pequena

(0.045mg/mL"), lo cual demuestra la efectivi-

dad en contra de larvas de NGI. Alonzo-Diaz
et al. (2010) indican que los taninos de esta
planta actuan como agentes antihelminticos
naturales en los rumiantes. En estudios rea-
lizados en Yucatan (UADY) en H. contor-
tus, observaron que con una concentracién
de 2400ug/mL" del extracto de las hojas de
esta planta se afect6 la migracion del 43.5 +
3.7% de larvas infectantes de la cepa UNAM,;
el 73.4 £ 6.0% de la cepa CENID-INIFAP y
el 58.2 + 4.3% de la cepa UADY (Calderon-
Quintal et al., 2010). También Medina y San-
chez (2006) indicaron que, utilizando follaje
de Leucaena en la suplementacion de ovi-
nos, existe una mejor respuesta animal en la
ganancia de peso y disminucién de huevos

de estrongilidos.
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Figura 2. Resultado comparativo de la mortalidad de larvas infectantes en la prueba in vitro utilizando

extractos de L. leucocephala, R. mangle, A. indica y levamisol.

Los resultados obtenidos en R. mangle difie-
ren a lo indicado en Cuba para el extracto
acuoso de la corteza del mangle rojo, el cual a
una concentraciéon de 50mg/mL™" alcanzé un
72% de efectividad y 68.4% para el extracto
acuoso residual en la mortalidad de Haemon-
chus spp. y Trichostrongylus spp. (Aleman et
al., 2011). Esta efectividad posiblemente esté
relacionada con las diferencias en la estruc-
tura quimica, grado de proliferacién de los
metabolitos secundarios y la concentracién
de los diferentes polifenoles en las especies,
posiblemente también las condiciones de
temperatura y época del afio pudieran origi-

nar estas diferencias (Reed, 1995).

Con el extracto de las hojas del neem (A. in-
dica) se obtuvo una DL, de 2.31mg/mL". El
efecto antihelmintico del extracto del neem
fue comparable con la accion larvicida del
levamisol (figura 3). Los resultados muestran
algunas propiedades anti-parasitarias, lo cual
coincide con lo expresado por otros autores
en varios experimentos in vitro (Pietrosemoli
et al., 1999; Salazar, 2004; Devon-Ronald et
al., 2012), en los cuales se demuestra que la
administracion - cada 48 horas - con una do-
sis de 0.67g/Kg™, del extracto acuoso de hojas
de neem, durante tres dias, logra controlar
los géneros Strongyloides, Haemonchus, Os-
tertagia y Trichostrongylus en un 100%. Pero

son necesarias varias aplicaciones seguidas
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para mantener la accion antiparasitaria por
efecto acumulativo, ya que la cantidad de
principio activo en cada tratamiento es baja
en comparacion con las de sintesis quimica;

una tendencia general en los fitofarmacos.
Prueba de reduccion de la eclosion de huevos

Todos los extractos utilizados tuvieron un
efecto importante al inhibir la eclosién de

huevos de nematodos. La pendiente de la

regresion fue significativa (P<0.05) en todos
los casos excepto con levamisol. Esto signifi-
ca que conforme se incrementé la dosis del
extracto, se redujo la tasa de eclosion de los
huevos (tabla 2). En el caso del levamisol no
hubo una relacién directa entre la cantidad
de huevos eclosionados y las concentracio-
nes del producto, lo cual demuestra, que este
farmaco carece de accién ovicida (Lanusse y
Prichard, 1993; Marquez-Lara, 2003).

Tabla 2. Ecuaciones Probit, coeficientes de regresion y concentracion letal de los extractos de

tres plantas utilizados en bioensayos de eclosion de huevos de nematodos gastrointestinales

Antihelmintico Ecuacion PROBIT b, | b CL,, DL
A. indica Pr=0.34+0.66(d(-2.14+1.87xLog10(Dosis))) o || 15 14
P. autiritum Pr=0.36+0.64(P(-1.83+1.94xLogl0(Dosis))) * ot 0.94 8.72
P. alliacea Pr=0.34+0.66(P(-2.19+2.77xLogl0(Dosis))) * ot 0.79 6.17
Levamisol Pr=0.38+0.62(P(-0.08+0.34xLogl10(Dosis))) ns | ns 0.25 1.79

Nota: b: Ordenada al origen. b,: Pendiente de la regresion. CL, : Concentracion letal media. DL, :

Dosis letal media. ns: No significativo. *: significativo (P<0.05). **: altamente significativo (P<0.01).

Con el extracto de A. indica se registraron las
mayores tasas de eclosion de huevos, lo que
indica que tuvo poco efecto en la inhibicién
de la eclosion de huevos en comparaciéon con
el antihelmintico. Para reducir el 50% de la
eclosion, se requirié una alta concentracion
(14mg/mL™"), mientras que los extractos de P.
auritum y P. alliacea tuvieron dosis un poco
menores (8.7 y 6.2mg/mL")(tabla 2). En otros
estudios anteriores (Del moral, 1994; Devon-
Ronald et al., 2012), se ha indicado que el ex-

tracto de las hojas del neem actuia contra los

adultos y en menor medida contra los huevos

y estadios larvarios.

Con una DL, de 6.17mg/mL", el extracto de
P. alliacea fue el producto que tuvo la menor
DL. A pesar de esto, los resultados fueron
superiores al valor determinado para el anti-
helmintico. Las cifras en la literatura indican
que esta planta contiene trisulfuros, aceites
esenciales, triterpenos, esteroides, alcaloides,
flavonoides, taninos, cumarinas, alantonina y
acido oleico, linolénico y palmitico (Pérez et

al., 2006), lo que ofrece la posibilidad de uti-
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lizarse como fuente de principios activos con
acciéon antihelmintica cuando los desparasi-

tantes poseen alta resistencia.

La eclosion de huevos con el extracto de P.
auritum también presentd efecto dosis-de-
pendiente, ya que la ordenada al origen (b )
y la pendiente de regresion (b,) fueron signi-
ficativas (P<0.05). La DL, observada fue de
8.72mg/mL"' semejante a la del extracto de P.
alliacea (tabla 2), ambos con un valor mayor
a la del antihelmintico por lo que su activi-
dad antiparasitaria y efecto ovicida no fue tan
alto. En la literatura se han descrito diferentes
especies de Piper que han mostrado actividad
antiparasitaria, entre ellas: P. aduncum frente
a Leishmania amazonensis (Caio et al., 1993);
y P. hostmannianum frente a Plasmodium fal-
ciparum (Portet et al., 2007). En afios recien-
tes se ha incrementado el uso de aceites esen-
ciales de P. auritum en la busqueda de nuevos
tratamientos antiparasitarios (Antony et al.,
2005). En este sentido Camila et al. (2012) re-
portan una actividad ovicida e inhibicion del
desarrollo de larvas del extracto de P. tubercu-

latum en pruebas in vitro.

El extracto de A. indica no afectd en gran me-
dida la eclosion larval y su DL fue de 14mg/
mL". Esto es que se requiere de una gran can-
tidad de producto para matar al 50% de los
huevos. Quiza este resultado se debié a que
el efecto del neem es acumulativo, tal como

lo indica Del Moral (1994), quién manifiesta

que no actia como ovicida, sino que interfie-
re en los estadios de desarrollo, alterando los
procesos metabolicos y de crecimiento de las
larvas; ademas de que afecta la capacidad de

fecundacion de las hembras.

Hasta ahora se han encontrado fuertes varia-
ciones en la actividad antihelmintica de los
extractos de plantas ricas en taninos y otros
metabolitos secundarios, lo cual se debe, po-
siblemente, a las variaciones en la metodolo-
gia para su preparacion a la naturaleza del ex-
tracto; e incluso a la variacion en el contenido
de metabolitos en las plantas cosechadas en la
misma épocay también en zonas cercanas, asi
como las diferencias en el estado fisiologico y
edad de las plantas (Alonso-Diaz et al., 2010).
Estos factores pueden influir seriamente en
el modo o mecanismo de acciéon dada las
caracteristicas quimicas de los metabolitos.
Ademas, una vez que se tiene un extracto, sus
caracteristicas fisicas no siempre favorecen

cualquier forma de utilizacién.

Existen numerosos reportes acerca de la efi-
cacia de las plantas ricas en taninos como
antihelminticos en contra de los nematodos
gastrointestinales (NGI) de los pequefios ru-
miantes, tanto de clima templado (Hoste el
at., 2006) como en clima tropical (Alonso-
Diaz et al., 2010). Sin embargo, los resultados
obtenidos a la fecha han sido variables y nin-
guno aun establece el mecanismo de accién

preciso sobre los NGI (Athanasiadou et al.,
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2007). Evidentemente esto implica que el uso
de extractos todavia requiere de amplio estu-

dio para obtener resultados alentadores.
4. Conclusiones

Que los extracto hidroalcoholicos de L. di-
versifolia, D. tortuosum, L. leucocephala y A.
indica presentaron un grado de efectividad
contra larvas de nematodos gastrointestinales

similares a levamisol.

Que el extracto de L. leucocephala tuvo la
menor DL50 de 0.045mg/mL-1 contra larvas

de nematodos gastrointestinales

Que el efecto larvicida de R. mangle y E.
cyclocarpum fue mayor al del levamisol al

cual los nematodos presentan resistencia.

Que la mayor inhibicién de la eclosién de
huevos se obtuvo con los extractos de P. allia-

cea y P. auritum, ya que, con dosis de 6 a 9mg/

mL-1 inhiben el 50% de la eclosién larval.
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