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RESUMEN

El uso de recursos locales para la alimentacion y el
cuidado de la salud del ganado es una estrategia
altamente rentable y sostenible. Entre tales recursos
se encuentran los arboles y arbustos forrajeros
nativos, que ademas de aportar nutrientes de buena
calidad, producen metabolitos secundarios que
muestran efecto sobre los nematodos
gastrointestinales (NGI). El objetivo del presente
estudio fue evaluar el efecto antihelmintico in vitro
del extracto metandlico de hojas de Gliricidia sepium
(EMHGS), a través de la prueba de eclosion de
huevos. Se probaron tres concentraciones del
extracto: 125, 250 y 500 pg/mL; un control negativo
(agua destilada) y un control positivo (levamisol 2
mg/mL). EI EMHGS mostré efectos significativos
P<0.05 comparado con el control positivo; ademas
mostré también un efecto dosis-dependiente de la
inhibicién de la eclosidn de huevos. Los porcentajes
de eficacia encontrados fueron: 27.7%, 46.2%,
49.7% de inhibicion a 125, 250 y 500 pg/mL
respectivamente. La dosis media (DEs,) obtenida a
través del andlisis Probit para el EMHGS fue de:
394.96 pg/mL. Estos resultados sugieren que el
EMHGS posee actividad antihelmintica contra huevos
de nematodos gastrointestinales.

Palabras clave: Nematodos gastrointestinales;

Gliricidia sepium; plantas antihelminticas; eclosion
de huevos; pequefios rumiantes.

INTRODUCCION

El tratamiento antihelmintico de las infecciones por
nematodos gastrointestinales (NGI), sigue siendo la
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SUMMARY

The use of local resources for food and health care of
animals is a highly profitable and sustainable strategy.
Among these resources are native trees and shrubs
which in addition to providing good quality nutrients,
produce secondary metabolites with anthelmintic
(AH) effect. Therefore the aim of this study was to
evaluate the in vitro AH effect of Gliricidia sepium
leaves methanol extract (GSME), through the egg
hatch inhibition assay (EHA). Three concentrations of
the extracts were tested: 125, 250 and 500 pg/mL.
Also a negative control (distilled water) and a positive
control (levamisole 2 mg/mL) were included. The
GSME showed significant differences P<0.05 when
compared with the positive control. The GSME also
showed a dose-dependent response in inhibition of
eggs hatching. Effectiveness percentages found were:
27.7%, 46.2%, 49.7% of inhibition at 125, 250, and
500 pg/mL respectively. The average dose (EDs)
obtained through probit analysis was 394.96 ug/mL.
These results suggest that the ME of leaves of G.
sepium has anthelmintic activity against eggs of
gastrointestinal nematodes.

Key words: Gastrointestinal nematode; Gliricidia
sepium; anthelmintic plants; egg hatch assay; small
ruminants.

principal via de control de parasitos en los sistemas de
produccion de ovinos. Sin embargo, este método de
control se encuentra limitado debido al desarrollo de
resistencia de algunas poblaciones de NGI a la
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mayoria de los antihelminticos (AHs) comerciales, en
las principales regiones productoras de ovinos y
caprinos del mundo (Epe y Kaminsky, 2013; Besier,
2007; Bartley et al.,, 2004). El incremento de la
prevalencia y la severidad de la resistencia
antihelmintica (Wolstenholme et al., 2004), amenazan
la rentabilidad de los sistemas de produccion de
ovinos. Esta situacién, junto con el incremento de la
demanda del mercado de productos animales “verdes”
0 ecolégicos (Waller y Thamsborg, 2004), ha llevado
a la busqueda de métodos alternativos de control de
paréasitos.

El uso de plantas bioactivas ricas en metabolitos
secundarios y especialmente aquellas que contienen
taninos, han recibido gran atencién Gltimamente y han
sido propuestas como método de control de NGI en
rumiantes (Burke et al., 2011; Hoste et al., 2006). El
efecto AH de los taninos ha sido asociado con su
capacidad para formar complejos con la proteina de
los parasitos (Alonso-Diaz et al., 2010; 2011), de esta
manera, los taninos podrian afectar la biologia de los
nematodos interfiriendo con su motilidad, proceso de
desenvaine, desarrollo larval y eclosion de huevos
(Brunet et al., 2011; Alonso-Diaz et al., 2008; Molan
et al., 2002).

Gliricidia sepium, pertenece a la familia Fabaceae,
comUnmente se le conoce como “madre de cacao” o
“matarraton”; es usada en México, Centroamérica y
regiones tropicales de Sudamérica y Asia, tanto para
la alimentacion del ganado como con propésitos
medicinales. Esta planta forrajera tiene un alto valor
nutritivo en términos de proteina cruda (20-33%) y
una digestibilidad de la materia seca in vitro (60-
64%) (Lister et al., 2000; Palma et al., 1995). El
extracto de G. sepium ha mostrado previamente
propiedades AH contra algunas procesos bioldgicos
de Haemonchus contortus (Von Son-de Fernex et al.,
2012; Wabo et al., 2011); contra huevos y larvas del
mosquito Anopheles stephensi (Krishnappa et al.,
2012), y actividad nematicida contra el nematodo
Meloidogyne incognita (Nazli et al., 2008); sin
embargo, el efecto AH no ha sido evaluado contra
huevos de NGI. Por lo que, el objetivo del presente
estudio fue evaluar la actividad ovicida in vitro del
extracto metanolico de hojas de G. sepium (EMHGS)
contra huevos de NGI.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

La investigacion fue realizada en el laboratorio de
Parasitologia de la Universidad Popular de la
Chontalpa (UPCH), ubicada en Cardenas, Tabasco,
Meéxico. El municipio de Cardenas, se encuentra
situado en la regién de la Chontalpa en el estado de
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Tabasco, y se localiza entre las coordenadas 18° 0' de
latitud norte y 93° 23' de longitud oeste, a una altitud
de 10 msnm. Tiene un clima célido himedo con
abundantes lluvias en wverano y un rango de
temperatura 26 — 28°C. El tipo de suelo predominante
es vertisol (INEGI, 2011).

Colecta de la planta

Las hojas de G. sepium fueron colectadas en el
municipio de Huimanguillo, Tabasco, en el Campo
Experimental del Instituto Nacional de Investigacion
Forestal Agricola y Pecuaria (INIFAP), en el mes de
febrero del afio 2013. Las hojas jovenes y sanas
fueron colectadas de un solo arbol a una altura de
aproximadamente 2.0 a 3.0 m. El sitio se encuentra
ubicado entre las coordenadas 17°50° latitud norte y
93°23" longitud oeste, a una altitud de 20 msnm. El
clima es calido con lluvia todo el afio (Af), (Garcia,
1973) y una temperatura media anual de 27.8 °C. El
tipo de suelo donde se obtuvieron las hojas de la
planta corresponde al denominado fluvisol (INEGI,
2007).

Obtencion del extracto

El material vegetal fue secado en una estufa
ECOSHEL® modelo 9023A durante 48 horas a una
temperatura de 40 °C; el material se removié dos
veces al dia para obtener un secado uniforme. Una
vez seco el material, se procedié a la molienda y
posteriormente se pesdé en una balanza granataria,
para luego colocarlo en un frasco de cristal con
capacidad de cinco litros; enseguida se le adiciond el
disolvente metanol 100% (MeOH), (5.465 mL por 1.0
g del material molido), para dejarlo en maceracion
por 48 horas. Pasado este tiempo se procedio a filtrar
toda la solucién. EIl material filtrado se concentrd en
un rota-evaporador marca BUCHI® modelo R3; este
proceso se repiti6 cuatro veces hasta la completa
extraccion del material vegetal.

Obtencion de los huevos
Los huevos

metodologia
Brevemente,

fueron recuperados de acuerdo a la
descrita por Coles et al. (1992).
50 g de heces fueron colectadas
directamente del recto de una oveja infectada
naturalmente con NGI (300 huevos por gramo de
heces); después fueron mezclados con agua destilada
y filtrados a través de un tamiz de malla nimero 100
(0.15 mm apertura). Posteriormente el filtrado fue
colocado en tubos de 50 mL y centrifugados en un
equipo marca Rolco® a 325g por dos minutos. Pasado
este tiempo, los tubos fueron retirados de la centrifuga
y el sobrenadante fue desechado; después, los tubos
fueron agitados manualmente para aflojar el
sedimento y afadir la solucion saturada de cloruro de
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sodio y se procedié nuevamente a centrifugarlos a
130g por dos minutos. Los huevos flotantes fueron
extraidos mediante el vertido del sobrenadante en un
tamiz DUVESA® malla 400 con apertura de 0.0038
mm y luego fueron lavados con agua de la llave y
colectados.

Prueba de eclosion de huevos de NGI

Esta prueba fue realizada de acuerdo a la guia de la
Asociacion Mundial para el Avance de la
Parasitologia Veterinaria (WAAVP por sus siglas en
inglés) (Coles et al., 1992). 150uL de la suspension
de huevos que contenian aproximadamente 150
huevos frescos y 100uL del extracto de hojas de G.
sepium a las concentraciones de 125, 250 vy
500ug/mL, fueron incubados por 48 horas a una
temperatura de 28 °C. Posteriormente se afiadié una
gota de yodo para detener la eclosion y se procedio al
conteo del nimero de huevos y larvas L1, usando un
microscopio marca VELAB®. Ademas, se utilizé un
control negativo que contenia agua destilada y como
control positivo levamisol 2 mg/mL. Se realizaron
cuatro repeticiones de cada concentracion y controles
respectivamente.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados usando un andlisis de
varianza (ANOVA), y para la comparacién de medias
de los porcentajes de inhibicion de la eclosion de
huevos, se utilizé la prueba de Tukey (5%), con la
ayuda del programa SPSS version 15.0. Para la
determinacién de la concentracion media (DEs) se
utilizd la metodologia Probit, con la ayuda del
programa Polo-Plus (2003)®.

RESULTADOS Y DISCUSION
Obtencion del extracto

El rendimiento del material vegetal de G. sepium
después de la extraccion con el metanol, fue de 81.78
g (22.34%).

Prueba de eclosion de huevos

La prueba in vitro para evaluar la inhibicion de la
eclosion de huevos (Coles et al., 1992) es
ampliamente usada en parasitologia veterinaria para
la basqueda de nuevos agentes AH (Vasconcelos et
al.,, 2007; Costa et al., 2002). La ventaja de esta
prueba es que los compuestos o materiales a ser
probados estan en contacto directo con los huevos del
parésito. La seleccién in vitro de posibles agentes AH
antes de probarlos in vivo ha demostrado ser una
estrategia racional, ya que se ahorra tiempo, dinero y
también se minimiza el ndmero de animales
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necesarios para el desarrollo de nuevos agentes AH.
Sin embargo, los compuestos o sustancias que son
eficaces in vitro, no necesariamente tendran la misma
actividad in vivo. Este tipo de discrepancia en los
resultados podria atribuirse a factores clave, tales
como: la biodisponibilidad, la farmacologia de los
compuestos o sustancias en el organismo del huésped,
la destruccion de los compuestos activos por la flora
intestinal, el metabolismo del rumen vy diferentes
condiciones observadas in vitro versus in vivo
(Chagas y Vieira, 2007).

En el presente trabajo, la prueba de eclosion de
huevos fue utilizada para evaluar la actividad AH del
EMHGS. Los resultados obtenidos muestran que las
concentraciones evaluadas (500, 250 y 125 pg/mL)
inhibieron la eclosion de huevos en 49.7%, 46.2% y
27.7% respectivamente, observandose ademas, un
efecto Dosis-Respuesta (figura 1). EI mayor
porcentaje de inhibicion (97%) fue observado en el
control positivo levamisol (2 mg/mL). Se encontraron
diferencias significativas (P<0.05) entre las tres
concentraciones probadas y el control positivo
(levamisol) (figura 2). La DEsx, obtenida a través del
analisis probit fue DEsgy- 394.96 pg/ mL. Comparado
con la eficacia de otros extractos vegetales, el extracto
metandlico de hojas de G. sepium, fue mas efectivo
en la prueba de eclosién de huevos, la DEs, fue menor
que la reportada por el extracto metandlico de
Manihot esculenta (50 mg/mL) (Rofaai et al., 2012);
el extracto de acetato de etilo de Cocos nucifera (2.20
mg/mL) (Oliveira et al., 2009), del extracto etanélico
y el extracto hexanico de las semillas de mango (50
mg/mL), (Costa et al., 2002). Von Son-de Fernex et
al. (2012), estudiando leguminosas tropicales, entre
ellas G. sepium, encontraron a través de la prueba de
desenvaine y de migracion larval de H. contortus una
inhibicion del 71.3% y 35.9% respectivamente a 1200
ug/mL, esta dosis fue superior a la utilizada en este
trabajo.

El mecanismo de accion de los extractos de plantas
sobre huevos de NGI no estd totalmente dilucidado
(Hoste et al., 2006; Min y Hart, 2003). Sin embargo,
de acuerdo a estudios realizados y los compuestos
quimicos previamente reportados en G. sepium, la
actividad AH podria ser atribuida a las saponinas y/o
taninos condensados (TC) presentes en las hojas
(Santacoloma y Granados, 2012; Von Son-de Fernes
et al., 2012; Martin et al., 2003; Ching et al., 2001;
Rastrelli et al., 1999; Kojima et al., 1998). Los
efectos biolégicos de las saponinas, normalmente se
atribuyen a su interaccion especifica con las células
de membrana, causando cambios en la pared celular
(Sparg et al., 2004). Los extractos de plantas que
contienen saponinas, pueden disminuir la tensién
superficial del huevo y por lo tanto inhibir la eclosion
(Hernandez-Villegas et al., 2011; Marie-Magdeleine
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et al., 2009; Camurca-Vasconcelos et al., 2007). Por
otra parte, se ha demostrado que los TC reducen el
conteo de huevos y la carga parasitaria de T.
colubriformis en ovejas y cabras infectadas (Paolini et
al., 2003; Athanasiadou et al., 2001, 2000). Las
plantas que contienen taninos han exhibido actividad
antihelmintica in vitro e in vivo contra NGI,
sugiriendo que los taninos son los responsables de esa
actividad (Minho et al., 2008; Igbal et al., 2007;
Hoste et al., 2006).
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Figura 1. Efecto dosis-respuesta del extracto

metanélico de G. sepium sobre la inhibicion de la
eclosion de huevos de NGI.

La actividad ovicida del extracto de G. sepium sobre
huevos de NGI, no implica que el extracto tenga una
accion similar sobre parésitos adultos. Respecto a la
actividad AH, esta puede ser influenciada por las
diferencias en la fisiologia y la biodisponibilidad del
extracto dentro del huésped. Por lo tanto se puede
confirmar una respuesta definitiva sdlo después de un
estudio apropiado in vivo. Sin embargo, si los efectos
mostrados in vitro pueden aplicarse in vivo, la
administracion del extracto a los animales infectados
con NGI, podria reducir el conteo de huevos en heces
y por lo tanto disminuir la contaminacion de las
pasturas.

CONCLUSION

El extracto metandlico de hojas de G. sepium mostrd
un efecto ovicida a las concentraciones evaluadas.
Esta actividad podria estar relacionada con los
compuestos reportados previamente en las hojas,
como son: saponinas y taninos, los cuales han
mostrado eficacia contra huevos de NGI.
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