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Efecto Antihelmintico in vitro del Extracto de Albizia lophantha
sobre Nematodos Gastrointestinales de Caballos

IN VITROANTHELMINTIC EFFECT OF THE EXTRACT OF Albizia lophantha on
GASTROINTESTINAL NEMATODES OF HORSES

E. Chicaiza-Tisalema!, M. Barros-Rodriguez'?, H. Zurita-Vasquez:,
R. Mera-Andrade!, G. Velastegui-Espint, M. Mufioz-Espinoza?,
S. Espinoza-Vaca!, P. Ortiz-Tirado!, E. Ibarra-Lopezt

RESUMEN

El extracto de Albiziza lophantha fue empleado (T1: 0 mg de extracto/ml de cultivo
([mg/ml], T2: 0.04 mg/ml, T3: 0.08 mg/ml, T4: 0.12 mg/ml) para evaluar el efecto
antihelmintico in vitro en nematodos gastrointestinales de caballos. Se observé mayor
inhibicion en la eclosion de huevos (T4: 43% y T3: 11%) y menor supervivencia larval
con dosis altas (T4: 0%, T3: 0% a las 36 y 60 horas después de aplicar el extracto,
respectivamente) (p=0.0001). El extracto de A. lophantha fue eficaz en el control in vitro
de nematodos gastrointestinales de caballos.
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ABSTRACT

The Albizia lophantha extract (T1: 0 mg of extract/ml of nutritive cultivation
[mg/ml], T2: 0.04 mg/ml, T3: 0.08 mg/ml, T4: 0.12 mg/ml) was used to evaluate the in vitro
anthelmintic effect on gastrointestinal nematodes of horses. Higher inhibition in the
hatching of eggs (T4: 43% and T3: 11%, respectively) and lower in the survival of larvae
in the treatments of high doses (T4: 0% and T3: 0% at 36 and 60 hours after applying the
extract respectively) (p=0.0001). The A. lophantha extract was effective in the in vitro
control of gastrointestinal nematodes of horses.
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INTRODUCCION

El parasitismo de nematodos
gastrointestinales (NGI) en equinos es uno
de los casos mas graves e importantes en la
produccién equina. El uso de plantas
bioactivas ricas en metabolitos secundarios
(taninos), puede ser una alternativa de con-
trol de los NGI, ya que se ha demostrado la
presencia de un potente antihelmintico natu-
ral cuando son proporcionadas a los rumian-
tes (Hernandez-Villegas et al., 2014). El efec-
to antihelmintico de los taninos ha sido aso-
ciado con su capacidad para formar comple-
jos con la proteina de los parasitos (Alonso-
Diaz et al., 2010), afectando de esta manera
el metabolismo de los nematodos (Alonso-
Diaz et al., 2008; Brunet et al., 2011).

Otro mecanismo de accion directa de
los taninos sobre el control de nematodos pro-
puesto por Igbal et al. (2007) es la union de
los taninos a la cuticula de la larva, la cual
esta compuesta de glicoproteinas que al ser
destruidas o disminuidas producen la muerte
del parasito. Con base en lo anterior, el obje-
tivo de esta investigacion fue determinar la
actividad antihelmintica in vitro del extracto
de Albizia lophantha sobre nematodos
gastrointestinales de caballos.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Técnica de Ambato, ubicada en el Canton
Cevallos, Tungurahua, Ecuador, a 2900
msnm.

Las hojas verdes y frescas de Albizia
lophantha fueron recolectadas de arboles de
aproximadamente 5 m de altura, sembrados
en los predios de la institucion. El material
vegetal fue secado a 60 °C en estufa durante
24 hy luego fue triturado. Se pesé una mues-
tra de 100 g que fue introducida en un bal6n
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Cuadro 1. Concentracion de taninos
totales, fenoles totales de la Albizia
lophantha y N.° de huevos promedio por
gramo de heces (hpg)

Compuestos
. secundarios
Forraje -
Taninos Fenoles
totales  totales
Albizia lophantha +++ +++

N.° de huevos por

Tipo de parasitos gramo de heces

(hpg)
Strongylus sp 600
Trlc_hostrongylus 300
axei
Strong_yl0|des 250
westeri
Parascaris equorum 50

aforado de fondo redondo, con una capaci-
dad de 1 L. Se agrego el disolvente (300 ml
de alcohol al 50%) y se someti6 a bafio maria
a 70 °C durante 1 h. Se dejé en reposo a
temperatura ambiente y se filtro a través de
un papel filtro. Al extracto se le realizé un
‘screening’ fitoquimico para determinar la
presencia de taninos totales y fenoles totales
(Cuadro 1), siguiendo la metodologia descri-
ta por Castillo et al. (2014).

Se tomaron muestras de heces, direc-
tamente del recto de 10 caballos parasitados.
Las muestras fueron colocadas en fundas
plasticas dentro de un termo de polietileno a
4 °C y fueron trasladadas de inmediato al la-
boratorio para su analisis. Se estimo la canti-
dad de huevos por gramo de heces (hpg)
mediante la técnica de McMaster con solu-
cion azucarada (8:1000). Se encontraron hue-
vos de Strongylus spp, Trichostrongylus
axei, Strongyloides westeri y Parascaris
equorum (Cuadro 1).
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Cuadro 2. Inhibicién de la eclosién de huevos in vitro de nematodos gastrointestinales de
caballos a diferentes niveles de extracto de Albizia lophantha (50 huevos por
placa Petri; 6 placas Petri)

Tratamientos®

tratamiento T1 T2 T3 Ta P

0 50¢ 50° 50° 50° 0 >005
24 502 50° 440" 280° 0529  0.0001
E%’b'c'on de huevos g g 0.0° 110°  430° 1059  0.0001
ab,.c

Medias con superindices diferentes dentro de filas difieren significativamente (p<0.05)

1T1: 0 mg de extracto/ml de cultivo (mg/ml;, T2: 0.04 mg /ml; T3: 0.08 mg/ml, T4: 0.12 mg/ml

EE: Error estandar de la media

El estudio in vitro se realiz6 con cuatro
tratamientos: T1, 0 mg de extracto/ml de cul-
tivo (mg/ml); T2, 0.04 mg/ml; T3, 0.08 mg/ml;
y T4, 0.12 mg/ml.

Se estimo la inhibicién in vitro de la
eclosién de huevos utilizando la técnica de
Willis (flotacion). Se tomé 10 ul de la super-
ficie del contenido, se deposité en un
portaobjeto y se observo al microscopio. Se
seleccionaron 50 huevos segun el porcentaje
que correspondia para cada parasito identifi-
cado, donde el porcentaje fue calculado se-
gun el nimero de huevos por gramo de he-
ces: Strongylus spp (50%), Trichos-
trongylus axei (25%), Strongyloides westeri
(20.8%) y Parascaris equorum (4.2%). Los
huevos se depositaron en cajas Petri (n= 6
por tratamiento), las cuales contenian 3 ml
de la solucion azucarada y se incubaron a
24 °C. Luego de 16 h (hora 0) se aplicaron
las dosis del extracto de acuerdo a cada tra-
tamiento y se volvio a incubar por 24 h. Pos-
teriormente se procedi6 al conteo de huevos
no eclosionados y larvas L, (hora 24), segun
la metodologia descrita por Marie-
Magdeleine et al. (2009).

Para determinar la mortalidad larval in
vitro se sembraron 50 huevos en cajas Petri
(n= 6 por tratamiento), segun el método an-
teriormente descrito. Una vez ocurrida la
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eclosion de los huevos a estado larval L, y
L,, se aplicaron las dosis del extracto segin
corresponde a cada tratamiento (hora Q) y se
incubd a 24 °C. Posteriormente, se observo
al microscopio cada 12 h hasta las 72 h, para
contabilizar las larvas muertas por tratamiento
(Marie-Magdeleine et al., 2009).

Se utiliz6 un disefio completamente al
azar, con cuatro tratamientos y seis repeti-
ciones (placas Petri). Las variables fueron
analizadas segun el disefio empleado mediante
el PROC GLM del SAS. La comparacion de
medias se realiz6 mediante la prueba de
Tukey en el paquete estadistico SAS 2009.

REsuLTADOS

Se encontr6 43 y 11% de inhibicién en
la eclosion de huevos para T4y T3, respecti-
vamente, resultando diferencias significativas
(p=0.0001) con respecto a los demas trata-
mientos (Cuadro 2).

La mortalidad larval se presenta en el
Cuadro 3. Apartir de las 12 h, los grupos con
dosis ascendentes del extracto de A.
lophantha tuvieron mejores respuestas en
comparacioén con el grupo control, T1
(p=0.0001). Asimismo, todas las larvas del
T4 llegaron a morir a las 36 h, a diferencia de
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Cuadro 3. Mortalidad larval in vitro (por horas) de nematodos gastrointestinales de

caballos a diferentes niveles de extracto de Albizia lophantha

Tratamientos

Horas post Valor
_ EE

tratamiento T1 T2 T3 T4 P
0 502 508 502 502 0 >0.05
12 502 47.0° 47.0° 440° 0411  0.0001
24 502 38.0° 32.0° 21.0¢ 0.841  0.0001
36 502 32.0° 22.0° 0.0° 0.746  0.0001
48 502 18.0° 7.0c 0.0¢ 0.578  0.0001
60 502 11.0° 0.0° 0.0° 0.396  0.0001
72 502 11.0° 0.0° 0.0° 0.403  0.0001

ab.c

Medias con superindices diferentes dentro de filas difieren significativamente (p<0.05)

171: 0 mg de extracto/ml de cultivo (mg/ml;, T2: 0.04 mg /ml; T3:0.08 mg/ml, T4: 0.12 mg/m|

EE: Error estandar de la media

los demas tratamientos (p=0.0001). La me-
nor supervivencia larval en T3y T2 se ob-
servo a las 60 h (Cuadro 3).

Discusion

El efecto del extracto de A. lophantha
sobre la inhibicion en la eclosion de huevos y
la supervivencia larval de los NGI fue evi-
dente en el estudio. EI modo de accion se
debe probablemente a la presencia de
metabolitos secundarios (taninos y fenoles
totales) en el extracto (Cuadro 1). Estos
metabolitos tienen capacidad para formar
complejos con las proteina de los parésitos
(Alonzo-Diaz et al., 2010), lo que afecta la
biologia de los nematodos, interfiriendo con
la eclosion de huevos, proceso de desenvai-
ne y desarrollo larval (Igbal et al., 2007).

Los resultados del presente estudio son
consistentes con el trabajo de Marie-
Magdeleine et al. (2009) y Hernandez-
Villegas et al. (2014), quienes observaron un
efecto antihelmintico en nematodos
gastrointestinales en rumiantes utilizando ex-
tractos de plantas ricas en taninos.
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CONCLUSION

El extracto de Albizia lophantha mos-
tré efectividad in vitro sobre la eclosion de
huevos y la supervivencia de larvas de
nematodos gastrointestinales de caballos.
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