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RESUMEN
Debido a la resistencia que han adquirido a farmacos convencionales, actualmente se buscan
estrategias novedosas para controlar el ciclo de los parasitos asociados a problemas sanitarios en
animales de produccion. El objetivo del estudio fue determinar la actividad antihelmintica del extracto
hidroalcéholico de vaina de Leucaena leucocephala (VLL) sobre nematodos gastrointestinales de
ovinos. Se prepard un extracto hidroalcéholico de VLL y se evaluaron las concentraciones 50, 25,
12.5 y 6.25 mg/mL, para determinar la actividad sobre la inhibicidon de la eclosion de los huevos de los
nematodos gastrointestinales de ovinos y la mortalidad sobre larvas L3 de los nematodos. Se
determind que el extracto hidroalcoholico de VLL a una concentracion de 50 mg/mL inhibe la eclosion
de los huevos de los nematodos en un 20% y a 6.25 mg/mL maté al 22% de las larvas L3 de los
nematodos. El extracto hidroalcéholico de VLL contiene metabolitos activos que actuan en la
inhibicion de la eclosion de huevos de nematodos de campo y sobre la larva infectiva L3. El extracto
hidroalcéholico de VLL puede ser una alternativa no convencional para la prevencion y control de las
parasitosis de pequefios ruminates a nivel de campo.
Palabras clave: Extracto hidroalcéholico, vainas de Leucaena leucocephala, antihelmintico,
nematodos de campo.

ABSTRACT
Due to the resistance that parasites have acquired to conventional drugs, new strategies are currently
being sought to control the cycle of parasites associated with health problems in animal production.
The objective of the study was to determine the anthelmintic activity of Leucaena leucocephala pod
(LLP) hydroalcoholic extract on gastrointestinal nematodes of sheep. A hydroalcoholic extract of LLP
was prepared and the concentrations 50, 25, 12.5 and 6.25 mg/mL were evaluated to determine the
activity on eggs hatching inhibition of gastrointestinal nematodes in sheep and the mortality on larvae
of nematodes (L3). It was determined that the hydroalcoholic extract of LLP at 50 mg / mL inhibited
the eggs hatching of nematode (20%) and at 6.25 mg/mL killed 22% of the larvae of nematodes (L3).
The hydroalcoholic extract of LLP contains active metabolites that act in inhibition eggs hatching on
field nematodes and on infective L3. The hydroalcoholic extract of LLP can be an unconventional
alternative for the prevention and control of parasites in small ruminant at field level.
Keywords: Hydroalcoholic extract, Leucaena leucocephala pods, anthelmintic, field nematodes.
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INTRODUCCION

La ovinocultura es una de las actividades agropecuarias de mayor importancia econémica
en la Republica Mexicana, debido a la aceptacion de su carne y subproductos por parte de
la poblacion; el sistema de produccién que predomina en esta especie es el extensivo,
sistema en el cual son frecuentes las parasitosis, debido a que existen especies de
nematodos gastrointestinales que cumplen con su ciclo biolégico en los pastizales
(Gonzalez et al., 2012; Roeber et al., 2013,).

Algunos de los nematodos que afectan a los pequenos rumiantes con mayor prevalencia en
México son: Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis, Cooperia curticei y
Oesophagostomum columbianum (Gonzalez et al., 2012). Las parasitosis afectan

directamente a la economia de los productores de ovinos, debido a que provocan pérdidas
asociadas a reduccion en las tasas de crecimiento en animales jovenes, bajas condiciones
corporales, reduccion de la fertiidad, aumento de susceptibilidad a enfermedades de
diferentes origenes e incremento en la mortalidad (Hernandez-Alvarado et al., 2018; Zapata
et al., 2016).

Actualmente el control de los nematodos gastrointestinales es un reto en los sistemas
extensivos de produccion de pequefios ruminates, debido a que algunas poblaciones de
nematodos gastrointestinales han desarrollado resistencia a antihelminticos comerciales

(Torres-Costa et al., 2012; Muchiut et al., 2018). Una alternativa de control es a través del

uso de metabolitos secundarios extraidos a partir de plantas, como terpenos, alcaloides, las
saponinas, antraquinonas y taninos; se ha demostrado que algunos de estos compuestos
intervienen en funciones vitales de los nematodos como movilidad, nutricion y posiblemente

su reproduccion (Hernandez-Alvarado et al., 2018).

Leucaena leucocephala es una arbérea tropical, nativa de Centro América, con propiedades
medicinales; que van desde el control de enfermedades estomacales hasta actividad
anticonceptiva (Nehdi et al 2014). Estudios realizados por Ademola y Idowu en 2006,

determinaron el efecto nematicida que tienen las semillas de Leucaena leucocephala sobre
la larva infectiva de Haemonchus contortus ( Ademola y Idowu, 2006 ); al respecto

Hernandez y colaboradores determinaron la actividad antihelmintica del extracto
hidroalcéholico de Leucaena leucocephala, sobre nematodos de pequefios rumiantes
(Hernandez et al., 2014).

El objetivo del estudio fue determinar la actividad antihelmintica del extracto hidroalcéholico
de vaina de Leucaena leucocephala, sobre algunos nematodos gastrointestinales de ovinos.

MATERIAL Y METODOS
Obtencion del material vegetal

Se recolectd 1 kg de vainas de Leucaena leucocephala (VLL) en el municipio de Soledad de
Graciano Sanchez, ubicado en las coordenadas 100°56’ de longitud oeste y 22°11’ de latitud
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norte en el Estado de San Luis Potosi, México. Las vainas fueron colectadas en el mes de
julio de 2017, durante la mafiana y de por lo menos 10 arboles.

Obtencion del extracto

Las vainas de Leucaena leucocephala fueron secadas a la sombra a temperatura ambiente,
después del proceso de secado se maceraron y mezclaron 240 g de la vaina seca con 2000
ml de una solucion hidroalcoholica (30 % metanol y 70% de agua destilada); la filtracion,
eliminacion de solventes y concentracion de los metabolitos secundarios se realizd de
acuerdo a la metodologia descrita por Rivero y colaboradores (Rivero-Pérez et al., 2016).

Se realizaron diluciones del extracto con agua destilada estéril para obtener concentraciones
de 50, 25, 12.5 y 6.25 mg/ml, de acuerdo a la metodologia descrita por Olmedo-Juarez y
colaboradores (Olmedo-Juarez et al 2017a); las cuales fueron evaluadas para determinar la

actividad antihelmintica sobre la inhibicién de la eclosién de huevo y mortalidad de larvas de
nematodos gastrointestinales in vitro.

Inhibicion de la eclosion de huevos de nematodos

Se colectaron aleatoriamente 20 muestras, con aproximadamente 30 gramos de heces de
ovinos (Suffolk- Hampshire), directamente del recto de cada animal, de una unidad de
produccién ovina ubicado en el municipio de Tepeapulco en el Estado de Hidalgo. Las
muestras fueron identificadas y trasportadas a temperatura de refrigeracion, en el laboratorio
se les realizaron las técnicas de flotacién y Mac Master, para identificar la presencia de
nematodos gastrointestinales y la cantidad de huevos por gramo de heces, de acuerdo a la
metodologia descrita por Rivero-Pérez en el 2018. (Rivero-Pérez et al., 2018).

Recuperacion de huevo de nematodos gastrointestinales

Las muestras con mas de 1000 huevos por gramo de heces, fueron mezcladas
vigorosamente para posteriormente tomar aproximadamente 30 gramos de heces que
fueron lavadas en tamices de 200,100, 75 y 37 micras; para recuperar, concentrar y obtener
una solucion de huevo limpio, se siguié la metodologia descrita por Von Son-de Fernex y
colaboradores en el 2015 (von Son-de Fernex et al., 2015). Se determind y ajusté la

concentracién de huevos limpios entre 150-200 huevos en 50 pl.
Evaluacion de la inhibicion de la eclosion de huevo de nematodos

En una placa de 96 pozos se colocaron 50 ul de una solucion previamente ajustada, mas 50
pl del extracto a las diferentes concentraciones (50, 25, 12.5 y 6.25 mg/ml); se utilizé6 como
control positivo lvermectina (5 mg/ml) y como control negativo agua destilada. La placa fue
incubada a 30° C por 48 horas; para la lectura de la placa se observaron 10 alicuotas de 10
Ml en el microscopio con el objetivo 4x de cada pozo y se determiné la cantidad de huevos y

larvas en cada alicuota. Para determinar el porcentaje de inhibicion de la eclosion de huevo,
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se utilizé la siguiente férmula descrita por Castillo-Mitre y colaboradores (Castillo-Mitre., et al
2017):

L1

L %
L1 + Huevo 100

% de inhibicion de la eclosion =

Donde L1 es igual a larva 1.

Evaluacion de la actividad sobre larvas L3 de nematodos
Recuperacion de larvas L3 de nematodos

Con las muestras de heces restantes de aquellos animales que presentaron mas de 1000
huevos por gramo de heces, se realizd6 un coprocultivo; el cual consiste en mezclar las
heces con agua destilada y espuma de poliuretano (1.5 x 1.5x 0.5 cm); para posteriormente
incubarlas por 10 dias a temperatura ambiente (15 a 20°C). Transcurrido el tiempo de
incubacion, se procedid a montar la técnica de Bearman para recuperar las larvas L3 de
nematodos gastrointestinales, las cuales se lavaron con solucién salina saturada, hasta
eliminar la mayor cantidad de materia organica.

Las larvas limpias fueron desenvainadas en una solucion de hipoclorito de sodio al 3%; para
eliminar los restos de hipoclorito de sodio las larvas fueron lavadas 3 veces con 3 ml de
agua destilada. Se determiné y ajusto la concentracion de larvas entre 150-200 larvas en 50

VIR
Evaluacion larvicida

En una placa de 96 pozos se colocaron 50 pl de una solucion previamente ajustada, mas 50
pl del extracto a las diferentes concentraciones (50, 25, 12.5 y 6.25 mg/ml); se utilizé como
control positivo Ivermectina (5mg/ml) y como control negativo agua destilada. Se incubé a
30° C por 48 horas. Para la lectura de la placa se observaron 10 alicuotas de 10 pl en el
microscopio con el objetivo 4X de cada pozo, y se determiné la cantidad de larvas vivas y
muertas. Los datos obtenidos se utilizaron para determinar el porcentaje de mortalidad, y se

utilizé la siguiente formula:

Larvas muertas*100

% de mortalidad = Larvas totales

Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar, los datos obtenidos fueron analizados mediante
un analisis de varianza y una comparacion de medias por Tukey a un nivel de confianza del
95 %, el paquete estadistico SAS V9.0.

RESULTADOS

Los principales nematodos gastrointestinales observados en las muestras de los ovinos,
fueron: Haemonchus contortus, Cooperia spp, Ostertagia spp, Chavertia spp, Moniezia spp y
Strongyloides spp; siendo los mas frecuentes Haemonchus contortus y Cooperia spp. Por
medio de la técnica de Mc Mater se determiné un promedio de 1,795 huevos por gramo de
heces en las muestras colectadas.
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Inhibicion de la eclosion de huevo de nematodos

Se determind un porcentaje de inhibicion de la eclosién de 20, 13, 15, 18; para las
concentraciones evaluadas 50, 25 y 12.5, 6.25 mg/ml respectivamente. De acuerdo al
analisis estadistico no se observaron diferencias significativas entre ellas (P=0.0001), la
eclosion de los huevos fue inhibida en un 100% por Ivermectina, y el control con agua
inhibio la eclosion en un 3%, como se observa en la Figura 1.

Evaluacion de la actividad sobre larvas L3 de nematodos

Se determind un porcentaje de mortalidad larvaria de nematodos gastrointestinales
identificados de 10, 16, 20 y 22; y para las concentraciones evaluadas 50, 25 y 12.5, 6.25
mg/ml respectivamente. No se observaron diferencias estadisticas significativas (P=0.0001)
entre las concentraciones 25 y 12.5, 6.25 mg/ml; la concentracién de 50 mg/ml, no mostré
diferencias estadisticas significativas con el control de agua y la concentracion de 50 mg/ml,
como se observa en la Tabla 1. Por su parte la lvermectina a una concentracion de 5 mg/ml,
maté al 97% de las larvas.

DISCUSION

Los nematodos gastrointestinales identificados en el presente estudio, corresponden con los
identificados en el estudio de prevalencia de parasitos gastrointestinales en ovinos
sacrificados en un rastro de Tabasco, México; realizado por Gonzalez et al., 2012, mismos

% IEHN

IVERMEC 100 a
VLL 6.25 18 b
VLL12.5 15 b

VLL 25 13 bc

VLL 50 20 b

Agua _3 Cc

0 20 40 60 80 100

%IEHN; porcentaje de Inhibicion de la eclosion de huevos de nematodos
VLL; extracto hidroalcéholico de vaina de Leucaena leucocephala
IVERMEC; Ivermectina a 5 mg/mL
Diferentes literales en las barras indican diferencias estadisticas significativas (P<0.05)
Figura 1. Porcentaje de inhibicion de la eclosion de huevo de nematodos gastrointestinales de
ovino con el uso de extracto hidroalcéholico de vaina de Leucaena leucocephala.
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Tabla 1. Porcentaje de mortalidad de larvas de nematodos gastrointestinales de ovino con la
aplicacién de extracto hidroalcéholico de vaina de Leucaena leucocephala.

Tratamiento Concentracion % Mortalidad £ DE

Agua 0 59(x1.7)
VLL 50 mg/mL 10 d (£1.6)
VLL 25 mg/mL 16 ¢ (£1.5)
VLL 12.5 mg/mL 20 ° (£2.0)
VLL 6.25 mg/mL 22 (+0.9)
Ivermectina 5 mg/mL 982 (£1.5)

VLL; extracto hidroalcoholico de vaina de Leucaena leucocephala
Diferentes literales indican diferencias estadisticas significativas (P<0.05)

DE; Desviacion estandar

que fueron asociados a pérdidas econdmicas en la producciéon de pequenos rumiantes de
Colombia (Zapata et al., 2016).

La arbérea Leucaena leucocephala, ha sido estudiada debido a su potencial farmacolégico
por diferentes investigadores, en el caso de la actividad antihelmintica frente a nematodos
gastrointestinales de pequefios rumiantes, se han obtenido diferentes resultados; por su
parte Hernandez y colaboradores al evaluar en un estudio in vivo el extracto de Leucaena
leucocephala a una dosis de 30 ml por dia, determinando una reduccion del 54% en el la
eliminacion de huevos y parasitos adultos en corderos Katahdin-Pelibuey (Hernandez et al.,
2014).

Sin embargo en el presente estudio el extracto hidroalcéholico de la vaina de Leucaena
leucocephala a una concentracion de 50 mg/ml, inhibe la eclosion del 20% de los huevos;
resultados que no coinciden con lo publicado con Ademola y Indowu (Ademola and Idowu,

2006), quienes determinaron que el extracto acuoso de semillas de Leucaena leucocephala
no afectan la eclosién de los huevos de Haemonchus contortus; coincidiendo solo en que el
extracto si afectd la viabilidad de las larvas L3, actividad que fue dependiente en la
concentraciéon evaluada. Al respecto, a una concentracion de 6.25 mg/ml, se observo el
mejor efecto frente a larvas L3, con una mortalidad del 22%; superando a estudios similares,
quienes reportan una actividad larvicida a una concentracién de 100 mg/ml del extracto de
hojas de Acacia cochliacantha, frente a los nematodos Haemonchus contortus (25%),
Cooperia punctata (8.5%) y Haemonchus placei (16%) (Olmedo-Juarez., et al 2017b).

Por su parte Von Son-de Fermex y colaboradores realizaron un elucidacion de las hojas de
Leucaena leucocephala, logrando aislar e identificaron un metabolito con actividad frente a
Cooperia spp a una concentracion de 0.06 mg/ml (von Son-de Fernex et al., 2015). De

acuerdo a lo mencionado anteriormente se sugiere realizar una elucidacion del extracto de
vaina hidroalcoholico de Leucaena leucocephala para aislar e identificar la molécula o las
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moléculas responsables de la actividad, frente a la inhibicion de la eclosién de los huevos y
mortalidad larvaria frente a nematodos de campo.

Respecto a lo anterior, Cala y colaboradores mencionan que es necesaria la busqueda de
estrategias novedosas para eliminar y controlar del ciclo de los parasitos asociados a
problemas sanitarios en especies de produccién como los ovinos, que sean accesibles en
cuanto a economia, para que puedan ser utilizados por productores de zonas rurales con
bajos recursos (Cala et al., 2012).

La evaluacion de la resistencia antihelmintica no fue parte del objetivo del presente estudio,
sin embargo se determind que la lvermectina a una concentracion de 5mg/ml, inhibe al
100% la eclosion de huevos y elimina al 98% de las larvas infectantes de los nematodos de

campo evaluados en la presente investigacion.
CONCLUSION

El extracto hidroalcéholico de vaina de Leucaena leucocephala, actua inhibiendo la eclosién
de huevos de nematodos de campo y afectando la viabilidad de las larvas infectivas L3. El
extracto evaluado puede ser una alternativa no convencional para la prevencién y control del

ciclo de las parasitosis de pequefios rumiantes a nivel de campo.
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