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RESUMEN: Con el objetivo de evaluar la actividad in vitro de Rhizophora mangle L., sobre el
desarrollo larvario exdgeno de estrongilidos gastrointestinales de ovino, se utilizaron tres extractos:
dos de ellos procedentes del residual obtenido de lixiviacion de la corteza como sub—producto en
la produccion de medicamentos registrados (acuoso y metandlico) y un extracto acuoso total de R.
mangle (extraccion directa de las cortezas). Cada extracto se evalud en tres niveles de
concentraciones: 5 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL, sobre larvas de miembros de ese orden, donde
primaba Trichostrongylus spp. Los resultados obtenidos demuestran que los tres extractos en
concentraciones de 50 mg/mL, reducen significativamente (p<0.05) el desarrollo de la L3 al cuarto
dia de experimento (sexto dia de vida larvaria); con una media de efectividad de 64.12 %. Los
resultados obtenidos evidencian que los extractos en estudio presentan actividad larvicida sobre
los estrongilidos gastrointestinales de ovino.
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LARVICIDALACTIVITY OF EXTRACTS FROM Rhizophora mangle L. AGAINST
GASTROINTESTINAL STRONGYLID OF SHEEP

ABSTRACT: In order to know the in vitro activity of three of the Rhizophora mangle L., on exogenous
larval development of gastrointestinal strongles of sheep. It were used three extract: R. mangle
aqueous extract directly from bark, aqueous and methanol extracts obtaining by lixiviation from
residual material after the manufacturing of register drugs. Each extract was evaluated in three
concentration level: 5 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL, for evaluate its action on larvae of members
of these order where Trichostrongylus spp was represented fundamentally. The results showed that
the three extracts in concentrations of 50 mg/mL, significantly reduced (p<0.05) from the
development of L3 on the fourth day of experiment (sixth day of larval life), with an average of
64.12% effectiveness. These results reveal that extracts of the R. mangle L show larvicide activity,
on the sheep gastrointestinal strongles larvae.
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INTRODUCCION La presentacion de resistencia a los antihelminticos

es especialmente elevada en el ganado ovino y capri-

Las gastroenteritis parasitarias en ovejas y cabras no (3). El rapido desarrollo de resistencia a los

en pastoreo constituyen uno de los problemas de pri-  antihelminticos, asociados con el alto costo de la dis-
mera magnitud, por ser los mas frecuentes e importan-  posicion farmacos antihelminticos, limita el éxito de
tes de los pequefios rumiantes; por lo que su estudio y productos en el control de nematodosis
tratamiento son siempre temas de alto interés (1, 2). gastrointestinales en el ganado ovino y, por tanto
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incrementa los intereses en el estudio de plantas
bioactivas como fuente alternativa de antihelminticos (4).

Uno de los efectos beneficiosos méas analizados de
las plantas taniferas durante los Ultimos 10 afios, es el
efecto antihelmintico de algunos de sus metabolitos
secundarios contra nematodos gastrointestinales de
pequefios rumiantes. La mayoria de los estudios se
concentran en legumbres cuyos efectos antihelminticos
se atribuyeron principalmente a taninos condensados
(5,6,7).

Los taninos condensados, metabolitos secundarios
de las plantas, constituyen una de las posibles alter-
nativas para el control de estas parasitosis y como
parte del empleo de algunas plantas en fitoterapias
antiparasitarias. La actividad antihelmintica de taninos
condensados reportados en ensayos in vivo se confir-
ma generalmente por los resultados de ensayos in vitro
(2,8,9, 10, 11).

Los resultados recientes, en experimentos in vivo
e in vitro, sugieren que los forrajes que contienen
taninos podrian utilizarse como nutracéuticos (plantas
gue contienen metabolitos secundarios bioactivos,
como los taninos, que son consideradas por sus efec-
tos benéficos sobre la salud mas que por su valor nu-
tritivo directo) y sus propiedades antihelminticas, como
tal, son una opcion prometedora para su uso en el
control integrado de las nematodosis gastrointestinales
en los sistemas de produccién agricola (2, 9,10,12).

En el Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria
(CENSA) desde hace varios afios se obtienen
fitofarmacos a partir del extracto acuoso de la corteza
de R. mangle L. (mangle rojo), debido a las propieda-
des medicinales que esta planta posee, determinadas
por su alto contenido de taninos (13). Una vez extrai-
dos los principios activos de la corteza esta se elimi-
na; sin embargo, aun estan presentes productos acti-
vos, como los taninos, que pudieran ser empleados en
lugar de desperdiciarse.

El presente estudio, tiene como objetivo evaluar la
actividad in vitro de Rhizophora mangle L., sobre el
desarrollo larvario exdgeno de estrongilidos
gastrointestinales de ovinos.

MATERIALESY METODOS

Se utilizé la corteza de mangle rojo para obtener su
extracto acuoso (EA), mediante la decoccién de 100 g
de corteza en 700 mL agua desionizada (1:7), durante
30 minutos a 95°C, posteriormente el extracto se se-
paré del sélido por filtracion. El filtrado se liofilizé y a
partir de este se prepararon las soluciones de trabajo.

Rev. Salud Anim. Vol. 33 No. 2 (2011)

A partir del sélido residual de esa extraccion se
obtuvieron nuevos extractos: acuoso y metanolico. Para
el extracto acuoso del residual (EAR) se siguio el pro-
cedimiento antes descrito y para la preparacion del
extracto metandlico del residual (EMR) se tomaron 500
g de residuo y se reflujaron durante 4 horas con 200
mL de metanol calidad reactivo. Posteriormente se fil-
tré y el extracto se llevé a sequedad en rotovaporador.
De este extracto seco se prepararon las soluciones de
trabajo en agua desionizada.

Las heces de ovinos infestados naturalmente con
estrongilidos, se colectaron directamente de la ampo-
lla rectal en cantidades suficientes para realizar
coprocultivos. Como sistema de cultivo se utilizé el
método de Corticelliy Lai (14), con las modificaciones
planteadas por Roberts y O’Sullivan (15).

Se colectaron las larvas L2 tras la incubacion del
coprocultivo, mediante la técnica de Baermann. Se
comprobd la viabilidad de las larvas emergidas tras el
coprocultivo y se procedio al conteo y registro de L2
en una placa de cultivo de 24 pocillos, mediante obser-
vacion directa al microscopio invertido; quedando final-
mente una concentracion de 50 larvas por pocillos.
Posteriormente se agregaron los extractos y fueron
selladas las placas con Parafilm e incubadas a 37°C,
85 % de humedad relativay 5 % de CO,,.

La eficacia de la actividad larvicida para cada ex-
tracto sobre el desarrollo de las L2 de estrongilidos, se
evalué a tres concentraciones: 5, 25, 50 mg/mL, com-
parandose con agua desionizada como control negati-
Vo, en cinco réplicas. El por ciento de eficacia fue cal-
culado como: % eficacia =[1 - (media deLarvas Desa-
rrolladas en grupo extractos / media de Larvas Desa-
rrolladas en grupo control)] x 100. Las larvas que al-
canzaron el estadio de L3 fueron contadas e identifica-
das, conforme alo reportado por la literatura (16).

Para el procesamiento estadistico de los datos se
utilizé el programa GraphPad Prism 2007 version 5.0
(GraphPad Software Inc, San Diego, USA) y se realizo
la prueba no paramétrica Kruskal Wallis para la com-
paracion multiple de medias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante los diez dias que se realiz6 el experimento
se observo el desarrollo larvario frente a los diferentes
extractos y el control negativo. El Gltimo dia se identi-
ficaron las larvas en estadio L3. Las fases exdgenas
identificadas pertenecian al orden Strongilida fundamen-
talmente a Haemonchus spp. y Trichostrongylus spp.,
este Ultimo de forma mayoritaria.
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TABLA 1. Media aritmética del porcentaje de la actividad larvicida de los diferentes extractos de Rhizophora mangle
L. contra los estrongilidos gastrointestinales de ovinos, al cuarto dia de observacion*/ Arithmetic half of the percentage
of larvicidal activity of the different extracts Rizophora mangle L. against sheep gastrointestinal strongles, to the fourth

day observation*

Concentraciones (ug/mL) EAR EMR EA
50 68.4+15hb 52.0+6.6 ab 724+39b
25 26.0+3.0ab 53.2+26b 284+15ab
5 6.8+24a 11.2+21a 44+08a
p 0.0019 0.0057 0.0019

EAR.- extracto acuoso del residual
EMR.-extracto metanolico del residual
EA.-extracto acuoso

*Medias con igual letra dentro de una misma columna no son significativamente diferentes para p<0.05 * EE.

Los resultados de la media aritmética de la activi-
dad larvicida se resumen en la Tabla 1, donde se mues-
tran las comparaciones al cuarto dia de observacion,
que equivalen al sexto dia de vida de las larvas donde
se produce el cambio de L2 a L3 bajo las condiciones
de incubacién adoptadas.

Los valores de mayor por ciento de actividad larvicida
se observaron para la concentracion de 50 mg/mL en
los tres extractos empleados, con indices superiores
al 60% para EARy EA. La actividad larvicida a la con-
centracion de 5 mg/mL fue la menor y no excedio el
15%; sin detectarse diferencias significativas con res-
pecto al control negativo para los tres extractos; inde-
pendientemente de su via de obtencién.

En estudios realizados, donde se utilizan extrac-
tos de plantas para evaluar sus propiedades
antihelminticas, se emplean concentraciones en el or-
den de los miligramos por mililitros. En el presente
experimento los valores de las concentraciones de los
diferentes extractos estan en el orden de los
microgramos por mililitros (1000 veces inferior al em-
pleado usualmente); sin embargo, se obtuvieron valo-
res similares en la actividad larvicida. Al utilizar el EAa
una concentracion de 50 mg/mL se alcanzé un 72.4%
de efectividad y 68.4 % para EAR, indices compara-
bles al enfrentar de forma in vitro extractos residuales
de Musa sp. contra larvas Haemonchus contortus de
ovinos (17). Sin embargo con extracto acuoso de
Adhatoda vasica se obtuvo un efecto larvicida del 76.7%
y 80.7% para Trichostrongylus spp. y H. contortus
respectivamernte, con una concentracion de 50 mg/
mL (18); que es una concentracion 1000 veces supe-
rior ala empleada en el presente experimento con los
EAyEAR de R. mangle L. paralos mismos nematodos
gastrointestinales.

Este comportamiento se debe a que los taninos
constituyen los componentes mayoritarios del extrac-
to acuoso de la corteza de R. mangle L; de los cuales
el 80% representa taninos poliméricos y el resto
taninos hidrolizables, destacandose la presencia de
epicatequinas, catequinas, acido clorogénico, acido
galico, acido egélico, galotaninos, elagitaninos y taninos
condensados con probada actividad antiséptica,
antibacteriana, antifingica entre otras (19).

El comportamiento de la actividad larvicida, de los
EAR, EAM Yy EA durante los diez dias de experimenta-
cion se representa en la Figura 1. Los EA 'y EAR pre-
sentaron similar tendencia para las concentraciones
correspondientes. Ala concentracion de 50 mg/mL se
alcanzé una meseta, con una tendencia al 100 % de
actividad larvicida a partir del sexto dia de observacion.
Cuando se emple6 una concentracion de 5 mg/mL
ocurrié un aumento de la accion larvicida, sin embargo
la pendiente fue suave y el porciento de actividad
larvicida no excedio el 20 % para ninguno de los dos
extractos, con un comportamiento similar al control
negativo. En el caso que se utilizd una concentracion
de 25 mg/mL en ambos extractos aumenté la activi-
dad larvicida después del cuarto dia de observacion,
con un comportamiento lineal para el EA hasta el déci-
mo dia. El EAR alcanz6 una tendencia lineal hasta el
octavo dia del experimento donde el porciento de acti-
vidad larvicida (91.2 %) fue semejante al ultimo dia
experimental (96.4%).

EI EMR presentd un comportamiento lineal para las
concentraciones 25y 50 mg/mL. La concentracion de
5 mg/mL presentd una accién larvicida que excedié el
30% al finalizar el experimento. Esta actividad del EMR
se explica por el empleo del metanol en la obtencién
de dicho extracto. El aislamiento de complejos activos
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FIGURA 1. Eficacia de laactividad larvicida, de los diferen-
tes extractos a las distintas concentraciones (®) 50 mg/mL,
(m) 25 mg/mL, (v) 5 mg/mL (<) control negativo./
Effectiveness of larvicidal activity of different extracts at
concentration different.
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de plantas depende del disolvente; al utilizarse
disolventes organicos se extraen mas compuestos
bioactivos de las plantas en comparacion a extractos
acuosos (20, 21). En este mismo orden se plantea,
que un amplio espectro de plantas tiene actividad
antihelmintica, la intensidad de sus extractos, sin
embargo, depende del modo de extraccion (22).

Estos eventos indican, en condiciones de laborato-
rio, la posibilidad de utilizar extractos de la corteza de
R. mangle L. como antihelmintico contra Trichostrongylus
spp. Estudios posteriores son necesarios para evaluar
su espectro de accién sobre otras fases de desarrollo
de estrongilidos gastrointestinales en ovinos.
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