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y del desarrallo larvario
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RESUMEN: Con d objetivo de evaluar la actividad antihdmintica in vitro de extractos acuosos de hojas y
semillas de Neem (A. indica) se disefid un experimento que estudi6 d efecto de la adicion del extracto acuoso
en la eclosion de huevecillos y d desarrallo larvario de estrongilidos gastrointestinales. Se prepararon tres
concentraciones de extractos acuosos (500, 250 y 125 mg/ml) a partir de hojas y semillas secadas ala sombra.
Se realiz6 una prueba in vitro de eclosion de huevecillosy otra de inhibicion del desarrollo larvario. El extracto
de semilla fue mas efectivo pues en dosis de 500 mg/ml logré reducir la eclosion de huevecillos en un 99.1%
sin diferencias significativas (p<0.01) con & Albendazol y en un 88.8% d desarrollo de las larvas hacia L3.
Por su parte, d extracto de hojas inhibié més de un 80% la eclosion de huevos e interfirid en € desarrollo de
las larvas en méas de un 70%. Los resultados indican que € arbol del Neem puede ser empleado como estrategia
no farmacol6gica parad control parasitario, sin embargo se necesita de estudiosin vivo y pruebas de toxicidad.
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In vitro antihelmintic activity of an accuos extract of Neem (AzadirachtaindicaA. Juss) leaves
and seeds. |. Inhibition of eggshatching and larval development

ABSTRACT: In order to evaluate the in vitro antihlemintic activity of an accuos extract of Neem
(Azadirachta indica) leaves and seeds, two trials were designed to evaluate its effect on egg hatching and
larval development of gastroduodenal strongyles. Three extract concentrations were prepared (500, 250 and
125 mg/ml) to perform an egg hatch assay and larval development test. The seed extract was the most effective
at 500 mg/ml reducing egg hatching at 99.1% without differences (p<0.01) with the control group (Albendazal);
the larval development test was reduced at 88.8% at this same dose. The leaf extract inhibited egg hatching
at 80% and the larval development in more than 70%. These results suggest that A. indica extracts may be
useful in the control of gastrointestinal nematodes of small ruminants; however, in vivo studies and toxicological
evaluation are still necessary.
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INTRODUCCION : :
constituyen una de las enfermedades que mayor im-
Las parasitosis por nematodos gastrointestinales ~ Pacto econémico ocasiona en los sistemas de pro-

de rumiantes representan un serio problema a nivel ~ duccion de pequefios rumiantes (1,2).
mundial ya que afectan la productividad del hospedador El control de las parasitosis, por lo general ha
causando reducciones en las tasas de crecimiento, recaido en el uso indiscriminado de farmacos

en lafecundidad e incremento en la mortalidad. Estas  antiparasitarios. Esta situacion ha favorecido la apari-
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cion de resistencia a estos antiparasitarios, la que
constituye una de los obstaculos de mayor peso para
el control efectivo de las infestaciones por helmintos
(3). En Cuba se ha diagnosticado la resistencia a los
antiparasitarios (4) por lo que se necesita un enfoque
integrador para el control parasitario.

Internacionalmente se reconoce la necesidad de
encontrar alternativas para el control de los nematodos
gastrointestinales que puedan reducir el uso de
antihelminticos. Varias opciones estan siendo investi-
gadas, dentro de las cuales se pueden citar la meto-
dologia FAMACHA (5), la produccién de vacunas con-
tra helmintos (6), estudios genéticos tendientes a en-
contrar animales resistentes a helmintos (7), asi como
lainfluencia de la suplementacion proteica y energéti-
caen la dieta para modular la respuesta inmunoldgica
de los animales (8).

Otra estrategia alternativa para el control de parasi-
tos gastrointestinales la constituye el uso de las plan-
tas, ya sea por la presencia en ellas de metabolitos
secundarios a los que se le atribuyen propiedades
antiparasitarias o por la accién propiamente dicha de
Sus principios activos, los que pueden constituir una
alternativa de control por su aplicabilidad desde el punto
de vista organico, sustituyendo el uso de quimicos sin-
téticos (9).

En Cuba existen experiencias del uso de
fitofarmacos en el control parasitario, utilizando la
Bromelia pinguin (Pifia de raton) la cual mostré ser
efectiva ante Haemonchus spp. en terneros (10); tam-
bién se evalud en infestaciones por Oesophagostomum
columbianum en ovinos en México con gran impacto
(11). En Cuba se report6 resultados positivos en la re-
duccion de la carga parasitaria con el uso de hojas
secas deshidratadas de A. indica (Neem) incluidas en
bloques nutricionales para bovinos (12).

El arbol del Neem, esta presente en muchas explo-
taciones de ovino y resultados experimentales mues-
tran que produce principios activos efectivos, particular-
mente contra endoparasitos (13,14,15,16).

Los ensayos in vitro son apropiados para evaluar
especies de plantas ya que son rapidos de realizar y
econdmicos, comparados con los ensayos in vivo, ade-
mas permiten una mas rapida respuesta en la realiza-
cion de screening en la busqueda de plantas con pro-
piedades antiparasitarias (17). Se ha encontrado que
existe una correlacion significativa entre los test in vitro
e invivo en estudios de eficacia de los antihelminticos y
resistencia de los parasitos a las drogas sintéticas (9).

Este nuevo escenario y la urgencia de afrontar la
problematica de la resistencia parasitaria, nos ha con-
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vocado para trabajar en la busqueda de alternativas o
soluciones que contribuyan a mantener niveles acep-
tables de infestacion parasitaria por nematodos
gastrointestinales en los ovinos. Por ello, el objetivo
del presente trabajo fue evaluar la actividad
antihelmintica in vitro de extractos acuosos de hojasy
semillas de Neem en infestaciones mixtas de
estrongilidos gastrointestinales.

MATERIALESY METODOS

Localizacion. El estudio se desarrollé en el Labo-
ratorio de Parasitologia de la Estacion Experimental
de Pastos y Forrajes «Indio Hatuey». Las hojas y se-
millas se colectaron en areas del Centro de Investiga-
ciones de Bioalimentos (CIBA) de la provincia Ciego
de Avila de una plantacion con mas de 15 afios de
establecida.

Coleccion del material experimental y prepa-
racion delos extractos. Las hojas se cosecharon en
horas de la mafiana y se trasladaron a las instalacio-
nes del CIBA donde se secaron a la sombra. En el
caso de las semillas se cosecharon en la época de
fructificacion y se secaron en las mismas condicio-
nes. Posteriormente se molieron en un molino de mar-
tillo con tamafio de particula de 2 mm.

Se preparé una solucién madre en la cual se em-
pled unarelacién 1:1 (v/m) con PBS. Para ello se ma-
cerd6 por 4 horas la harina de hojas o semillas con el
50% del PBS a emplear en una zaranda mecanica.
Transcurrido ese tiempo se filtr6 al vacio y al residuo
se le aplicé el 50% restante del PBS y se maceré en
igualdad de condiciones por dos horas. De la solucion
madre obtenida se prepararon tres concentraciones:
500, 250y 125 mg/ml.

Prueba de eclosion de huevos (PEH). Se em-
pled una modificacion de la técnica propuesta por Marie-
Magdeleine et al. (18) para estudios in vitro. Para ello
se realizaron seis tratamientos que corresponden a
las tres concentraciones para semillas (S) (S-500, S-
250y S-125 mg/ml), tres concentraciones para hojas
(H) (H-500, H-250 y H-125 mg/ml), PBS (control positi-
Vo, solvente de los extractos), tres concentraciones de
Albendazol (ABZ, control positivo)) (ABZ-50, ABZ-25y
ABZ-12,5 mg/ml) y Dimetilsulféxido, DMSO (control
positivo, solvente del ABZ). Se colectaron huevos de
estrongilidos de animales infestados y se depositaron
en placas de cultivo celular de 24 pocillos para ser
enfrentados con las diferentes soluciones o tratamien-
tos experimentales sobre la base de un disefio com-
pletamente aleatorizado con seis réplicas por trata-
miento. Se incubaron por 48h y transcurrido ese tiem-
po se detuvo la eclosion con 100 pl de solucién de



Lugol. Se contaron larvas y huevos en 20 alicuotas de
10 ul, y se determind el porcentaje de eclosion.

Prueba de desarrollo larvario (PDL). Para ello
se empled la técnica propuesta por Marie-Magdeleine
(19). Se emplearon los mismos tratamientos que en la
PEH. Su principio se basa en exponer las soluciones
a evaluar en huevos eclosionados para determinar el
efecto en el desarrollo de las larvas desde estadios L1/
L2 hacia L3 o larvas infestantes. Se obtuvieron las L1/
L2 a través del procedimiento descrito para PEH y se
alimentaron con una solucidn nutritiva. A las 48h se
aplicaron las soluciones a evaluar y transcurridos 8
dias se detuvo el proceso de muda con 100 pl de solu-
cion de Lugol. Se contaron las L1/L2 y las L3 y se
determiné el porcentaje de las larvas infestivas.

Analisis estadistico

Los datos se procesaron con el paquete estadisti-
co SPSS® version 15.0 para Windows®. Los valores
porcentuales (X) de cada prueba se transformaron

(arcosenoy/ X) para la realizacion de una andlisis de

varianza de clasificacion simple mediante un disefio
completamente al azar con arreglo factorial. Se com-
probd la homogeneidad de las varianzas y la distribu-
cion normal de los datos. Las diferencias entre las
medias se realizaron mediante la prueba de compara-
cion de rangos multiples de Duncan.

RESULTADOSY DISCUSION

El arbol del Neem es una planta versatil que ha
mostrado resultados interesantes en la lucha integra-
da de plagas de diferentes cultivos y ectoparasitos en
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el sector ganadero (20, 21). Existen estudios puntua-
les que han sefialado que también poseen actividad
nematicida (16, 22).

Enlafigura 1 se muestran los porcentajes de eclo-
sion de los huevecillos en los extractos acuosos de
hojas y semillas de Neem. Los extractos de semilla
fueron mas eficaces (p<0,05) que los de hojas en la
inhibicién de la eclosion de los huevecillos. El grupo
control positivo empleado (PBS) permitio el desarrollo
de los huevos a larvas, mientras que, como era de
esperar, el control positivo (Albendazol) inhibié la eclo-
sion de los huevecillosy el desarrollo de las larvas de
estadios L1/L2 a L3.

En el caso de las hojas de Neem se obtuvo un efecto
inverso en el porcentaje de eclosion, es decir que en la
medida que se incremento la concentracion del ex-
tracto acuoso disminuyd la eclosién de huevecillos
(p<0.01), mientras que en las semillas se obtuvo un
efecto directo, pues en la medida que aumento la do-
sis se incrementd la inhibicion de la eclosion de
huevecillos.

En estudios desarrollados en Brasil (16) se obtuvo
que el uso de extractos acuosos de hojas de Neem
interfirieron la capacidad de eclosion de huevecillos en
cultivos de heces, sin diferenciar entre H. contortus y
T. colubriformis y atribuyen estos efectos a la presen-
cia de azadiractina. Esta sustancia o principio activo
posee una mayor concentracion en semillas que en
hojas (23), lo que posiblemente intervino en que las
concentraciones mas elevadas de extractos en semi-
llas tuvieran los mayores porcentajes de inhibicion de
la eclosion sin diferencias significativas con el
Albendazol. En contraste, se aprecio que el extracto
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FIGURA 1. Porcentagje de ed osi6n de huevecill osdeextracto acuoso hojas (H) y semillas(S) deérbol del Neem en diferentes
concentraciones./ Egg hatching percentage of accuos extract in leaves (H) and seeds (S) of the Neem tree at different
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etandlico de Neem inhibié enun 97.7% la eclosién de
huevecillos en dosis de 3.12 mg/mL y considera que
posiblemente la accién ovicida esta relacionada con
otros compuestos secundarios como los triterpenoides
y los taninos condensados (22).

En un estudio desarrollado por Pesoa (24) obtuvo
con azadirachtina aislada de semillas de Neem, en
dosis de 10 mg/ml, una reduccién de la eclosién de
huevecillos de un 68.3%, situacion en la que se sus-
tenta la hipotesis de Costa et al. (22) de la existencia
de otros metabolitos secundarios en la inhibicién de la
eclosion de los huevecillos. Los resultados obtenidos
en la presente investigacion son superiores a los en-
contrados por Ahmed et al. (25) quienes encontraron
valores entre 35y 40% de eficacia en la eclosién de
huevecillos.

El ensayo de desarrollo larvario (Figura 2) mostro
gue los controles a base de agua y PBS presentaron
porcentajes de recuperacion de larvas superiores al
80%, lo que indica que estas lograron sobrevivir y mu-
dar a larvas del tercer estadio en estas condiciones.
En el caso del grupo Albendazol se inhibi6 el desarro-
lloy muda de las larvas con diferencias significativas
(p<0.01) con el resto de los extractos evaluados.

El extracto de hojas no mostré una tipica respues-
ta dosis dependiente pues en la concentracién mas
baja se logré el mas bajo porcentaje de larvas recupe-
radas (p<0.05). En el caso del extracto de semillas se
obtuvo una respuesta tipica dosis-dependiente, pues
en la concentracion de 500 mg/ml se hallé la menor
cantidad de larvas.

Estos estudios coinciden con los realizados por
Costa et at. (22) quienes hallaron porcentajes de efica-
ciaen el desarrollo larvario al usar extractos de partes
aéreas en etanol y acetato de etilo (dosis de 50 mg/
ml) de 68.1y 87.1% para cada uno, respectivamente.

Algunos estudios in vivo en el empleo del Neem
como antiparasitario han sido contradictorios. En es-
tudios in vivo en ovinos infestados con H. contortus y
T. colubriformis que recibieron extractos etandlicos de
semillas de arbol del Neem en dosis de 3 mg/kg de
peso vivo, al decimotercer dia posterior al tratamiento
se obtuvo una eficacia de 5.2% en la reduccién del
conteo fecal de huevos (CFH) y, una reduccion en el
conteo de parasitos adultos de 0% (26). Por su parte,
Githiori et al. (27) al suministrar hojas frescas de esta
planta por tres semanas, obtuvo una reduccion de con-
sumo voluntario e incremento del CFH.

Estas diferencias encontradas en la capacidad
oviciday de inhibicién del desarrollo larvario en diferen-
tes estudios in vitro pudiera estar relacionado con el
origen del material vegetal. Los constituyentes quimi-
cos de una planta pueden variar considerablemente
entre plantas de una misma especie debido a diferen-
cias genéticas y medioambientales, estado fenoldgico,
proceso de coleccion y secado de la muestra, técnica
de extraccion, entre otras (28). En este sentido se re-
comiendan estrictos controles de la calidad de los
materiales a evaluar (26).

El presente estudio indica la presencia de actividad
antihelmintica in vitro de extractos acuosos de hojasy
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semillas de Neem, lo cual conlleva a la realizacién de
estudios in vivo en ovejas y cabras.
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