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RESUMEN

El propdsito de este estudio fue presentar el uso de compuestos bioactivos (metabolitos
secundarios) de diversas plantas como alternativa para el control de Haemonchus contortus.
Se describe este nematodo, su importancia econdmica, sus caracteristicas anatomo-
fisioldgicas, asi como también su ciclo de vida dentro y fuera del huésped. Se expone un
listado de plantas con propiedades antihelminticas, ovicida y larvicida, asi como también
los resultados obtenidos de cada bioensayo. Se presentan resultados de ensayos in vitro con
extractos de Pluchea sericea y Artemisia tridentata, plantas de la region arida del estado de
Baja California, México, registrando en la inhibiciébn de eclosion de huevos una
concentracion letal (CLso) de 23.21 y 23.26 mg mL™ en 24 horas, respectivamente; mientras
que en mortalidad larval, una CLs de 20.36 y 27.18 mg mL™, respectivamente. Se concluye
que el uso de extractos de plantas con actividad antiparasitarias brinda una alternativa
viable, inocua y sustentable sobre la resistencia antiparasitaria contra Haemonchus

contortus.
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ABSTRACT

The aim of this work was to describe the use of bioactive compounds (secondary
metabolites) of several plants as an alternative for the control of Haemonchus contortus.
This nematode is described, its economic importance, its anatomo-physiological
characteristics as well as its life cycle inside and outside the host. A list of plants with
anthelmintic, ovicidal and larvicidal properties is presented, as well as the results obtained
from each bioassay. In addition, in vitro tests were carried out using Pluchea sericea and
Artemisia tridentata, plants from the arid region of the state of Baja California, México,
obtaining very encouraging data, and registering the inhibition of hatching of eggs, a lethal
concentration (LCsp) of 23.21 and 23.26 mg mL-1 in 24 hours, respectively; and in larval
mortality, a LCso of 20.36 and 27.18 mg mL-1, respectively. It is concluded that the use of
extracts of plants with antiparasitic activity provides a viable, safe and sustainable

alternative over antiparasitic resistance against Haemonchus contortu



I. INTRODUCCION

Los endoparasitos y ectoparasitos de los rumiantes domésticos contribuyen en
forma directa e indirecta a reducir la sostenibilidad que afecta a la seguridad alimentaria en
los sistemas agricolas de subsistencia o de pequefia escala, la inocuidad de los alimentos
(enfermedades transmitidas por alimentos y residuos de plaguicidas) y el medio ambiente
(insecticidas, contaminacién y ecotoxicidad). Esto ocurre en varias regiones de América
Latina donde todavia existen enormes areas de pastizales naturales para ganado, ovejas y
cabras. El control de parasitos sostenible no es un concepto absoluto dadas las diferentes
regiones y sistemas productivos del mundo vy, por lo tanto, podria tener diferentes niveles

de adopcion e impacto en los agricultores (Nari, 2011).

La excelente prolificidad, adaptabilidad y resistencia a numerosas condiciones
climaticas permiten que los nematodos gastrointestinales ostenten una amplia distribucion
geografica, tanto en regiones de clima tropical como templado. Sin embargo, la
contaminacion ambiental estd influenciada por las condiciones climéticas y el Hamonchus
contortus desarrolla respuestas fisiologicas de manera que puede maximizar la infeccion
(Diaz-Anaya et al., 2014). La identificacion correcta de diversas especies, asi como el
conocimiento de la epidemiologia y caracterizacion genética de las principales especies
circulantes es esencial para el establecimiento de estrategias de control sostenibles (Akkari
et al., 2013). La necesidad de nuevos agentes antihelminticos, mas efectivos y con menor
impacto en el ambiente se vuelve urgente. La fitoterapia es un método alternativo para
controlar los nematodos gastrointestinales en pequefios rumiantes (Qi et al., 2015), por lo
que la busqueda de antihelminticos vegetales representa una atractiva alternativa para
resolver este problema, ya que tiene ventajas econdémicas, asi como ventajas relacionadas
con la eficacia farmacoldgica y la toxicidad para animales y humanos (Ferreira et al.,
2016). Los antiparasitarios comerciales han sido la principal herramienta para controlar los
parésitos, pero debido al desarrollo de la resistencia, extractos de plantas han sido

ampliamente investigados para encontrar nuevas moléculas (Castilho et al., 2017).

Este trabajo desarrolla un marco conceptual para el mejor entendimiento del
comportamiento del nematodo H. contortus y brindar la capacidad de dar prioridad a las

especies de plantas disponibles con propiedades antihelminticas, permitiendo un manejo en



el control de la resistencia de los parasitos, asi como las técnicas disponibles para producir
extractos vegetales que adquiere un papel importante. Hasta que se disponga de medios
nuevos y diferentes para controlar los parasitos; el desafio consiste en utilizar los principios
de buenas practicas de ganaderia y gestion integrada de los parasitos de una manera

pragmatica que permita el uso racional de los antiparasitarios.

El costo econdmico en México de los dafios por H. contortus incluye las
condiciones geograficas, el tipo de manejo, edad, raza y sexo de los ovinos. El efecto de las
parasitosis gastroentéricas puede volverse mas severa, dando lugar a una notable merma en
la productividad de las ovejas por atraso en el crecimiento y pubertad, reduccion en las
ganancias de peso de hasta 50% y mortalidades que oscilan entre 20 a 50%. Se ha estimado
que en Estados Unidos la infeccion por parésitos en rumiantes es uno de los principales
problemas y las pérdidas ascienden a méas de 3 billones de ddlares por afio, de las cuales las
pérdidas relacionadas con la ovinocultura se han estimado en mas de 60%. El impacto
econdémico de las parasitosis gastrointestinales en la crianza de ovinos en Australia se ha

calculado en 8.7% de los costos de produccion anuales (Luna-Palomera et al., 2010).

Las pérdidas economicas por los NGI son consecuencia de un declive en la
produccion, el precio de la prevencion, gastos de los tratamientos y la muerte de los
animales infectados (Aguilar-Caballero et al., 2008). Aguilar et al. (2011) reportan en
estudios en caprinos, que generalmente los animales adultos exhiben una enfermedad de
tipo subclinico, trayendo como resultado grandes pérdidas econdmicas a largo plazo. En
estos rumiantes los procesos son generalmente cronicos, donde hay pérdida de condicion
corporal, los animales se encuentran aletargados con pérdidas de peso inadvertidas,
descenso del hematocrito (con valores de 15 al 25%), el edema facial puede o no estar
marcado, se puede observar diarrea intermitente, emaciacion e inapetencia. En ocasiones
ocurre la muerte de los animales. La enfermedad se produce por infeccidn crénica de una

cifra marcadamente baja de parasitos gastrointestinales.

Estudios realizados en la Patagonia demostraron que en ambiente de reducida
contaminacion existe un impacto del control parasitario sobre la produccion de lana y largo
del vellon, como también en peso y conformacion del cordero a la faena. Las pérdidas

totales en produccidn variaron entre el 15y 20% segun la explotacion, el grado de infeccion



y la contaminacion de las pasturas (Bulman, 2012). El ganado ovino que se produce en
pastoreo conserva una relacion directa con el ambiente, lo que ocasiona que surjan
enfermedades parasitarias causadas por nematodos gastrointestinales. Estas patologias
instituyen la principal causa de pérdidas econdmicas en América Latina y otras regiones
pecuarias del tropico y subtropico del mundo (Medina et al., 2014).

Las infecciones por H. contortus son de importancia econdémica, no solo por
ocasionar muertes directas, sino por sus efectos negativos sobre la produccién de carne,
leche y lana, principalmente. Este efecto depende de las acciones patogenas de los parasitos
gastrointestinales que influyen directamente sobre los valores hematicos, haciéndose muy
evidentes en la hemoglobina (Hb) y el hematocrito (Hto) de los ovinos, lo que provoca
anemia, anorexia, pérdida de peso, depresion y muerte (Diaz-Anaya et al., 2014).

Gregory et al. (2015) afirman que H. contortus es el parasito mas importante desde
el punto de vista econémico de ovejas y cabras en gran parte de los Estados Unidos y el
mundo, dada la severidad del parasitismo y la resistencia antihelmintica emergente. El
aumento de las infecciones con H. contortus en granjas ovinas en todo el mundo, asi como
la aparicion de cepas, se ha convertido en un problema importante de la medicina
veterinaria y la zootécnica. El comercio mundial de medicamentos antiparasitarios
veterinarios mueve miles de millones de dolares cada afio y las consecuencias de este
problema van mas alld de los costos de manejo de animales, debido a que el uso de
medicamentos pueden dar lugar a la aparicion de residuos toxicos en la carne y la leche de
los rumiantes, con efectos negativos sobre la salud humana (Ferreira et al., 2016).

Con base en este planteamiento, los objetivos de la presente disertacion fueron:

a) Recopilar y revisar literatura sobre plantas con actividad ovicida y larvicida sobre H.

contortus, discutiendo los efectos de diversos compuestos bioactivos sobre el este parasito.

b) Determinar efectividad contra H. contortus de dos plantas nativas del estado de Baja

California con propiedades antihelminticas, realizando ensayos in vitro.



Il. REVISION DE LITERATURA

El control sostenible de parasitos debe basarse en la gestion integrada de paréasitos
utilizando un enfoque interdisciplinario (Karlsson y Greeff, 2012). Los nematodos son
gusanos redondos no segmentados que se encuentran en el suelo, el medio acuatico, las
plantas o en los animales. Tanto Gtiles como patogenos, influyen en gran medida en el
equilibrio ambiental, la salud humana y animal, asi como en la produccién vegetal. Los
conocimientos sobre su taxonomia y biologia son puntos claves para responder a los
diferentes desafios asociados a estos organismos. Hoy en dia, la mayor parte de la
taxonomia del nematodo sigue siendo desconocida o poco clara. Existen varios enfoques
para la identificacion de parasitos, desde las técnicas tradicionales basadas en morfologia
hasta las sofisticadas tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento. Todas estas técnicas
tienen ventajas o inconvenientes dependiendo del origen de la muestra y del nimero de

nematodos a procesar (Seesao et al., 2016).

2.1. Localizacion anatomica de NGI en pequefios rumiantes.

Los principales nematodos gastroentéricos que afectan a los pequefios rumiantes de acuerdo
a su ubicacién dentro del huésped son: abomaso (Haemonchus, Trichostrongylus y
Teladorsagia), intestino delgado (Trichostrongylus, Nematodirus, Cooperia, Bunostomum
y Strongyloides), ciego (Trichuris y Skrjabinema) y colon (Oesophagostomum y Chabertia)
(Gonzélez et al., 2011; Meling et al., 2013). Cambios reportados en la epidemiologia y el
fracaso en el control se estan realizando cada vez con mayor frecuencia, donde la principal
fuerza motriz percibida es el cambio climatico, que puede ejercer efectos profundos en la
epidemiologia del parésito, especialmente en aquellas enfermedades parasitarias donde el
clima afecta directamente al desarrollo de las etapas de vida libre como L; y L, (Taylor,
2012).

2.1.1. Morfometria de Haemonchus contortus hembras y machos

Existe informacion referente a medidas de H. contortus en animales domésticos tomadas en

diferentes regiones del mundo cuyos autores registran cifras muy similares en sus estudios.
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Para efectos de clasificacion en la morfometria de hembras, Gonzalez-Gardufio et al. (2013)
tomaron en cuenta las medidas de distintas partes del organismo del nematodo, como son la
longitud del cuerpo, que tiene un promedio de 21.5 um, con desviacién estandar (DE) de *
3 um. En el extremo anterior o craneal del nematodo, la papila cervical mide 452 + 34 um.
El es6fago mide 1450 + 53 pm. En el extremo posterior del nematodo, la longitud del
esfinter anterior mide 181 pum + 11 um; el vestibulo: 175 £ 14 um; vagina: 96 + 14 um;
esfinter posterior 177 + 26 um; distancia cola-ano 444 + 9 um; cola-vagina 3639 + 230 um;
cola-vulva 515 £ 55 pm. En machos, la medida sobre la longitud del cuerpo es 13.9 1.7
um. En el extremo anterior se localiza la papila cervical con 364 +35 um; el eso6fago: 1220
+129 um. En el extremo posterior, las espiculas: 405 + 18 um; gancho derecho: 39.8 £2.7
um y gancho izquierdo: 21.0 £ 1.7 um (Gonzalez-Gardufio et al., 2013). En otros paises
como la India, Pakistan, China, con poblacién de pequefios rumiantes elevada, se han
encontrado longitudes similares a las anteriormente reportadas (Kuchai et al., 2012).

2.2. Resistencia antihelmintica.

La resistencia antihelmintica ha sido definida como la capacidad heredable de la
poblacion parasitaria de reducir su susceptibilidad a la accion de una o mas drogas. Esta
reduccidn se expresara en un incremento significativo de individuos dentro de una misma
poblacion de parasitos, capaces de tolerar dosis de droga que han probado ser letales para la
mayoria de los individuos de la misma especie (Bulman, 2012). Esto puede ser el resultado
de una transformacion genética o de un aumento en la frecuencia de expresion de un
caracter hereditario, pero en ambos casos los nematodos que sobreviven al tratamiento van

a transmitir estos alelos resistentes a su descendencia (Anziani y Fiel, 2015).

La utilizacion de varios medicamentos a la vez puede ser un recurso transitorio, sin
embargo, el problema de resistencia se desarrolla rapidamente, y una vez que se establece
para ambos antihelminticos causa lo que se conoce como resistencia multiple. EI aumento
de la dosis es un asunto que se ha realizado para el control de nematodos en poblaciones
con alto indice de resistencia, pero también representa un gran problema al producir otro
tipo de mutaciones multiples que consigan estar fuera de control en los esquemas de salud

animal (Gonzalez-Gardufio et al., 2014).



El conjunto de técnicas no-quimicas utilizables hoy en dia no es capaz de
reemplazar totalmente a las drogas, por lo que dilatar su "vida atil" es una necesidad
inaplazable para el productor pecuario, los gobiernos y la industria farmacéutica. La
experiencia indica que se requiere de forma inminente de una exploracion conjunta y
multidisciplinaria que utilizando aspectos moleculares farmaco-parasitologicos, permita
perfeccionar el uso de los compuestos disponibles, y estar mas pendiente sobre el fendmeno

de la resistencia parasitaria y su diagndstico prematuro (FAO, 2003).

Muchos nematodos parasitarios de importancia veterinaria tienen caracteristicas
genéticas que favorecen el desarrollo de la resistencia antihelmintica, lo que se convierte en
una limitacién mundial importante en la produccion de pequefios rumiantes. El desarrollo
de resistencia antihelmintica representa una gran amenaza para la produccion y el bienestar
futuros de las ovejas en pastoreo, como el incremento de grados variables de resistencia
entre diferentes especies de nematodos gastrointestinales para todos los grupos principales
de farmacos antihelminticos. La deteccion fiable de la resistencia es importante con el fin
de disefiar estrategias apropiadas para controlar y retrasar el desarrollo de la resistencia
(Toro et al., 2014). EI mantenimiento de los parasitos en los refugios y no expuestos a los
antihelminticos parece ser un punto clave porque los genes susceptibles se conservan.
Ninguno de los métodos no quimicos para el control de parasitos, es decir, la nutricién,
vacunas, razas resistentes al paréasito, es suficientemente eficaz sin apoyo antihelmintico y,
por lo tanto, no ofrece una opcion practica. Sin embargo, la mayoria de ellos reducen la
dependencia en el uso de productos quimicos y son respetuosos con el medio ambiente. Se
requiere investigacion extensa para manejar la resistencia y la evaluacion de campo de

cualquier sugerencia de control (Papadopoulos, 2008).

Los niveles de infestacion parasitaria por estrongilos digestivos hematofagos se
correlacionan negativamente con parametros hematolégicos como el valor del hematocrito,
por consiguiente, la mesura de este parametro hematoldgico puede ser utilizada como un
indicador indirecto de la resistencia a la infestacion parasitaria, principalmente en aquellas
explotaciones en las que estén presentes especies parasitas hematofagas como el H.

contortus (Morales et al., 2010). Otras técnicas para realizar pruebas de resistencia y ser



detectada en forma préctica, han sido las pruebas in vitroy la prueba de reduccion del

conteo fecal de huevos de nematodos (PRCFH) (Gonzélez-Gardurio et al., 2014).

El control antiparasitario ha sido manejado con el uso frecuente de antihelminticos,
y éstos han originado que con el tiempo los nematodos hayan desarrollado resistencia a los
tres principales grupos de antihelminticos disponibles comercialmente: benzimidazoles,
imidazotiazoles y lactonas macrociclicas, aunque actuan por diferentes mecanismos de
accion, han perdido su efectividad, desarrollandose graves problemas de resistencia lateral

y maltiple a nivel mundial (Gonzélez et al., 2010).

Existe un acuerdo general de que los enfoques basados en refugios son esenciales
para el manejo efectivo de la resistencia a antihelminticos, y las investigaciones han
confirmado el potencial de una variedad de estrategias de implementacién. Sin embargo,
incluso cuando los propietarios de ganado estan convencidos de la necesidad de una gestion
antihelmintica sostenible, se deben considerar varios factores para que estos conceptos se
desarrollen en recomendaciones y lograr una amplia aceptacion. En particular, existe un
riesgo evidente de parasitismo excesivo en el que las poblaciones de paréasitos que podrian
eliminarse con el tratamiento antihelmintico convencional se dejan permanecer
deliberadamente. Estrategias validadas requieren proporcionar niveles de refugio con un
riesgo minimo e incorporan medidas de monitoreo apropiadas para diferentes ambientes y
sistemas de produccion animal. La variacion en la resiliencia a los efectos de las
infecciones por gusanos en los animales dentro de un grupo proporciona una base solida
para los enfoques de refugios que muestran indicaciones de que cuando los antihelminticos
tienen alta eficacia inicial, un namero relativamente pequefio de animales necesitan ser
dejados sin tratar para lograr la dilucion efectiva de los paréasitos resistentes. Algun esfuerzo
adicional, y posiblemente el costo, mas alla de los regimenes de control de parasitos
existentes son a menudo necesarios, tanto para la identificacion de los tolerantes a los
parésitos y para la vigilancia del gusano, las cargas y sus efectos. La frecuencia de
observacion de los animales es factible en diferentes situaciones y en gran medida
determinard el enfoque de refugios mas adecuado. Menos reconocido es el atractivo

potencial de reduccién de los costes de tratamiento y esfuerzo, aunque sustancial en



algunos casos, y un factor positivo para lograr la adopcién amplia de una gestion

antihelmintica adecuada (Besier, 2012).

Los genes 3- tubulina de nematodos parasitarios son de particular interés porque
son los objetivos de los farmacos de benzimidazol. Sin embargo, a pesar de esto, la familia
completa del gen B-tubulina no se ha caracterizado para ningin nematodo paréasito hasta la
fecha. H. contortus es la especie de parasito para la cual entendemos mejor la resistencia al
benzimidazol y su estrecha relacion filogenética con Caenorhabditis elegans permite
potencialmente inferencias de funcion génica mediante andlisis comparativo.
Consecuentemente, se ha caracterizado la familia completa del gen B-tubulina en H.
contortus. Ademas de los genes Hco-tbb-iso-1 y Hco-tbb-iso-2 previamente identificados,
hemos caracterizado dos miembros adicionales de la familia denominados Hco-tbb-iso-3 y
Hco-tbb-iso-4. Mostramos que Hco-tbb-iso-1 no es un ortélogo uno-a-uno con Cel-ben-1,
el tnico gen de B-tubulina en C. elegans que es un objetivo de farmaco de benzimidazol. En
cambio, tanto Hco-tbb-iso-1 y Hco-tbb-iso-2 tienen una compleja relacién evolutiva con
tres genes B-tubulina de C. elegans: Cel-ben-1, Cel-tbb-1 y Cel-tbb-2. Ademés, mostramos
que tanto Hco-tbb-iso-1 como Hco-tbb-iso-2 estan altamente expresados en gusanos
adultos; en cambio, Hco-tbb-iso-3 y Hco-tbb-iso-4 se expresan solo a niveles muy bajos y
son ortélogos a los genes Cel-mec-7 y Cel-tbb-4 respectivamente, lo que sugiere que tiene
una funcion especializada. De hecho, hemos encontrado que el patron de expresion de Hco-
tbb-iso-3 en H. contortus es idéntico al de Cel-mec-7 en C. elegans, expresandose en solo
seis neuronas "sensibles al tacto™ mecanico-sensoriales. Estos resultados sugieren que la
investigacion adicional se justifica en la participacion potencial de strongylid isotipo-2 B-

tubulina genes en mecanismos de benzimidazol resistencia (Saunders et al., 2013).

La vertiginosa propagacion de NGI resistentes a nivel mundial ha puesto en riesgo
la sustentabilidad de las acciones de control, debido a la demora en la conversién de

poblaciones resistentes a susceptibles mediante el manejo (Gonzélez-Gardufio et al., 2014).

Un haplotipo dyf-7 causa defectos neuronales sensoriales y se asocia con la resistencia a la
lactona macrociclica en todo el mundo en el nematodo parasito H. contortus (Urdaneta-
Marquez et al., 2014).



La resistencia antihelmintica de los nematodos gastrointestinales es uno de los
factores de riesgo econdmicos mas importantes en los sistemas de rumiantes de pastoreo en
todo el mundo. Tenemos informacion muy escasa sobre el estado de resistencia de los
nematodos en especies de ciervos. En esta investigacion, nuestro objetivo fue determinar la
presencia de resistencia a la BZ en el gusano H. contortus en ovejas pastoreadas y en
ciervos rojos y de ciervo por el método RFLP-PCR basado en la deteccion del
polimorfismo de un solo nucleétido Phe200Tyr. EI genotipo homocigotico fue el mas
representativo en el ciervo (100%), el genotipo homocig6tico resistente fue el maés
prevalente en ovinos (68.6%) y moderado en el ciervo (17.1%), mientras que el genotipo
heterocigoto se observé en proporcion igual en los ovinos y corzos (28.6%). Nuestros
resultados sugieren que la superposicion de los habitats de los rebafios de ovejas y corzos
puede contribuir a la aparicion y propagacion de alelo resistente dentro de la vida silvestre
(Nagy et al., 2017).

A consecuencia de la eficacia de los antihelminticos disponibles en el mercado,
aunado a la complicacion de manejar otras metodologias de control, los productores basan
toda su tactica antiparasitaria en el uso indiscriminado y continuo del recurso quimico.
Como secuela de este manejo y la aplicacion de tacticas desacertadas, se ha beneficiado el
desarrollo de resistencia a los antihelminticos. Esta situacion desperté la motivaciéon a
investigar la resistencia de diferentes géneros parasitarios gastroentéricos a las variadas
moléculas utilizadas por productores del sureste de Meéxico. De tal manera, podemos
afirmar que en el Estado de Yucatan, Haemonchus contortus y Trichostronyilus ha tomado
resistencia contra benzimidazoles y lactonas macrociclicas. En Huimanguillo y Teapa,
Tabasco, H. contortus. Teladorsagia., Cooperia y Oesophagostomun, resisten la aplicacion
de benzimidazoles. En Centla, Tabasco, H. contortus, Teladorsagia y Cooperia, a
benzimidazoles y lactonas macrociclicas. En Centro y altos de Chiapas, se reporta
resistencia de H. contortus y Teladorsagia a benzimidazoles, imidatiazoles y lactonas
macrociclicas. En el Centro de Tabasco, se reporta resistencia a benzimidazoles,
imidatiazoles y lactonas macrociclicas de H. contortus y Trichostrongylus. En la region de
San Fernando, Chiapas, la investigacion concluye con resistencia a benzimidazoles,

imidatiazoles y lactonas macrociclicas de H. contortus, Trichostrongylus y Teladorsagia.



En Jalapa Centro y Cunduacéan, Tabasco, se anotd resistencia contra los antiparasitarios

anteriores en H. contortus, Trichostrongylus y Oesophagostomun (Medina et al., 2014).

2.2.1. Métodos para medicion de resistencia antihelmintica

La resistencia a los benzimidazoles (BZs) en los nematodos triclostrongyloides es
un problema mundial para la produccion pecuaria, principalmente en relacion con los
pequefios rumiantes. Son necesarios métodos sensibles y confiables para evaluar el estado
de resistencia a antihelminticos. Los métodos actualmente disponibles para la deteccion de
la resistencia a BZ pueden dividirse en tres grupos principales, in vitro (ensayo de
incubacién de huevos), in vivo (prueba de reduccién de recuento de huevos fecales) y
pruebas moleculares. Tres polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) en el gen B-tubulina
del isotipo-1 de varias especies de nematodos se correlacionan con la resistencia a BZ.
Aunque se han reportado métodos basados en PCR para los tres nematodos de ovejas mas
importantes desde el punto de vista economico: Trichostrongylus, Haemonchus y
Teladorsagia; los ensayos de pirosecuencia sélo estan disponibles hasta ahora para los dos
ultimos (Raminke et al., 2016).

2.3. Resiliencia

Resiliencia, es la habilidad del animal de mantener niveles productivos aceptables
aun hospedando altas cargas parasitarias (Morales et al., 2010). La evidencia disponible
indica que, mientras que las ovejas, que evolucionaron como "herbivoros"”, tienen una
prioridad para montar una respuesta inmune contra el reto de GIN, las cabras como
"navegadores”, tienen una menor dependencia de la respuesta inmune. Se ha sugerido que
hay un "costo" para la respuesta inmune hacia patégenos y que la inmunidad podria afectar
la productividad. Al priorizar los nutrientes para la respuesta inmune, los ovinos podrian
reducir los disponibles para la resiliencia (Hoste et al., 2008).

El creciente interés en la interaccién huésped-parasito per se implica mejorar la
resiliencia del huésped y / o la resistencia a la infeccion a través del manejo de practicas
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mediante la manipulacién de nutrientes y sobre todo la salud nutricional del huésped. La
implicacion de los cambios en la resistencia del huésped con el estado nutricional para la
productividad del anfitrion necesita ser mas estudiados. Comprender el papel de la
nutricion en la mejora de la resistencia y la resistencia del huésped a los parasitos Gl; por lo
tanto, las futuras estrategias deberian estar dirigidas a i) estudios sistematicos para
establecer un mecanismo regulador teniendo en cuenta las dietas terapéuticas destinadas a
mejorar la nutricion del huésped, la interrelacion nutricién-parasitismo, ii) EI papel de los
aminoacidos, vitaminas y micronutrientes en relacién con la resiliencia / resistencia del
huésped, iii) La interaccion farmaco-nutriente para mejorar la eficiencia terapéutica, iv) La
exploracién de los componentes bioactivos de las plantas contra el parasitismo y v) Forraje
y/o estrategias de manejo de pastizales para reducir la carga de parasitos (Ingale et al.,
2010). La suplementacion alimenticia es el instrumento mas practico para que las ovejas
mejoren su resiliencia, e incluso resistencia, contra los parasitos gastroentéericos en el corto
plazo (Castelan et al., 2012).

El control de H. contortus en la finca requiere una vigilancia a corto plazo y el
monitoreo, y la planificacion a méas largo plazo, a través de programas de control que
involucran el uso de animales con resistencia superior a nematodos o resiliencia. Para los
primeros, y a pesar de su falta de sensibilidad y correlacion con las cargas de los gusanos,
el bajo costo de un conteo de reduccion de huevos en heces (FWEC) explica su persistencia
como herramienta de decision para controlar el gusano. Las herramientas moleculares
deben asumir un uso més extendido a medida que los costos disminuyen y, en Ultima
instancia, reemplazaran al cultivo de larvas para ayudar a definir la presencia y los niveles

de H. contortus en los pastos y en el ganado (Emery et al., 2016).

2.4. Respuesta inmunoldgica

Los rumiantes, desarrollan una respuesta inmune protectora frente a los nematodos
gastrointestinales (Gl), debido a la interaccion entre mecanismos vinculados a la inmunidad
celular y también la humoral. La exposicion a nematodos Gl genera un incremento en los
niveles de inmunoglobulinas, en el abomaso e intestino, y muchos autores las utilizan para

evaluar la exposicion a estos parasitos (Molina et al., 2009). Se evalud la expresion
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abomasal de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IFNy en corderos infectados experimentalmente con
H. contortus y su relacion con la proteccion inducida por un concentrado vesicular de
larvas de Taenia hydatigena (ThLVC). Los corderos que sélo fueron infectados con larvas
de H. contortus mostraron una carga de gusano mayor que los corderos que recibieron
THLVC antes de la infeccién. Por otra parte, los corderos que recibieron ThLVC mostraron
un mayor numero de eosinofilos en sangre que los corderos que no recibieron el ThLVC.
En general, los corderos que recibieron ThLVC antes de la infeccidn tenian una mayor
cantidad de eosindfilos y mastocitos y una mayor expresion in situ de IFNy, IL-2, IL-4, IL-
6 e IL-10 en la pared abomasal que los corderos que estaban infectados con H. contortus
solamente o que recibieron THLVC solamente. Se observd una mayor expresion de IL-2 e
[FNy en la submucosa en comparacion con la mucosa abomasal y una mayor expresion de
IL-4 en la mucosa abomasal comparada con la submucosa. Estos resultados sugieren que
existe una respuesta tipo Thl en la submucosa abomasal y una respuesta tipo Th2 en la
mucosa abomasal. La cantidad de eosinéfilos y mastocitos y la expresion in situ de [FNy,
IL-2, IL-4 e IL-6 en las paredes abomasales se correlacionaron negativamente con la carga
de gusanos. Estos resultados sugieren que el ThLVC es un estimulador inmune no
especifico para la respuesta inmune abomasal, y es probable que la proteccion observada

sea el resultado de este efecto (Buendia-Jiménez et al., 2015).
2.5. Compuestos bioactivos en plantas.

Los metabolitos secundarios de las plantas (SPME) juegan un papel importante en
la supervivencia de las plantas en el medio ambiente y sirven para establecer relaciones
ecoldgicas entre las plantas y otros organismos (Musilova et al., 2016). Las plantas
medicinales son de gran importancia con infinitas propiedades terapéuticas Utiles para curar
diversas enfermedades con una ventaja de ser natural. Por lo tanto, el uso de metabolitos
secundarios de origen vegetal podria ser una ventaja y la mejor solucion para reducir el uso
de productos insalubres. En el pasado, la planta o los extractos microbianos en forma cruda
0 parcialmente purificada eran las Unicas fuentes de medicacion disponibles para el
tratamiento de enfermedades humanas y animales. Esto di6 una idea de que el efecto de un
farmaco en el cuerpo humano se debe a una interaccion de farmaco con moléculas

bioldgicas, abriendo nuevas puertas en farmacologia, como productos quimicos puros,
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aislados, en lugar de extractos, como patrén para el tratamiento de enfermedades. En la
actualidad, hay un numero innumerable de tales compuestos bioactivos aislados de

extractos crudos y estudiando su estructura quimica (Bajpai et al., 2016).

2.5.1. Clasificacion.

Los compuestos secundarios de plantas de interés comercial, han sido contenidos en
tres principales categorias de acuerdo a sus rutas biosintéticas: terpenos, compuestos
fenolicos y compuestos nitrogenados. Los terpenos se crean por la polimerizacion de
unidades de isoprenos y esteroides y se fraccionan en seis grupos: monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos y esteroles, dentro de los cuales se
encuentran carotenos, glicdsidos cardiotdnicos, taxol, entre otros. Entre los compuestos
fenolicos se encierran los acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides y taninos. Los usos
farmacéuticos de estos compuestos son inmensos, se refieren sus efectos como analgeésicos,
antibacterianos, antihepatotoxicos, antioxidantes, antitumorales inmunoestimulantes,
antiparasitarios, entre otras. Los compuestos nitrogenados son primariamente los alcaloides
y glucoésidos cianogénicos. Los alcaloides son un heterogéneo grupo de compuestos por
aproximadamente 4, 000 combinaciones conocidas. Estos son fisiolégicamente activos en
humanos (cocaina, nicotina, morfina). Por otro lado, los glucésidos cianogénicos, se
suponen posiblemente, los metabolitos secundarios con mayor inherencia en las funciones
de defensa. Un extenso grupo de productos naturales también han sido clasificados segln
su aplicacién. Entre ellos se congregan los productos farmacéuticos que contienen
alcaloides (vincristina, vinblastina, ajmalicina, atropina, berberina, codeina, reserpina,
nicotina, camptotecina), cardenolidos (digitoxina, digoxina); diterpenos (paclitaxel);
saborizantes y flavonoides como el estevidsido, la quinina; productos manejados como
pigmentos y en la perfumeria como los antocianinos, betalinos, el aceite de rosas y de
jazmin y productos manejados con propdsitos quimicos y agroquimicos como proteasas,
vitaminas, lipidos, aceites y latex (Pérez-Alonso y Jiménez, 2011).

2.5.2. Disolventes y extraccion.
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La extraccion de compuestos fendlicos es uno de los ciclos del proceso de
preparacion de extractos vegetales. Numerosos métodos como microondas, extracciones
asistida por ultrasonidos y técnicas basadas en el uso de fluidos comprimidos como la
extraccion subcritica de agua (SWE), extraccion de fluidos supercriticos (SFE), extraccion
de fluidos presurizados (PFE) o extraccion acelerada de disolventes (ASE) como agentes de
extraccion, se han desarrollado en los ultimos afios para la extraccion de compuestos
fenolicos de materiales vegetales (Wannberg et al., 2006). El efecto de las condiciones de
extraccion sobre los polifenoles ha sido un tema muy discutido, primordialmente al cotejar
diferentes materias primas. Variados factores, como la naturaleza quimica, la composicion
del disolvente, el tiempo de extraccion, la temperatura de extraccion y la relacion solvente a
solido, pueden influir significativamente en la eficacia y el rendimiento de la extraccion
(Paulino et al., 2013). La naturaleza quimica de los fenoles vegetales varia de simple a
altamente; sustancias polimerizadas que incluyen proporciones variables de &cidos
fenolicos, fenilpropanoides, antocianinas y taninos, entre otros (Avalos-Garcia y Pérez-
Urria, 2009). Ademas pueden hallarse como complejos, con carbohidratos, proteinas y
otros componentes vegetales; ciertos fenoles de alto peso molecular y sus complejos
pueden ser suficientemente insolubles. Por lo tanto, los extractos fendlicos de los materiales
vegetales son invariablemente una mezcla de diferentes clases de fenoles que son solubles
en el sistema disolvente utilizado (Pefia et al., 2013). Pueden ser necesarios pasos
adicionales para la eliminacion de compuestos fendlicos no deseados y sustancias no
fendlicas tales como ceras, grasas, terpenos y clorofilas. Las metodologias de extraccion en
fase solida (SPE) y fraccionamiento basado en la acidez son usualmente utilizadas para
eliminar compuestos fendlicos no deseados y sustancias no fendlicas (Vinueza et al., 2009).
La solubilidad de los compuestos fendlicos se maneja por el tipo de disolvente (polaridad)
utilizado. Los tipos de disolvente comunmente utilizados para la extraccion de polifenoles
son metanol, etanol, acetona y sus soluciones acuosas. De tal manera que, los disolventes
alcohdlicos se han utilizado comunmente para extraer fendlicos de fuentes naturales,
porque dan un rendimiento relativamente alto de extracto total, aunque no son altamente
selectivos para fenoles, particularmente, las mezclas de alcoholes y agua han revelado ser
mas eficientes en la extraccion de constituyentes fendlicos que los correspondientes

sistemas de disolventes monocomponentes (Alvis et al., 2012). El uso del agua como
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disolvente no logra una alta eficiencia de extraccion debido a que algunas moléculas
contienen azucares en su estructura, que son solubles en agua. Ademas, la extraccion
depende de la duracion de la influencia del disolvente sobre el sustrato que contiene
compuestos fendlicos. Se ha informado, que los periodos de extraccion suelen variar de 1
minuto a 24 horas. Los tiempos de extraccién mas largos aumentan las posibilidades de
oxidacion de compuestos fenolicos a menos que se afiadan agentes reductores al sistema
disolvente. La temperatura de extraccion es uno de los factores importantes afectando la
tasa de extraccion de polifenoles; a mayor temperatura, se puede obtener un mayor
rendimiento de polifenoles extraidos del vegetal en estudio. Los disolventes a alta
temperatura promoveran los polisacaridos en las paredes celulares para distribuirlos al
disolvente y para debilitar o socavar la integridad de la pared celular, por lo que se pueden
disolver més polifenoles en el disolvente utilizado. Todos estos factores permiten a ambos
determinar componentes individuales y obtener los patrones caracteristicos de muestras
reales (Zitka et al., 2011; Buelvas et al., 2012).

En estudios con repollo se determind que posee una rica fuente de compuestos
bioactivos tales como flavonoides, glucosinolatos y sus productos de degradacion, que
pueden tener propiedades antibacterianas, antioxidantes y anticancerosas. Esta
investigacion se llevo a cabo para estimar el efecto del uso de agua y diferentes disolventes
orgénicos como etanol, acetona y metanol a diversas concentraciones sobre los polifenoles
totales, la actividad antibacteriana y la capacidad antioxidante de la col de York irlandesa.
El agua tiene el mayor rendimiento de extraccion del 3.85%, mientras que el 60% del
extracto metandlico tiene el mayor contenido de polifenoles totales (33.5 mg de
equivalentes de acido galico por gramo) y flavonoides (21.9 mg equivalentes de quercetina
por gramo [dw] de extracto). Se confirmd una capacidad antioxidante dependiente de la
concentracion para diferentes especies de oxigeno reactivo, incluyendo perdxido de
hidrogeno, capacidad quelante de metales, potencia reductora y peroxidacion lipidica. Los
extractos brutos mostraron un amplio espectro de actividad antibacteriana para los
diferentes disolventes de extraccion aplicados; Sin embargo, el 60% de extracto metanolico
(1.4%) exhibié mayor actividad antibacteriana contra Listeria monocytogenes (Jaiswal et
al., 2011).
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Los vegetales de Brassica son ricos en polifenoles, flavonoides y glucosinolatos. Se
llevd a cabo una investigacion para optimizar los mejores solventes entre etanol al 60%,
acetona y metanol para la extraccion de polifenoles de verduras de Brassica. Los resultados
mostraron que un extracto metandlico al 60% mostrd el mayor contenido fenolico total, que
fue de 23.6, 20.4 y 18.7 mg equivalentes de acido galico (GAE) g-1 extracto de brdcoli,
coles de Bruselas y repollo blanco, respectivamente. Los disolventes afectaron
significativamente el contenido polifendlico y sus diferentes propiedades, y el metanol
resulto ser el mejor solvente para la extraccion de polifenoles de los vegetales de Brassica
estudiados (Jaiswal et al., 2012).

Agourram et al. (2013) informaron que el método de extraccion por ultrasonidos
con mezcla acuosa de acetona fue el mas eficaz para los polifenoles de los subproductos de
frutas y hortalizas. Estos extractos mostraron el mayor valor de capacidad antioxidante. Se
identificaron altos valores de contenido polifenolico y capacidad antioxidante en piel de
granada, piel de avellana, semilla de cereza de cornalina, orujo y extractos de cascara de

manzana.

Martins et al. (2014) estudiaron a Calendula officinalis L. (Asteraceae) que es una
especie mediterranea, pero en Europa y América se cultiva con fines ornamentales o
medicinales. Esta especie es ampliamente utilizada por presentar actividades,
antiinflamatoria antibacteriana y antioxidante. Sin embargo, la accion terapéutica esta
ligada a la cantidad de activos de la materia prima extraida. EI método de extraccién de
compuestos bioactivos es un paso importante en la fabricacion de hierbas medicinales, ya
que los metabolitos secundarios con potencial terapéutico se encuentran generalmente en
pequefias cantidades en materiales vegetales. La extraccion de rutina se realizO por
ultrasonido y agitador y las condiciones optimizadas fueron determinadas por la
metodologia de superficie de respuesta. En los procesos de extraccion existen multiples
variables independientes que interactian con los factores involucrados. Los estudios de
optimizacion son importantes para la reduccion de costos, tiempo de proceso, energia,
materias primas y por lo tanto impactos ambientales. EI método de extraccion es un factor
determinante, la extraccién ultrasonica es eficiente, sin embargo con periodos prolongados

puede degradar la materia prima. Los resultados de la extraccion por ultrasonido (UEA) y
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la maceracion dindmica (MD) mostraron que el rendimiento de la rutina oscild entre 0.218
y 2.28% (proporcién entre la materia prima) cuando se extrajo por ultrasonido y 0.1-1.44%
por MD. La condicion de extraccion éptima para rutina (2.48% a UEA o0 1.46% a MD) de
C. officinalis por UEA o MD fue una extraccion de 19-22 min, relacion etanol: agua de 35-

40% y 0.05-0.056 mg / mL a proporcion de materia prima: relacion disolvente.

Es de gran importancia valorar la temperatura, de manera general, ya que influye de
forma positiva en la operacion de extraccion, facilitando la transferencia de masa, al
aumentar la solubilidad del soluto en el disolvente. La disolucion de etanol al 60% y la
relacion soluto-disolvente de 1:35 (masa entre volumen) conforman las mejores
condiciones para la extraccion de polifenoles por contacto sélido-liquido, utilizando para

esta maniobra la menor temperatura estudiada (Valdéz-Hernandez et al., 2015).

2.6. Efecto antihelmintico de los compuestos bioactivos.

Las plantas medicinales se han utilizado desde la antigiiedad para tratar las
infecciones por parésitos (Hrckova y Velebny, 2013) y las propiedades antiparasitarias de
las plantas contra GIN se han relacionado con la presencia de proteinasas (Stepek et al.,
2004).

Metabolitos de las plantas, fenoles de plantas, flavonoides y taninos condensados
han recibido una atencion considerable durante los ultimos afios (Barrau et al., 2005; Hoste
et al., 2006, 2012). Estos compuestos crecen en todas las regiones del mundo. Los Taninos
condensados (CT, proantocianidinas) pueden tener efectos directos e indirectos AH asi
como tener el potencial para mejorar la respuesta inmune innata del huésped (Tibe et al.,
2012). Lactonas serquiterpénicas contenidas en el extracto de ajenjo afectaron la motilidad
y la viabilidad de nematodos parasitarios debido a la inhibicion de la actividad de la enzima

acetilcolinesterasa (\Valderrabano et al., 2010).

La hipotesis de los efectos directos de los compuestos polifendlicos ha sido
corroborada por varios ensayos in vitro contra diferentes etapas del ciclo de vida del
parasito (Bahuaud et al., 2006; Novobilsky et al., 2011). En ensayos con Citrus
aurantifolia, las pruebas fitoquimicas revelaron la presencia de alcaloides, glucésidos,

17



taninos y flavonoides en sus extractos. Los taninos son compuestos polifendlicos y tienen
propiedades quimicas similares con algunos antihelminticos fendlicos sintéticos como la
niclosamida, el oxiclosanuro y el bitionol, que se ha demostrado que interfieren con la
generacion de energia en helmintos desacoplando la fosforilacion oxidativa. Es posible que
los taninos contenidos en los extractos de esta planta produjeran resultados similares. Otro
posible efecto antihelmintico de los taninos es que pueden unirse a proteinas libres en el
tracto gastrointestinal del animal huésped o glicoproteina en la cuticula del parasito y

causar su muerte (Sunday et al., 2015).

Se ha demostrado que los taninos deforman las superficies de los nematodos.
Curiosamente, la exposicion a extractos de plantas que contienen taninos (que también
contenian flavonoides) provocé la degeneracion de las células musculares y una marcada
desorganizacion intracelular. Estos autores especularon si las lesiones observadas en la
cuticula de las larvas desenvainadas de Ls podrian haberse debido a la acumulacién de
productos metabodlicos, lo que a su vez podria haber producido toxicidad celular
bloqueando el intercambio metabolico con el medio ambiente. . La quercetina es bien
conocida como un inhibidor de las glicoproteinas P (P-gp), que juega un papel importante
en el transporte de xenobi6ticos. Se desconoce si esta actividad también contribuye a
mejorar los efectos antihelminticos de los taninos. Este estudio proporcioné la primera
evidencia de efectos sinérgicos entre taninos condensados y dos flavonoides comunes,
quercetina y luteolina, en términos de inhibicion de desenvainamieto de larvas L3 de H.

contortus, in vitro (Klongsiriwet et al., 2015).

Compuestos bioactivos como el carvacrol pueden penetrar en las tres capas basicas
(vitelina externa, quitina intermedia y capa interna de lipidos) que forman la cascara de H.
contortus La capa intermedia de quitina es una asociacion de fibrillas quitinosas rodeadas
por una capa proteica que puede proporcionar la cascara del huevo. Esta capa intermedia
puede ser una barrera a la penetracién de los compuestos acetilados, ya que la mayor
liposolubilidad conferida por el radical acetilo s6lo permite una mayor penetracion en las
membranas lipidicas, la capa interna. El efecto ovicida de Carvacrol (ECsp = 0.1 mg / ml)

fue superior a otros compuestos aislados de aceites esenciales que exhiben efecto
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antihelmintico, tales como timol (ECso = 0.5 mg / ml), anetol (ECso = 0.6 mg / ml), alcanfor
(ECso = 1.8 mg / ml) y borneol (ECso = 1.5 mg / ml) (Andre et al., 2016).

Las acciones terapéuticas de las especies de Rubus se asignan a componentes
activos de polifenoles, como flavonoides y las fracciones de taninos; de hecho, los
flavonoides y los taninos condensados se han considerado como los principales
componentes quimicos responsables de la accion antioxidante y actividad antihelmintica
(Akkari et al., 2016). EI consumo de plantas de la Selva Baja Caducifolia de Yucatan
puede aportar compuestos secundarios con efecto antiparasitario (Torres-Acosta et al.,
2016).

2.7. Criterios para seleccionar plantas con propositos antiparasitarios.

Los criterios para seleccionar especies del reino vegetal que se evallan para
desarrollar experimentos de tipo bioensayo, pueden ser variados, los limites entre estos no
siempre se mantienen y la combinacién entre algunos es factible. Prevalecen el punto de
vista de colecta al azar y el fundamentado en el conocimiento de la medicina tradicional o
etnomédico. En ello incide primordialmente la discrepancia de posibilidades y recursos
econdmicos; asi como de beneficios entre las instituciones comerciales y académicas y
entre paises con diferente desarrollo. Entre los criterios para la seleccion de plantas a ser

utilizadas en bioensayos se pueden mencionar:

. Elegir al azar y montar un tamizaje quimico o bioldgico, o ambos.
. Blsqueda de usos ethomédicos de plantas (medicina tradicional herbolaria).

. Respaldados en la quimiotaxonomia.

. Gendmica y metabolomica.

1

2

3

4. Fundamentados en la ecologia.

5

6. Investigaciones epidemioldgicas.
y

. Clasificacion de la biodiversidad apoyada en la taxonomia botanica (Abreu y Cuellar,
2008).
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En el criterio etnomédico se tiene como principio, investigar las especies vegetales
con crédito de uso tradicional por parte de diferentes poblaciones. Se incluyen las plantas
que integran parte de sistemas médicos tradicionales, los cuales han desarrollado por
decenas de siglos como: la Medicina Tradicional China, la Medicina Ayurveda, Siddha,
Unani (de raiz Greco-Arabe) de la India o la Kampo del Japon. Se discute también la
medicina herbolaria occidental (Herbalismo) ejercida principalmente en Europa y
Norteamérica con los patrimonios floristicos de estas zonas y que tiene un cierto apogeo en
la actualidad. En gran proporcion es aceptado el folklore y chamanismo ejercido en Africa
y Suramérica, cuyo pilar tedrico se difunde de generacién en generacion por parte del
chaman, curandero o practicante tradicional; en los que en muchos casos el trabajo
terapéutico se conjuga con temas espirituales y magico-religiosas. Adherirse a esta
informacion y documentarla de la manera més amplia y veraz es la funciéon de la
etnoboténica de plantas medicinales, que se pudiera ahondar en otro trabajo. La utilizacion
de bases de datos radica en una herramienta importante afin con este criterio. Se pueden
mencionar algunas como: NAPRALERT (acrénimo de Natural Products Alert)
(Universidad de lllinois, Chicago, N.R. Farnsworth Ed.), Medicinal and Aromatic Plants
Abstract (Council for Cientific and Industrial Research, CSIR, India), Native American
Ethnobotany Database. (Universidad de Michigan, D. Moerman Ed.) y la Phytochemical
and Ethnobotanical Database (ARS, USDA, J. Duke Ed.) (Fabricant y Farnsworth, 2001).

Amparados con la quimiotaxonomia, la presencia de diferentes compuestos como
marcadores biosintéticos es utilizada por los botanicos en sus investigaciones de
taxonomia; pero también se usa como herramienta en la eleccién de familias, subfamilias y
géneros para ser indagados en funcion de los metabolitos que se prevé producen (Basso et
al., 2005). Por tal razdn, se pueden seleccionar especies bien relacionadas
filogenéticamente de plantas con actividad conocida o plantas que contienen el mismo tipo
de entidad quimica conocidas por su actividad, de acuerdo a Vuorela et al. (2004). Kaplan 'y
Gotlieb (1990) preservan este criterio y plantean que la busqueda racional de principios
activos no puede ser solamente a partir de plantas conocidas como medicinales, y que
tampoco a partir de una base aleatoria. Por lo que sefialan que el nimero de especies

reportadas como medicinales es infimo respecto al total de las existentes.
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En el tema de ecologia, se puede mencionar que luego de analisis de interacciones
entre gremios en su nicho ecoldgico se promueven posibles actividades bioldgicas
(antifangicas, antibacterianas plaguicidas, toxicas). Ademas se formula un cambio que
resulta muy sugerente, lo cual se ha nombrado zoofarmacognosia, y se asienta en el estudio
de plantas utilizadas por animales cuando se sienten enfermos, usualmente primates. Varios
estudios de actividad bioldgica y fitoquimicos han demostrado efectos antibacterianos y
antiparasitarios de plantas que primates suelen consumir tomando solo la savia de las hojas

y ramas o tragando las hojas enteras, de acuerdo a Krief et al. (2006).

Para la elaboracion de compuestos activos pensando que las plantas fuesen fabricas,
se debe conocer con profundidad los mecanismos moleculares que gobiernan todas las rutas
y las enzimas especificas que tiene la facultad de producir los metabolitos secundarios,
Boonstra y Rathbone (2001). Para estudios epidemioldgicos, este criterio recomendado por
Vuorela et al. (2004) se sustenta en comprobar inferencias epidemiolégicas. Por ejemplo, la
relacion entre la ingesta de algunos alimentos altos en flavonoides con la reduccion de

patologias cardiovasculares u oncoldgicas.

I11. ARTICULO 1

ACTIVIDAD OVICIDA'Y LARVICIDA DE EXTRACTOS ACUOSOS DE Pluchea

sericea Y Artemisia tridentata EN Haemonchus contortus
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3.1. Resumen

En esta investigacion se evalud la actividad ovicida y larvicida de extractos acuosos de
Pluchea sericea y Artemisia tridentata sobre Haemonchus contortus. Se expusieron huevos
y larvas a 100, 75, 50, 25 y 12,5 mg mL™ de cada extracto, més un testigo absoluto y uno
comercial (Albendazol). Se realizd un anélisis de varianza y se estimaron los valores de
CLso para los extractos sobre huevos y larvas de H. contortus. Los tratamientos a base de P.
sericea y A. tridentata fueron estadisticamente diferentes al testigo (P=0,0001), indicando
que estas plantas tienen efecto ovicida y larvicida sobre el parésito. Se obtuvieron 100 y
96,30 % de inhibicién de eclosién con 100 mg mL™ de extracto de P. sericea y A.
tridentata respectivamente, ademas se observo 92,67 y 89,33 % de mortalidad para larvas
Ls. Se obtuvieron valores de CLso de 23,21 y 23,26 mg mL™ de extracto de P. sericea y A.
tridentata respectivamente para la inhibicion de eclosion de H. contortus. Para la
mortalidad de larvas L3 se obtuvieron valores CLs, de 20,36 y 27,18 mg mL? de extracto de
P. sericea y A. tridentata respectivamente. Estos resultados confirman el potencial

antihelmintico de extractos acuosos de P. sericea y A. tridentata.

Palabras claves: antihelmintico, nematodo gastrointestinal, fitoquimico.
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Ovicidal and larvicidal activity of aqueous extracts of Pluchea sericea and Artemisia

tridentata in Haemonchus contortus

3.2. Abstract

In this research the ovicidal and larvicidal activity of aqueous extracts of Pluchea sericea
and Artemisia tridentata on Haemonchus contortus was evaluated eggs and larvae were
exposed to 100, 75, 50, 25 and 12.5 mg mL™ extracts of both plants, more than a absolute
control and a commercial one (Albendazole). An analysis of variance was performed and
the LCso values for extracts on eggs and larvae of H. contortus were estimated. The
treatments based on P. sericea and A. tridentata were statistically different from the
control, indicating that these plants have ovicidal and larvicidal effects on the parasite. 100
and 96,30 % inhibition of hatching were obtained with 100 mg mL™ extracts of P. sericea
and A. tridentata respectively, in addition, it was observed 92.67 and 89.33 % of mortality
to larvae Ls. Values of LCs; of 23.21 and 23.26 mg mL™ were obtained for extracts of P.
sericea and A. tridentata respectively on inhibition of hatching of H. contortus. For the
mortality of larvae (Ls) were obtained LCso values of 20.36 and 27.18 mg mL™ extracts of
P. sericea and A. tridentata respectively. These results confirm the anthelmintic potential of

aqueous extracts of P. sericea and A. tridentata.

Index Terms: anthelmintic, gastrointestinal nematode, phytochemical.

3.3. Introduccién

El nematodo Haemonchus contortus es un parasito causante de la principal afectacion en la
productividad de ovinos en diferentes regiones del mundo debido a su actividad
hematofaga, provoca reduccion en las tasas de crecimiento y fecundidad, asi como un
incremento en la mortalidad de estos animales (Moreno et al.,2010). Su tratamiento y
control se ha basado exclusivamente con moléculas de quimicos inorganicos, lo que ha
provocado que haya adquirido resistencia a este tipo de productos (Van Wyk., 2001). Esta
problemética ha motivado a numerosos investigadores a buscar alternativas amigables con
el ambiente, para el manejo de este pardsito y una de éstas es el uso de plantas con
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propiedades antihelminticas (Zapata et al., 2013; Irum et al., 2015). La exploracién de
plantas para el control de nematodos gastroentéricos de ovejas y cabras ha sido extensa en
los ultimos diez afios, y muchos extractos crudos o soluciones antiparasitarias se han
desarrollado. Entre las plantas investigadas en diferentes regiones del mundo con efecto
ovicida y larvicida contra H. contortus, se reportan a Gliciridia sepium (Pérez-Pérez et al.,
2014); Theobroma cacao (Vargas-Magana et al., 2014); Citrus sinensis (Islam et al., 2015);
Artemisia vestita, Artemisia maritima (Irum et al., 2015) y Rhizophora mangle (Aleman et
al., 2015). A pesar de que existen numerosas plantas con propiedades antihelminticas, es
importante seguir investigado otras especies de plantas que pudieran presentar potencial

antihelmintica contra H. contortus.

La planta Pluchea sericea cominmente conocida como “Cachanilla” es un arbusto silvestre
de hoja perenne, crece en suelos arenosos o salinos en los desiertos de Baja California,
Sonora y Chihuahua en México (Villasefior y Villareal, 2006). Existe evidencia reciente de
su potencial en el control de plagas de los cultivos. Ail-Catzim et al. (2015) reportan efecto
insecticida y repelente de extractos acuosos, acetonicos y etandlicos de hoja y tallo de P.
sericae sobre Bemisia tabaci. La planta Artemisia tridentata es un arbusto importante del
oeste de Norte América, se distribuye desde Columbia Britanica hasta México (Jasshi et al.,
2010). Los usos de esta especie por pueblos nativos americanos incluyen analgésicos,
antiinflamatorios, antisépticos, actividad de inmunoestimulacion, asi como el tratamiento

de aflicciones de origen espiritual (Turi et al., 2014).

En México no existen estudios que confirmen el potencial antihelmintico de P. sericeay A.
tridentata sobre H. contortus; por lo tanto, es importante estudiar que los extractos de estas
plantas, pueden ser una herramienta util para el manejo de H. contortus en sistemas de
produccion de ovinos. Debido a lo expuesto anteriormente, el objetivo de esta investigacion
fue evaluar el efecto ovicida y larvicida de extractos acuosos de hojas de P. sericea y A.

tridentata en huevos y larvas Lz de H. contortus.

3.4. Materiales y Métodos
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Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Parasitologia del Instituto de Ciencias
Agricolas de la Universidad de Baja California, localizada en Ejido Nuevo Ledn, Mexicali,
Baja California, México, situado a 32° 24" 34" Ny 115° 11" 317°0.

Se recolectaron partes &reas de P. sericea en el Valle de Mexicali (32° 24" 34”" Ny 115°
11" 317 O) en el municipio de Mexicali y A. tridentata en el Valle de la Trinidad (31° 24
157 Ny 115° 43" 55" O) en el municipio de Ensenada. La identificacion de cada especie
de planta fue confirmada por el Dr. José Delgadillo Rodriguez, Profesor-Investigador en el
area de botanica de la Facultad de Ciencias de Universidad Auténoma Baja California. Las
muestras de hojas se secaron en el laboratorio de Parasitologia a temperatura ambiente bajo
sombra, posteriormente fueron trituradas en un molino (0.5 HP, 112 V, Willey) para

obtener particulas de 2 mm de diametro.

Los extractos de P. sericea y A. tridentata se prepararon con 200 g de muestra de hojas
trituradas de cada planta en 2 L de agua destilada a 100 °C, se dejo6 reposar por tres horas.
Posteriormente se filtrd con gasa y algodén para separar los residuos solidos, el filtrado de
cada muestra se rotovapor6 a 40°C y 0.2 bar de presién con un equipo Heidolph L3. El

extracto concentrado se congeld a -50 °C para su liofilizacion en un equipo Lacomco.

Para la obtencion de huevos y larvas de H. contortus, se suministré oralmente 4000 larvas
de tercer estadio (L3) del parasito a dos ovinos machos no castrados de 4 meses de edad,
con peso de 25 kg cada uno, lo cual garantizé un conteo fecal de huevos de 2000 huevos
por gramo de heces. Estos animales recibieron una dieta de mantenimiento recomendada
por la National Research Council (NRC., 2007). Permanecieron en estabulacion total en
corrales elevados y con disponibilidad de agua ad libitum, de acuerdo a las normas de
Bienestar Animal (OIE., 2015). A partir del dia 21 post-infestacion, se extrajeron heces de
los donadores directamente del recto, las muestras se trasladaron al laboratorio para la
recuperacion de los huevos del parésito. Las muestras de heces frescas fueron maceradas y
homogenizadas en un mortero, se saturaron con agua destilada, luego se filtraron a través
de tamices de 180, 106, 75 y 25 um, para eliminar la materia organica, los huevos fueron
retenidos en el ultimo tamiz (Bizimenyera et al., 2006). Se recogieron los huevos con una
micropipeta Pasteur y se resuspendieron con solucién salina saturada, se centrifugé a 2000

rpm durante 5 min. Se extrajo el sobrenadante, se lavo con agua destilada en el tamiz de 25
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pum para eliminar la solucion salina. Para el caso de larvas Ls, se utilizd la técnica de
Corticelli y Lai (1963), que consistié en colocar materia fecal himeda dentro de una caja de
Petri 9 cm de diametro, posteriormente se colocd dentro de otra caja de Petri de 15 cm de
didmetro, se afiadio agua destilada entre ambas cajas y por Gltimo se tapé la caja de Petri de
15 cm. Se mantuvieron durante 15 dias bajo condiciones controladas, temperatura de 26 °C

y Humedad relativa de 85 %, después de este periodo se detecto la presencia de larvas Ls.

Los experimentos de inhibicién de huevos se realizaron depositando en cada pozo de una
microplaca (96 pozos) 100 huevos contenidos en 50 uL de agua destilada y se le agrego 50
uL de cada una las concentraciones de 100, 75, 50, 25 y 12,5 mg mL™ de los extractos de P.
sericea o A. tridentata, ademas se incluyeron un testigo absoluto (agua destilada) y testigo
comercial (Albendazol 1,0 mg mL™). Se incluyeron 10 repeticiones para cada
concentracion y testigos. Las microplacas se sellaron y se mantuvieron por 24 h en
incubadora a 27 °C y humedad de 85 %. Transcurrido este tiempo se detuvo le eclosion,
con la adicion de 10 pL de solucién de lugol al 3 % (Assis et al., 2003). La evaluacién de la
inhibicion de huevos se realizé colocando 10 alicuotas de 10 pL de cada tratamiento en un
portaobjeto para cuantificar los huevos no eclosionados, mediante un microscopio
compuesto (Fisher Scientific Micromaster) con aumento de 10X. El porcentaje de

inhibicién de eclosién de huevos se calculé mediante la férmula:

L ., # de huevos no eclosionados
% Inhibicion de eclosion de huevos (%)= 7 de huevos total en cada pozo X100

Los experimentos de mortalidad larval se realizaron depositando en cada pozo de una
microplaca (96 pozos) 30 larvas Lz contenidos en 30 pL en una solucion tampén de fosfato
y se le agreg6 30 pL de cada una las concentraciones de 100, 75, 50, 25y 12,5 mg mL™ de
los extractos de P. sericea 0 A. tridentata, ademas se incluyeron un testigo absoluto
(tampon de fosfato) y testigo comercial (Albendazol 1 mg mL™). Se incluyeron 5
repeticiones para cada concentracion y testigos. Las microplacas se sellaron y se
mantuvieron por 24 h en incubadora a 27 °C y humedad de 85 %. La evaluacion de la
mortalidad se realizo colocando 6 alicuotas de 10 pL de cada tratamiento en un portaobjeto

para cuantificar las larvas muertas mediante un microscopio compuesto (Fisher Scientific
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Micromaster) con aumento de 10X, se considerd6 como larvas muertas, aquellas que
presentaran enroscamiento del cuerpo y falta de motilidad. El porcentaje de mortalidad se

calculé mediante la férmula de:

. # de larvas Lymuertas
% Mortalidad larval= X100
# total de larvas en cada pozo

Los resultados de los experimentos se analizaron mediante un analisis de varianza con un
disefio completamente al azar con el PROC GLM de SAS® versién 9,0 y las medias del
porcentaje de inhibicion y mortalidad larval para cada extracto se compararon con la prueba
de Tukey con 0=0,05. Se estimé el valor de la concentracion letal media (CLsg) Y SuS
limites fiduciales al 95 % para cada extracto y cada estadio del parasito mediante el
procedimiento PROC PROBIT de SAS version 9,0, se considerd que dos valores de CLs
son estadisticamente iguales si existe traslape entre sus limites fiduciales a 95 % (Robertson
et al., 2007).

3.5. Resultados y Discusion

En la figura 1, se observa que a medida que se incrementa la concentracion de los extractos
de P. sericea y A. tridentata el porcentaje de inhibicién de eclosion de huevos de H.
contortus fue mayor. El analisis de varianza indico diferencias significativas entre los
tratamientos (F=153,44; gl=6, 63; P=0,0001). Todos los tratamientos a base de P. sericea
fueron estadisticamente diferentes al testigo (Tukey, 0=0,05), resultados similares se
presentaron con los extractos de A. tridentata, indicando que estas plantas tiene efecto
ovicida sobre H. contortus. El tratamiento de 100 mg mL™ de P. sericea y A. tridentata
resultaron estadisticamente igual a albendazol a concentracién de 1 mg mL™ (Tukey,
a=0,05), los demas tratamiento presentaron menor porcentaje de inhibicion de eclosion en

comparacion con estos dos tratamientos (Figura 1).

Existe evidencia de diferentes plantas que han mostrado actividad ovicida sobre este
parésito (Zhu et al., 2013; Akkari et al., 2014). En este estudio con 100 mg mL™ de
extractos de P. sericea y A. tridentata se obtuvieron 100 y 96,30 % de inhibicion de

eclosion de huevos respectivamente (Figura 1), resultados que coinciden con Mini et al.

27



(2013) quienes obtuvieron 90 % de inhibicién de eclosién de huevos con 100 mg mL™ de

extracto acuoso de Aristolochia indica sobre H. contortus.

Los extractos de P. sericea y A. tridentata en 100 mg mL™ presentaron mayor eficacia
comparado con el extracto acuoso de semillas de Azadirachta indica, que requirié 500 mg
mL™ para obtener 99,1 % de inhibicién de eclosién de huevos de H. contortus (Barrabi-
Puerta y Arece-Garcia, 2013). En contraste los extractos de P. sericea y A. tridentata
fueron menos eficaces en comparacion con el extracto acuoso de Artemisia campestri, ya
que con 2 mg mL™ se obtuvo 100 % de inhibicién de eclosion de huevos de H. contortus
(Akkari et al., 2014), lo que indica que los extractos evaluados en este estudio fueron 50

veces menos eficaces en comparacion con este estudio.

En el cuadro 1 se presentan los valores de CLs, para las dos especies de plantas estudiadas
para la inhibicion de huevos, se observa que no existen diferencias significativas entre estos
dos valores, porque existe traslape entre los limites fiduciales (Robertson et al., 2007), lo

que nos confirma que ambos extractos tuvieron efecto ovicida igual en H. contortus.

Los valores de CLso obtenidos en este estudio son superiores a los de Akkari et al. (2014)
quienes obtuvieron CLso de 1,0 mg mL™ de extracto de A. campestri sobre huevos de H.
contortus, mientras que los extractos acuosos de A. tridentata y P. sericea registraron CLsg
de 23,26 y 23,21 mg mL™ respectivamente. Kamaraj y Rahuman (2011) reportan también
valores de CLsg inferiores a los obtenidos en esta investigacion para extractos metandlicos
de Annona squamosa y Eclipta prostrata, extractos de etil acetato de Solanum torvum y

Cathanranthus roseus, y extractos acetonicos de Terminalia chebula.

En la Figura 2, se observa que al incrementar la concentracion de los extractos de P. sericea
y A. tridentata el porcentaje de mortalidad de larvas L3 fue mayor, resultados similares a
los obtenidos en el experimento con huevos de H. contortus; lo que nos sugiere que la
eficacia de los extractos sobre larvas y huevos del parasito es dependiente de la
concentracion del extracto. El analisis de varianza registrd diferencias significativas entre
los diferentes tratamientos (F=13,30; gl=6, 28; P=0,0001) para larvas L3 de H. contortus.
Todos las concentraciones de los extractos de P. sericea y A. tridentata fueron mas eficaces
en comparacion con el testigo absoluto (Tukey, a=0,05), demostrando que estas dos plantas

tienen efecto larvicida en H. contortus. El tratamiento de 100 mg mL™ de extractos de P.
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sericea y A. tridentata resultaron estadisticamente igual al albendazol a concentracién de
1,0 mg mL™ (Tukey, 0=0,05). Estos resultados son similares con los reportados por Irum et
al. (2015) quienes con 100 mg mL™ de extracto de A. maritima y A. vestita obtuvieron 100
y 85 % de mortalidad larval respectivamente. Pero los extractos de P. sericea y A.
tridentata tuvieron menor eficacia en comparacion con el extracto acuoso de Saba
senegalensis, quien exhibio 97,77 % de mortalidad en L3 con una concentracion de 15 mg
mL™ (Belemlilga et al., 2016) en contraste, en este estudio se obtuvieron 92,67 y 89,33 %
de mortalidad larval con 100 mg mL™' de extracto de P. sericea y A. tridentata
respectivamente (Figura 3). Morais-Costa et al. (2016) reportan mayor eficacia para
extracto acuoso de Piptadenia viridiflora en comparacion con los extractos de este estudio,

con 19,31 mg mL™ registraron 93,13 % de mortalidad sobre Ls.

En el cuadro 2 se muestran los valores de CLso para mortalidad larval de las dos especies de
plantas estudiadas, se observa que no existen diferencias significativas entre estos dos
valores, ya que existe traslape entre sus limites fiduciales (Robertson et al., 2007),
confirmando que ambas plantas tienen efecto larvicida igual sobre este parasito. Los
valores de CLs, obtenidos en esta investigacion son similares al valor de CLsy de 12, 2 mg
mL™ de extracto de A. maritima (Irum et al., 2015). En general los valores CLs, de los
extractos de P. sericea (20,36 mg mL™) y A. tridentata (27,18 mg mL™) fueron mayores en
comparacion con otros estudios donde se evallan la actividad larvicida de extractos de
plantas en H. contortus (Acharya et al., 2014; Akkari et al., 2014; Zhu et al., 2013),

demostrando menor eficacia de los extractos estudiados.

La diferencia en eficacia que exhibieron los extractos de P. sericea y A. tridentata en
comparacion con otros estudios realizados en diferentes partes del mundo para evaluar la
actividad ovicida y larvicida sobre H. Contortus pudiera estar relacionada con la
concentracion de los compuestos bioactivos que contiene cada una de las especies
evaluadas y también al disolvente utilizado en la preparacién de los extractos. Cuando se
utiliza disolventes organicos se extraen mas compuestos bioactivos de las plantas en
comparacion con extractos acuosos (Alawa et al., 2003), lo cual pudiera explicar las
diferencias en la efectividad de los extractos acuosos de las plantas estudiadas en esta

investigacion. Ademas en muchas investigaciones es recomendado el uso del dimetil
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sulfoxido, cual podrian influir en la eficiencia de los extractos vegetales, se conoce que
dimetil sulfoxido tiene capacidad emulsionante y solubiliza compuestos altamente polares o
no polares, lo que facilita el paso de los compuestos a traves del corion del huevo,
afectando su eclosion y el desarrollo larval en mayor grado (Acharya et al., 2014), en esta

investigacion no se empled este producto.

Existen reportes de varias especies del género Artemisia con potencial antihelmintico sobre
H. contortus, tal como A. vestita, A. maritima, A. camprestri, A. lancea, A. afra, A. annua,
A. absinthium y A. brevifolia (Irum et al., 2015; Akkari et al., 2014; Zhu et al., 2013;
Molefe et al., 2012; Squires et al., 2011). Pero no existen reportes del potencial
antihelmintico de A. tridentata, por tanto los resultados de esta investigacion representan el
primer reporte de la actividad ovicida y larvicida de esta especie sobre H. contortus. En
relacion a P. sericea, existen estudios que avalan su actividad insecticida (Ail-Catzim et al.,
2015) y su potencial para la sintesis de nanoparticulas de plata con efecto bactericida
(Abdelmoteleb et al., 2016), sin embargo no existen ningun estudio que evalué su potencial
como alternativa para el control de H. contortus, por lo que lo resultados de esta
investigacion representan también la primera evidencia del potencial antihelmintico de esta

especie de planta.

3.6. Conclusiones

1. Se concluye que los extractos acuosos de hojas de P. sericea y A. tridentata mostraron
actividad ovicida y larvicida dependiente de la concentracion de los extractos. Con lo cual
pudiera considerarse el uso de estos extractos para el control de nematodos

gastrointestinales en pequefios rumiantes.

2. Se recomienda realizar trabajos de investigacion in vivo, para obtener la concentracion
Optima antihelmintica de los extractos vegetales en pequefios rumiantes. Con el fin

confirmar el potencial antihelmintico in vitro de los extractos de P. sericea y A. tridentata.

3. Se recomienda realizar un analisis fitoquimico de ambas plantas que permitira identificar

los compuestos bioactivos responsables de la actividad ovicida y larvicida de los extractos.
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Figura 1. Porcentaje de inhibicion de eclosion de huevos de H. contortus expuestos a cinco

concentraciones de extractos acuosos de P. sericea y A. tridentata.
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Cuadro 1. Concentracion Letal media (CLso) para la inhibicién de eclosion de huevos H.

contortus expuestos a extractos acuosos de P. sericea y A. tridentata.

Limites fiduciales 95%0

CLso™ )
Extracto (mg mL"™)
(mg mL™)
Inferior Superior
P. sericea 23.21a 24.54 28.29
A. tridentata 23.26a 20.78 25.66

WValores de CLso seguidos de letras iguales en la columna no son diferentes

estadisticamente segun Robertson et al., (2007).
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Cuadro 2. Concentracion Letal media (CLsg) para mortalidad de larvas L3 expuestas a

diferentes concentraciones de extractos acuosos de P. sericea y A. tridentata.

Limites fiduciales 95%

CLso(l) )
Extracto (mg mL™)
(mg mL™)
Inferior Superior
P. sericea 20.36a 11.61 29.73
A. tridentata 27.18a 19.09 35.20

WValores de CLso sequidos de letras iguales en la columna no son diferentes
estadisticamente segin Robertson et al., (2007).
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4.1. Resumen

El nematodo gastrointestinal (NGI) Haemonchus contortus es causa de fuertes pérdidas
econdmicas en explotaciones ovinas de México y otros paises del mundo. Ademas de los
dafios que causa en la salud y productividad de los corderos, éstos han demostrado
resistencia contra los productos antiparasitarios basados en compuestos quimicos sintéticos.
Ante esta situacion, la medicina de la produccién animal ha experimentado un proceso de
evoluciéon con tendencia a la busqueda de productos naturales que reemplacen el uso
excesivo de drogas que contienen productos que presentan la desventaja adicional de

contaminar el medio ambiente. El objetivo de esta revision es brindar a la comunidad
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cientifica un documento de consulta sobre plantas con propiedades antihelminticas que
ayudan a mitigar el problema de resistencia del nematodo H. contortus en ovinos. Esta
revision sintetiza los principales resultados de 50 estudios publicados en los dltimos 10
afios (2006 hasta 2017), enfatizando en la efectividad obtenida contra H. contortus.
Adicionalmente se discuten aspectos de patogenia, resistencia a antiparasitarios y el modo
de accion de los compuestos bioactivos de algunas plantas usadas para combatir H.

contortus en ovinos.

Palabras clave: Nematodos gastrointestinales, pequefios rumiantes, fitoquimicos, taninos.

Haemonchus contortus in sheep: pathogenicity, resistance and anthelmintic effect of

bioactive compounds in plants

4.2. Abstract

The gastroenteric nematode Haemonchus contortus causes significant economic losses in
sheep flocks from México and other countries. In addition to the damages on sheep's health
and productivity, they have demonstrated resistance against antiparasitic agents based on
synthetic compounds.  Against this background, animal production medicine have
experienced an evolution process searching for natural products that may replace the
excessive use of drugs with chemicals that have the additional disadvantage of
contamination our environment. The goal of this review is to present a consultation paper
about plants with anthelmintic properties that helps to mitigate the problem of resistance of
the nematode H. contortus in sheep. This review summarize the main findings of 50
research studies published during the last 10 years (2006 to date), with emphasis in the
effectiveness observed against H. contortus. In addition, we discussed generalities about
pathogenicity, resistance to anthelmintics as well as mode of action of bioactive compounds

in some plants used to control H. contortus in sheep.
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4.3. Introduccion

Los parésitos gastroentéricos y externos del ganado siguen siendo uno de los origenes
fundamentales de mermas econdmicas substanciales en América Latina y otras regiones
pecuarias del trépico y subtropico, ademas de zonas con climas templados en el mundo
(Barrabi-Puerta y Arece-Garcia 2013; Zapata et al., 2013; Rodriguez et al., 2015; Singh et
al., 2015). En Australia, las pérdidas anuales debidas a esta enfermedad se han estimado en
mas de 400 millones de dolares (USD) por tratamientos, mientras que en paises como
Kenia, Africa del Sur y la India han llegado a costos de hasta 26, 46 y 103 millones de
ddlares, respectivamente (Qadir et al., 2010; Alba-Hurtado et al., 2012). Los parasitos
adultos de H. contortus pueden ingerir hasta 0.05 mL de sangre/parésito/dia, recurriéndose
a este parametro para evaluar la virulencia del mismo (Angulo-Cubilléan et al., 2007; Alba-
Hurtado et al., 2012; Zapata et al., 2013). La necesidad de opciones para el control
parasitario nace de los reportes de resistencia de los nematodos a las diferentes drogas
antiparasitarias (Van Wyk, 2001).

La resistencia a los antiparasitarios se define como el aumento significativo de los
individuos de una poblacion parasitaria capaces de soportar niveles de un farmaco que han
probado ser letales para la mayoria de los individuos de la misma especie (Gonzélez-
Gardufo et al., 2014). EIl control de nematodos gastrointestinales (NGI) en rumiantes se ha
realizado con grandes logros durante més de 40 afios a través del uso de productos
quimicos. Sin embargo, en los ultimos afios se ha manifestado un incremento en resistencia
por la poblacién de parasitos a nivel mundial, por lo que han florecido inconvenientes e
inquietud por la posible contaminacion que surge debido al uso de estos farmacos en la
produccion animal (residuos en alimentos y en el ambiente). Es por esto que diversos
investigadores se han centrado en los ensayos de opciones naturales para el control de los
NGI, entre las cuales se incluye el uso de plantas con propiedades antihelminticas o forrajes
bioactivos, productos de plantas y metabolitos secundarios de plantas (Barrabi-Puerta y
Arece-Garcia, 2013).
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La Organizacion Mundial de la Salud reconoce que el 85% de los habitantes de los paises
en desarrollo ain se encuentran dependientes de la medicina tradicional para la atencion
tanto de la salud humana como animal. Por otra parte y de forma paradodjica, se reconoce
que los productos vegetales son una fuente alta de nutrientes y de moléculas bioactivas de
origen natural principalmente fendlicos, flavonoides y taninos (Singh et al., 2015). Aguilar
(2012) explica que dentro de las opciones diferentes a los productos sintéticos para la
regulacién de nematodos gastroentéricos se encuentran el uso de extractos de plantas y

taninos condensados, entre otros.

Por tanto, el objetivo de esta revision fue recopilar informacion relativa a plantas utilizadas
con efectos letales sobre Haemonchus contortus y conocer su nivel de efectividad como
ovicida y/o larvicida, para asi lograr contribuir al rescate y la difusién del conocimiento
etnofarmacoldgico, propiciando el desarrollo de nuevas alternativas para el control

antihelmintico.

4.4. Patogenia de Haemonchus contortus

Haemonchus contortus se alimenta de sangre en el estomago (abomaso) y provoca gastritis,
anemia y complicaciones asociadas, incluso la muerte en animales gravemente afectados.
Este nematodo se transmite oralmente del pasto contaminado al huésped a través de un
ciclo de vida complejo: los huevos se excretan en las heces del huésped y se incuban en
larva de primera etapa (L), por lo general dentro de un dia, y luego se desarrollan hasta el
segundo (L) y tercer (L3) estadios larvales en aproximadamente una semana. Las L3
infecciosas son ingeridas por el huésped, sufren un devainamiento (XL3) y, después de una
fase histotrdfica, se desarrollan a través de larvas de cuarto estadio (L,) a adultos dioicos
(dentro de 3 semanas) en el abomaso (Kumarasingha et al., 2016).

Los nematodos gastrointestinales de las ovejas se transmiten horizontal y directamente.
Muchos factores asociados con esta relacion determinan el tipo y la gravedad de la
infeccion. Los factores relacionados con el huésped son la edad, inmunidad, sexo, especie y
resistencia genética; los factores relacionados con el paréasito incluyen la historia de vida, la

duracion de la fase histotrépica, la supervivencia de las larvas en el medio ambiente y su
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localizacion en el huésped; por otro lado, los factores ambientales incluyen el clima, la

estacion del afio y el tipo de vegetacion (Roeber et al., 2013).

La calreticulina (CalR) es una proteina multifuncional secretada por Haemonchus
contortus. Se ha observado que esta proteina se une a un polipéptido de 24 kDa (p24)
presente en una preparacion enriquecida de protrombina. La identidad de p24 se establecio
como una proteina C-reactiva (CRP) por varios criterios. La unién de (CalR) a la PCR es
una estrategia desarrollada por el parasito para sobrevivir en el huésped. El CalR secretado
puede realizar esta funcion limitando la concentracion libre de CRP, el cual tiene actividad
antiparasita o inhibe la activacion de la via clasica del complemento desencadenada en la
unién de CRP a la proteina C1g. La union de CalR a la CRP también aseguraria un control
de la actividad procoagulante de la CRP, permitiendo que el parésito se alimente de la
sangre huésped. La focalizacion de CalR podria ser una estrategia novedosa que ha
proporcionado resistencia a muchos antihelminticos para hacer frente a este parasito. Para
sobrevivir en el huésped, el parésito secreta moléculas colectivamente referidas como
excretor/productos de secrecion, que ayudan en la penetracion en el tejido huésped,

alimentacion de sangre, evasion inmune y asi sucesivamente (Suchitra et al., 2008).

Estudios recientes han proporcionado herramientas avanzadas de PCR para respaldar los
estudios epidemioldgicos y apoyar investigaciones sobre la naturaleza y el alcance de la
resistencia, en combinacidn con técnicas parasitologicas convencionales, como la prueba de
conteo de reduccion de huevos en heces. Estas herramientas de PCR se desarrollaron para
superar las restricciones de los métodos tradicionales que no han sufrido mejoras durante
muchos afos. En contraste con las tradicionales, estas herramientas permiten ahora estudios
detallados de especies y géneros individuales de nematodos que antes no eran posibles,

proporcionando una base sélida para estudios epidemioldgicos (Roeber et al., 2013).

4.5. Antecedentes de resistencia a farmacos y uso de productos naturales

La fenotiazina fue el primer agente antihelmintico de "amplio espectro” que tuvo uso
general a finales de los afios treinta. Los estudios de actividad estructural no crearon

analogos utiles. En los afios siguientes fue ampliamente utilizado en ganado contra una
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gama bastante amplia de nematodos gastrointestinales. Sin embargo, la toxicidad limita su
uso a rumiantes, caballos y pollos, evitandose su uso en cerdos, perros, gatos y seres
humanos (Mehlhorn, 2016).

La resistencia ha sido reportada contra las tres familias antihelminticas actuales de amplio
espectro y en algunos paises las resistencias antihelminticas mdaltiples son ahora un
fendmeno comudn (Jackson y Hoste, 2010). Los antihelminticos de amplio espectro
tradicionalmente disponibles para el tratamiento de las infecciones gastrointestinales de
nematodos en rumiantes estan limitados comercialmente a tres clases de farmacos, a saber,
bencimidazoles, imidazotiazoles /tetrahidropirimidinas y lactonas macrociclicas, que se han
utilizado ampliamente durante unos 30 a 50 afios. Se han lanzado nuevas clases en los
ultimos afios, representado por emodepside, monepantel, y derquantel, pero estos
medicamentos son bastante caros y tienen muy limitadas reivindicaciones de etiqueta para
la eficacia (Buttle et al., 2011). La resistencia del benzimidazol frente a Haemonchus
contortus se observé muy temprano después de su introduccion por Drudge et al. (1964), de
forma similar, la resistencia a levamisole-morantel a H. contortus fue detectado en ovejas
por Le Jamber (1976), de acuerdo a Handullah et al. (2015). Se cree tradicionalmente que
algunas plantas muestran actividad antihelmintica contra parasitos gastrointestinales de
rumiantes, pero su eficacia debe evaluarse cientificamente (Morais-Costa et al., 2015).
Estudios con bases genéticas sobre la resistencia de los nematodos a productos quimicos
comerciales representan un gran reto debido a las caracteristicas especificas que son
requeridas durante el periodo del nematodo en el animal hospedero. Sin embargo, los
avances actuales sobre la secuenciacion del genoma de los nematodos estan empezando a
proporcionar herramientas para comprender la naturaleza genética de la resistencia (Beech
et al., 2011). Un claro ejemplo de esto es el Proyecto del Genoma de H. contortus, el cual
ha conducido al resultado de alrededor de 280 Mb de ensamblaje de secuencias (Laing et
al., 2013). Los estudios de genética molecular sobre resistencia a antihelminticos se han
basado en el grupo de benzimidazoles usando como modelo al H. contortus debido a la
presencia del polimorfismo de un solo nucleétido F200Y, y mas recientemente al SNP
llamado E198A (Kwa et al., 1994, 1995). Se han detectado que E198A ocurrié con mayor
frecuencia que F200Y en poblaciones de campo. Los resultados también confirmaron una

alta diversidad genética dentro de cada poblacion y un alto flujo de genes entre todas las
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poblaciones de H. contortus estudiadas (von Samson-Himmelstjerna et al., 2007; Kotze et
al., 2012). Analisis de la relacion genética sugiere que F200Y tuvo multiples origenes en
China, mientras que E198A tenia dos origenes distintos (Cai et al., 2007). Considerando
que la produccion de pequefios rumiantes es una de las industrias ganaderas mas
importantes de China, el uso de antihelminticos, incluyendo BZ, parece inevitable en este
punto y se aconseja que serd de considerable importancia desarrollar directrices para el
control de parasitos y las practicas de gestion en China con el objeto de reducir la presién
de seleccion para la resistencia a antihelminticos (Cai and Bai, 2009; Zhao et al., 2010).
También sera importante desarrollar estrategias de manejo de parasitos adaptadas a las
granjas individuales de ganado, incluyendo tratamientos de cuarentena de ganado
importado, empleando combinaciones adecuadas de farmacos para tratamiento estratégico,
identificando refugios en huéspedes con parésitos susceptibles y monitoreando
cuidadosamente la resistencia antihelmintica usando herramientas moleculares (Zhang et
al., 2016).

Min y Hart (2003) y Paolini et al. (2003) informaron que los forrajes ricos en taninos
condensados son de gran ayuda para combatir la resistencia a los antiparasitarios, logrando
reducir la infestacion parasitaria en heces y pastos. Después de administrar los taninos, se
ha observado una disminucion en el conteo de huevos que persiste hasta después de
culminar con el tratamiento. Alvarez et al. (2007), buscando controles no farmacoldgicos
de nematodos gastroentéricos en heces de ovinos, realizaron un experimento utilizando
diferentes fuentes de aserrin de madera: pochote (Bombacopsis quinata), melina (Gmelina
arborea), ciprés (Cupressus lusitanica) y teca (Tectona grandis), encontrando que los
diferentes aserrines tuvieron una alta eficacia inhibitoria en el desarrollo larval utilizando
como testigo al Laurel (Cordia alliodora), reportando mayor inhibicion con ciprés

(Cupressus lusitanica), que alcanz6 97.94% de eficacia.

Daryatmo et al. (2010) seleccionaron 15 plantas utilizadas como alimento de cabra por los
agricultores locales en Yogyakarta, Indonesia, para detectar la actividad antihelmintica in
vitro midiendo la inhibicion de la eclosion de huevos de Haemonchus contortus. Los
materiales vegetales se tamizaron para determinar la presencia de tanino total soluble en

agua. El potencial antihelmintico in vitro de los 15 forrajes tropicales se evalu¢ utilizando
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infusiones acuosas (50%, partes/volumen) del material vegetal. Las hembras parasitas
adultas de Haemonchus contortus fueron recogidas de los abomasos de cabras obtenidas del
rastro y concluyeron que las 15 plantas ensayadas resultaron con propiedades
antihelminticas. Los contenidos de taninos de las 15 plantas oscilaron entre 0.34-2.89% de
materia seca. Ademas de su potencial en el uso para alimentacion animal, estas plantas
pueden ser utilizadas como soporte a la salud animal tradicional, siendo las de mayor
porcentaje de inhibicion eclosién de huevos Manihot esculenta Crantz, Artocarpus
heterophyllus y Swietenia mahagony con 79.15, 78.72 y 74.14%, respectivamente. Los
autores proponen que se proceda a realizar los respectivos experimentos in vivo para

identificar si existen efectos negativos, antes de recomendar su uso.

Veinte extractos de plantas localizadas en Sierra de Huautla, Morelos, México, fueron
estudiados in vitro contra larvas infectantes de Haemonchus contortus. Las especies
evaluadas fueron Bursera copallifera, B. grandifolia, Lippia graveolens, Passiflora
mexicana, Prosopis laevigata, Randia echinocarpa y Urtica dioica. La mayor mortalidad se
observO con extracto hexanico combinado de tallo y hojas de Prosopis laevigata, que
produjo 51, 81 y 86% de mortalidad de larvas a las 24, 48 y 72 h después de la exposicion,
respectivamente. Por otra parte, el extracto acetonico de vastago de Bursella copallifera
exhibi6 18, 59 y 66% de actividad nematicida después de 24, 48 y 72 h de exposicion,
respectivamente (LOpez-Aroche et al., 2008).

Lucas et al. (2008) investigaron sobre el contenido total de taninos, total de fenoles y total
de taninos condensados en variedades de plantas tropicales taniferas de zonas aridas y
semi-aridas de Brasil, Ipomoea sp., Caesalpinia pyramidalis Tul. y Astronium urundiuva
Engl, y de acuerdo a los valores encontrados consideran que se encuentran dentro del rango
de niveles de seguridad y que probablemente no causen complicaciones en la nutricion
ruminal de hatos ganaderos. El efecto antihelmintico de los taninos condensados de Acacia
pennatula, Lysiloma latisiliquum, Piscidia piscipula y Leucaena leucocephala fueron
evaluados a diferentes concentraciones in vitro por Calderén-Quintal et al. (2010) a
concentracion de 600 pg/ml, obteniendo un porcentaje de inhibicién de motilidad larval de
H. contortus de 47.83, 35.49, 62.81 y 56.59%, respectivamente.

Moreno et al. (2010) evaluaron el efecto in vitro de extracto de hojas de plantas en la

migracion de larvas infectantes (L3) de Haemonchus placei, Cooperia sp., Haemonchus
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contortus, Trichostrongylus colubriformis, encontrando que las plantas con mayor
inhibicién de la migracion larval contra estas especies de nematodos fueron Callitris,
concluyendo que se deberan efectuar ensayos in vivo para fortalecer los resultados in vitro.
Se utilizaron larvas infestantes L3 debido a que las larvas adultas no sobreviven fuera del
hospedador, imposibilitando las pruebas in vitro.

Martinez-Ortiz-de-Montellano et al. (2010) estudiaron la planta Lysiloma latisiliquum
realizando una prueba in vivo con 20 ovejas de pelo, utilizando mediciones de conteos de
huevos en heces y necropsias para estudiar el contenido abomasal, confirmando la actividad
antihelmintica contra Haemonchus contortus. La composicion del L. latisiliquum a corto
plazo puede controlar directamente la biologia del adulto H. contortus afectando el tamafio
del parasito y la fecundidad de la hembra al deformar los 6rganos genitales. Villalba et al.
(2010) confirman que los pequefios rumiantes ingieren en forma voluntaria forrajes ricos en
taninos cuando sienten la necesidad ocasionada por la presencia de nematodos
gastroentéricos. Por su parte, Kommuru et al. (2015) sefialan que Sericea lespedeza (SL;
Lespedeza cuneata) es un forraje perenne rico en taninos condensados (TC) con actividad
antihelmintica contra los nematodos gastrointestinales de los pequefios rumiantes,
especificamente Haemonchus contortus, altamente patégeno y hematdéfago, pero el
mecanismo de accion de TC contra H. contortus aun no se entiende en forma totalmente
clara.

Ensayos realizados por Buttle et al. (2011) muestran que las enzimas del latex de la papaya
(proteinasas) modifican la estructura de la cuticula (exosqueleto del nematodo), formando
ampollas rompiendo la cuticula, lo que provoca la exposicién de 6rganos internos como
esofago, intestinos y drganos reproductores, conduciendo a la muerte del gusano. El
problema de la resistencia antihelmintica, ademas de la creciente preocupacion por la
presencia de residuos de farmacos en productos de origen animal, ha llevado a un mayor
interés en el uso de fitoterapéuticos (Macedo et al., 2012). Los compuestos vegetales
pueden interactuar con las proteinas de la cuticula, cavidad oral, eséfago, cloaca y vulva de
nematodos, modificando sus propiedades quimicas y fisicas (Silveira et al., 2012). Hoy en
dia, la resistencia antihelmintica es de gran preocupacion para la industria ovina y caprina.
En Europa, la resistencia a la moxidectina (MOX) se ha descrito en Alemania en

Haemonchus contortus, en el Reino Unido en Teladorsagia circumcincta y recientemente a
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MOX inyectable de accién prolongada en el noroeste de Espafia y no tan comunes como la
resistencia a la ivermectina (IVM) y a la doramectina (DRM), de acuerdo a VVan den Brom
etal. (2013).

La utilizacion de capsula de albendazol de 100 dias de liberacion lenta Extender 100 no
tuvo ningun efecto beneficioso sobre las cargas resistentes de parasitos de H. contortus,
medida por el recuento de huevos fecales y las puntuaciones FAMACHA, asi como en el
aumento de peso Yy tasa de concepcion con base en los resultados de este ensayo, el uso de
este producto en granjas con resistencia albendazol severa conocida, probablemente esta
contraindicado, ya que posiblemente exacerbard el problema de resistencia a
antihelminticos mediante la seleccion de gusanos, sin ningun beneficio positivo para las
ovejas o el duefio (Fisher y Van Sittert, 2013).

Evitar la seleccion a la resistencia es una caracteristica importante del control moderno del
parasito, especialmente cuando la proporcion de los nematodos expuestos a los
antihelminticos en comparacion con en los pastos es alta en el momento del tratamiento.
Estas medidas de control son ain mas importantes teniendo en cuenta que la reversion a
largo plazo a la susceptibilidad es inusual o, con toda probabilidad, no ocurre dentro de
rebafos (Van den Brom et al., 2013). Muhammad et al. (2014) recomiendan utilizar la
dosis antihelmintica adecuada con una rotacion de un intervalo de 3-4 meses para
minimizar la infeccion por nematodos y mejorar la productividad de las ovejas y cabras.
Varios estudios han informado de que el efecto de los extractos de plantas en gusanos
adultos puede ser observado s6lo a concentraciones muy altas. El extracto de metanol de
Artemisia brevifolia a concentracion de 25 mg/ml mostré un efecto antihelmintico in vitro
significativo, mientras que el extracto acuoso del mismo compuesto no tuvo efecto
importante (Akkari et al., 2016).

Por tanto, es importante mencionar el mecanismo de accion de los principales metabolitos
presentes en las plantas utilizadas como control natural contra NGI. Estos metabolitos son:

taninos condensados, flavonoides, saponinas y terpenos.

4.6. Modo de accion de los taninos condensados
Aparentemente, el mecanismo de accion de los taninos sobre las larvas infectantes (L3) de

H. contortus y T. colubriformis consiste en evitar que estos parasitos desenvainen. Esto
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evita que los mencionados NGI puedan establecerse en su sitio de accion y continen con
su ciclo evolutivo. También se ha estudiado el mecanismo de accion de los TC en los
nematodos adultos, donde al parecer existe un mecanismo de accion diferente, ya que es
posible que los TC se unan a la boca y también al aparato reproductor de los parésitos por
la afinidad de los TC a las proteinas ricas en prolina de la cuticula del nematodo (Torres-
Acosta et al., 2008; Hoste et al., 2012).

El modo de accion de los TC in vivo no esta claro. H. contortus es un nematodo abomasal
hematofago voraz. Por lo tanto, los TC deben ser transferidos del intestino a la circulacion
para ser eficaces hacia el parasito. Sin embargo, existen pruebas que indican que TC no
entra en el torrente sanguineo. Y esto es corroborado por el hallazgo de que el gusano del
pulmon (Dictyocaulus spp.) no fue afectado en ciervos rojos alimentados con TC. Los TC
reaccionan con las proteinas de alimentacién una vez que llegan al rumen pero se separan
en gran parte de las proteinas cuando la ingesta alcanza el abomaso debido al bajo pH. La
presencia de TC libres en la ingesta sugeriria entonces una ruta transcuticular de entrada a
los parasitos para los taninos, pero esto queda por dilucidarse (Debela et al., 2012).

Se ha informado que los TC interrumpen el proceso de desprendimiento de la vaina en L,
impidiendo asi el establecimiento de larvas infecciosas en el huésped y consecuentemente
la infeccion (Macedo et al., 2012). Los TC podrian actuar indirectamente, mejorando la
respuesta del herbivoro al parasito. Al hacer que la proteina no esté disponible para la
digestion y la absorcion hasta que alcanza el abomaso, mas acido y el intestino delgado.
Esta proteina de bypass de alta calidad mejora las respuestas inmunitarias y aumenta la
resistencia a los nematodos gastrointestinales. Los TC pueden actuar también directamente
mediante la union a la cuticula nematodo-a prolina y la estructura, rica en hidroxiprolina,
que cubre el cuerpo de nematodos. Los extractos de plantas con TC también pueden afectar
el desvainamiento de las larvas de la tercera etapa, un proceso dominante en las etapas
muy tempranas de la invasion larval al anfitrion (Copani et al., 2013).

Los mecanismos propuestos de la bioactividad antihelmintica de los TC implican la unién
directa de los mismos a las proteinas de los nematodos, que posteriormente bloguea los
procesos fisiologicos del parasito y / 0 modifica sus respuestas inmunitarias del huésped
para eliminar larvas infecciosas o gusanos adultos (Zhong et al., 2014).
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Estudios disefiados para probar la captacién de taninos por parasitos in situ indican que los
taninos perturban los procesos fisiologicos de los nematodos mediante la union a las
proteinas del parasito directamente y posteriormente el bloqueo de los procesos
fisiologicos, modificando las respuestas inmunes del huésped para eliminar larvas
infectantes o gusanos adultos (Zhong et al., 2014). De acuerdo a Mondal et al. (2015), los
TC producen actividad antihelmintica a través de una serie de mecanismos que incluyen
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, actividad antioxidante y su capacidad para

unirse con metales y proteinas.

4.7. Modo de accion de los flavonoides

Se considera generalmente que las propiedades antihelminticas de los extractos de las
plantas estdn relacionadas con su contenido en taninos condensados. Sin embargo, los
ensayos in vitro sugieren que algunas otras moléculas flavonoides, flavanoles, también
podrian poseer propiedades antihelminticas. La relacion dependiente de la dosis entre la
concentracion de taninos y/o compuestos flavonoides y la actividad antihelmintica ha sido
repetidamente demostrada tanto en ensayos in vitro como in vivo. Se ha sugerido que los
antioxidantes de flavonoides podrian tener una actividad antihelmintica (Akkari et al.,
2014).

Varios compuestos fenolicos simples (como el acido galico, &cido cafeico y los
flavonoides) que dan lugar a los taninos, también son conocidos por ejercer una accion
antihelmintica (Mondal et al., 2015). La eclosion de los huevos de nematodos comienza por
estimulos ambientales que producen la liberacion por parte de la larva de enzimas tales
como proteasas, lipasas y quitinasas con funciones de degradar la membrana del huevo. Los
compuestos flavonoides podrian actuar inhibiendo la actividad de estas enzimas. El efecto
antiparasitario de los flavonoides se atribuye a cambios en la actividad de las enzimas y/o

procesos metabolicos de los parasitos (Olimpia et al., 2016).

Se ha sugerido que los flavonoides antioxidantes pueden tener una actividad antihelmintica
y la concentracion de antioxidantes son también un indicador de flavonoides que pueden
potenciar antihelminticos comerciales (Akkari et al., 2016). Por otro lado, se ha

demostrado repetidamente la relacion dependiente de la dosis entre la concentracion de
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taninos y/o compuestos flavonoides y la actividad antihelmintica tanto en ensayos in vitro
como in vivo (Akkari et al., 2016). Los flavonoides extraidos de Trema orientalis, Urtica
dioica y Zanthozylum capense inhibieron la migracién larvaria de Haemonchus contortus
tanto como los taninos condensados. La precipitacion secuencial fraccionada de los
flavonoides que se producen en el material vegetativo de la planta junto con taninos
condensados usando polivinilpirrolidona (PVPP) elimind la actividad inhibidora de la

migracion de larvas (Fomum et al., 2017).

4.8. Modo de accion de las saponinas

La informacidn sobre las propiedades antiparasitarias especificas de saponinas es limitada,
aunque se han observado sus efectos antiparasitarios de una variedad de plantas y extractos
a veces con reducciones de huevos por gramo de heces hasta de un 80%. La accion
antiparasitaria de saponinas es debido a las gestiones antiproliferativas directas atribuidas a

cambios en el potencial e integridad de la membrana (Copani et al., 2013).

Los compuestos saponosidos usualmente actlan uniéndose a moléculas superficiales
(proteinas o esteroles) que inducen inhibicion de la expresion de la proteina, y/o lisis de la
célula. La expresion de las proteinas superficiales de los nematodos es especifica del
estadio larval. Por otra parte, los estudios han informado sobre una dosis dependiente con
efecto paralizante muscular de un extracto de la raiz del arbol de banano. El bloqueo
neuromuscular se invirtio por el calcio, lo que sugiere que el jugo del tallo del platano tiene
un efecto labilizante sobre el calcio celular. Los sapondsidos en el extracto metandlico
podrian unirse especificamente a las proteinas superficiales de la fase de desarrollo larvario
del parésito, explicando la eficacia especifica mayor de este extracto. Estos compuestos
podrian actuar inhibiendo el desarrollo larvario de H. contortus y causando su muerte
(Marie-Magdeleine et al., 2014).

Los mecanismos sugeridos implicados en la actividad antihelmintica de saponinas incluyen
disrupcion de la permeabilidad de la membrana celular a través de la formacion de poros,
desintegracion de los tegumentos en el sitio especifico, inhibicién de la fosfodiesterasa de
cAMP y Na +/ K + ATPasa (Mondal et al., 2015). El extracto etandlico de fruta cruda de
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Opuntia ficus-indica y el extracto etandlico del cladodio crudo, mostraron una inhibicion
significativa de la migracién de larvas con valores de EC50 de 0,27 y 0,74 mg / ml,
respectivamente, con una respuesta dosis-dependiente. Las saponinas y taninos en estos
extractos pueden actuar conjuntamente; las saponinas interactian con las membranas
celulares, dando lugar a la desestabilizacion y posterior aumento de la permeabilidad
celular que facilita la accion de los taninos sobre las proteinas intracelulares del parasito
(Féboli et al., 2016).

4.9. Modo de accion de terpenos

Se sabe que los compuestos terpenoides son activos frente a una amplia gama de
organismos. Algunos de ellos pueden ser bioactivos, mientras que otros pueden afectar a las
variables fisicas. Se sabe que los terpenoides y los flavonoides detienen el desarrollo
larvario de H. contortus (Marie-Magdeleine et al., 2014).

Los compuestos bioactivos de plantas podrian actuar de la siguiente manera:

1. Prevencion de cambios en la permeabilidad de la cascara del huevo. Si los MSP se
unen a las lipoproteinas de las membranas de la cascara del huevo, podria prevenir
el cambio requerido en la permeabilidad de la cascara del huevo, evitando la
liberacion normal de sustancias de eclosion como la trehalosa, que afecta la presion
osmotica en el huevo y que perjudica la eclosion.

2. Inhibicion de las enzimas responsables de la eclosion de huevos. Si los MSP se une
a las enzimas responsables de la eclosidn, blogueando la accion de las sustancias
que degradan la céscara del huevo, la inactivacion de estas enzimas (es decir,
metaloproteasas, lipasas, aminopeptidasas, etc.) puede causar una reduccion en la
velocidad de eclosion o incluso detener completamente el proceso.

3. Competencia con factores receptores de eclosién en la cascara del huevo; durante el
proceso de eclosion existen varios mecanismos de sefializacién ambiental, la
participacion de una interaccion receptor-ligando entre las membranas de
lipoproteina de cascara de huevo se ha propuesto como un importante mecanismo

de eclosion. Recientemente, las enzimas peptidasas se proponen como mediadores
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de eventos de sefializacion. Es posible que los MSP pueda unirse competitivamente
a factores de eclosion en la cascara del huevo, lo que podria resultar en un alto o un
retraso del proceso de eclosion (Vargas-Magafia et al., 2014).
El sinergismo suele desempefiar un papel importante para mejorar la bioactividad de
extractos de plantas. Asi, los productos vegetales que contienen una gama de fitoquimicos
con accién antihelmintica a menudo puede ser una buena opcion para controlar la

helmintiasis (Mondal et al., 2015).

La Tabla 1 muestra la informacion obtenida de 48 especies vegetales reportadas con efectos
antihelminticos para el control de Haemonchus contortus en diferentes regiones. Estos
datos pertenecen a diferentes familias botanicas como son fabaceas, asteraceae, anacardia,
annonaceae, araceae, lamiaceae y verbenaceae. Cabe sefialar que destaca con mayor
eficiencia en porcentaje para la inhibicion de eclosion de huevos Coriandrum sativum, de la
familia Apiaceae, que obtuvo 100% de inhibicion de eclosion de huevos de H. contortus a
0.15 mg ™! (Figura 3). Es indudable que las plantas ain conservan compuestos cuya
utilidad medicinal no se ha descubierto ni aprovechado por la mayoria de los productores

pecuarios.

La concentracion vegetal mas eficiente la reporta Acacia molissima con 100% de

mortalidad de Lz a una concentracion de 0.155 mg mL™ (Figura 4).
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Tabla 1.

Haemonchus contortus (Hc) en ovinos y caprinos.

Aporte cronoldgico a la fitoterapia para el nematodo gastroentérico

Afo Autor Planta Tipo Qe V_eh|culo/ Resultados obtenidos
estudio | Disolvente
Inhibicion completa de eclosién de
huevos vs Hc a 0.15 mg mL™.
2006 Eguale et Congndrun In vitro Aguay
al. sativum agua/alcohol
ED(50) de extracto acuoso fue 0.12
mg mL™" y de extracto hidroalcohdlico
0.18 mg mL™*
2008 Minho et Acacia In Vivo ACUOSO Con 0.155 mg mL™* hubo efectos
al. molissima inviables en 100% de L1 de Hc.
La CLs en inhibicion de eclosién de
Ademola et| Combretum . huevo fue 0.07 mg/ ml; la CLs, fue
2009 17y molle Invitro | Metanoliagua | 5 5~ o it en  viabilidad  y
desarrollo larval
Clsp =512.9 pyg mL™ para inhibicién
2009 Bacr;allya et Acacia nilotica | In vitro Metanol de eclosion 195.0 ug mL™* para
' desarrollo larval.
o ClLso =676.1 yg mL™* para inhibicion
2009 Bachaya et Z|Z|phus. In vitro Metanol de eclosion. 398.1 uyg mL™ para
al. nummularia
desarrollo larval.
A 5 mg/ml obtuvo 100% en inhibicion
de eclosion. A 80 mg mL™ obtuvo
2009 Oliveira et Cocos Invitro/ | Acetato de |99.8% de inhibicion de desarrollo
al. nucifera L. in vivo etilo larval. A 400 mg/kg se obtuvo una

media eficaz de 4.77% contra Hc
adultos (In vivo).
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Adamu et

Acanthus

A 25 mg mL™ obtuvo 91.8%
reduccion de eclosion de huevos. A

2010 al. montanus | " VIO AGUa | 540 mg mL inhibié desarrollo larval
en 67.0%.
DLso a 10.14 mg mL™ inhibié
Anacardium . Acuosoy |desarrollo larval en extracto acuoso y
2010 | Neryetal | " "p e VIO | iandlico. | Dlsp a 23.2 mg mL™ inhibié desarrolio
larval en extracto etandlico.
. . . -1 . f
2010 Quadir et Corlapdrlum In vivo ACUOSO A menos de 0.5 mg mL™ inhibe
al. sativum eclosion de huevos.
-1 .z
2010 | Qadir et al, Annona _ In vitro ACUOSO A 7.1 mg mL" reduce eclosion de
senegalensis huevos.
Se observo que la concentracion letal
Ademola et Vernonia . Metanol / | (CLsp) contra huevos fue de 224 ug
2011 . In vitro 3 L
al. amygdalina acuosos mL™. La CLsp en viabilidad larval fue
de 196.6 pg mL™.
Acuoso,
metanolico
(lixiviacion de | A concentracion de 50 mg mL™, los
2011 Aleméan et | Rhizophora In vitro corteza) y |tres extractos reducen desarrollo de
al. mangle L. acuoso total | Lz con 64.1% de efectividad a 4 d
(extraccion | postratamiento.
directa de
corteza).
Hussain et | Trianthema . Acuosoy | Reduccién de 85.6% huevos por
2011 In vivo ¥
al. portulacastrum metanol gramo de heces a 8 g Kg™~ (Hc).
Hussain et Musa . Acuosoy | Reduccién de 80.7% huevos por
2011 . In vivo 1
al. paradisiaca metanol gramo de heces a 8 g Kg
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EDs de extracto en eclosion de

Kamarai et | Androarafhis Acetato de | huevos fue 2.9 mg mL™. Y se obtuvo
2011 J o~ In vitro | etilo, acetona | 100% de inhibicién de eclosion de
al. paniculata L
y metanol | huevos e inhibicion desarrollo larval a
25 mg mL™.
Kamarai et Annona 100% de inhibicion de eclosién de
2011 al ] squamosa In vitro Metanol huevos e inhibicién desarrollo larval a
' Datura metel 25 mg mL™ (ambas plantas).
Leucas
martinicensis
Leonotis
ocymifolia
Equale et Senna _ Hidroalcoho- Inhibicion completa de eclosion de
2011 . . In vitro | . huevos a concentracion menor o
al. occidentalis licoy acuoso | . 1
igual a 1Img mL ™~ (Todas las plantas).
Albizia
schimperiana
Rumex
abyssinicus
Leonotis
ocymifolia
Con la planta se obtuvo 100% de
Equale et Leucas inhibicién del desarrollo larval a 50
2011 | al martinicensis | |, yitro Acuoso  |mgmL™;yconLm,As,y So se
' Albizia observo 99.9%, 99.3% y 96.4%
schimperiana respectivamente.
Senna
occidentalis
. -1 s -z
2011 Monteiro et Jatropha In vitro Etanol A 50 mg mL™ inhibio la eclosién de
al. curcas L. huevos en un 99.8%.
Dichrostachys . La inhibicion de desarrollo larval a
2012 | Arece et al. cinerea In vitro Acuoso 500 mg mL fue de 8.9%
2012 | Arece et al. In vitro

Dichrostachys

Eclosién de huevos de 66.5 % a 125
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cinerea Acuoso |[mgmL™
-1 0
2012 Macedo et Mentha villosa | In vitro Acuoso A 25 r.n,g mL= se qk?tuvo 97.6% de
al. inhibicion de eclosién de huevo.
Macedo et Tagetes A 2.5mg mL™ se obtuvo reduccién de
2012 g In vitro Acuoso eclosion de huevo en 96.8%. ECs
al. minuta
fue de 0.66 mg/ml
Son-de ACLOSO / A concentracion de 1200 pg mL™
2012 | Fernex et | Arachis pintoi | In vitro inhibié 100% del desvainamiento L;
acetona
al. de Hc.
Son-de L ., 1
Gliciridia . Acuoso/ | A concentracion de 1200 pg mL
2012 | Fernex et . In vitro S - 0
al sepium acetona inhibié migracion larval en 39.2%
Son-de Cratylia . Acuoso A concentracion de 1200 pg mL™
2012 | Fernex et argentea In vitro L s
/acetona | inhibié migracién larval en 66%.
al. 22386
Son-de . . 1
Cratylia . Acuoso/ | A concentracién de 1200 ug mL
2012 | Fernex et In vitro L .
al veranera acetona inhibié migracion larval en 35.9%
Barrabi- Azadirachta A 500 mg mL™" (Extracto semilla)
2013 | Puertaet | indica A. | Invitro Acuoso redujo eclosién en 99.1% y 88.8% de
al. Juss desarrollo larval hacia L3
De Aquino | Eucalyptus . Emulsion | Eficacia de 83.75% contra nematodos
2013 o In vivo . :
etal. staigeriana quitosano | abomasales a 365 mg/kg (hidrogel).
Diluido al 50% inhibi6 eclosion de
2013 Ferreira et Annona In vitro ACUOSO huevo en 84.91%. Diluido al 25%
al. muricata L inhibié motilidad larval en 89.1%

contra Hc.
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Residuo de pifia industrial durante 60

2013 Domingues Ananas In vivo Acuoso dias redujo huevos por gramo de
et al. comosus
heces en 42.2%.
Munauia et Lipiax Suspension acuosa de 260 mg/kg
2013 9 PP In vivo Acuoso redujo la carga de huevo en 64.9% a
al. graveolens :
19 d postratamiento.
Zapata et | Azadirachta Azadirachta indica a 1 mg mL™
al. indica inhibié 80% eclosion de huevo.
2013 Invitro | 01080/
acuoso
Nicotiana Nicotiana tabacum, a 1mg mL™
tabacum inhibié 99% eclosién de huevo.
99% de inhibicion de eclosion de
huevo a 10 mg mL™. CEs, 1.63 mg
Arisaema mL™. Inhibicién completa de
2013 | Zhu et al. franchetianum In vitro Oleoso desarrollo larval a 10 mg mL™ con
CE5=1.10 mg mL-1. 74.1 % de
inhibicion de migracion larval a 10 mg
mL-1.
A 7.5 mg mL-1 inhibié eclosién de
huevo en 99% y CEs,=0.48 mg mL™.
Arisaema . Inhibicion completa de desarrollo
2013 | Zhuetal. lobatum In vitro Oleoso larval @ 10 mg mL™ y CEs=0.73 mg

mL™. Inhibi6é 95.6% la migracion
larval @ 10 mg mL™,
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100% de inhibicién de eclosién de
huevos a 50 mg mL™ de extracto

2014 Achzrlya et ar?rrrllg’;ca In vitro l;/IDeI\t/laggl liofilizado. En migracion larval obtuvo
' 67.6% a concentracién de 50 mg mL’
! EDso=10.4 mg mL™
Present6 100% de inhibicion de
.. -1
Acharya et | Ericameria . Metanol / eclosion c_ie_huevos a 50 my mL de
2014 al NAUSE0SA In vitro DMSO extracto liofilizado. En migracion
' larval obtuvo 75.2% a 50 mg mL™.
EDso=4.0mg mL™.
. 0 Lo
Acharya et | Perideridia . Metanol / Prese_(lto 100% de inhibicion de
2014 : . In vitro eclosion de huevos a 50 mg/ml de
al. gairdneri DMSO o
extracto liofilizado.
) . A 125, 250 y 500 ug mL™ obtuvo
2014 ,Perez GI'C'.”d'a In vitro Metanol 27.7,46.2 y 49.7% de eficacia en
Pérez et al. sepium o -
inhibicion de eclosion de huevos.
; A 6.25 mg mL™ inhibi6 eclosién en
2015 | AlMAN | i sinensis | Invitro | Ve 80 g7 506, A 1.56 mg mL™ inhibié 81.6%
al. DMSO/agua
de desarrollo larval.
) A 6.25 mg mL™ inhibi6 eclosién en
2015 | Alemanet | Melaleuca L | Tween 80/ g0 50 A" 56 mg mL™ inhibic 97.6%
al. qguinguenervia DMSO/agua

de desarrollo larval.
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Artemisia

En 25 mg mL™ obtuvo 100% de
inhibicién de motilidad en L y adultos
de Hc. A la 4ta. semana post

2015 | Irum et al. maritima In vitro Metanol tratamiento tuvo reduccion de 86.4%
de huevos en heces (FECR) con 50
mg/kg.

En 25 mg mL™ obtuvo 75% de
Artemisia . inhibicién de motilidad en L; y 100%

2015 | Irum et al. vestita In vitro Metanol de inhibicién de motilidad en adultos
de Hc.

En 50 mg/ Kg la reduccién de huevos

2015 | Irum et al. Artemma In Vivo Metanol de H. contortus en heces (FECR) fue

maritima de 82.2% en la cuarta semana
postratamiento.
Artemisia En 50 mg/ Kg la reduccién de huevos

2015 | lrum et al. vestita In vivo Metanol en heces (FECR) fue de 86.36% en
la cuarta semana postratamiento.

Belemlilga Saba . A 15 mg mL™ obtuvo una Inhibicién

2016 etal. senegalensis In vitro Acuoso de eclosion de 93.63%.
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A 20 mg mL™ de fruto de M.
charantia, se presenté 68% de

Espinosa- Momordica mortalidad en L; desvainadas de Hc,
2016 | Moreno et charantia In vitro Acuoso alas 72 h. A 20 mg mL-1 de hojas de
al. M. charantia, se present6 53.83% de
mortalidad en L3 desvainadas de Hc,
alas 72 h.
Cydista
Espinosa- aequinoctialis A 20 mg mL™ de C. aequinoctialis, se
2016 | Moreno et In vitro Acuo0so0 obtuvo 39.57% de mortalidad en L3
al. Miers. desvainadas de Hc, a las 72 h.
Bignoniaceae
Espinosa- | Heliotropium A 20 mg mL™ de H. indicum se
2016 | Moreno et indicum L. In vitro Acuo0so0 obtuvo 19.75% de mortalidad en L3
al. Boraginaceae desvainadas de Hc, alas 72 h.
_ -1 PRIy
Pluchea Clsgo = 23}.21 mg mI__ para |nh|b|C|_?n
sericea de eclosion y ClLgy = 23.26 mg mL
2017 | Luck et al. - In vitro Acuoso respectivamente y CL50=20.36 mg
Artemisia
. mL-1y 27.18 mg mL-1, para
tridentata

mortalidad larval, respectivamente.
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion de eclosion de huevos a diferentes concentraciones

de extractos vegetales (mg mL™).
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Dichrostachys cinerea 8!89 500
Heliotropium indicum L.Boraginaceae 19.75 20
Cratylia veranera 3588 1.2
Gliciridia sepium 3@#2 1.2
Cydista aequinoctialis 35720
Rhizophora mangle L. I64%20050
Cratylia argentea 22386 IG6E 1.2
Momordica charantia INIGSEE"20
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Arisaema franchetianum 10
Leonotis ocymifolia 50
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Figura 4. Porcentaje de mortalidad de Ly extracto de planta en mg mL™

4.10. CONCLUSIONES

Dada la resistencia adquirida de Haemonchus contortus contra antihelminticos
convencionales a través del tiempo, se destaca la importancia del conocimiento sobre
compuestos bioactivos de plantas que se consideran alternativas para el control de
nematodos gastroentéricos en diferentes regiones climaticas del mundo. Los estudios sobre
actividad biolégica de estos compuestos han generado informacion valiosa acerca de
métodos para preparar extractos, la estructura quimica de sus componentes y la posibilidad
de aislar los compuestos més efectivos, ademas de indicar sus modos de accién y posibles

usos terapéuticos. Esas plantas producen compuestos organicos fundamentalmente de los
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siguientes grupos: aceites esenciales, acidos organicos, alcaloides, carotenos, fenoles,
fitoesteroles, flavonoides, glucésidos, lignanos, mucilagos, pectinas, polisacaridos,
quinonas, saponinas, taninos y terpenos. Autores de bioensayos in vitro recomiendan
validar sus resultados realizando estudios in vivo. Aunque el uso de extractos de plantas
como fitomedicamentos es cada vez mas popular como alternativa al uso de farmacos de
una sola molécula sintética, el conocimiento exacto de su estructura sigue siendo

justificado.
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V. CONCLUSIONES GENERALES

Los productores de bovinos, ovinos y caprinos deben recibir informacion que les permita
reconocer el valor de esta vegetacion como una fuente de forraje con alto valor nutricional
y como plantas que puede servir para el control de algunos tipos de parésitos de estos

rumiantes.
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