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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la actividad antihelmintica in vitro de los extractos de etanolicos
crudos (CE) y digeridos (ED) de ajo (A. sativum), cebolla (A. cepa) y artemisia (A.
ludoviciana) sobre los huevos y larvas infectantes (L3) de Haemonchus contortus y
Trichostrongylus colubriformis. Se llevd a cabo una investigacion que se dividié en dos
etapas. En la primera, se evalud el efecto de los extractos crudos sobre la microflora ruminal
utilizando la técnica de produccién de gas in vitro (Pgas). En relaciéon con lo anterior, no se
encontrd un efecto significativo en la produccion de gas dentro de los tratamientos utilizados.
Sin embargo, la microflora ruminal mostré un mejor comportamiento con el extracto de A.
sativum al 50%, A. cepa al 30% y A. ludoviciana al 40%. No obstante, se encontraron
diferencias significativas (P <0,05) entre los tratamientos con el nivel de inclusion al 50%, en
este caso A. sativum fue el que mostré un mejor comportamiento en la produccion de gas sin
afectar la microflora ruminal. Mientras tanto, en la segunda etapa: el extracto digerido produce
un mejor comportamiento a una concentracion inferior en comparacion con el extracto crudo
sobre la eclosion de huevos. Mientras que los extractos crudos y digeridos de A. sativum
fueron positivos sdlo con H. contortus. Ningun tratamiento fue eficaz en larvas de tercera fase
(Ls) de las cepas probadas. En conclusion, la técnica de produccion de gas in vitro permite
evaluar la actividad de los extractos crudos sobre la microflora del rumen antes de su
aplicacion in vivo. Por otro lado, sirve como modelo simulado de la digestion ruminal a partir
del cual se pueden recuperar los extractos digeridos para evaluaciones antiparasitarias in vitro.
Los resultados obtenidos en los ensayos de eclosién de huevos sugieren que los extractos
digeridos pueden mantener un posible efecto antiparasitaria post-digestion. Los datos
obtenidos en este estudio, estan destinados a servir como informacién preliminar para
comprender el comportamiento de los extractos vegetales utilizados como antiparasitario
dentro del huésped. Esto con el objetivo de estandarizar una metodologia que permita vincular
los resultados obtenidos en los ensayos parasitarios in vitro con los resultados obtenidos en los

ensayos in vivo.

Palabras clave: neméatodo, extracto vegetal, extracto digerido, produccion de gas in vitro,
digestibilidad ruminal.
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SUMMARY

In order to evaluate the anthelmintic activity in vitro of the crude ethanolic extracts (CE) and
digested (ED) of garlic (A. sativum), onion (A. cepa) and mugwort (A. ludoviciana) onto eggs
and infective larvae (L3) of Haemonchus contortus and Trichostrongylus colubriformis. An
investigation was conducted which was divided into two stages. In the First, the effect of
crude extracts on ruminal microflora was evaluated using the technique of in vitro production
of gas (Pgas). In connection with the above, It was not found a significant effect on the
production of gas within treatments with the three levels of inclusion used. However,
microflora ruminal showed a better performance with the extract of A. sativum to the 50%, A.
cepa to the 30% and A. ludoviciana to the 40%. However, significant differences (P <0.05)
between treatments with the inclusion level to the 50% was found, in this case A. sativum was
the one who showed a better behavior on the production of gas without affecting the ruminal
microflora. Meanwhile, in the second stagehe: the digested extract produces a better behavior
at a lower concentration compared with the crude extract about eggs hatching. While raw and
digested extracts of A. sativum were positive only with H. contortus. No treatment was
effective on third stage larvae (L3) of the strains tested. In conclusion, the technique of in vitro
gas production allows to evaluate the activity of crude extracts on rumen microflora prior to in
vivo application. On the other hand, it serves as a model simulated of ruminal digestion from
which can be retrieved the digested extracts for further antiparasitic evaluations in vitro. The
results obtained in trials of hatching eggs suggest that the digested extracts can maintain a
possible post-digestion parasitic effect. The data obtained in this study, are intended to serve
as background information for understanding the behavior of the vegetal extracts used as
antiparasitic inside the host. This with the aim of standardizing a methodology to link the

results obtained in vitro parasite tests with the results obtained in tests in vivo.

Keywords: nematode, vegetal extract, extract digested, in vitro gas production, ruminal

digestibility.
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1. INTRODUCCION

Las parasitosis gastrointestinales (PGI) en pequefios rumiantes representan una limitante a
nivel mundial debido a sus altos niveles de incidencia, prevalencia y frecuencia dentro de las

unidades de produccién (Angulo, 2005).

Dentro de las PGI, los nematodos gastrointestinales (NGI) son quienes inciden en mayor
proporcion sobre los ovinos provocando problemas como: inapetencia, mala digestion y
absorcion de nutrientes, inactividad de algunas enzimas intestinales, diarrea, anemia, entre
otros (Castro et al. 2007, Arece 2008%). Estos factores contribuyen a reducir la ganancia de
peso hasta en un 70% (Coop et al. 1982) interfiriendo con algunos indicadores productivos, y
ocasionando indices de mortalidad hasta del 50% sobre infestaciones graves (Knox et al.
2006).

Entre los NGI de importancia econdmica por su alta frecuencia en la ovinocultura resaltan
Haemonchus contortus (H. contortus), Trichostrongylus colubriformis (T. colubriformis) y
Oesophagostomun (Gonzélez et al. 2003, Olivares, 2006). H. contortus y T. colubriformis son
nematodos de ciclo monoxeno (huevo-larva- adulto) con fase larvaria libre. La infeccidn
ocurre como consecuencia de la ingestion de la larva infectante (L3) (Martinez 2010). H.
contortus es un nematodo hematdfago de interés para la ovinocultura debido a su alta
frecuencia (40-80%) y prolificidad (10 000-20 000 huevos por parasito al dia), logrando
sobrevivir a temperaturas superiores a los 15 °C y precipitaciones pluviales de 50 mm?® (Zérate
2008). Este se caracteriza por generar pérdidas de sangre (0.05 mL por parasito al dia) y dafios
severos a la mucosa del abomaso, ocasionados por la migracion de su forma traumatica (L),
lo cual trae como consecuencia descensos en la asimilacion proteica y en la concentracion
plasmaética (210-340 mL por dia) (Soulsby 1987). Por su parte, T. colubriformis es un parasito
quimidéfago que se nutre del contenido del tubo digestivo del huésped. Su patogenia se
relaciona con la abrasion que produce en las vellosidades intestinales ocasionando mala
absorcion, inapetencia, pérdida de peso, hipoproteinemia, diarrea y muerte (Sutherland y Scott
2009, Martinez 2010). Bajo este escenario, el control de la reproduccion y migracion larvaria
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de ambos paréasitos dentro del hospedero resultan claves para minimizar su propagacion y
efectos negativos sobre la produccion animal.

En las ultimas décadas, el control de los PGl se ha basado en el uso indiscriminado de
antihelminticos (AH) (Encalada et al. 2008), situacion que ha favorecido el creciente
desarrollo de la resistencia parasitaria con lo que se han incrementado los problemas sanitarios
y productivos de los animales (Jabbar et al. 2006, Geurden et al. 2014). El uso de estas
sustancias genera pérdidas cuantiosas para la ganaderia calculadas entre 220 a 367 millones de
ddlares al afio, debido principalmente al uso incorrecto de los farmacos y aplicaciones
repetidas (Emery y Wagland 1991, Sackett et al. 2006).

La creciente demanda por reducir los residuos de medicamentos en productos de origen
animal, la proteccion al medio ambiente y el alto costo de los AH convencionales, ha creado

un interés en la busqueda de métodos alternativos para el control parasitario (Molento 2009).

Las alternativas que actualmente se estan utilizando incluyen el control biolégico mediante
hongos nematdéfagos (Mendoza-de Gives et al. 2006, Ojeda-Robertos et al. 2008),
inmunizacion (Hein y Harrison 2005; Vercruysse et al. 2007), seleccion genética de animales
resistentes (Kahna et al. 2003, Greer 2008), inmunonutricion (Coop y Kyriazakis 2001, Nox et
al. 2006), asi como el uso de extracto vegetales (EV) (Athanasiadou y Kyriazakis 2004,
Hernandez et al. 2008). Esta Ultima opcion se ha propuesto como una alternativa organica, la
cual permite reducir la presion de seleccion de los NGI originada por el uso continuo de los
AH (Hernandez et al. 2014).

Entre los extractos crudos (EC) con reportes etnobotanicos antiparasitarios se encuentra el ajo
(A. sativum) y la cebolla (A. cepa). Sin embargo, los resultados cientificos no han aportado
pruebas definitivas para esta actividad bioldgica. Parece que A. sativum presenta resultados
favorables in vitro (Singh y Nagaich 2000, de Almeida et al. 2004, Veerakumari y Lakshmi
2006, Amin et al. 2009, Navaneetha y Veerakumari 2009, Ahmed et al. 2013, Shalaby y Farag
2014) e in vivo (Ayas et al. 2008, Strickland et al. 2009a, Fadzirayi et al. 2010, Lkhagvatseren
et al. 2010), pero tambien resultados negativos in vitro (Burke et al. 2009a, 2009b) e in vivo
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(Strickland et al. 2009b, Worku et al. 2009, Santos y Carvalho, 2014). Por su parte, A. cepa
también cuenta con reportes positivos in vitro (Mehlhorn et al. 2011, Abdel-Ghaffar et al.
2011) e in vivo (Klimpel et al. 2009) y algunos negativos in vitro (Bahmani et al. 2013) e in
vivo (Abdel-Ghaffar et al. 2011). Mientras que del estafiate (A. ludoviciana) no hay suficiente
informacion disponible que respalde su eficacia AH. No obstante, se han encontrado algunos
efectos positivos sobre protozooarios (Malagon et al. 1997; Said et al. 2005; Calzada et al.
2006; Calzada et al. 2007) y algunos otros negativos sobre NGI (Calzada et al. 2007; Acharya
et al. 2004). No obstante, plantas pertenecientes al mismo género han resultado de gran interés
por sus efectos positivos sobre parésitos, tal es el caso de Artemisia brevifolia (Igbal et al.
2004) y Artemisia absinthium (Tariq et al. 2009).

La supuesta propiedad antiparasitaria de los EC ha sido causa de controversia a pesar del
conocimiento de sus propiedades profilacticas y terapéuticas, debido a que no existe una
correlacion significativa entre los test in vitro e in vivo como lo muestran los estudios de
resistencia antihelmintica (RAH) a las drogas sintéticas (Athanasiadou y Kyriazakis 2004,
Moreno et al. 2010). La discrepancia en los resultados podria atribuirse al origen, temporada,
proceso de recoleccion y partes utilizadas del material vegetal; metodologia de extraccion y
solvente utilizado; y finalmente a la farmacocinética, biodisponibilidad y farmacodinamia de
los extractos vegetales in vivo (Makkar, 2003). Los resultados in vitro deberan ser siempre
validados in vivo antes de generalizar la propiedad antiparasitaria de los EC (Athanasiadou y
Kyriazakis 2004).

Debido que los EC se administran via oral en los animales y ocurre metabolismo de los
mismos en el rumen, resulta de interés conocer de manera preliminar si los ED mantienen un
efecto antiparasitario. Para ello, la técnica de produccion de gas in vitro (Pgas) resulta ser un
sistema de alta capacidad operativa y bajo costo (Bruni y Chilibrostes, 2001), la cual permite
determinar las tasas de degradacion de los alimentos por accién de la microflora ruminal
mediante el monitoreo de la Pgas durante determinados intervalos de tiempo (Posada y
Noguera, 2005). Este método se propone como un medio para evaluar en primera instancia los
efectos de los EV con posible accion antihelmintica sobre la microflora ruminal, mismos que

puedan perjudicar la digestibilidad de los alimentos, lo cual pudiese afectar la salud animal.
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Por otro lado, servir como un modelo de digestion ruminal simulada que permita recuperar los

ED con la finalidad de evaluar su actividad antiparasitaria in vitro.

El presente estudio tuvo como objetivo preliminar, evaluar la actividad de los extractos
vegetales de Allium sativum, Allium cepa y Artemisia ludoviciana sobre huevos y larvas

infectantes de nematodos de la familia Trichostrongylidae de ovinos.

EVALUACION IN VITRO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE A. SATIVUM, A. CEPA Y A. LUDOVICIANA SOBRE HUEVOS Y LARVAS INFECTANTES DE
H. CONTORTUS Y T. COLUBRIFORMIS

4



U.M.S.N.H. ANGEL IVAN HUERTA MELGAREJO L.LA.F.

2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Los nematodos gastrointestinales en los pequefios rumiantes

Los ovinos poseen una gran capacidad para transformar forrajes de baja calidad en productos
de alto valor nutricional como la carne, leche, huevo (Sievers et al. 2002). Los sistemas de
produccion ovina utilizan especies capaces de aprovechar los recursos naturales mediante el
pastoreo (Maingi et al. 2004). Sin embargo, diversas practicas de manejo favorecen la
infeccion directa o indirecta por NGI (Marquez 2003), lo que limita el desarrollo de la

industria ovina debido a bajas en la productividad (Herrera et al. 2013).

Las nematodiasis o tricostrongilidosis son quizé de las infecciones parasitarias mas frecuentes
del ganado ovino, practicamente la mayoria de los rebafios explotados en sistemas extensivos
sufren de esta infestacion, aunque la carga parasitaria puede variar de acuerdo al &rea
geogréfica, tipo de manejo, programas antiparasitarios, entre otros (Marquez 2003).

Los nematodos son un grupo de helmintos redondos no segmentados cuya morfologia es
semejante entre cada especie, aunque éstos presentan adaptaciones a la forma de vida
parasitaria. Estos pertenecen al Reino: animalia, Phylum: nematoda, clase: adenophorea
(Aphasmidia) y secernetea (Phasmidia); estds clases se dividen en sUper familias (ejem.
Trochostrongylidea), familias (ejem. Trichostrongylidae) y luego en géneros y especies (ejem.
H. contortus) (Lee 2002).

Existen alrededor de 20 000 especies descritas para los diversos géneros, aun quedan otros sin
clasificar. Dentro de la familia Trichostrongylidae se encuentra la mayoria de los neméatodos
del tracto gastrointestinal (Rodriguez et al. 2001), los cuales se caracterizan por ser individuos
de pequefia talla (4-5 mm), tener una capsula bucal ausente o rudimentaria en comparacion a

otros neméatodos. Los machos poseen una bolsa caudal copulatriz desarrollada.
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En el trépico mexicano los nematodos de interés son: Haemonchus, Trichostrongylus y
Oesophagostomun (Cuadro 1) debido a su patogenicidad, prevalencia e incidencia en los

rebafios ovinos (Gonzélez et al. 2003, Aguilar et al. 2005).

Cuadro 1. Principales especies de neméatodos en los pequefios rumiantes.

Parasito Localizacion Morfologia y talla
Haemonchus contortus Abomaso Macho: 10-20 mm

Hembra: 18-30 mm
Trichostrongylus colubriformis Intestino delgado Macho: 2.3-6 mm

Hembra: 3.2-8 mm
Oesophagostomun columbianum Intestino grueso Gusano nodulares: 8-20 mm

Oesophagostomun venulosum
Adaptado de Quiroz 2003.

Estos géneros son identificados por su morfologia y localizacion en el tubo digestivo de los
animales. En cuanto a su patogenicidad esta puede variar segln la biologia del parasito y el
numero de gusanos presentes en el tracto gastrointestinal del hospedero. No obstante, también

influye la sensibilidad del propio hospedero (Martinez 2010).

En la presente investigacién se utilizaron como modelo de estudio H. contortus y T.
colubriformis. Los cambios producidos por estos parasitos sobre la capacidad de absorcion de
la superficie intestinal pueden tener como consecuencia una alteracion en el equilibrio hidrico,
asi como en el intercambio de iones sodio y cloro. Por otra parte, pueden inducir cambios
morfoldgicos y bioquimicos en las células epiteliales y en las microvellosidades intestinales,
ademas de reducir el crecimiento esquelético por disminucion en el deposito de calcio y

fésforo en los huesos (Soulsby1987).
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2.1.1. Ciclo biologico

Figura 1. Ciclo bioldgico de los neméatodos gastrointestinales (Martinez 2010).

El ciclo bioldgico de H. contortus y T. colubriformis es monoxeno (huevo-larva-adulto) con dos fases:
una exdgena y otra enddgena (FIG. 1). En la fase ex6gena, de acuerdo a la especie, los huevos con un
nimero variable de blastdmeros (26-32) son liberados con las heces al medio ambiente externo
(Cordero et al. 1999, Véazquez 2000). Su tamafio oscila entre 70-90 mm, a excepcion de los
Nematodirus que rondan los 130 mm. Dependiendo de una éptima temperatura (22-25 °C), humedad
(60-70%), oxigenacion y luminosidad (Habela et al. 2002), los huevos eclosionan entre las 24-30 h
debido a la secrecidn de proteasas y quitinasa dando lugar a la larva 1 (L,), posteriormente en 2 6 3
dias evoluciona a larva 2 (L), entre los 4-7 dias esta larva se transforma en larva 3 (Ls) o estadio
infestante. Esta Ultima larva contamina los potreros o se incuba en la tierra para invernar nutriéndose
del alimento almacenado en las células que forman su intestino (Véazquez 2000). La infeccion de los
rumiantes se lleva a cabo a partir de la ingestion de Ls, las cuales presentan un fototropismo a la luz
tenue como sucede al amanecer y al atardecer, las larvas se desplazan con mayor facilidad a las puntas
de los pastos favoreciendo la infeccién (FIG. 2) (Liébano 2004, Arece y Rodriguez et al. 2010).

Segun Jorgan y Brain (1994), la distancia horizontal que la L; recorre activamente no excede

usualmente de 5a 10 cm.
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Figura 2. Migracion de larvas infectantes (Liébano 2004).

En la fase enddgena, la larva infectante muda en el rumen al haber un incremento de pH ocasionado
por la secrecién de la enzima leucina aminopeptidasa a través de las células neurosecretoras,
localizadas entre la base del esofago y los orificios excretores de la larva. Existe un desprendimiento
del casquete de la larva, el cual es presidido por la aparicion de un anillo refringente en la region del
casquete, con lo que las larvas ayudadas por su movimiento salen de la vaina (Hsu 1977, Liébano
2011).

Una vez que la larva se ha liberado de la vaina migra entre los 10 y 20 minutos post infeccién hacia el
organo blanco, H. contortus pasa a la mucosa fundica del abomaso (Arece y Rodriguez 2003), mientras
que T. colubriformis se sitia entre el epitelio y la membrana basal del intestino delgado.
Posteriormente, la larva entra en una fase del ciclo biol6gico denominada: fase tisular o histotrdpica.
Dos dias después, la larva emerge como larva 4 (L,). Durante este periodo se puede inhibir
temporalmente su desarrollo debido a condiciones fisiol6gicas adversas y permanecer como larva
hipobidtica hasta que las condiciones sean favorables. Seguido, la L, penetra las criptas glandulares
donde permanece 10-14 dias dando origen a la larva 5 preadulta (L5P) y después a un paréasito adulto.
Las hembras comienzan a ovipositar entre los 21 y 28 dias post infeccion (Aguilar et al. 2008, Aguilar
et al. 2011). Este periodo puede verse modificado segin la respuesta inmunitaria del hospedador
(Habela et al. 2002).
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2.1.2. Hipobiosis

Algunos generos de NGI presentan un fendmeno de inhibicion del desarrollo denominado
“hipobiosis”. Este consiste en un periodo de latencia y metabolismo disminuido como
respuesta a las condiciones ambientales o cambios fisiologicos en el huésped (Angulo 2005).
De esta manera, la larva asegura su sobrevivencia cuando las condiciones ambientales para la
transmision son inadecuadas Yy la supervivencia de las formas libres es minima (Gatongi et al.
1998). En el caso de H. contortus, el proceso se realiza después de formada la L, mientras que

en T. colubriformis sucede en la L3 (Cordero 1999).

Se han identificado tres factores desencadenantes de la hipobiosis:

1) Inhibicion estacional: Es un mecanismo disefiado por aquellos nematodos adultos de vida
corta como medio para sobrevivir durante los periodos de condiciones climéticas adversas y
hostiles. La hipobiosis es iniciada por una sefial ambiental recibida por las larvas L3z de vida
libre. Cuando la Lz infecta a un hospedador no continta su desarrollo, sino que se arrestan en
los tejidos del hospedador como Lj desenvainadas 6 como L, tempranas (Sommerville y
Davey 2002, Langrova et al. 2008).

En regiones del hemisferio norte con climas templados y frios, las larvas hipobidticas se
acumulan en el interior de animales que pastan durante el otofio ante la llegada del invierno.
La reanimacion de estas larvas hipobioticas ocurre al final del invierno o principio de
primavera cuando las condiciones ambientales son favorables. Por su parte, en regiones
templadas y célidas del hemisferio norte, la hipobiosis parece relacionarse con el comienzo de
la temporada seca, debido a que estas condiciones son un riesgo para la sobrevivencia y
desarrollo de las etapas de vida libre (Dopchiz et al. 2000; Sommerville y Davey 2002).

En el hemisferio sur el proceso de hipobiosis ocurre durante los meses de primavera e inicios
de verano. De modo similar, en regiones tropicales la hipobiosis es baja y por lo regular surge
en periodos secos (Fiel 1988, Romero y Boero 2001). EI mecanismo responsable de la

reanimacion no es conocido.

EVALUACION IN VITRO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE A. SATIVUM, A. CEPA Y A. LUDOVICIANA SOBRE HUEVOS Y LARVAS INFECTANTES DE
H. CONTORTUS Y T. COLUBRIFORMIS

9



U.M.S.N.H. ANGEL IVAN HUERTA MELGAREJO L.LA.F.

2) Inhibicion inmunoldgica: Mientras los animales pastorean ingieren continuamente larvas
infectivas que se desarrollan en adultos. Mientras la temporada de pastoreo continla, estos
animales desarrollan una respuesta inmunoldgica a las infecciones de los nematodos
(Sommerville y Davey 2002, Miller y Horohov 2006).

En las ovejas la maduracion de las larvas inhibidas inmunol6gicamente parece estar
relacionado con el parto (Quiroz et al. 2011, Goldberg et al. 2012). La produccion de un gran
numero de huevos, uno o dos meses, después del parto garantiza cantidades suficientes de L3

para infectar a un elevado numero de individuos susceptibles (Angulo 2005).

La inmunocompetencia se ve restaurada durante el destete cuando los niveles de prolactina
disminuyen y la carga de gusanos son expulsados a consecuencia del aumento de la respuesta

inmunoldgica (Beasley et al. 2010).

3) Reduccién por carga parasitaria: Debido al exceso de gusanos adultos se cree que un
hacinamiento estimula la inhibicion de las larvas infectivas entrantes. Estas detienen su
desarrollo hasta que la poblacion de gusanos adultos (GA) disminuye en ndmero o es
eliminada (Sommerville y Davey 2002).

Sin embargo, un alto grado de hipobiosis sobre corderos en pastoreo con inmunidad en
desarrollo, sugiere que son los factores ambientales mas que la respuesta inmunolégica los que
regulan el fendmeno. Por otro lado, en algunas regiones o paises los corderos comienzan
pastoreo en agosto o septiembre, presentando altos grados de hipobiosis de octubre hasta
marzo, lo que sugiere que el descenso de la temperatura no es un estimulo del todo necesario
(Quiroz et al. 2011). Desde el punto de vista patologico, es importante tener presente que una
desinhibicion de un gran nimero de larvas hipobidticas puede causar procesos graves sobre la

salud del animal.
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2.1.3. Patogenia

Los mecanismos patogenos que generan los NGI en el hospedero dependen del estadio en el
que se encuentre la larva (Ls, Lq, Ls y adultos), asi como de su localizacion anatémica (Angulo
2005). Uno de los principales problemas de las PG es la disminucion del apetito generado por
la liberacion de colecistoquinina a nivel del sistema nervioso central. Esta caracteristica es
comun para el parasitismo del abomaso, intestino e higado, cuya intensidad puede oscilar entre
un 15-20% en infecciones subclinicas cronicas hasta producir un cuadro de anorexia en
infecciones agudas. Esto tiene consecuencias nocivas sobre el crecimiento del esqueleto,

musculo y sobre el deposito de reservas corporales de grasa (Sykes y Coop 1982).

En el abomaso, las larvas se desarrollan en las glandulas gastricas provocando compresion,
inflamacién y edema de la mucosa (Romero y Boero 2001). Como resultado aumenta el
mucus y disminuye la produccion de &cido clorhidrico, el pH se eleva inhibiendo la
conversion de pepsindgeno a pepsina, incrementando la liberacién de gastrina y con ello
aumentando la permeabilidad gastrica del pepsindgeno a la circulacion y del plasma al lumen
(Kataria et al. 2008).

En el caso del intestino delgado, las larvas que penetran la pared intestinal como las de T.
colubriformis realizan su desarrollo bajo el epitelio generando inflamacion, separacion del
epitelio y aceleracion en la proliferacion de las células intestinales. Como consecuencia las
vellosidades crecen atréficas o deformadas disminuyendo su capacidad enzimética y la
absorcion de nutrientes (Parkins y Holmes 1989), generando pérdidas proteicas de 20 a 125 g
al dia (Poppi et al. 1986). Los cambios producidos en la capacidad de absorcién alteran el
equilibrio hidrico, asi como el intercambio de los iones de sodio y cloro, lo cual provocaria
una hipoalbunemia y una marcada diarrea (Parkins y Holmes 1989, Jara 2004).

En el intestino grueso se reduce el indice de conversion de alimento (Coop y Holmes 1996),
mientras que los nddulos formados en la pared intestinal interfieren con la motilidad,

produciendo una diarrea mucoide (Radostits et al. 2002).
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En el caso de los parasitos adultos existe un aumento de la accién hematdfaga de algunos
géneros (Haemonchus, Ostertagia, Mecistocirrus, Bonostomun), debido a un mayor
requerimiento de nutrientes. La actividad anticoagulante y el comportamiento de alternar el
lugar de alimentacion, incrementan el volumen de sangre perdida por parte del hospedador
(Angulo 2005). Tal como, H. contortus quien genera pérdidas de sangre de 0.05 mL por
parasito al dia. Durante su migracion hacia otros segmentos del aparato gastrointestinal H.
contortus provoca descensos sobre la asimilacion proteica y disminuye de la concentracion
plasmatica de 210 a 340 mL/dia (Soulsby 1987). En este caso, los niveles del 15% del
hematocrito son comunes debido a que su potencial bidtico (5 000-10 000 huevos por
hembra/dia) suele alcanzarse rapidamente (Romero y Boere 2001).

Las especies de Trichostrongylus que habitan el intestino delgado (T. colubriformis) son mas
patdgenas. Los adultos lesionan profundamente la mucosa por su accion expoliatriz. Por otro
lado, el tamafio de algunos neméatodos como Toxocara puede ocasionar obstruccion intestinal
(Angulo 2005).

2.1.4. Signos clinicos

Las parasitosis son consideradas como uno de los principales problemas que afecta la
productividad de los ovinos en pastoreo (Gonzalez et al. 2011). Estas afectan en mayor
medida a los animales jovenes en desarrollo (Caballero et al. 2009), ocasionando trastornos

gue comprometen su integridad, bienestar y salud (Sarmiento et al. 1999).

Las parasitosis inciden directamente en los ovinos provocando anorexia, reduccion en la
ingestion de alimentos, mala digestion y absorcion de nutrientes, asi como depresion de la
actividad de algunas enzimas intestinales, alteracién en el metabolismo proteico, anemia,
diarrea, entre otras (Arece 2008, Castro et al. 2008). Estos factores contribuyen a reducir la
ganancia de peso de 2-5 kg/mes en ovinos (Coop et al. 1982, Nari et al. 2003) y de 28-48
kg/aiio en bovinos (Soca et al. 2005), ocasionando mermas economicas que rondan los 45

millones de doélares/afio (Waller 2006), derivado de la resistencia y facil adaptacion de los
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PGI. En casos de infestaciones graves los indices de mortalidad superan el 50% (Knox et al.
2006).

La disminucion en el consumo estd asociada a la mala absorcion y a las modificaciones
metabdlicas. La mala absorcion es explicada por la alteracion de las mucosas y por el dafio a
las células productoras de acido clorhidrico en el abomaso, esto provoca una disminucién de la
digestion enzimatica, perturbaciones en la motilidad digestiva y modificaciones en la

permeabilidad de los epitelios (Hoste et al. 1997).

H. contortus es un parasito hematofago que se desarrolla a temperaturas superiores a los 15
°C, llegando a sobrevivir a precipitaciones pluviales por encima de 50 mm (Zarate 2008),
haciendo de él un parasito adaptable a diversas condiciones ambientales. Dentro de la
ovinocultura se han reportado frecuencias para este parésito que van desde el 40 al 80%,
debido a la alta prolificidad de las hembras (Vazquez et al. 2006, Rojas 2007). Por su parte, T.
colubriformis es quimiofago, se nutre del contenido del tubo digestivo del animal que parasita
(Martinez 2010). Su patogenia esta relacionada con la abrasién que produce sobre las

vellosidades intestinales ocasionando una mala absorcion de nutrientes (Hoste et al. 1997).

2.2. Resistencia antihelmintica

La RAH a las drogas es un problema para la produccion de ovinos en muchas partes del
mundo, incluido en nuestro pais (Cristel y Suarez 2006, Hernandez et al. 2006). La resistencia
se describe como la habilidad heredable de algunos parésitos para sobrevivir a la accion de
una 6 mas drogas a las dosis terapéuticas recomendadas (Taylor y Hunt 1989). La
determinacion de esta capacidad, se ve reflejada en un aumento significativo de individuos
dentro de una misma poblacion de paréasitos, capaces de tolerar dosis que han resultado letales
para la mayoria de los individuos de la misma especie (Fiel et al. 2001).

Los primeros reportes de RAH se presentaron en EE. UU., a finales de la década de los 50" y
principio de los 60” cuando se comunicO por primera vez la resistencia a la fenotiacina. En

1964 se observaron estas condiciones con el tiabendazol en H. contortus de ovinos (Romero y
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Boero 2001). Mas tarde, debido al amplio uso de los benzimidazoles (BZ) se encontro
resistencia sobre H. contortus y T. colubriformis. En Sudéafrica en 1976 y 1987 se encontraron
reportes de resistencia al levamisol (LV), morantel y lactonas macrociclicas (LMC). A partir
de estos reportes iniciales, las resistencia de los parasitos hacia los compuestos se ha extendido
por el mundo en diferentes especies de parasitos de pequefios rumiantes, bovinos, equinos

entre otras especies de animales domesticos (Marquez 2007).

En México, Ruelas et al. (1990), notificaron por primera vez la presencia de una poblacién de
H. contortus de ovinos resistente a BZ en Puebla. Campos et al. (1992), identificaron tres
poblaciones resistentes a albendazol, febendazol, oxfendazol y febantel en borregos. Por su
parte, Negrete et al. (1998), observaron nula efectividad del febendazol a dosis de 5mg/kg
contra H. contortus en ovinos de la ciudad de Chapa de Mota, Estado de México. Mientras
que, Salas et al. (1998), informaron de una baja actividad (34%) por parte de oxfendazol
contra H. contortus de ovinos en Tlapacoyan, Veracruz. Figueroa et al. (1999), detectaron la
misma tendencia en el mismo Estado con una poblacion de H. contortus resistente al sulfoxido

de albendazol en ovinos.

Actualmente se ha notificado RAH a BZ, levamisol (LV) (Castillo et al. 2000, Torres et al.
2003) e ivermectina (IVM) (Gonzalez et al. 2003, Hernandez et al. 2006, Montalvo et al.
2006).

La resistencia antihelmintica puede ser:

e Intrinseca: Se presenta cuando un paréasito es naturalmente insensible a una droga,
debido a la ausencia de receptores o a la imposibilidad del farmaco para entrar a la
célula (Méarquez 2003).

e Adquirida: Se presenta en los PGI que inicialmente son susceptibles a la accion
terapéutica de un AH, y que posteriormente dejan de serlo luego de la ocurrencia de
modificaciones genéticas que son heredables de generacion en generacion (Vasquez et
al. 2007).
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Dentro del hospedador, los GA se adaptan al antiparasitario con el que tengan contacto,

generando genes de resistencia en un proceso hereditario e irreversible (Wolstenholme et al.

2004). La continua seleccién y reproduccion de los nematodos resistentes aumenta la

frecuencia de genes resistentes en la poblacion. Por lo cual, la prevencién del establecimiento

es una alternativa para retardar la acumulacion de los genes resistentes (Sangster 1999). Los

hibridos resultantes de la combinacion de genes de resistencia y sensibles retardan la aparicion

de poblaciones de parasitos resistente (Sdenz et al. 1991).

Las diferentes modificaciones genéticas que se encuentran en el proceso de la resistencia

adquirida son:

Mutacion: el ADN de las células susceptibles del parasito es alterado, impidiendo que
la droga produzca su accion farmacoldgica. Las mutaciones seleccionan
principalmente poblaciones resistentes, por lo cual las generaciones siguientes

provendran de cepas resistentes (Vasquez et al. 2007).

Amplificacion genética: es causada por la produccion de genes que conllevan a una
produccion incrementada de sustancias cruciales en la accion de un farmaco,
convirtiéndolas en resistentes a las concentraciones normales de la droga que son

efectivas en condiciones normales (Vasquez et al. 2007).

Transferencia genética: las células susceptibles del parésito adquieren material
genético de otro ambiente u organismo introduciéndolo en su cromosoma, induciendo

asi resistencia a los AH o a una droga en especial (Marquez 2003).

La transferencia genética se divide en tres mecanismos basicos:

Transformacion: son piezas de ADN conteniendo los genes para resistencia a drogas,
los cuales son captados del ambiente por una célula sensible incorporandolo en el

cromosoma.
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e Transduccion: son genes de resistencia que son transportados desde una célula

bacteriana a la otra por medio de bacteridfagos.

e Conjugacion: genes de resistencia a drogas contenidos en un plasmido por una

conexidn directa formada en la bacteria por un Pili sexual (Véazquez et al. 2007)
La resistencia antihelmintica se presenta de diversas formas:
¢ Resistencia paralela: es un mecanismo que presentan los NGI ante algunas drogas de
estructura y mecanismos de accion similares como resultado del desarrollo de

resistencia hacia uno de ellos (Sonstegard y Gasbarre 2001).

e Resistencia cruzada: se presenta cuando se involucran sustancias quimicas de modo

de accion diferente (Marquez 2003).

e Resistencia multiple: se presenta cuando los parasitos son resistentes a la accion de

varias clases de AH no relacionados quimicamente (Vasquez et al. 2007).

2.2.1. Aspectos bioquimicos de la resistencia

Los cambios genéticos que conllevan a una serie de modificaciones bioquimico-moleculares

para la generacion de la RAH, segin Mottier y Lanusse (2001) pueden ser:

e Cambios estructurales y/o funcionales de las células que modifican la captacion
(llegada) de la droga al sitio de accién, produciendo modificaciones en su
metabolismo/inactivacion y/o reflujo celular afectando la capacidad de la droga para

acumularse intracelularmente.

e Alteracion del sistema enzimatico necesario para la accion farmacologica de la droga.
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e Alteracion de los receptores celulares por disminucion en el nimero o en su afinidad,
lo cual afecta la union del farmaco con su sitio de accion y por lo tanto, su efecto

farmacoldgico.

e Variaciones en diferentes procesos celulares que compensan o contrarrestan el efecto

inducido por un farmaco.

2.2.2. Factores que favorecen la aparicion de resistencia

Los diferentes factores que determinan la resistencia se pueden clasificar en externos e
internos. Los factores externos dependen del mecanismo de accion del farmaco, frecuencia de
los tratamientos, dosis, rotacion del compuesto activo y tiempo de accion del farmaco en el
organismo. Mientras que los factores internos dependen especificamente de los PGI y se
dividen en dos:

1) Las caracteristicas genéticas: heredabilidad, dominancia, nivel de resistencia y habilidad

bioldgica relativa y

2) Las caracteristicas bioldgicas: potencial reproductivo, intervalo entre generaciones,

estadio expuesto a la droga y proporcion de la poblacion en refugio (Vasquez et al. 2007).

2.2.3. Subdosificacion

Surge por fallas en el calculo del peso, debido a la estimacion visual del mismo por parte de
los ganaderos, lo cual favorece la seleccién de heterocigotos y el aumento progresivo de tipos

de resistencia poligénetica (Wolstenholme et al. 2004).

Los productos inyectables deben aplicarse en areas libres de lana (cara interna del muslo), ya

que suelen no penetrar correctamente la piel. Con las dosificaciones orales la situacion es
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diferente, la permanencia de las drogas en el tubo digestivo guarda correlacién con el
mantenimiento de niveles plasmaticos en el tiempo. Se ha demostrado que el nivel de llenado
del rumen afecta la velocidad del pasaje de los productos y con ello la disponibilidad. El
ayuno de 12 h previos a la dosificacion oral permite una mayor retencion de droga en el rumen
y un lento pasaje del contenido ruminal, con lo que la disponibilidad y absorcion del producto
resulta mas lenta y los niveles plasmaticos del farmaco son méas prolongados, permitiendo una

mayor exposicion de los parasitos (Hennessy 1994).

Las dosificaciones frecuentes son riesgosas cuando el intervalo entre ellas se encuentra cerca

del periodo prepatente (Wolstenholme et al. 2004).

2.2.4. Rotacion de antihelminticos

El uso continuo de un mismo grupo quimico facilita la seleccion y aumento de paréasitos
resistente a ese grupo. A partir de la década de los 80" se recomendé rotar anualmente las
drogas de amplio espectro. Esto basado en el hecho de que las poblaciones seleccionadas por
el AH “A” durante un ano solo les quedan dos posibilidades en la siguiente rotacién, morir sin
ser ingeridas o ser ingeridas por los huéspedes tratados con el AH “B”. Parece que esto
funciona cuando se trata de drogas sin persistencia (BZ y LV), pero es diferente en el caso de
algunas LMC de mayor persistencia. Ante ello, se han propuesto distintos esquemas de
rotacion para disminuir la posibilidad de fijacion de los alelos implicados en la resistencia
(Romero y Boero 2001).

Rotacion anual de las drogas de amplio espectro que resulten eficaces en test previos. Dada la
supervivencia potencial de una generacién de estrongilidos, es posible utilizar durante un afio
cada grupo quimico sin ejercer una presion de seleccién mayor. A esta posicion se ha expuesto
la posibilidad de que en un lapso menor se pueda exponer a la droga méas de una generacion de
larvas sobrevivientes a cada tratamiento (Romero y Boero 2001).
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Utilizacion simultanea de dos grupos quimicos en la oportunidad de cada tratamiento. En los
ultimos afios se ha promovido este sistema, segln el cual la posibilidad de tener individuos
sobrevivientes a un tratamiento es minima dado que es muy poco probable que un eventual
resistente a un grupo logre sobrevivir a una exposicion simultanea a otro grupo quimico. Esa
expectativa es relativa cuando se enfrentan poblaciones donde la resistencia esta ya establecida
a cada una de las drogas (Leathwick y Hosking 2009).

2.2.5. Tiempo de biodisponibilidad del farmaco

Los imidazotiazoles y BZ disminuyen rapidamente su concentracion plasmatica, reduciendo la
capacidad de los parasitos normales o en refugio a presentar genes de resistencia (Fiel et al.
2001). Lo cual no seria del todo satisfactorio en el caso de aquellos productos de accion
prolongada como moxidectin, quien ofrece un periodo de proteccion de 9 semanas con alta
persistencia en Haemonchus spp., y Ostertagia spp., provocando un efecto contrario (Nari
2001, Wolstenholme et al. 2004).

2.2.6. Poblacién en refugio

Cuando se aplica un tratamiento antiparasitario se afecta a la poblacion que se encuentra en los
animales. Sin embargo, es posible que en ese momento un nimero mayor de huevos o larvas
estén en el medio externo y no se expongan a la presion del medicamento, a esto se le conoce
como poblacién en refugio (Nari 2001, Wolstenholme et al. 2004). Dentro de las poblaciones
en refugio se encuentran las larvas hipobioticas (Torres et al. 2009). Diversos estudios
demuestran que la mayoria de los animales de un rebafio (70-80%) tienen bajas cargas de NGI
y sb6lo un bajo porcentaje tienen altas cargas, siendo estos ultimo el responsable de la
contaminacion parasitaria de las praderas (Hoste et al. 2001, Morales 2001, Van Wyk et al.
2006). Ademas se ha demostrado que estos mismos animales son quienes presentan altas

cargas parasitarias en los diagndsticos, por lo cual dichos individuos serian los Unicos que
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eventualmente se desparasitarian con la finalidad de no destruir el refugio interno de los
parésitos (Torres et al. 2009).

El mantenimiento del refugio en los animales se vuelve importante en aquellas zonas donde
existen condiciones de sequia prolongada (4-8 meses), como ocurre en la mayor parte de
México. En estas zonas los parésitos de vida libre que se encuentran en refugio en heces o
vegetacion mueren de acuerdo a condiciones ambientales (temperatura, desecacion, humedad,
etcétera), depredadores o debido a que no coincidieron con el huésped apropiado agotando sus
reservas. Una vez en el huésped los parésitos susceptibles y resistentes estardn sujetos al
efecto de las defensas inmunolégicas. Finalmente aquellos individuos que hayan superado
estds barreras y la accidén del farmaco seran los que desarrollen una resistencia para la
siguiente época de lluvia. Por lo tanto, desparasitar a todos los animales en este momento del
afio puede ocasionar que los Unicos parésitos sobrevivientes en la siguiente época de lluvias

sean resistentes (Wolstenholme et al. 2004, Torres et al. 2009).

Estudios previos demuestran que en las zonas tropicales con humedad ambiental elevada y
temperaturas calidas, las fases de vida libre pueden morir rapidamente, debido a que estas
larvas tienen una gran actividad de translacién en la vegetacion, lo cual reduce o agota sus

reservas de energia (Torres y Hoste 2008).

Segun, Fiel et al. (2001), cuanto mayor sea la proporcion de la poblacidn que esta en refugio,
mas lenta serd la seleccion para la resistencia. Sin embargo, los parasitos que poseen ciclos de
vida directos y cortos sufren mayor presion de seleccién para el desarrollo de resistencia que
aquellos que poseen ciclos de vida indirectos, ya que estos ultimos poseen varios estadios de

sus ciclos de vida presionados por la seleccién ambiental (Vasquez et al. 2007).
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2.2.7. Reversion de la resistencia

Una vez que se presenta RAH puede ocurrir una reversion a la susceptibilidad si se deja de
utilizar el principio activo por periodos prolongados, pero al utilizarlo nuevamente se alcanzan

rapidamente los niveles de resistencia anteriores (Prichard et al.1980, Kohler 2001).

2.3. Mecanismos de resistencia antihelmintica a los farmacos

Los AH constituyen hasta el dia de hoy el principal método de control contra neméatodos en
rumiantes, diversos métodos alternativos se estdn promoviendo por parte de la Food
Agriculture Organization y por el Consejo Nacional de Sanidad Animal de México
(Hernéndez et al. 2006).

Estos productos quimicos se caracterizan por su amplio margen de seguridad, amplio espectro
y actividad contra formas maduras e inmaduras de los parasitos. Sin embargo, el efecto
antiparasitario de estos compuestos es muchas veces limitado por la eficacia intrinseca de los
compuestos, sus propiedades farmacocinéticas, las caracteristicas biologicas de los animales y
de los parésitos, asi como por la alta resistencia que han generado los parasitos a todos los

compuestos (Méarquez 2007).

Los AH de amplio espectro se agrupan en cinco familias segun sus mecanismos de accion,
cada uno de estos grupos posee varias moléculas que comparten los mismos mecanismos de

accion (Romero y Boero 2001).

e Benzimidazoles y Probencimidazoles
e Imidazotiazoles

e Lactonas macrociclicas

e Organofosforados

e Salicilanilidas
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Se ha identificado con precision la naturaleza genética de la resistencia derivada de la
mutacién del genoma de los parésitos resistentes, respecto de los susceptibles a las diferentes

drogas (Romero y Boero 2001)

2.3.1. Benzimidazoles

Los BZ actuan inhibiendo la polimerizacion de la tubulina para formar microtdbulos, de tal
manera que la resistencia a estos productos esta asociada con mutaciones en los genes de -
tubulina causando la pérdida del receptor localizado en el extremo N-terminal de dicha

proteina, inhibiendo la unién de la droga (Wolstenholme et al. 2004).

Se han identificado dos isotipos de B-tubulina (isotipo 1 e isotipo 2) (Lubega 1994). Prichard
(2000), demostro que las mutaciones en el codon 200 ¢ 167 de la B-tubulina llevan a que se
pierda la union a BZ con el consecuente desarrollo de resistencia. La mutacion con mayor
incidencia de resistencia a BZ se asocia a cambios en el isotipo 1, donde el polimorfismo Fe
(hierro)-Tir (tirosina) se expresa en el codon 200 de B-tubulina (Kwa 1994; Silvestre y Cabaret
2002).

Se han logrado observar cambios en tres aminoéacidos del isotipo 1 de H. contortus
susceptibles (HS-BZ) (Geary et al. 1992) y resistentes (HR-BZ) (Kwa et al. 1993), el primer
cambio se mostré en la posicién 76 donde fenilalanina (HS-BZ) es remplazada por valina
(HR-BZ), el segundo cambio se observé en la posicion 200 donde fenilalanina (HS-BZ) es
remplazada por tirosina (HR-BZ) y el tercer cambio se encuentra en la posicion 368 donde
valina (HR-BZ) es remplazada por isoleucina (HS-BZ).

En los primeros estudios se lograron detectar en poblaciones de HR-BZ un segundo
polimorfismo de Fe-Tir en el codon 167 de B-tubulina del isotipo 2 (Prichard 2001), el
polimorfismo de este coddn también estaba presente en Teladorsagia circunmcita, pero no en
T. colubriformis (Silvestre y Cabaret 2002).
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El grado de resistencia depende de la acumulacion de mutaciones de Fe 200 Tir en otros
codones de los isotopos 1y 2 de B-tubulina (Beech 1994, Roos 1995, Prichard et al. 2000), o
bien de ese tipo de mutaciones en el isotipo 1 seguido por una pérdida de locus del isotipo 2
(Véasquez et al. 2007).

En los mamiferos la B-tubulina posee tirosina en la posicion 200, es poco probable que la
resistencia a los BZ pueda solucionarse con cambios en la quimica de la droga para mejorar su
toxicidad, debido a que la B-tubulina del huésped como de los neméatodos mantienen la misma

afinidad, este factor reduciria su margen terapéutico (Vasquez et al. 2007).

Ademas de tales cambios en los isotipos, informes sugieren que la modulacion de la actividad
de la bomba de salida P-glicoproteina de la membrana celular podria contribuir a la resistencia
aBZen T. colubriformis (Kerboeuf et al. 2003).

2.3.2. Imidazotiazoles (levamisol) y tetrahidropirimidinas (morantel, pirantel)

ElI LV es el AH colinérgico méas utilizado, este actla como agonista en los receptores
nicotinicos de acetilcolina (NAChR) en la unién neuromuscular del neméatodo causando una
parélisis espastica. Las cepas resistentes a LV también lo son a morantel y pirantel, aunque

son quimicamente diferentes poseen el mismo mecanismo de accion (Prichard et al. 1980).

Mottier y Lanusse (2001), sugieren que la expresion de la resistencia de los NGl al LV se debe
a la alteracién o reduccion en el nimero de receptores colinérgicos, o bien a la menor afinidad
a estos receptores por parte del compuesto. Lo anterior se ve reflejado en un incremento de la
desensibilizacion de los receptores permaneciendo por menos tiempo abiertos, disminuyendo
la despolarizacion y por consecuencia generando una menor contraccion (Sangster et al.
1998).
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Este fendmeno de debe en parte a los alelos como: Lev-1, unc-29 y unc-38 encontrados en C.
elegans que codifican para subunidades proteicas que forman los canales idnicos nicotinicos

del nematodo (Flemming et al. 1997).

Se ha descrito la mutacion generada en Lev-1 para la generacion de resistencia. Esta mutacion
se ha observado en el poro ionico del receptor nicotinico donde se da el remplazo de acido
glutdmico por lisina en la posicion 237 (Flemming et al. 1997). Este cambio es suficiente para
alterar el canal ionico, pasando de cationico a aniénico, inhibiendo la excitabilidad del canal.
Ademés Lev-1 posee un segundo aminodcido, leucina, en el poro del canal i6nico en la
posicion 247 (Galzi et al. 1992). En general esta mutacién incrementa la desensibilizacion del
receptor colinérgico y reduce la afinidad por el LV disminuyendo su efecto (Martin 1997).

Los nematodos poseen una gran familia de nAChR vy los esfuerzos de clonacion molecular
hasta el momento no han podido revelar cualquier polimorfismo asociado con la RAH
(Sangster y Gill 1999).

Existen resultados que sugieren que la resistencia genética pudiese estar ligada al sexo con un
gen en T. colubriformis y O. dentatum, pero en H. contortus podrian estar involucrados
multiples genes (Wolstenholme 2004).

2.3.3. Lactonas macrociclicas

Estos farmacos actian como agonistas de elevada afinidad sobre la subunidad o de canales
selectivos a cloro presentes en nematodos y artrépodos. Los canales estdn compuestos por
cinco subunidades proteicas que combinadas entre si forman un pentamero. El ligando natural
en invertebrados de estos canales ionicos es el glutamato (Glu), estos receptores estan
ubicados, en mayor medida, en celulas somaticas de la bomba faringea, Gtero y neuronas, por
lo que la exposicion al farmaco afecta la motilidad, capacidad de alimentacion y fecundidad
(Yates et al. 2003).
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2.3.3.1 Mecanismos relacionados con los receptores GluCl

Mediante clonacién y expresion se identificaron dos subunidades del canal i6nico GIuCl en
Caenorhabditis elegans (C. elegans): La subunidad GluClal y GluCIp, quienes resultaron
sensibles a Glu pero no a la IVM. Aquellas subunidades pueden ensamblarse y formar canales
sensibles a Glu como a cualquier avermectina (AVM) (Liu et al. 2004). Por lo tanto, la
resistencia a AVM en C. elegans se da por mutaciones simultaneas en los tres genes: Glc-1,
Avr-14 y Avr-15, los cuales codifican para las subunidades: GluClal, GluCla3® y GluClo3"; y
GluCla2, respectivamente (Dent et al. 1997, Dent et al. 2000). La presencia de mas de una
subunidad a en el receptor GluCl indica la presencia de mas de un sitio de accion para IVM
(Mottier y Lanusse 2001).

También se observaron mutaciones en los genes unc-7 y unc-9, quienes restringen el efecto de
AVM sobre las neuronas con receptores GIuCl sin alcanzar el musculo faringeo. Mientras que,
la IVM puede inhibir directamente el musculo faringeo mediante dos vias: 1) a través de la
subunidad que codifica el gen Avr-15, y 2) a través de Avr-14, unc-7 y unc-9, expresados en la
neurona extra faringea (Dent et al. 2000). Mediante técnicas de clonado se ha logrado
identificar dos genes en H. contortus y A. suum (HCcGBR2A y HcGBR2B), los cuales
presentan alta homologia con el gen Avr-14 (Jagannathan et al. 1999).

La resistencia a la VM también se ha relacionado con una disminucion en la permeabilidad de
la cuticula, mediante genes denominados Dyf, cuyo producto de expresion es responsable de
esta captacion. Por ejemplo, cuando mutan “osm-1” confiere resistencia, debido a que la
cuticula de los parésitos es menos permeable a la droga, la cual no puede alcanzar su receptor
(Dent et al. 2000).

2.3.3.2. Mecanismos de resistencia que involucran a la glicoproteina-P (Gp-P)

Dentro de los potenciales mecanismos de resistencia a las AVM se ha propuestos el flujo de
droga mediado por la Gp-P (Kerbouef et al. 2002). Esta es una proteina transportadora de

membrana de mamiferos y algunos parasitos asociada al fendmeno de resistencia a maltiples
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drogas. Considerando que diversas Gp-P expresadas por los parasitos difieren en algunas
cuestiones con la de los mamiferos (Williamson y Wolstenholme 2012), se abre el panorama a
desarrollar inhibidores especificos de estas proteinas a nivel parasitario que no interaccionen
con proteinas transportadoras en el huésped, evitando interferencia con otras funciones
fisiologicas (Lifschitz et al. 2011).

Su localizacion sugiere que la Gp-P cumple un papel en la regulacion del transporte de
farmacos a través de las membranas celulares por un proceso dependiente de energia
(Lifschitz et al. 2011). De esta manera, esta proteina participa en los procesos de absorcion,
distribucion y excrecién de diferentes xenobidticos (Lanuse et al. 2005).

La estructura y/o la transcripcion del gen de la Gp-P estan alteradas en nematodos resistentes a
endectocidas (Xu 1998). Estudios en poblaciones de H. contortus encontraron evidencia de la
asociacion de genes Gp-P con IVM (Blackhall et al. 1998). Sin embargo estos resultados no
son consistentes (Sangster et al. 1999). Por su parte, Le jambre (1999) indica que un gen de

Gp-P en H. contortus no determina la resistencia.

Lifschitz et al. (2011), evaluaron la expresion de Gp-P en cepas de H. contortus resistentes y
susceptibles a IVM, encontrando que la expresién de la proteina fue mayor en cepas
resistentes que en susceptibles. Lo mismo se pudo contemplar con los estudios de Xu 1998,
quien determino que el ARNm de la Gp-P esta presente en cantidades mayores en H. contortus
resistentes a IVM. Lo anterior sugiere que la Gp-P se encuentra sobre expresada en nematodos

resistentes.

Varios autores demostraron que hay cuatro genes y al menos 50 diferentes alelos Gp-P en H.
contortus (Sangster 1999, Xu 1998). Dos familias de genes que codifican para la Gp-P (PGP-
A en H. contortus y A28) (Sangster 1999) y para las subunidades del canal GIuCL son

seleccionadas por tratamientos repetidos con IVM o Moxidectina (Blackhall et al. 1998).

Por consiguiente, podria enunciarse que la resistencia a AVM es poligénica y estaria asociada
a modificaciones de las subunidades de receptores GIuCl y/o a la variacion o expresion
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incrementada de la Gp-P, lo cual impediria alcanzar concentraciones activas de la molécula

antiparasitaria en el receptor de glutamato del parasito resistente (Kerboeuf et al. 2003).

2.4. Métodos para el diagndstico de resistencia parasitaria

Actualmente la mayoria de estas técnicas son empleadas en la evaluacién AH de EV.

2.4.1. Pruebas in vitro

2.4.1.1. Prueba de eclosion de huevos

Esta prueba fue desarrollada para la deteccion de resistencia a los BZ (Marquez 2003). Se basa
en el aislamiento e incubacion de huevos no desarrollados de nematodos en diluciones
seriadas de BZ durante 48 h a 26 °C (Alvarez et al. 2002). Posteriormente, se determina el
porcentaje de los huevos eclosionados en cada dilucién y se corrige la mortalidad natural
observada en el lote control (Morrondo 2008).

Por lo tanto, la dosis discriminante es la que logra matar el 99% de los huevos susceptibles, de
modo que los que sobreviven a esta concentracion seran resistentes al farmaco (Coles et al.
2006).

Se ha observado que los huevos de las cepas susceptibles raramente eclosionan a
concentraciones por encima de 0.1 pgml de algin AH (Coles et al. 1992). Entre los
inconvenientes de esta técnica destaca la necesidad de huevos no embrionados ya que poseen
mayor susceptibilidad y los BZ s6lo acttan sobre el huevo en la primer parte del desarrollo
(Cutulle et al. 1999). Un inconveniente de los nuevos BZ como el febendazol es que resultan
inadecuados para la prueba por su escasa solubilidad y bajo poder ovicida (Lacey y Pichard
1986). Por lo cual, el TBZ es el compuesto empleado en mayor medida por su solubilidad en
agua (Coles et al. 2006). Otra consideracion a tomar en cuenta es que los huevos embrionados
y larvados se cuentan, esto puede llegar a dar resultados falsos positivos (Cutullé et al. 1999).
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2.4.1.2. Prueba de motilidad larval

Est& prueba se desarroll6 especialmente en larvas de Ostertagia ssp., y Haemonchus spp., se
basa principalmente en que algunos productos como LV, pirantel y morantel actian

produciendo paralisis en los NGI.

Las larvas de los NGI son expuestas durante 24 horas a diferentes concentraciones de una
determinada droga (Gill et al. 1991), para después evaluar el grado de motilidad larval en un

medidor de micromotilidad (Morrondo 2008).

El ensayo de motilidad larval se ha probado in vivo para valorar la capacidad del mucus
gastrointestinal en la inhibicién de la migracién larvaria. En cuanto a esto, las ovejas que
presentan resistencia antiparasitaria provocan una mayor inhibicion en la motilidad larvaria

respecto de las ovejas susceptibles (Garcia et al. 2003).

Esta préctica se vuelve subjetiva al momento de valorar la pardlisis larvaria, lo cual conduce a
falsos positivos. Debido a que posterior a la administracion del tratamiento los parasitos
pueden permanecer inmoviles pero continuar vivos (Kotze et al. 2004). Ante esta situacion,
Satou et al. (2001) utilizaron 40 ul de agua caliente a 50°C para estimular la motilidad de
gusanos no afectados por la droga.

2.4.1.3. Prueba de pardlisis larval

Esta prueba se desarrolla para detectar resistencia al LV y morantel (Martin y Le jambre
1979). La técnica se basa en determinar el porcentaje de Lz paralizadas después de haber sido

expuestas por 24 h a diluciones seriadas del AH (Taylor et al. 2002).

La prueba tiene la ventaja de utilizar L3 facilmente obtenidas por coprocultivo que permiten
ser almacenadas en refrigeracion por largo tiempo (Dobson et al. 1996). Sin embargo, presenta
una serie de desventajas, por ejemplo: Ocurre una dosis respuesta atipica, por lo que altas

concentraciones de LV son menos efectivas para inmovilizar a las larvas, otra desventaja es la
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subjetividad que se presenta en la técnica a la hora de valorar la paralisis larvaria, conduciendo
a falsos positivos (Cutullé et al. 1999). Por otro lado, la incubacion por tiempo prolongado
induce a un cambio en el porcentaje de motilidad larval (Martin y Le Jambre 1979). La
reversibilidad de la paralisis es uno de los fracasos de este método (Garcia et al. 2003, Kotze
et al. 2004).

2.4.1.4. Prueba de desarrollo larval

La prueba se basa en exponer huevos de NGI a diluciones seriadas de un farmaco, utilizando
medios de cultivo especificos e incubandolos por 7 dias a 26 °C hasta alcanzar el tercer
estadio. Para la evaluacion se recomienda utilizar un control Gnicamente con medio nutritivo
(Méarquez 2003). Esta técnica requiere de un monitoreo continuo de la placa incubada hasta la
terminacion de la prueba, ademas de huevos libres de desechos orgénicos (Cutullé et al. 1999).

2.4.1.5. Prueba de desarrollo para adultos

Las técnicas para el cultivo de parésitos adultos se consideran practicas, pero poseen sus
limitantes, los cultivos tienden a ser delicados. Habido poco progreso en esta area, debido a la
complejidad de las técnicas de cultivo requeridas y las consideraciones de viabilidad de cada
parésito fuera del huésped. Sin embargo, los ensayos de desarrollo de adultos in vitro para
detectar la resistencia de BZ en H. contortus han sido satisfactorios (Small y Coles 1993) y se

ha logrado su cultivo hasta la etapa adulta (Stringfellow 1984, 1986).

En todos los ensayos in vitro el porcentaje de eclosion y mortalidad se corrige en base a la
mortalidad natural de los controles, los datos se someten a analisis “probit” para estimar la
DLsoy DLoo.
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2.4.2. Pruebas in vivo

2.4.2.1. Prueba de la reduccion de la oviposicion

Determina el efecto del AH sobre los GA dentro del huésped, el cual imposibilita la
oviposicion. En comparacion con la prueba de EHA que basa su actividad ovicida (Von
Witzendorff et al. 2003).

Se han desarrollado diferentes métodos para calcular el porcentaje de reduccion de huevos en
heces (Duncan et al. 2002). Se contempla que un porcentaje superior al 90% en la oviposicién
después de un tratamiento de 7 a 10 dias es indicativo de RAH (Coles et al. 1992, Kumar y
Yadar 1994, Garcia et al. 2003).

Para llevar a cabo la prueba se recomienda utilizar 10 animales por evaluacion entre 3-6 meses
de edad o bien, que presenten recuentos de huevos mayores a 150 huevos por gramo de heces
(hpg), ademas de contar con un grupo control para conocer las posibles variaciones durante el
periodo de estudio. En cuanto a la toma de muestras fecales se sugieren los siguientes
periodos: LV (3-7 dias), BZ (8-10 dias) y AVM (14-17 dias) (Coles et al. 2006).

Los resultados en la prueba de reduccién de oviposicion pueden no proporcionar informacién
suficiente para su interpretacion, ya que la eficacia antihelmintica no se puede estimar con
precision, debido a que la prueba solo mide la produccion de huevos por gusanos maduros.
Por lo tanto, la cantidad de huevos no siempre se correlaciona con la cantidad real de gusanos

presentes en el huésped (Taylor et al. 2002).

Sangster et al. (1979), encontraron una buena correlacion entre los recuentos de huevos y la
cantidad de GA de H. contortus dentro del huésped, pero no para T. colubriformis. Mientras

que, Martin et al. (1985), no observaron correlacion para O. circumcinta.
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2.4.2.2. Prueba de eficacia antihelmintica controlada

Se determina por la comparacion de poblaciones de PGI en grupos de animales tratados y
control distribuidos aleatoriamente. La necroscopia, identificacion y conteo del total de PGI
adultos recuperados de la luz intestinal de los animales son comparados entre los dos grupos
(Marquez, 2003). Este método es por lo general aplicado cuando existe un interés especial
para confirmar resistencia o efectividad de un farmaco. No obstante, el costo de los animales
involucrados en la necropsia, asi como el recuento e identificacion de los parésitos desalienta

esta metodologia (Garcia et al. 2003).

2.5. Metodos alternativos para el control parasitario

Debido a la disminucion en la eficacia de las drogas antihelminticas, se han realizado
esfuerzos para desarrollar métodos alternativos que permitan el control de los PGI (Hoste et
al. 2006, Ketzis et al. 2006). Algunas préacticas disminuyen el uso de tratamientos AH,

aletargando el desarrollo de RAH.

Dado que la dependencia de los farmacos para el control de los parasitos ha resultado
insostenible tanto ambiental, econémica y socialmente por el incremento de los costos, el
incremento de la resistencia parasitaria y la presencia de residuos quimicos en carne, leche y
otros derivados, se hace necesario el cambio de estos enfoques de control, en tanto la
combinacion de distintas herramientas ha demostrado mayor eficiencia (Marquez 2007).

2.5.1. Seleccidon de animales resistentes

La intensidad o niveles de infestacion no son similares en todos los animales de un rebafio
(Pino et al. 2002). La identificacion de aquellos individuos que bajo las mismas condiciones
de manejo presentan caracteristicas genéticas propias a la resistencia contra NGI de manera

natural, es un factor importante para la produccion 6ptima (Torres y Hoste 2008).
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La seleccion de animales dentro de un sistema de produccion se basa en tres premisas:

1) Animales resistentes: Son aquellos individuos capaces de resistir el establecimiento y
posterior desarrollo de las larvas infectantes ingeridas, asi como disminuir la velocidad de
desarrollo de los diferentes estadios larvarios, lo cual sugiere que los animales resistente
poseen bajas cargas parasitarias y las hembras presentes mantienen niveles bajos de postura
(Morales et al. 2005). EI aumento de la resistencia de los animales reduce la contaminacion de
las pasturas, disminuyendo la disponibilidad de larvas infectantes para los animales en
pastoreo (FAO 2003).

2) Animales resilientes: Es la habilidad del animal de mantener niveles productivos

aceptables a pesar de la infeccidn parasitaria (Morales et al. 2006).

3) Animales acumuladores: Son aquellos animales que dentro del rebafio albergan altas
cargas parasitarias. A diferencia de los animales resilientes, los acumuladores experimentan
los efectos de los NGI y constituyen la fraccion dentro del rebafio que constantemente debe ser
tratada (Morales et al. 2002).

Existen diferencias importantes entre animales resistentes y resilientes desde el punto de vista
epidemioldgico, los animales resistentes no son contaminadores potenciales de las praderas
(Hunt et al. 2008), mientras que los resilientes al mantener altas cargas de parasitos entre ellos
hembras adultas potencian la contaminacion de praderas (Morales et al. 2005).

El desarrollo de la tecnologia genética ha permitido la deteccién de marcadores propios de la
RAH, los cuales puede ser distinguidos de los componentes ambientales (Hunt et al. 2008).
Este mecanismo constituye un caracter de gran importancia que debe ser considerado a la hora
de establecer un programa de seleccion natural (Benhnke et al. 2009, FAO 2003). Aun se esta
buscando la forma de integrar esta tecnologia en el manejo de produccion de los rebafios
(Jackson et al. 2009).
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2.5.2. Inmunizacion animal

Desde hace tiempo se ha reconocido que los rumiantes expuestos constantemente a los NGl se
vuelven resistente, es sélo en la ultima década que comenz6 a tomar importancia la evaluacion

de antigenos para aumentar la inmunidad de los huéspedes (Knox et al. 2003).

El grado de inmunidad de la vacuna esta altamente correlacionado con el titulo de los
anticuerpos (Munn et al. 1997, Smith et al. 1999), este puede ser transferido por inmunidad
pasiva a las ovejas a través del suero (Smith 1993) o a corderos mediante el calostro (Andrews
et al. 1995).

Varios tipos de proteinas se han utilizado para inmunizar a pequefios rumiantes con resultados
variables. Estas proteinas se han clasificado en antigenos naturales y ocultos. Los antigenos
naturales son reconocidos por el sistema inmunolégico durante la infeccion y estan
constituidos principalmente por productos de excrecion-secrecion (ES) y antigenos somaticos
o de membrana. Por lo tanto, los antigenos ocultos resultan ser eficaz contra neméatodos
hematdfagos y no hematofagos (Newton y Meeusen 2003). Por su parte, un antigeno oculto es
aquel que no es reconocido por el huésped después de la infeccién (Cachat et al. 2010).
Aunque estos no son eficaces contra NGI no hematdfagos, pero presentan una eficacia del

80% sobre parasitos hemat6fagos (Knox et al. 2003).

2.5.2.1. Antigeno natural

La inmunizacion natural se centra en los antigenos de ES y somaticos de los estadios larvarios

que inducen una respuesta en el sistema inmunoldgico (Newton y Meeusen 2003).

Schallig et al. (1994), no encontraron resultados utilizando antigenos de ES (15/24 kDa) de L4
y adultos de H. contortus. Mientras que, Jacobs et al. (1999), evaluaron la actividad en ovejas
de un antigeno aislado de la superficie de L3 de H. contortus (Hc-SL3) en aplicacion de dos
coadyuvantes. No observaron resultados para Quil-A. Mientras que, el hidroxido de aluminio
redujo en un 64 a 69% el conteo de hpg y de 45 a 55% la carga de GA. Por su parte,
Dominguez et al. (2000), vacunaron corderos manchegos entre 3.5-5 meses contra H.
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contortus con una fraccion somatica (p26/23) de parasitos adultos, la inmunizacidon provoco
una reduccion del 60% en el conteo de hpg y del 61.6% en la carga de GA, valores que se

correlacionaban con la induccion del alto nivel de anticuerpos.

Alunda et al. (2003), aislaron tres péptidos obtenidos a partir de extractos solubles de adultos
de H. contortus con diferentes pesos moleculares. Todas las fracciones indujeron una
respuesta inmunitaria entre los 4 y 4.5 meses de edad en corderos, pero no se observo una

reduccidn en el conteo de hpg y sobre la carga de GA.

2.5.2.2. Antigeno oculto

En los animales inmunizados naturalmente no se observa una perdida de GA. Por otro lado, el
establecimiento de larvas no se vio afectado en ovejas inmunizadas con proteinas de la
membrana intestinal Haemonchus (Smith y Smith 1993), pero si se redujo el nimero de GA,

especialmente las hembras, disminuyendo la cantidad de huevos (Smith et al. 1994).

Por lo tanto, los antigenos ocultos se cree son menos propensos a la presion de seleccion

aumentando la variacion genética (Knox et al. 2010).

2.5.2.2.1. Antigeno H11

El antigeno H11 (110 kDa) es una glicoproteina obtenida exclusivamente de las
microvellosidades intestinales de los GA de H. contortus. Es un inmundgeno altamente eficaz
(90% en la reduccion de huevos y 75% en la carga de gusanos) contra H. contortus (Newton y
Munn 1999). La proteccion estd estrechamente correlacionada con los titulos de IgG
especificos a H11 (Munn et al. 1997). Posee varias propiedades, es eficaz en corderos jovenes
y entre una variedad de razas de ovinos, asi mismo contra gusanos resistentes (Newton y
Munn 1999).

En un estudio con ovejas gestantes inmunizadas con H11 durante el ultimo trimestre de la

gestacion y enfrentadas a 10 000 L3 de H. contortus, se observaron reducciones del 98-99% en
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el conteo de hpg. Ademas, los corderos nacidos y criados por ovejas vacunadas desarrollaron
un nivel éptimo de anticuerpos a las 5 semanas de edad (Andrews et al. 1995). La proteccion
del antigeno oculto puede persistir durante varias semanas (Andrews et al. 1997) hasta que las
ovejas son capaces de regular a Haemonchus a través de la inmunidad natural (Barger et al.
1985). Existe evidencia experimental de que la inmunidad del antigeno oculto no interfiere
con la inmunidad adquirida (Smith y Smith 1993).

Actualmente se cuenta con una vacuna (Ketzis et al. 2006) y la identificacion de los antigenos
viables para H. contortus (Smith 2008) y Ostertagia (Meyvis et al. 2007; Smith 2008), aunque
se observo poca proteccidn contra Teladorsagia (Smith et al. 2001).

2.5.2.2.2. Haemonchus glicoproteina que contiene complejo galactosa (H-gal-GP)

H-gal-GP es un complejo que se purifica a partir de las células intestinales de GA de H.
contortus utilizando lectinas con especificidad a N-acetilgalactosamina (Smith et al. 1994). Se
cree que esta proteina participa en la digestion de la sangre. Los componentes de proteccion
del complejo son una familia de cuatro metalo endopeptidasa (MAP) y dos aspartil proteasas
(PEP) (Raleigh et al. 1996, Smith et al. 1999, Redmond et al. 2004). H-gal-GP produce un
grado de proteccion en corderos inmunizados, experimentando reducciones del 93% en el
conteo de hpg y del 72% en la carga de GA (Smith et al. 1994).

Cox et al. (1990), evaluaron una proteasa de 35 kDa que correspondia a un complejo
degradante de fibrindgeno aislado de GA, encontrando una reduccion del 93% sobre el conteo
de hpg y 87% en la carga de GA. Por su parte, Knox et al. (1999) evaluaron una proteasa de
cisteina compuesta de tres catepsina B (70 kDa). Las ovejas vacunadas con esta proteasa
demostraron una reduccién del 77% en el conteo de hpg y un 47% en la reduccion de GA.

En otro estudio, ovejas Merino vacunadas con proteinas de la membrana intestinal obtenidas
de H. contortus adulto (Combinacion nativa de H11 con H-gal-GP) mostraron una reduccién
significativa de la anemia y globulos blancos, asi como altos niveles de anticuerpos (IgG1 e
IgG2) en plasma. La reduccion en el conteo de hpg y la reduccion de la carga de GA fue

significativa (Le Jambre et al. 2008).
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Por otro lado, corderos de 7 meses de edad inmunizados con un homogeneizado intestinal de
H. contortus reportaron una reduccion del 77% en el conteo de hpg y del 78% en la carga de

GA, ademas de un alto nivel de anticuerpos (Nayebzadeh et al. 2008).

2.5.2.3. Antigenos recombinantes

Se han llevado a cabo varios intentos para producir antigenos recombinantes con la ayuda de
la biologia molecular. Uno de los antigenos recombinantes de gran importancia fue el asociado
a Boophilus microplus (BM 86), el cual sirvio de marco para los estudios con NGI (Garcia et
al. 2000).

Desafortunadamente, los estudios no han sido del todo alentadores debido a sus resultados
negativos. Newlands et al. (1999), inmunizaron corderos de 6-8 meses con una proteina
lectina y galactosidebinding B-35 KDa que se considera parte del complejo H-gal-GP, sin
embargo la proteina no indujo alguna respuesta de anticuerpos detectable, ni redujo
significativamente la cantidad de hpg o la carga de GA.

Tres isoformas de H11 (las versiones H11s, H11-1, H11-2 y H11-3) se han expresado en
células de insectos utilizando baculovirus recombinante. ElI H11 suscitd alto nivel de

anticuerpos, pero sin reduccion significativa (30-40%) de los hpg (Smith et al. 1997).

Corderos de 5 meses de edad fueron inmunizados con un céctel de proteinas recombinantes de
GST-hmcp (hmcepl, 4 y 6). Estas fracciones no indujeron una reduccién en el conteo de hpg,
aunque provocaron una disminucién significativa (38%) en la CG en la necropsia y con titulos
de inmunoglobulinas siete veces mayor en comparacién con el grupo control (Redmond y
Knox 2004).

Se ha evaluado la actividad de HCO-gal-2 quien forma parte del complejo H-gal-GP sin
resultados favorables (Newlands et al. 1999). Cachat et al. (2010), evaluaron un coctel de
proteasas recombinantes derivado del antigeno protector H-gal-GP (rMEP1, rMEP3 y
rMEP4), asi como un antigeno de H. contortus (rPepl). La inmunidad protectora solo se

observo en el grupo inmunizado con H-gal-GP nativo. EI complejo nativo pierde parte de su
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capacidad de proteccién cuando se disocia, lo que indica que los epitopos conformacionales
son importantes y pueden explicar por qué los recombinantes expresados en bacterias

insolubles no protegen (Jacobs et al. 1999).

Ante la variedad de resultados se considera que H-gal-GP es un antigeno muy complejo y se
forma a partir de varias proteinas, hasta ahora no se conoce la forma activa para producir la
inmunidad contra la haemoncosis. Se han realizado diversos ensayos para clonar diferentes

partes de esta proteina sin resultados significativos (Newton y Meeusen 2003).

La vacunacion con una proteina recombinante de ES (15/24 kDa) de H. contortus indujo cierto
grado de proteccidn en ovejas con una edad de 9 meses, arrojando reducciones del 49% en el
conteo de hpg y del 55% en la carga de GA. Sin embargo, en animales de 3 meses de edad no
se observaron aumentos significativos de inmunoglobulinas, mastocitos y se pudo observar la

presencia de eosindfilo, esto apunta a la independencia entre respuestas (Vervelde et al. 2002).

Del mismo modo, una forma recombinante de proteina (p26 y p23) se ha empleado para
vacunar a corderos de 3 meses de edad. La inmunizaciéon provoco una fuerte respuesta de
anticuerpos especificos hasta el final del experimento, pero sin reduccién en el nimero de hpg
y de la carga de GA cuando se comparan con los animales control (Garcia-Coiradas et al.
2010).

2.5.3. Mejoramiento nutricional

Los animales con altos requerimientos nutricionales resultan mas sensibles a las infecciones
con NGI (Coop y Kyriazakis 1999). Por lo tanto, los animales suplementados con proteina
reducen el nimero de hpg (Ketzis, 2002). A su vez la suplementacion compensa la pérdida de
proteina e inapetencia causada por los NGI (Strain y Stear 2001).
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Inicialmente, Brown et al. (1991), evaluaron la administracion de caseina y glucosa
directamente en abomaso de corderos, observando que la inclusion de proteina redujo los hpg.
y la carga de GA. Por lo tanto, la mayoria de los estudios se ha centrado en las consecuencias

de la administracion de suplementos proteicos (Kahn et al. 2001).

Tanto la inmunoglobulina IgG1 e IgA han sido asociadas con una reduccién en los hpg y sobre
la carga parasitaria (Gill et al. 1993). Strain y Stear (2001), probaron una dieta basal y una
dieta suplementada con proteina adicional, observando que los corderos suplementados
adicionalmente con proteina mantienen una asociacion significativa entre la reduccion del
tamafio de hembras de GA y el aumento de la IgA contra larvas Ls. Por otro lado, se evalud el
efecto de la infeccion por H. contortus en ovinos alimentados con una dieta moderada y alta
en proteinas. Los resultados mostraron que el aumento de proteina en la dieta de corderos en
crecimiento beneficia la RAH, pero estos beneficios pueden variar entre razas (Bricarello et al.
2005). En otro estudio, 30 corderos Santa Inés bajo pastoreo fueron suplementados con una
dieta alta en proteina (19%) y otra baja en proteina (11%). La suplementacion de la dieta con
alto contenido de proteinas fue capaz de mejorar la resiliencia y resistencia a la infeccion
natural por endoparasitos durante la estacion lluviosa, observandose una disminucién de estos
rasgos en época seca, estos resultados pueden estar vinculados a la calidad del forraje en la

época (Louvandini et al. 2006).

Por otro lado, el efecto de la raza y la suplementaciéon con proteina ha sido ampliamente
estudiado. Como se observa en la inclusion de proteina en la dieta de corderos Horro y Menz
de 4 a 12 meses de edad. Donde los resultados sugieren que los corderos Menz adquieren la

capacidad de resistir y tolerar mejor las infecciones por endoparasitos (Haile et al. 2002).

2.5.4. Agujas de oxido de cobre

Las agujas de oxido de cobre (AOC) se dosifican en capsulas de manera oral, estas llegan a

abomaso donde por accién del pH &cido liberan de manera continua iones de 6xido de cobre.
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Las AOC presentan una elevada eficacia contra H. contortus con una persistencia superior al
46%, 35 dias después de su dosificacion (Caballero et al. 2011).

Chartier et al. (2000), encontraron en cabras reducciones del 75% de H. contortus, asi como
un disminucién (37-95%) en la produccion de huevos con relacién al establecimiento de
nuevas infecciones durante varias semanas. Algo similar se observo con T. colubriformis y H.
contortus en Yucatan, las agujas disminuyeron la carga parasitaria y afectaron la fecundidad
de las hembras (De Montellano et al. 2007).

A pesar de sus acciones positivas, las AOC muestran el riesgo derivado del cobre acumulado
en el higado de los animales tratados. Sin embargo, las cabras son menos susceptibles que las
ovejas a la toxicidad del cobre (Pouliquen y Douart 1998). Por tal motivo, su aplicacion se
recomienda hasta después del primer afio de vida y con aplicaciones cada 60 dias (Caballero et
al. 2011).

2.5.5. Desparasitacion selectiva

Malan y Van Wyk (1992), refieren la existencia de correlacion entre el color de la conjuntiva
ocular, valor del hematocrito y nivel de infestacion por H. contortus. De esta manera, el color
de la conjuntiva ocular con el valor hematocrito permite establecer distintos niveles de anemia
(Van Wyk y Bath 2002). Este hallazgo permiti6 el desarrollo del método FAMACHA (Hansen
et al. 2001) que a partir de la estandarizacion de los niveles de anemia, segun los colores de la
conjuntiva ocular y el peso corporal del animal (Canul-Ku et al. 2008), ayuda a la
identificacion de los animales que presenten cantidades mayores a los 750 hpg (Torres-Acosta
et al. 2010). Esta préactica permite optimizar los tratamientos selectivos, disminuir las pruebas

de laboratorio y reducir el uso de AH (Morales et al. 2010).
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2.5.6. Hongos nematofagos

Son organismos que utilizan a los nematodos como fuente de alimento. En este sentido los
hongos depredadores producen anillos, ramas, conidias y esporas adhesivas para atrapar y
posteriormente digerir al parasito, interrumpiendo el ciclo bioldgico, evitando la
contaminacion de la pradera y disminuyendo las reinfecciones del ganado en pastoreo
(Mendoza de Gives 2000).

Entre los hongos nematdfagos de interés se encuentran los géneros Arthrobotrys sp.,
Monacrosporium sp., y D. flagrans que han demostrado ser buenos candidatos para el control

de las larvas de NGI en su etapa de vida libre (Mendoza 2003).

El hongo D. flagrans ha sido estudiado ampliamente in vitro e in vivo. Este hongo se
administra en suspension oral o incorporandolo en bloques multrinutricionales (Casillas
Aguilar et al. 2008), una vez ingerido, las clamidosporas pasan a través del tracto
gastrointestinal de los animales y son eliminadas junto con las heces al medio ambiente,
posteriormente germinan y forman sus trampas con las que capturan y matan a los estadios
larvarios de los parésitos para nutrirse de sus tejidos (Mendoza de Gives 2011).

Sin embargo, una gran cantidad de hongos nemat6fagos son degradados por el proceso de
digestion. No obstante, especies como D. flagrans han despertado interés, debido a que son
capaces de producir cantidades de clamidosporas resistentes cuya degradacién gastrointestinal
es menor conservando su actividad depredadora contra nematodos (Campos et al. 2009).

Entre las desventajas que se observan con este y otros hongos son las altas dosis (1x105 hasta
4.5 x 106 clamidosporas por kg de peso vivo) requeridas para ejercer un efecto nematicida, asi
como los tiempos de aplicacién que suelen prolongarse desde los 28 dias hasta varios meses
(Paraud et al. 2006; Schafer et al. 2009). Por otro lado, se ha reportado un porcentaje de
recuperacion de clamidosporas en heces, entre el 6 y 11% de lo administrado, demostrando
que gran cantidad se digiere en el tracto digestivo reduciendo significativamente el efecto
sobre los parasitos (Ojeda et al. 2008, da Silva et al. 2009).
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A pesar que D. flagrans ha demostrado resultados positivos como lo reportado por Mendoza et
al. (2006), donde se observé una reduccion en un 51.1% para H. contortus y 100% para
Cooperia sp. También se han detectado efectos no claros en la eficacia de dicho hongo
administrado en forma oral a ovinos (Epe et al. 2009). Valero (2006), en un estudio con M.
eudermatum, A. musiformis y D. flagrans, encontré una actividad nematicida variable
dependiente del tiempo y del medio en el que se encontraron dichos hongos, obteniendo
resultados entre el 25 y 85% de eficacia a las 168 h contra H. contortus. Mientras que,
Mendoza et al. 2006, utilizando D. flagrans no hallaron efectos sobre Trichostrongylus sp.
Actualmente, los estudios se basan en la busqueda de sustancias nematotoxicas y la
identificacion de productos extracelulares (MS y enzimas) que permitan un control directo
mas eficiente y con menos efectos colaterales sobre los animales y la entomofauna (Acevedo
2011).

2.5.7. Pastoreo alterno rotativo

Una estrategia de control parasitario tendiente a disminuir el uso de AH se basa en el pastoreo
mixto y/o alterno entre diferentes especies de rumiantes o distintas razas dentro de una misma
especie (Nari 2003).

El pastoreo alterno esta cimentado en tres hechos bioldgicos:

e Especificidad parasito-hospedador: el desarrollo de NGI es diferente en bovinos y
ovinos. Las larvas infectivas de parasitos ovinos pueden ser destruidas cuando son

ingeridas por bovinos y viceversa (Rocha et al. 2008).

e Interrupcién del ciclo biolégico del parasito: El ciclo bioldgico de los NGI se ve
afectado por el tiempo que las larvas Lz permanezcan fuera del huésped susceptible
(Guzman et al. 2010).
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e La respuesta inmune contra NGI: los bovinos adultos pueden bloquear el desarrollo
de un gran porcentaje de larvas ovinas ingeridas, manteniendo bajas cargas parasitarias
(Guzmaén et al. 2010).

A pesar que cada especie de rumiante tiene su poblacion especifica de nematodos

gastrointestinales, existen diferentes niveles de transmision cruzada:

e Transmision muy baja sin reproduccion: Comprende los géneros Ostertagia,

Oesophagostomun, Nematodirus y Bunostomun (Fiel et al. 2005).

e Transmision reducida: Se presenta con un corto periodo de prepatencia y con riesgo
de supervivencia para la especie parasitaria, s6lo si el huésped heterdlogo pastorea
consecutivamente. En este caso pueden ubicarse los géneros Cooperia y T.
colubriformis (Fiel et al. 2005).

e Transmision alta: Se presenta con diferencias menores en infectividad que podrian
desaparecer en pocas generaciones de seleccion. Los géneros involucrados son H.
contortus, H. placei y T. axei (Fiel et al. 2005).

La contaminacion cruzada entre especies reduce la cantidad de larvas en las pasturas y con
ello la infestacion, disminuyendo la liberacion de huevos y por ende la contaminacion de las
praderas (Romero 2002). Sin embargo, bovinos de 4 a 6 meses de edad que pastorean en
praderas contaminadas con heces de ovinos suelen desarrollar poblaciones de O. venulosum o
H. contortus que pueden resultar patégenas (Guzman et al. 2010). Mientras que, ovinos
alojados en praderas contaminadas por heces de bovinos pueden contraer cantidades
importantes de O. ostertagia, T. axei y algunas especies de Cooperia (Romero 2005).
Fernandes et al. (2010), encontraron en la necropsia de ovinos y bovinos de mas de dos afios
mantenidos en pastoreo mixto e individual la presencia de H. contortus y T. axei. A pesar que
es posible la infestacion cruzada entre H. contortus y H. placei o T. colubriformis y T. axei en
las especies ovina-bovina, se conoce poco sobre su accidon patogénica en el otro hospedador,

asi como el papel de los hospedadores heter6logos como reservorios en la infestacién cruzada
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cuando alguna de estas especies adquiere resistencia a las drogas antihelminticas (Fiel et al.
2005).

2.5.8. Rotacion de potreros

La rotacion de praderas es una accion dirigida a permitir el crecimiento 6ptimo del forraje v,
por otro lado a disminuir la carga parasitaria en las praderas (Castells 2004).

Los sistemas de pastoreo rotativo favorecen el control parasitario por dos mecanismos:1) el
tiempo de permanencia y 2) el tiempo de descanso. Por un lado, los tiempos de permanencia
cortos, menores a 7 dias, determinan que los animales no tengan tiempo suficiente para
reinfestarse, ya que las larvas estan disponibles cuando los animales abandonaron el potrero
(Guzman et al. 2010). Se ha propuesto que en clima calido y himedo las praderas se utilicen
por tres dias con un descanso de 30 dias. En este tipo de sistema, los ovinos pastorean durante
tres dias el potrero nimero uno, lo contaminan con huevos de NGI presentes en las heces y
antes de que los huevos se transformen en larvas infectantes, 7 dias, se mueven al potero
namero dos. El proceso se continla hasta llegar al potrero 10. De tal forma que al regresar los

animales al potrero uno habréan pasado 30 dias (Torres-Acosta et al. 2010).

El principio se basa en que las larvas infectantes mueren aproximadamente en cuatro o cinco
semanas en condiciones calidas y himedas. Esto se debe a que las larvas poseen una cubierta
protectora que evita la desecacion en la pradera, ademas la cuticula evita el consumo de
alimento. Por lo tanto, al moverse para ser ingeridas por los ovinos desgastan sus reservas de
alimento y mueren por inanicion (Torres-Acosta et al. 2010). Se recomiendan periodos de
descanso de 28 dias para ovinos y 77 dias para bovinos (Castells 2004). Lo anterior sugiere
que al realizar un sistema de pastoreo rotacional adecuado, los animales estaran expuestos en

menor medida a los NGI y ademas consumiran una mejor calidad de forraje.

La rotacion estratégica de praderas y el uso de especies alternativas en pastoreo puede permitir

la reduccién en la carga de larvas entre temporadas, pero no evita que estas puedan
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recuperarse rapidamente segun el clima y potencial reproductivo, tal es el caso de
Haemonchus y su gran potencial bi6tico que puede elevar la contaminacién durante el otofio,
aun en pasturas inicialmente seguras. El pastoreo con bovinos mejora las oportunidades, pero

requiere de monitoreo para su aprovechamiento 6ptimo (Romero 2005).

2.5.9. Plantas ricas en metabolitos secundarios

Las plantas medicinales son consideradas como una fuente potencial de nuevas drogas
quimioterapéuticas, debido a su contenido de fitoquimicos y a su poco o nulo efecto toxico
(Beg 2000).

Las plantas sintetizan una serie de compuestos denominados metabolitos secundarios (MS),
estos carecen o tienen muy poco valor nutricional, ademas no poseen una actividad reconocida
en el metabolismo primario de las plantas (lason 2005). Sin embargo, pueden tener otras
funciones relacionadas con la proteccion de la plantas, tal como: la proteccién contra
patdgenos y herbivoros, en la competencia entre plantas, atrayente de organismos benéficos,
también pueden estar involucradas en mecanismos de defensas y respuesta a factores de estrés
(Greathead 2003).

De acuerdo a su criterio bio sintético, los productos naturales podrian dividirse en tres grandes
grupos de compuestos: nitrogenados (alcaloides, glicdsidos cianogénicos, glucosinolatos,
aminoacidos toxicos, lectinas e inhibidores de las proteasas) derivados principalmente de
aminoacidos a partir del Acetil-CoA,; fendlicos (taninos, fitoestrogenos y cumarinas) derivados
de dos rutas: la del acido shikimico y la de los policétidos o via del malonato, y terpenicos
(lactonas sesquiterpénicas, digitalicos, saponinas, hidrocarburos, poliacetilénicos y oxalatos)

derivados de la ruta del mevalonato (Cortez-Gallardo 2004, Varon 2015).

Los reportes cientificos y etnobotanicos de plantas con propiedades antiparasitarias han
llevado a evaluar una gran cantidad de extractos vegetales como alternativa en el control

parasitario en rumiantes (Garcia 2010).
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Los EV son mezclas complejas de MS aislados de las plantas por diversos métodos como la
destilacion por arrastre de vapor, expresion, soxhlet o maceracion, entre otros. Los principales
componentes quimicos de estas mezclas son mono y sesquiterpenos, incluyendo carbohidratos
funcionalizados con alcoholes, éter, aldehidos y cetonas los cuales son responsables de las
fragancias y de las propiedades bioldgicas de las plantas aromaéticas y medicinales. Los
extractos vegetales cubren un amplio espectro de efectos farmacoldgicos mostrando diversas
propiedades como antiinflamatorios, antioxidantes, anticancerosos, entre otros. Algunas otras
actividades biologicas se reportan como biocidas en contra de una amplia gama de
microorganismos como bacterias, hongos, virus y parasitos (Kalemba y Kunicka 2003).

Aunque se han identificado algunas sustancias simples como fenoles, derivados de los fenoles
(quinonas, flavonas, flavonoides, flavonoles, taninos y cumarinas), terpenoides, aceites
esenciales, alcaloides, pectinas y polipéptidos, los extractos totales provenientes de plantas

permanecen en uso (Thuille 2003).

Mientras que se conoce la composicién quimica de algunos extractos vegetales y son usados
en base a sus propiedades documentadas in vivo e in vitro, hay pocos datos para gran nimero
de ellos. De la misma manera, se desconoce el mecanismo de accion por el cual la mayoria de
los extractos ejercen un efecto AH. Sin embargo, se han definido algunas posibles acciones en

cuanto a taninos y lactonas sesquiterpenicas (LST).

2.5.9.1. Allium sativum y Allium cepa

En México anualmente se cosechan 42 076 toneladas de A. sativum (SIAP 2006) y 1 238, 602
toneladas de A. cepa (Lim 2015). Se estima que el 30% del total de las cosechas de estas
hortalizas se pierde por nula aceptacion en el mercado, derivado de su baja calidad fisica
(Montes et al. 2003). Por lo cual, se requiere encontrar mercados competitivos con valor

agregado, tal como la industria farmacéutica (Gomez 2008).
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Tanto A. sativum como A. cepa son plantas herbaceas, perennes y bulbosas pertenecientes a la
familia de las Amaryllidaceas, la cual cuenta con mas de 500 miembros (Cuadro 1) cada uno
con diferencias en apariencia, color y sabor pero cercanos en el contenido fitoquimico,
bioquimico y nutraceutico (Benkeblia 2004). Desde la antigliedad estas hortalizas han sido
cultivadas, son un condimento natural por excelencia y forman parte de los habitos

alimenticios y terapéuticos de diversas culturas (Hedges y Lister 2007).

Una fraccién de 100 g de A. sativum posee entre 60-70 g de agua y 24.39 g de carbohidratos,
mientras que A. cepa contiene entre 80-90% de agua y de 5.30-7.50 g de carbohidratos. Los
niveles de compuestos azufrados son mas altos en A. sativum (11-35 mg/100 g de peso fresco)
(Benkeblia 2004).
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Cuadro 2. Descripcion técnica de A. sativum y A cepa

Planta Ajo Cebolla

Familia Amaryllidaceae Amaryllidaceae

Sub familia | Allioideae Allioideae

Género Allium Allium

Especie Allium sativum L. Allium cepa L.

Planta Bulbosa, vivaz y rustica Bulbosa, vivaz y rustica

Sistema Raiz compuesta de 20 o mas | Raices formadas por numerosas
radicular bulbos reunidos en su base por | raicillas fasciculadas, de color

una pelicula delgada. De la parte | blanquecino, poco profundas, que
superior del bulbo nacen las partes | salen de un tallo a modo de disco, o
fibrosas, que se introducen en la | disco caulinar.

tierra para alimentar y anclar la

planta.

Tallos Fuertes, altura de50 cm. Fuertes, altura de 80 a 150 cm,
hueco con inflamiento ventrudo en
su mitad inferior.

Hojas Lineares, dispuestas en forma de | Envainadoras, alargadas, fistulosas

roseta, alcanzando hasta 60 cm de | y puntiagudas en su parte libre.

largo.

Flores Blancas o rosadas, conformando | Pequefias blanco-verdosas, o rojo-
una umbela en el extremo del tallo | purpura, agrupadas en forma de

que se cierra antes de la floracion. | sombrilla.

Fuente: adaptado de Alonso 2004, Vallejo y Estrada 2004, Fonnegra y Jiménez 2007.

2.5.9.1.1. Composicién nutricional

Tanto A. sativum como A. cepa son una fuente rica de micronutrientes y fitoquimicos
reconocidos como elementos importantes de la dieta mediterranea y extendidos a nivel
mundial (Lanzotti 2006).
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Cuadro 3. Composicién nutricional de A. sativum.

Aporte por cada 100 g

Energia (Kcal) 149
Agua (%) 70
Hidratos de carbono (g) 23-28
Proteina (Q) 5-6.7
Lipidos (g) 0.3-0.1
Fibra (g) 1.2
Elementos minerales Por 100 g Vitaminas Por 100 g
K 400 mg Ac. Ascorbico (Vit. C) 11-18 mg
Na 30 mg Tiamina (Vit. B1) 0.20 mg
P 140 mg Riboflavina (Vit. B2) 0.06 mg
Ca 14 mg Niacina (Vit. B3) 0.04 mg
Fe 1.5mg
Fuente: adaptado de Lawson 2003.
Cuadro 4. Composicion nutricional de A. cepa.
Aporte por cada 100 g
Energia (Kcal) 38
Agua (%) 87.86
Hidratos de carbono (@) 10.15
Proteina () 1.36
Lipidos (g) 0.19
Fibra (g) 1.2
Elementos minerales Por 100 g Vitaminas Por 100 g
K 166 mg Ac. Ascorbico (Vit. C) 5.2mg
Na 3mg Tiamina (Vit. B1) 0.04 mg
P 35 mg Riboflavina (Vit. B2) 0.06 mg
Ca 22 mg Niacina (Vit. B3) 0.72 mg
Fe 0.24 mg Piridoxina (Vit. B6) 0.13mg

Fuente: adaptado de Cabeza et al. 2006, Gil 2010.
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2.5.9.1.2. Uso etnobotanico

Dentro de la concepcidn popular A. sativum y A. cepa poseen propiedades magicas que ayudan
a curar enfermedades. Su principal uso medicinal se indica para combatir lombrices, amibas y
otros parasitos gastrointestinales. Se utiliza el bulbo crudo o en infusién por via oral en ayunas
0 mezclado con semillas de papaya, epazote o calabaza. Se emplea en trastornos digestivos
como: vomito, dolor abdominal, flatulencias, estrefiimiento, problemas respiratorios como:

bronquitis, gripe, catarro, asma, sinusitis y garganta irritada (Osuna et al. 2005).

2.5.9.1.3. Composicion fitoquimica

2.5.9.1.3.1. Allium sativum L.

Del bulbo de A. sativum se han aislado diversos MS que incluyen flavonoides,
prostaglandinas, fitosteroles y derivados azufrados como la aliina (2-propenil (s)-alil-L-(+)-
cisteina sulfoxido) y alicina. Se ha establecido que la ailiina es degradada por la alinasa (S-
alquil-L-cisteina liasa) dando origen a la alicina. Los productos de la degradacion de alicina
que se forman por la via del &cido sulfénico son: 6-Z-ajoeno, 6-E-ajoeno, E-Z-metilajoeno, E-
Z-dimetilajoeno, isomeros de E-Z-ajoeno son 4,5,9-tritiadodecano-1,6,11-trieno-9-(s)-6xido y
de cicloaductos de propenotiol junto con vinilditinos (compuestos ciclicos) 2-vinilo-(4H)-13,
ditino; 3 vinilo-(4H)-1, 2-ditino). La alicina al igual que la aliina son inestable a temperatura
ambiente y se descomponen principalmente en derivados de sulfuro, tioésteres y mercaptanos
(FIG. 3) (Osuna et al. 2005, Maza et al. 2014).

2.5.9.1.3.2. Allium cepa L.

Del aceite esencial de A. cepa se han descrito compuestos azufrados, destacando
principalmente la propina, Isoalina y alicina (FIG. 3) (Ye et al. 2003, Osuna et al. 2005,
Takahashi y Shibamoto 2008).
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2.5.9.1.4. Informacion farmacoldgica

Tanto el aceite como el extracto acuoso y etanolico de A. sativum y A. cepa destacan por sus
propiedades antimicrobianas, antiflngicas, antiprotozoarias, antivirales y con datos
indefinidos su actividad antiparasitaria (Shenoy et al. 2009, Mammani y Mercado 2014) entre
otras propiedades se encuentra su actividad antineoplésica, antiplaquetaria, hipolipemiante,
hipotensiva e hipoglucemiante (Gonzéalez 2014).

En el cuadro 5 se mencionan los principales compuestos activos que han sido estudiados en

diferentes modelos bioldgicos.

Cuadro 5. Informacion farmacoldgica de A. sativum y A. cepa.

Solubilidad | Compuestos activos Actividad bioldgica

S-alil-cisteina hipolipemiante, antioxidante,
Agua S-alil-mercapto-cisteina antineoplasica.

S-metil-cisteina Desintoxicacion ~ hepatica  frente a

y-glutamil-cisteina sustancias quimicas.

Aliina Hipotensor, hipoglucemiante.

Alicina

Ditiinas Antinflamatorio, vasodilatador, hipotensor,

Vinil ditiinas antimicrobiana.

Ajoeno Antimicrobiana, antifagico y antiviral.
Aceite Sulfuro de dialilo (A. sativum)

Disulfuro de dialilo (A. sativum) | Antineoplasica.

Sulfuro de propilo (A. cepa)

Disulfuro de diapropilo (A. cepa)

Trisulfuro de alilo Antimicrobiana, hipotensora e

Trisulfuro dialilico hipoglucemiante.

Trisulfuro alil-metil

Fuente: adaptado de Alonso 2004, Arranz et al. 2007, Garcia et al. 2008)
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2.5.9.1.5. Enzima y compuestos activos azufrados

2.5.9.1.5.1. Aliina

La aliina (S-alil-L-cisteina sulfoxido) es el compuesto sulfurado més abundante en el A.
sativum fresco, es inodoro y estable (FIG. 4). El A. sativum contiene 7-14 mg/g de aliina en

peso fresco y de 18-42 mg/g en peso seco.

0 NH;
|

Hzc/\/ COOH
Figura 4. Estructura quimica de la aliina

La aliina se cristaliza en soluciones de etanol o acetona, y es estable en soluciones acuosas y a
temperatura elevadas (Stoll et al. 2006). Cuando las células se rompen la aliina reacciona y
aproximadamente en diez segundos se convierte en alicina y tiosulfinatos que emiten el aroma

caracteristico del A. sativum (Lawson y Wang 2005).

2.5.9.1.5.2. Isoalina

La propina (S-propil-L-cisteina sulfoxido) es el compuesto sulfurado méas abundante en la A.
cepa. A partir de isoalina (trans-S-(1-propenil)-L-cisteina sulfoxido) deriva uno de los
compuesto mas estudiados de la A. cepa, el factor lacrimdgeno (sulféxido de tiopropanal)
(FIG. 5) (Lawson y Wang 2005).
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(Isoalina) Factor lacrimogeno sintasa

Sin-propanotial-S-dxido
(Factor lacrimogeno)

Figura 5. Reaccion de formacion del factor lacrimdgeno.

2.5.9.1.5.3. Enzima alinasa

La alinasa comprende entre el 10 y 12% del material proteico soluble en los dientes de A.

sativum (Kuettner et al. 2002). Debido a la grande abundancia de alinasa (10 mg/g fresco) la

tasa de formacién de los tiosulfinatos es extremadamente rapida, completandose en menos de

10 segundos para aliina y 60 segundos para metina (Lawson 1998). Esta enzima se activa a pH

de 4.5-9, pero se inactiva rapidamente y de forma irreversible a pH de 1.5-3. La alinasa actua

de dos formas diferentes en el A. sativum, una especifica para aliina e isoalina con un pH

Optimo de 4.5, mientras la otra es especifica para la metina con un pH 6ptimo de 6.5 (Lawson

1993).

Estudios determinan que la actividad enzimatica de la alinasa decrece rapidamente a 42 °C,

indicando que la temperatura éptima de activacion se produce entre 35-37 °C y la inactivacion

se da entre 42-60 °C. A temperaturas mayores la actividad enzimatica se ve afectada (Krest y

Keusgen 1999).
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2.5.9.1.5.4. Alicina

A. sativum contiene tres veces mas compuestos azufrados que A. cepa (11-35 mg/100 g de
peso fresco) (Lawson, 1998). La alicina (S-2-propenil éster del &cido 2-propenol-1-
sulfinotiolico) (FIG. 6) representa el 70% de los compuestos sulfurados presentes en A.
sativum fresco, siendo el tiosulfinato de mayor abundancia en la planta (Miron et al. 2002,
Diaz y Jiménez 2008). Este es un compuesto que se forma a través de la interaccion de su

precursor (aliina) con la enzima alinasa (Benkeblia 2004).

0 NHy 9

I

S l inasa S ’
P\ \/\\COOH “ Vavd \SM

alina alicina
Figura 6. Reaccion de formacion de alicina.

2.5.9.1.6. Reacciones adversas

Pruebas in vitro e in vivo en ratas han mostrado un incremento en la hemdlisis debido a la
aplicacion y consumo rutinario (Salami et al. 2013). De igual forma, Gatsing et al. (2006),
mencionan que el extracto de A. sativum en ratas parece tener un efecto depresor del sistema
nervioso central y puede inducir una disminucion en los niveles de prostaglandinas en el
plasma. A dosis altas puede inducir lesiones en el higado, bazo y pulmones generando pérdida

de apetitito y anemia.

Mikail (2010), report6 una toxicidad aguda gradual del extracto acuoso de A. sativum tras la
administracion subcutanea en conejos. La DLsg resultd ser de 3.03 g/kg, la dosis méxima
tolerada fue de 2.20 g/kg, la mortalidad se produjo en conejos que recibieron una
concentracion de 3.2-4.2 g/kg. Otros autores han reportado una DLsy superior a los 32 g/kg
(Gatsing et al. 2006).
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2.5.9.1.7. Compuestos azufrados

Las plantas del género Allium se caracterizan por la concentracion de compuestos azufrados
(tiosulfinatos). Los bulbos contienen 85% de sulfoxidos de cisteina, mientras que las hojas
poseen el 12% vy las raices el 2% (Gomez 2008). Estas sustancias son propias de cada especie
y se crean a partir del glutation (y—glutamil-cisteina), que posteriormente mediante una
reaccion de oxidacién e hidrdlisis da origen a S-alquenil-L-cisteina sulféxido (ACSOs)
precursor de los compuestos caracteristicos de los sabores y aromas en A. sativum y A. cepa.
Los precursores caracteristicos del género Allium son la aliina (S-alil-cisteina sulfoxido, 7-14
mg/g), metina (S-metil-L-cisteina sulfoxido, 0.5-2 mg/g), isoalina (trans-S-(1-propenyl)-L-
cisteina sulfoxido) y propina (S-propil-L-cisteina sulféxido) (Cuadro 6)(Griffths et al. 2002,
Gobmez 2008, Florencia 2011).

Cuadro 6. Precursores de aromas en el genero Allium.

Precursor Nombre Formula Plnta
SalitL-cisteina sulfoxide  Allina . 5o Ajo
S metil L-cisteina sulfoxido  Meting P Allium,
" Brassicaceqe

trans-5-(1-propenyl)-L- Eoalin oo Cebolla
cisteina sulfoxido
. L ¥ oo
SpropilL-cistema sulfoxide  Propna il * Cebolla

Fuente: adaptado de Jones et al. 2004.
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2.5.9.1.7.1. Estabilidad

Los tiosulfinatos que se forman cuando se machaca A. sativum y A. cepa son muy reactivos y

experimentan un gran numero de trasformaciones dependiendo de la temperatura, pH y

condiciones de extraccion.

S CH,
VAPOR H}c/\/ \s/\/
100 °C Disulfuro de dialilo
0

Il
S CH
Etanoly agua H,CN \S/\,/' /]

A. sativum

-

25°C Alicina

Etanol '»\)v
— A/S NH,

I
COOH

<0 °C Aliina

Figura 7. Principales compuestos presentes en diferentes preparados del A. sativum basado en
el método de extraccion (Adaptado de Corzo et al. 2007).
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Figura 8. Principales compuestos presentes en diferentes preparados de la A. cepa, basado en
el método de extraccion (Adaptado de Corzo et al. 2007).
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Lawson (2005), encontr6 que los alil-S-tiosulfinatos (alicina, alil-SS(O)-metil y alil-SS(O)-
trans-1-propenil) son los menos estables de A. sativum por que tienden a formar tioacroleina y
alil mercaptano como intermediarios para futuras reacciones. La dilucién con agua o solventes

organicos pueden mejorar su estabilidad (Lawson 1998).

En cambio los alil-S(O)-tiosulfinatos (metil-SS(O)-alil y trans-1 propenil-SS(O)-AIL) no
pueden formar tioacroleina, por lo cual son muy estables. Mientras que, la aliina y la alinasa

son estables en A. sativum seco (Bhagyalaksmi et al. 2005).

Por su parte, la vida promedio de la alicina es de 2-4 dias, aumentando a 22 dias después de la
dilucion con agua, 10 dias a temperatura ambiente en 1 mM de &cido citrico (pH3), 4 dias en
agua, 48 h en metanol o cloroformo, 30 h en diclorometano, 24 h en etanol o acetronitrilo, 3
horas en éter y 2 horas en hexano (Lawson 1993, Lawson 1998). En éter, el alil-SS(O)-metil
tiene una vida promedio igual a la alicina (3 horas), mientras que no se muestra una perdida
significativa del metil-SS(O)-alil después de 6 dias (Lawson 1998).

2.5.9.1.7.2. Transformacion

Los estudios con A. sativum fresco, deshidratado y en aceite indican que los trisulfuros se
forman primero, seguidos por los disulfuros que son tan estables como los tetrasulfuros. Al
mezclarse la alicina o alil metanotiosulfinato sin solventes o con solventes mediamente
polares, se produce principalmente 3-vinil-[4H]-1,2-ditiina (51%), 2-vinil-[4H]-1,3-ditiina
(19%) y en menor proporcion sulfuros (18%) y ajoeno (12%) (Cérdova 2010).

Los tiosulfinatos en A. sativum al mezclarse con agua se transforman principalmente en dialil
tiosulfido, dialil disulfido, y alil metil trisulfido. La velocidad de formacién de los sulfidos
incrementa considerablemente con el calentamiento, asi como durante la destilacion con vapor
(Cordova 2010).

Al utilizarse alicina pura se obtiene ajoeno (55%), vinil-diitinas (34%) y algunos sulfidos (0-

11%) (Gdémez 2008). Por el contrario, al mezclarse la alicina o alil-metano-tiosulfinato con
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solventes de baja polaridad (cloroformo, éter, hexano, aceites vegetales), se producen
principalmente 1, 3 vinil-ditiina (51%), 1,2-vinil-diitina (19%) y en menor cantidad ajoeno
(12%) y otros sulfidos (18%) (Lawson 1998). Por el contrario, al mezclarse con solventes de
polaridad intermedia como etanol se produce principalmente dialil trisulfido (73%), algunos
dialil disulfidos (8%) y ajoeno (8%); Por su parte, con metanol se produce principalmente
dialil trisulfido (83%) y dialil disulfido (10%), pero solo pequefias cantidades de ajoeno (1%),
vinil-diitina (1%) y otros sulfidos (5%) (Lawson 1993).

A temperaturas altas (aproximadamente 100 °C) se forman compuestos de polisulfuros
siguiendo la ruta de S-alilmercaptocisteina, alilmercaptano, alilpertiol y posiblemente alil
hidrotrisulfido (Munchberg et al. 2007).
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Figura 9. Principales transformaciones de los tiosulfinatos de Allium sativum (Gomez 2008).
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2.5.9.1.8. Mecanismo de accion antihelmintico putativo

Algunos parésitos que se alimentan de sangre emplean enzimas proteasas (endo o
exoproteasas). Algunas de estas enzimas se encuentran en los productos de ES de los parasitos
y juegan un papel esencial en los procesos celulares, digestivos, alimenticios, inflamatorios,

cicatrizantes y sobre todo en la evasion de la respuesta inmune (Sajid y McKerrow 2002)

(Cuadro 7) (Williamson et al. 2003).

Es posible que la migracion larvaria sea facilitada por proteasas. La actividad fibrinolitica y
anticoagulante mostrada por larvas de tercer y cuarto estadio, asi como larvas adultas podrian
indicar un papel para facilitar la migracion por el sistema sanguineo o a través de los tejidos

(Cardona et al. 2008).

Cuadro 7. Proteasas de H. contortus con actividad conocida.

Enzima Clase Accion conocida/supuesta Localizacién
funcién
AC-1, AC-5 | Cisteina cathepsin B Digestion de la sangre Intestino
MEP1, Metallo-neprilisina Se alimentan de sangre Microvellosidades
MPE4
HMCP-1, Se alimentan de sangre Microvellosidades
HMCP-4, Cisteina cathepsin B
HMCP-6
Pepl Aspartico nemepsin digestion de hemoglobina Microvellosidades
(adultos)
H1l Amino-peptidasa Enzima nativa, afinidad por Microvellosidades
hemoglobina (estadios larvarios)

Las enzimas proteasas se dividen en: aspartico-proteasas, tiol-proteasas, metalo-proteasas,

Fuente: adaptado de Williamsom et al. 2003.

cisteina-proteasas (FIG. 10) (Anthony et al. 2005).
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Cisteina proteasas ‘:> ! !
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absorbibles en el intestino parasitario

Figura 10. Cascada proteolitica putativo responsable de la degradacion de hemoglobina en el

intestino de neméatodos hemato6fagos (adaptado de Williamson et al. 2003).

Ante ello, se han sugerido posibles mecanismos de accion para los compuestos azufrados,

la actividad varia de acuerdo a la especie parasitaria:

1) Los precursores o los tiosulfinatos reaccionan con grupos sulfhidrilo o derivados de la

cisteina alterando las membranas parasitarias (Williams y Lamprecht 2008).

2) Inhibicién de la biosintesis de fosfatidilcolina reduciendo la formacién o restructuracion de

membranas dafiadas (Williams y Lamprecht 2008).

3) Inhibicién de las proteasas de cisteina alterando la accién fibrinolitica y hemolitica del

parasito interfiriendo con su alimentacién (Said y Mckerrow 2002, Williamson et al. 2003).
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4) Inhabilitacion del alcohol deshidrogenasa enzima implicada en diversos procesos
metabdlicos fundamentales (Williamson et al. 1991).

5) Inhibicion de la tiorredoxina glutation reductasa importante en los helmintos, la cual
desempefia un papel como primera linea de defensa contra el dafio oxidativo originado no sélo
por oxidantes enddgenos, sino también por las células del sistema inmunoldgico del huésped.
Tanto macréfagos como neutrdfilos pueden liberar en la superficie del parasito enormes
cantidades de anion super Oxido y oOxido nitrico que dan origen a peroxido de hidrogeno,
ademés de potentes oxidantes tales como el radical hidroxilo y peroxinitrito (Agorio et al.
2003).

6) Actividad nutracéutica, aumentando la actividad inmunomoduladora, estimulando la
proliferacion de linfocitos y la fagocitosis de macrofagos, asi como la estimulacion de la
liberacion del interferon gamma. Diferentes extractos de A. sativum han demostrado estimular
la actividad fagocitaria de los macrofagos, a la vez que incrementan la actividad de células
natural Killer, IL-2 (interleukina-2), TNF (factor de necrosis tumoral) y gamma-interferdn,
factores que pueden incurrir en el establecimiento y viabilidad del parasito dentro del huésped
(Gurley et al. 2005).

2.5.9.2. Artemisia ludoviciana

El estafiate (A. ludoviciana) pertenece a la familia Asteraceae. Esta cuenta con mas de 30 000
especies. Es una planta perene que crece en terrenos o parcelas de zonas rurales y se desarrolla
en climas templados o secos llegando a medir hasta 1.5 m de alto, florece entre Septiembre y
Noviembre (Villasefior 1993, Panero y Funk 2002, Heike 2009).

Se distribuye en el norte y centro del pais, sobre todo en el altiplano, Aguascalientes, Baja
California Norte, Baja California Sur, Campeche, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Distrito
Federal, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos,
Nayarit, Nuevo Leodn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco,

Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (Villasefior y Espinosa 1998). El estado de Michoacan ocupa
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el tercer lugar en riqueza del género Asteraceae, teniendo a consideracién 82 especies y 27
géneros (Cué-Bar 2006).

Cuadro 8. Descripcion técnica de Artemisia ludoviciana.

Familia Asteraceae

Sub familia Asteroidae

Género Artemisia

Especie Artemisia ludoviciana ssp. mexicana
Planta Hierba perenne

Sistema radicular | Principalmente un rizoma

Tallos Varios tallos a partir de una base rizomatosa, estriado y
anguloso, flocoso-tomentoso, de 3-5 mm de ancho en la

base y 1-1.5 m de alto.

Hojas Alternas, glabras, sésiles con peciolo corto y ancho,
lineares elipticas, a veces agrupados en las axilas de una

hoja, de hasta 15 cm de largo, de 1-10 mm de ancho.

Flores Cabezuelas péndulas; involucro. campanulado, bracteas
de 6 a 16 de 2-4 mm de largo; receptaculo hemisférico;
flores periféricas de 5-12, sus corolas angostamente
cilindricas, de 1 a 1.5 mm de largo; flores del disco de 6 a
15, sus corolas tubulosas o con la garganta campanulada,
de £+ 2 mm de largo, tefiidos de purpura, pero luego
pasando a color paja.

Fuente: Heike 2009.

2.5.9.2.1. Uso etnobotanico

Entre los multiples usos medicinales de A. ludoviciana se encuentran el tratamiento de la
diarrea, disenteria, parasitos gastrointestinales, dolor abdominal, vomito y antiespasmadico.
Para el tratamiento de parasitosis se aconseja mezclar con ajenjo (Artemisia absinthium),

epazote (Teloxys ambrosiodes) y hierbabuena (Mentha piperita) (Anénimo 2009)
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2.5.9.2.2. Composicion fitoquimica

El aceite esencial proveniente de las hojas de A. ludoviciana se caracteriza por un alto
contenido de monoterpenos y sesquiterpenos oxigenados con un resto 5-etil-tetrahidro-5-
metil-2-furanilo. Entre los componentes principales encontramos: 1, 8 cineol (22%), alcanfor
(15.9%) y devanona (11.5%) (Blust y Hopkins 1987), asi como hexanal, (2E)-hexanal, trieno
santolina, 2,5-diethenyl-2-metil-tetrahidro furano, tricicleno, a-tujona, mirceno canfeno, thuja-
2, 4 (10)-dieno, sabineno, artemiseole , a-pineno, B-pineno, mesitileno, a-terpineno, p-cimeno,
limoneno, cis-arbusculone, vy-terpineno, filifoleno, isoforona, chrysanthemone, borneol,
terpinen-4-ol, para-cymenl-8-ol, o-terpineol, mirtenol, trans-carveol, ni-davanone, acetato
bornilo, cistreo-devanafuran, davana ether, artedouglasia o0xido A, artedouglasia 6xido D,
devanona B, 6xido de artedouglasia B, ridentina B, rupicolina A y B, rupina (Jakupovic 1991,
Lopes et al. 2008). Por su parte, Ruiz et al. (1993), aislaron los flavonoides eupatilina,
jaceosidina, junto con sitosterol y las LST douglanina, lodovicina A, B y C, la, 3a-
dihidroxiarbuscalina B, santamarina, arglanina, artemorina, chrisartenina B y armefolina (Lee
y Geissman 1970, Ruiz et al. 1993). Mientras que, Anaya et al. (2014), lograron aislar la
eupatilina, jaceosidina, salvinina y acido 3,5-dicafeoilquinico como componentes principales

de la infusién acuosa de hojas.

2.5.9.2.3. Informacion farmacoldgica

El aceite esencial es rico en compuestos fenolicos (terpenos y fenilpropanoides). Las LST se
han descrito como los componentes activos de una gran variedad de plantas, estos compuestos
se han utilizado como antivirales, antibacterianos, antifungicos, antinflamatorios, citotdxicos y

antiparasitarios (Zavala et al. 2002, Said Fernandez et al. 2005, Monroy y Castillo 2007).

2.5.9.2.4. Reacciones adversas

Se indica que el extracto hidroalcohdlico no es toxico, pero la accion del jugo gastrico hace

mas lenta la digestion (Anonimo 2009). Por su parte, Anaya et al. (2014), no encontraron
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signos aparentes de toxicidad en ratas sometidas a dosis maximas de 5 000 mg/kg del extracto
etandlico y el aceite esencial de A. ludoviciana.

2.5.9.2.5. Mecanismo de accién antihelmintico putativo

Hay pocos estudios que apoyan las propiedades terapéuticas de A. ludoviciana contra PGI. No
obstante, se han evaluado los extractos y aceites esenciales sobre Trichomona vaginalis,
Entamoeba histolytica y Giardia lamblia con resultados variables (Said et al. 2005, Calzada et
al. 2006, Calzada et al. 2007).

El mecanismo mediante el cuél el EC de A. ludoviciana ejerce un efecto antiparasitario no es
del todo claro. Sin embargo, se considera que sus efectos se deben en parte a las LST. Estos
compuestos se encuentran principalmente en la familia Asteraceae (Compositae) y constituyen
uno de los mayores grupos genéticamente homogéneos, el cual comprende mas de 6 000
estructuras aisladas (Schmidt 2006). Las LST actdan como un sistema de defensa en las
plantas contra la depredacion (Schmidt 2006). Se caracterizan por ser compuestos amargos e
insaponifables, ademas poseen un anillo de y-lactona que en la mayoria de los casos se
presenta modificado en forma de a-metilen-y-lactona. Son las propiedades alquilantes del
anillo lactonico las que han sido consideradas como responsables de la amplia actividad
bioldgica de estas plantas (Anaya et al. 2001).

Las LST poseen un resto a, 3-insaturado en el anillo a-metileno-y-lactona (exo-o endociclico)
capaz de producir reacciones de adicion con grupos tiol (-SH) o amino pertenecientes a
proteinas, enzimas o &cidos nucleicos produciendo una interrupcién de las funciones
macromoleculares y redox (Arantes et al. 2011). A demés del anillo a-metileno-y-lactona,
otros grupos estan involucrados en la actividad biologica de las LST, tal como a,p-
ciclopentenonas, ésteres insaturados en las cadenas laterales y epoxidos (Zhang et al. 2005).

Es posible que la alimentacion y la migracion de larvas L4y parasitos adultos hematofagos sea
facilitada por proteasas (Anthony et al. 2005, Cardona et al. 2008). Algunas de estas enzimas
se encuentran en los productos de ES de los parasitos y juegan un papel esencial en los

procesos celulares, digestivos, alimenticios, inflamatorios, cicatrizantes y sobre todo en la
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evasion de la respuesta inmune (Sajid y McKerrow 2002) (Cuadro 7) (Williamson et al.
2003). Se contempla que las LST inactivan proteinas al unirse especificamente a los grupos
tiol (-SH) de las proteasas interfiriendo con su motilidad y alimentacién (Zhang et al. 2005).
Tal podria ser el caso de lo reportado por Molan et al. (2003), quienes encontraron que el EC
de LST de Cichorium intybus presentd una actividad inhibitoria en larvas Lz gastrointestinales
de Dictyocaulus sp.

Por otra parte, Zhu et al. (2013), evaluaron el aceite esencial, 1,8-cineol y alcanfor de
Artemisia lancea encontrando una actividad ovicida con los primeros dos frente a H.
contortus, mientras que el alcanfor no presentd suficiente actividad. En tanto, el desarrollo
larvario se vio afectado por el aceite esencial, 1, 8-cineol y alcanfor en un 93.6%, 65.2% y
57% respectivamente. En el ensayo de migracion solo se observaron efectos con el aceite
esencial y 1,8-cineol. Por otra lado, Anthony et al. (2005), mencionan que el terpineno-4-ol,
posee una accién tripanocida, ademas de una accion inhibitoria sobre T. brucei. Dichos
compuestos también se encuentran presentes en el aceite de A. ludoviciana lo que sugiere que
la actividad antihelmintica puede estar asociada a los dos componentes principales de la
planta, asi como a la interaccion de otros compuestos terpenoides. Cabe resaltar, Acharya et
al. (2014), no encontraron resultados favorables con el extracto de A. ludoviciana en la

inhibicidn de la eclosion de huevos y migracion larvaria de H. contortus.
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3. HIPOTESIS

Los extractos etanolicos digeridos de A. sativum, A. cepa y A. ludoviciana poseen actividad
antihelmintica sobre huevos y larvas infectantes de Haemonchus contortus y Trichostrongylus

colubriformis.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antihelmintica in vitro de los extractos etanolicos de A. sativum, A. cepa y
A. ludoviciana sobre huevos y larvas infectantes de Haemonchus contortus y Trichostrongylus

colubriformis.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1) Evaluar los extractos etandlicos crudos de A. sativum, A. cepa y A. ludoviciana sobre la

actividad de la microflora ruminal apartir de la produccion de gas in vitro.

2) Comparacion espectroscépica de los extractos etanolicos crudos y digeridos de A. sativum,

A. cepa y A. ludoviciana.

3) Evaluar in vitro de los extractos etanolicos crudos y digeridos de A. sativum, A. cepa y A.
ludoviciana sobre huevos y larvas infectantes de Haemonchus contortus y Trichostrongylus

colubriformis.
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5. RESULTADOS
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CAPITULO 1

EVALUACION DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE ALLIUM SATIVUM,
ALLIUM CEPA'Y ARTEMISIA LUDOVICIANA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
MICROFLORA RUMINAL A PARTIR DE LA PRODUCCION DE GAS IN VITRO
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RESUMEN

Encontrar alternativas terapéuticas para el control de parasitos gastrointestinales en rumiantes
ha llevado a evaluar diversos extractos vegetales in vitro, generalizando sus efectos antes de
ser validados in vivo, independientemente del efecto negativo que estos pudiesen tener sobre la
microflora ruminal. El objetivo del presente estudio fue evaluar los extractos etandlicos de
Allium sativum, Allium cepa y Artemisia ludoviciana sobre la actividad de la microflora
ruminal utilizando la técnica de produccién de gas in vitro. La produccion de gas por
tratamiento no presentd ningun efecto significativo (P>0.05) a los tres niveles de inclusién
utilizados (30, 40 y 50%). Sin embargo, A. sativum mostr6 una mayor actividad al 50%
(10.317+3.252; 11.382+4.208 y 11.786%4.05) sobre la microflora ruminal aumentando la
produccién de gas proveniente de la cinética de fermentacién del sustrato, mientras que A.
cepa se comportdé mejor al 30% (10.159+2.802; 9.611+2.802 y 7.875+1.96) y A. ludoviciana
lo hizo al 40% (8.907+2.571; 9.366+2.438 y 8.163+2.145). En cuanto a la produccion de gas
in vitro entre tratamiento el nivel de inclusion al 50% se comport6 de manera significativa
(P<0.05) respecto a los otros dos niveles, siendo el mas noble con la microflora ruminal. Estos
resultados muestran el potencial de la técnica de produccion de gas in vitro como una
alternativa para evaluar los posibles efectos de los extractos con potencial antihelmintico antes
de su aplicacion in vivo. Por otra parte, permite recuperar los extractos digeridos a fin de
evaluar si mantienen su efecto antiparasitario posterior a un proceso de digestion ruminal
simulado.

Palabras clave: produccién de gas in vitro, microflora ruminal, extracto vegetal,
digestibilidad ruminal y cinética de fermentacion.
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INTRODUCCION

El sector agropecuario en México contribuye a la economia nacional con 609, 262 millones de
pesos anuales, siendo éste un motor importante para el desarrollo de la industria nacional,
proporcionando alimento, materias primas, fuentes de empleo, entre otros bienes (Becerril et
al., 2007; INEGI, 2014a).

La superficie destinada para la actividad ganadera en este pais se calcula aproximadamente en
100 millones de hectareas. Entre dicha actividad destacan los sistemas de produccion mixta de
rumiantes, los cuales basan sus estrategias de alimentacion en el pastoreo continuo (INEGI,
2012), factor que predispone a la infestacion de los animales con parasitos gastrointestinales
(PG) comprometiendo su bienestar y salud, reduciendo su productividad (Montalvo et al.,
2006; Arece et al., 2008).

Tradicionalmente, el control de los PG se basa en el uso de productos quimicos. EI empleo
irracional de estos farmacos ha generado pérdidas cuantiosas para la ganaderia, graves dafios
ecologicos y serios problemas de resistencia parasitaria (Sackett et al., 2006). Aunado a esta
situacion, la demanda de productos organicos ha llevado a la busqueda de estrategias
complementarias para el control de los PG (Waller y Thamsborg, 2004). Entre los cuales
destacan el uso de plantas con potencial forrajero, aceites esenciales y extractos vegetales
(Avello y Cisternas, 2010).

En la actualidad, se han evaluado in vitro e in vivo diversas plantas y extractos vegetales en el
control de PG con resultados alentadores pero variables (Athanasiadou y Kyriazakis, 2004,
Hernandez et al., 2008). No obstante, se ha prestado poca atencion a los efectos que estos
pudiesen ocasionar in vivo sobre la microflora ruminal; por sus acciones bactericidas,
antimicéticas y antiprotozoarias (Benkeblia, 2004; Lopez et al., 2008) que alteren la
digestibilidad y utilizacion de nutrientes para el mantenimiento animal.

Por lo tanto, la optimizacion de la produccion en el rumiante, requiere el mantenimiento de las
condiciones adecuadas del medio ruminal que garanticen su equilibrio y funcionamiento
(Leng et al., 1995). La técnica de produccion de gas in vitro, es un sistema de alta capacidad
operativa y bajo costo (Bruni y Chilibrostes, 2001) que permite predecir la digestibilidad de
los alimentos por accién de la microflora ruminal, mediante la produccion de gas originada
por la cinética de fermentacion del alimento (Wawrzkiewicz y Danel6n, 2004; Posada y
Noguera, 2005). Esto ha impulsado a contemplar dicha técnica para la evaluacion previa de los
extractos vegetales con potencial antihelmintico in vitro antes de su aplicacion in vivo. Que
permita determinar el efecto de los mismos sobre la microflora ruminal. Por otro lado, sirve
como un modelo, a partir del cual se puedan recuperar los extractos digeridos con el fin de
medir su actividad posterior al proceso de digestion ruminal simulado.

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad de los extractos vegetales de
Allium sativum, Allium cepa y Artemisia ludoviciana sobre la microflora ruminal mediante la
técnica de produccion de gas in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion. El estudio se realizd en el Instituto de Investigaciones Agropecuarias y
Forestales (IIAF) de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH)
ubicado en Tarimbaro, Michoacén, el cual se localiza entre ,las coordenadas 19° 48" de latitud
norte y 101° 11" de longitud oeste, a una altitud de 1, 860 msnm. Posee un clima templado con
una temperatura media de 18.4 °C y una precipitacion media anual de 777 mm (Garcia, 1988).

Material vegetal. Los bulbos de ajo (A. sativum) y cebolla (A. cepa) se obtuvieron en los
mercados locales de Morelia, Michoacén. Se seleccionaron frutos sanos, sin dafios aparentes.
Las plantas completas de estafiate (A. ludoviciana) se colectaron entre los meses de
septiembre a noviembre (McVaugh, 1984) del 2013 y 2014 en el municipio de Iratzio,
Michoacan, ubicado entre las coordenadas 19° 64° latitud norte y 101° 41" longitud oeste; que
se encuentra una altitud de 2, 226 msnm y cuenta con una temperatura media de 14-18 °C
(INEGI, 2014b). La planta de estafiate fue identificada y clasificada como Artemisia
ludoviciana spp., mexicana por el departamento de boténica de la facultad de biologia de la

U. M. S. N. H. con No. de registro: IEB-246452, y depositada en el herbario del Instituto de
Ecologia A.C. de Patzcuaro, Michoacan.

Obtencion de los extractos completos. La obtencion de extractos completos de A. sativum y
A. cepa se realizd utilizando material fresco, mientras que para A. ludoviciana el material
vegetal se secO previamente por ocho dias a temperatura ambiente. EIl proceso de maceracion
se llevd acabo colocando en frascos de cristal 300 g de cada muestra en trozos pequefios (2-3
mm), utilizando como solvente de extraccién etanol al 96% en cantidad suficiente para cubrir
el material vegetal, por 72 h a temperatura ambiente con agitacion manual (5 minutos/dia).
Transcurrido este periodo se procedio a filtrar la solucién. EI material filtrado se concentré en
un rota-evaporador (marca lka HB10 basic® modelo RV10B599) con vacio. Este proceso se
realiz6 por triplicado hasta la completa extraccién del material vegetal. Los extractos se
conservaron en frascos ambar a 4 °C para su uso posterior (Ortufio, 2006). El rendimiento para
cada extracto se calculé mediante la siguiente formula: RE= (V/P) x 100, donde
RE=Rendimiento del extracto vegetal; V=Volumen del extracto obtenido y P=Peso inicial de
la muestra vegetal (Guaman, 2012).

Actividad de los extractos completos sobre la microflora ruminal. Se utiliz6 la técnica
descrita por Mauricio et al. (1999) para evaluar la cinética de produccién de gas in vitro,
producto de la degradacién de la materia vegetal por la microflora ruminal. Para ello, se
incubaron (ECOSHEL®, modelo 9023A) por triplicado viales de cristal de 125 mL a los que
se adiciono 1 g de avena deshidrata (65 °C por 24 h) y molida, 80 mL de solucién nutritiva y
20 mL de liquido ruminal (LR) de vacas Holstein adultas, colectado mediante una sonda
orogastrica acoplada a una bomba de vacié manual. Las vacas estuvieron alimentadas con una
dieta basada en heno de avena y alfalfa. Una vez colonizados los frascos por la microflora
ruminal (16 h) de acuerdo al punto maximo de produccién de gas in vitro, se adicionaron de
manera individual los extractos completos al 30% (0.2997 mg), 40% (0.3996 mg) y 50%
(0.4995 mg). Los porcentajes se obtuvieron en relacion al gramo (0.999 mg) de avena. De
igual manera, se integraron frascos para el estandar (heno de alfalfa), testigo (heno de avena) y
blanco (LR y solucién nutritiva). La presion se registrd mediante la produccién de gas a las 3,
6,9, 12, 16, 20, 24, 36, 48, 60 y 72 h utilizando un transductor de presion (Lutron®, Modelo
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PS-9302) acoplado aun lector digital. EI experimento se realizo por triplicado (Theodorou et
al., 1994; Posada y Noguera, 2005).

Anélisis estadistico. La actividad de los extractos completos sobre la microflora ruminal, se
evalu6 mediante un andlisis de varianza factorial (ANOVA) con minima diferencia
significativa (0=0.05). La comparacion de muestras multiples que presentaron diferencias
significativas (P<0.05), se realiz0 mediante una prueba de Tukey utilizando el paquete
estadistico STATGRAPHICS® Centurion XV.

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de los extractos completos. EI mayor rendimiento se obtuvo con el extracto
etanolico de A. cepa (Cuadro 1), si bien no existen reportes sobre el rendimiento de esta
planta, este puede deberse a su alto contenido de agua (90%) (Roque et al., 2007). Mientras
que, con el extracto de A. sativum se obtuvo un menor rendimiento, debido a que posee menor
porcentaje de humedad (70%) (Benklebia, 2004), (Cuadro 1). Sin embargo, el rendimiento
del A. sativum fue mayor a lo indicado por Duran et al. (2007), quienes obtuvieron un 31.2%
mediante un proceso de maceracion en frio con etanol al 75%, estos autores sugieren que el
uso de este solvente permite un mayor rendimiento con respecto a otros, debido a la
concentracion de compuestos fendlicos y azufrados presentes en las plantas de estudio.

Para la extraccion de A. ludoviciana los solventes mas utilizados son cloruro de metileno,
metanol, cloroformo y hexano debido a la alta concentracion en compuestos terpénicos (Ruiz
et al., 1993). Lee y Geissman (1970), realizaron extracciones con cloroformo de una cantidad
de 8.5 kg de material seco, obteniendo un rendimiento de 2.49% (212 g). Por su parte, Ruiz et
al. (1993) a partir de 11 kg de macerado con hexano y cloruro de metileno, obtuvieron un
rendimiento de 3.72% (410 g). Mientras que, Anaya et al. (2014) utilizando 300 g de planta
sometida a hidrodestilacion con cloruro de metileno-metanol (1:1), obtuvieron un rendimiento
de 10% (30 g). Por otro lado, Estrada et al. (2012), mediante maceracion en frio utilizando
hexano, cloruro de metileno y metanol lograron un rendimiento del 57%, 12.7% y 15.4%
respectivamente.

Por consiguiente, el rendimiento obtenido en el presente estudio mediante maceracion en frio
con etanol al 96 % y extraccion a 39 °C, supero lo indicado en la literatura. No obstante, los
valores encontrados con A. ludoviciana (Cuadro 1) se encuentran dentro de los parametros
normales. La variabilidad observada en el rendimiento de los extractos puede deberse a las
caracteristicas fisicas, quimicas y ambientales del material vegetal tales como origen,
temporada y proceso de recoleccion, humedad, madurez y partes empleadas para extraccion,
que incurran en un aumento o disminucion en la concentracion de sus compuestos, asi como
en la metodologia y solvente de extraccion (Makkar, 2003; Barrabi y Arece 2013). Todos los
extractos exhibieron un fuerte olor caracteristico de la planta.
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Cuadro 1. Rendimiento de los extractos etanélicos naturales.

Peso Rendimiento por
Muestra inicial maceracion Rendimiento
) (@) (%)
Primera Segunda Tercera
A. sativum 300 42.08 32.17 21.71 31.98
A. cepa 300 52.96 47.90 31 43.95
A. ludoviciana 300 18.07 8.78 4.47 10.44

Actividad de los extractos completos sobre la microflora ruminal. Se realizaron
inclusiones a diferentes niveles de concentracion de los extractos crudos por 72 h, para evaluar
su efecto sobre la microflora ruminal a partir de la produccion de gas in vitro, la cual es
originada por la degradacion del sustrato incubado. La FIG. 1, muestra que la dindmica de
produccidn de gas in vitro no se vio del todo afectada (P>0.05) por algunos de los tres niveles
de inclusion utilizados para este experimento. La FIG. 1A, refleja un incremento en la
produccién de gas a medida que aumenta el nivel de inclusion de A. sativum, por su parte, en
la FIG. 1B, el aumento en la produccion de gas es inversamente proporcional al nivel de
inclusion de A. cepa, mientras que, la FIG. 1C muestra un mejor comportamiento utilizando el
40% de extracto de A. ludoviciana.

Al comparar los niveles de inclusion entre tratamientos (FIG. 2) no se encontraron
anormalidades sobre la cinética de produccion de gas in vitro (P>0.05) a los niveles de
inclusion del 30% (FIG. 2A) y 40% (FIG. 2B) respectivamente; sin embargo el nivel de
inclusion al 50% (FIG. 2C) mostré diferencias significativas (P<0.05), resaltado A. sativum
del resto de los extractos evaluados (Cuadro 2).
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Figura 1. Efecto del nivel de inclusion (30, 40 y 50%) dentro de tratamientos sobre la
produccion de gas in vitro (Psi). FIG. 1A) A. sativum (P=0.6576), FIG. 1B) A. cepa
(P=0.1080) y FIG. 1C) A. ludoviciana (P=0.5003).
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Figura 2. Comparacion de los niveles de inclusion entre tratamientos sobre la produccion de
gas in vitro (Psi). FIG. 2A) Nivel de inclusion del 30% (P=0.4649), FIG. 2B) Nivel de
inclusion 40% (P=0.2964) y FIG. 2C) Nivel de inclusion 50% (P=0.0051).
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Cuadro 2. Efecto del nivel de inclusion al 50% entre tratamientos sobre la produccion de gas
in vitro (Psi).
Nivel de inclusion | Produccion de gas In vitro (Psi)

A. sativum 11.786 +4.052
A. cepa 7.875 +1.963
A. ludoviciana 8.163 +2.145

Al parecer el extracto completo de A. sativum favorece la produccién de gas in vitro a medida
que aumenta el nivel de inclusién, esto puede deberse a que cerca del 30% de materia fresca
(32.60g por cada 100g) se encuentra integrada por hidratos de carbonos no estructurales, algo
similar sucede con A. cepa quien almacena sustancias de reserva (fructosa, sacarosa y
fructanos) pero menor cantidad (5.3-6.9g por cada 100g) (Garcia y Sanchez et al., 2005),
reduciendo su disponibilidad como alimento en el mantenimiento y actividad de la microflora
ruminal (Angulo et al., 2005). De acuerdo con, Kamra et al. (2006, 2008), el extracto de A.
sativum favorece la actividad de los microorganismos ruminales sin afectar las enzimas que
degradan la fibra y materia seca de los alimentos.

De acuerdo con Patra et al. (2006, 2010), los metabolitos extraidos en etanol y metanol a partir
del A. sativum y A. cepa parecen no afectar la fermentacion ruminal, ambos estudios
concuerdan con el aumento en el numero de protozoarios. Prins (1991) menciona que los
protozoarios son importantes en la digestion de carbohidratos no estructurales, intervienen en
el fraccionamiento fisico del alimento y juegan un papel importante como reguladores del pH
ruminal, favoreciendo la digestién y accion de otros microorganismos.

Sin embargo, el extracto completo de A. cepa exhibié una disminucion en la produccion de
gas in vitro a medida que incrementa el nivel de inclusion (FIG. 1B), lo mismo se apreci6 con
el extracto completo de A. ludoviciana (FIG. 1C). A pesar de que la mayoria de los
compuestos que ingresan al rumen son metabolizados y convertidos en nutrientes, la reduccién
en la digestibilidad de estos extractos puede deberse a que existen otros compuestos
antinutricionales que por accion directa (Benkeblia, 2004; Anthony et al., 2005) o a través de
sus metabolitos secundarios pueden ocasionar diversos efectos sobre la fermentacion y salud
animal (Roige y Tapia, 1996). Tal como lo sugiere, Patra y Saxena (2010), quienes mencionan
que los compuestos organicos de azufre y flavonoides parecen tener efectos directos en contra
de los protozoarios metandgenos, lo cual puede interferir con la funcién de otros
microorganismos.

En el caso de, A. ludoviciana no existen estudios detallados de su efecto sobre la microflora
ruminal, sin embargo su baja digestibilidad y por ende disminucion en la produccion de gas,
bien puede deberse a su alta concentracion en compuestos fendlicos y terpénicos, los cuales
poseen efectos bactericidas, fungicidas y protozoaricidas (Zavala et al., 2002, Calzada et al.,
2006), o bien que la mayoria de estos compuestos estan formados por anillos aromaticos, lo
cual dificulta su degradacién (Lopes et al., 2008).

Aunque en la mayoria de los casos, los compuestos activos en los extractos vegetales no han
sido plenamente identificados, enzimas vegetales tales como: proteasas de cisteina o
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metabolitos secundarios; alcaloides, glucésidos y taninos han demostrado propiedades
antiparasitarias dosis-dependientes (Ayas et al., 2008). Algunos otros compuestos activos
como las saponinas, taninos, glucésidos cianogénicos, oxalatos, cumarinas y lactonas
sesquiterpénicas propias de algunas plantas como es el caso de A. ludoviciana, pueden tener
efectos anti nutricionales disminuyendo la ingesta de alimento; inhibiendo la fermentacién
ruminal y la sintesis de proteina microbiana (Pesoa, 2001).

No obstante, la microflora ruminal tiene la capacidad de adaptarse en forma gradual a la
ingestion prolongada de ciertos compuestos, que permite al animal adquirir mayor tolerancia
(Mcsweeney et al., 1999). Por otro lado, la capacidad de biotransformar diferentes compuestos
dando origen a sustancias intermedias o finales que son absorbidas por el tracto
gastrointestinal (Roige y Tapia, 1996). El efecto que estos compuestos puedan ejercer sobre el
propio rumen o el animal dependera del nivel de consumo, del tipo de metabolitos producidos
y de la absorcién de los mismos (Carmona, 2007). Por tal motivo, resulta indispensable
evaluar previamente el efecto de los extractos con potencial antiparasitario sobre la microflora
ruminal, antes de generalizar su efecto y probarlos in vivo.

CONCLUSIONES

La informacion obtenida permitié conocer la actividad de los extractos crudos de A. sativum,
A. cepa y A. ludoviciana sobre la microflora ruminal con la finalidad de poder ser utilizados
posteriormente en evaluaciones antiparasitarias in vitro. Las concentraciones pertinentes de
cada extracto que no interfieran con la actividad de la microflora ruminal y por consiguiente
con la digestibilidad, podrian estimar dosis mas certeras para las evaluaciones de estudios
antiparasitarios in vivo.
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RESUMEN

Con el objeto de evaluar la actividad antihelmintica del extracto etanolico crudo y digerido de
ajo (A. sativum), cebolla (A. cepa) y estafiate (A. ludoviciana) se disefi6 un experimento para
estudiar su efecto sobre la eclosion de huevos y motilidad larvaria de Haemonchus contortus y
Trichostrongylus colubriformis. Se evaluaron diversos tratamientos, los cuales corresponden a
los extractos crudos (ECA, ECC, ECE) y digeridos (EDA, EDC, EDE) de cada una de las
plantas. Como controles positivos se utilizé albendazol (ABZ) en los ensayos de eclosion de
huevos y thiabendazol (TBZ) para los ensayos de motilidad larvaria, asi como extracto de
liquido ruminal (EDLr) y extracto digerido de avena (EDAv), mientras que como control
negativo se emple6 agua. Los extractos crudos y digeridos de A. cepa fueron los unicos que
presentaron una actividad significativa en los ensayos de eclosion de huevos para ambas
cepas. Mientras que, los extractos crudos y digeridos de A. sativum sélo fueron positivos para
el ensayo de eclosion de huevos con H. contortus. Ningln tratamiento mostré efectividad
sobre larvas del tercer estadio (L3) de las cepas evaluadas. En conclusion, los extractos
digeridos mostraron un mejor comportamiento a menor concentracion respecto de los
extractos crudos en los ensayos de eclosion de huevos.

Palabras claves: nematodos, extracto vegetal, ensayo parasitarios in vitro.
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INTRODUCCION

Los nematodos gastrointestinales (NGI) representan una de las primeras limitantes en los
sistemas de produccion ovina en pastoreo (Moreno et al., 2010). Aquellos son responsables de
pérdidas econdmicas importantes debido a la reduccion en la productividad del hospedero,
retraso en el crecimiento, disminucion en la fecundidad y alta mortalidad en animales
susceptibles (Torres-Acosta y Hoste, 2008; Barrabi y Arece, 2013).

En los ultimos afios el control parasitario se ha basado en el uso exclusivo de compuestos
quimicos, lo que ha favorecido el aumento en la resistencia de los NGI a los antihelminticos
(AH) comerciales incrementando los problemas sanitarios y productivos de los animales
(Jabbar et al., 2006; Geurden et al., 2014).

Actualmente, se hace imprescindible disminuir los residuos de medicamentos en los productos
o0 derivados de origen animal, asi como incentivar la proteccion ambiental y reducir los costos
de produccion por el uso irracional de compuestos quimicos convencionales. Esto ha
originado un interés en la busqueda de métodos alternativos para el control parasitario
(Molento, 2009).

Ante ello, se han evaluado varias opciones para el control parasitario como: el uso de hongos
nematofagos (Ojeda-Robertos et al., 2008), desarrollo de vacunas contra nematodos
(Vercruysse et al., 2014), seleccion genética de animales resistentes (Greer, 2008),
inmunonutricion (Nox et al., 2006) y el uso de extractos vegetales (EV) ricos en metabolitos
secundarios (MS) (Athanasiadou y Kyriazakis, 2004; Hernandez et al., 2008), estos Gltimos
constituyen una alternativa organica que permite reducir la prension de seleccion de los NGl
hacia los AH (Hernandez et al., 2014).

Entre las plantas con indicios etnobotanicos para el control de parasitos gastrointestinales
(PGI) se encuentran el ajo (Allium sativum) y la cebolla (Allium cepa) (Osuna et al., 2005).
Sin embargo, los resultados cientificos no han aportado pruebas definitivas en su actividad
bioldgica (Bastidas 1969, Igbal et al., 2001, Prieto et al., 2005, Burke et al., 2009, Worku et
al., 2009, Mikail 2010). Mientras que, para el estafiate (Artemisia ludoviciana) no hay
suficiente informacién que respalde su eficacia antihelmintica (Acharya et al., 2014). Sin
embargo, plantas pertenecientes al mismo género han resultado de gran utilidad para este fin
(Igbal et al., 2004; Tariq et al., 2009; Zhu et al., 2013).

La supuesta propiedad antiparasitaria de los EV ha sido causa de controversia, debido a que no
existe una correlacion significativa entre los test in vitro e in vivo como lo muestran los
estudios de resistencia antihelmintica a las drogas sintéticas (Athanasiadou y Kyriazakis 2004,
Moreno et al. 2010). La discrepancia de los resultados podria atribuirse a factores como el
origen del material vegetal y metodologia de extraccion, o bien a la farmacocinética,
biodisponibilidad y farmacodinamia de los EV dentro del huésped.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad antiparasitaria in vitro de
los extractos completos y digeridos de Allium sativum, Allium cepa y Artemisia ludoviciana,
sobre huevos y larvas infectantes de Haemonchus contortus y Trichostrongylus colubriformis.

EVALUACION IN VITRO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE A. SATIVUM, A. CEPA Y A. LUDOVICIANA SOBRE HUEVOS Y LARVAS INFECTANTES DE
H. CONTORTUS Y T. COLUBRIFORMIS

84



U.M.S.N.H. ANGEL IVAN HUERTA MELGAREJO LLA.F.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion. Las pruebas parasitologicas in vitro se realizaron en la Unidad Regional
Universitaria Sursureste de la Universidad Auténoma Chapingo (URUSSE-UACh) ubicada en
Teapa, Tabasco. Las muestras fecales para la colecta de huevos de neméatodos se obtuvieron de
ovinos de una unidad de produccion ubicada en Pueblo Nuevo, municipio de Salto de Agua,
Chiapas, México, la cual se localiza entre las coordenadas 17° 34" de latitud norte y 92° 29°de
longitud oeste, a una altitud de 85 msnm. Posee un clima Af (m) w” (1°) g, calido himedo con
lluvias todo el afio con una temperatura media de 26.6 °C y una precipitacion media anual 3
289 mm (Garcia, 1988).

Material vegetal. Los bulbos de ajo (A. sativum) y cebolla (A. cepa) se obtuvieron en los
mercados locales de Morelia, Michoacan. Se seleccionaron frutos sanos, sin dafios aparentes.
Las plantas completas de estafiate (A. ludoviciana) se colectaron entre los meses de
septiembre a noviembre (McVaugh, 1984) del 2013 y 2014 en el municipio de Iratzio,
Michoacan, ubicado entre las coordenadas 19° 64" latitud norte y 101° 41 longitud oeste; que
se encuentra una altitud de 2, 226 msnm y cuenta con una temperatura media de 14-18 °C
(INEGI, 2014b). La planta de estafiate fue identificada y clasificada como Artemisia
ludoviciana spp., mexicana por el departamento de botanica de la facultad de biologia de la

U. M. S. N. H. con No. de registro: IEB-246452, y depositada en el herbario del Instituto de
Ecologia A.C. de Patzcuaro, Michoacan.

Obtencidn de los extractos vegetales. La obtencion de los extractos completos de A. sativum
y A. cepa se realiz utilizando material fresco, mientras que para A. ludoviciana el material
vegetal se seco previamente por ocho dias a temperatura ambiente. El proceso de maceracion
se llevd acabo colocando en frascos de cristal 300 g de cada muestra en trozos pequefios (2-3
mm), utilizando como solvente de extraccion etanol al 96% (en una relacion 1:2 p/v) por 72 h
a temperatura ambiente con agitacion manual (5 minutos/dia). Transcurrido este periodo se
procedio a filtrar la solucion. ElI material filtrado se concentr6 en un rota-evaporador (lka
HB10 basic®, modelo RV10B599) con vacio. El proceso se realizé por triplicado hasta la
completa extraccion del material vegetal. Los extractos se conservaron en frascos &mbar a 4
°C para su uso posterior (Ortufio, 2006). El rendimiento de cada extracto completo se calcul6
mediante la siguiente formula: RE= (V/P) x 100, donde RE=Rendimiento del extracto vegetal;
V=Volumen del extracto obtenido y P=Peso inicial de la muestra vegetal (Guaman, 2012).

Digestion ruminal simulada de los extractos vegetales completos. Se utilizé la técnica
descrita por Mauricio et al. (1999) para evaluar la cinética de gas in vitro. Se incubaron
(ECOSHEL®, modelo 9023A) por triplicado viales de cristal de 125 mL a los que se adicion6
1 g de avena deshidrata (65 °C por 24 h) y molida (2 mm), 80 mL de solucion nutritiva
(Wawrkiewicz y Daneldn, 2004) y 20 mL de liquido ruminal (LR) de vacas Holstein adultas,
colectado mediante una sonda orogastrica acoplada a una bomba de vacio manual. Las vacas
estuvieron alimentadas con una dieta basada en heno de avena y alfalfa. Una vez colonizados
los frascos por la microflora ruminal (16 h) de acuerdo al punto maximo de produccion de gas
in vitro, se adicionaron de manera individual los extractos de A. sativum, A. cepa y A.
ludoviciana al 30% (0.2997 mg), 40% (0.3996 mg) y 50% (0.4995 mg). Los porcentajes se
obtuvieron en relacion al gramo (0.999 mg) de avena. Por otra parte, se integraron frascos para
el estandar (heno de alfalfa), testigo (heno de avena) y blanco (LR y solucién nutritiva). La
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presion se registro mediante la produccion de gas a las 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24, 36, 48,60y 72 h
utilizando un transductor de presion (Lutron®, modelo PS-9302) acoplado aun lector digital.
Una vez transcurrido el tiempo los frascos se almacenaron en frio para su posterior filtrado. El
experimento se realizé por triplicado (Theodorou et al., 1994; Posada y Noguera, 2005).

Recuperacion de los extractos vegetales post digestion. El liquido de los frascos se filtro de
manera individual con ayuda de una bomba de vacio. EI medio recuperado se centrifugo
(Beckman Coulter ™, modelo Avanti™ J-25) por 10°/4 °C/10 000 rpm para eliminar los
solutos. Posteriormente, el liquido obtenido se sometid por triplicado a una extraccion por
particion utilizando como solvente acetato de etilo (AcOEt) en una relacion 1:2 v/v. La
porcion de AcOEt se recuperé mediante rota-evaporacion (lka HB10 basic ®, modelo
RV10B599) con vacio por 25739 °C/ 250 rpm. Los extractos digeridos recuperados de A.
sativum (EDA), A. cepa (EDC), A. ludovicina (EDE), avena (EDAv) y LR (EDLr) se
mantuvieron en frascos color &mbar a 4 °C hasta su posterior uso. El rendimiento para los tres
primeros se calculé mediante la siguiente formula: RE= (V/P), donde (RED=Rendimiento del
extracto vegetal Digerido, V=Volumen del extracto obtenido y P=Peso inicial de la muestra
vegetal) (Guaman, 2012).

Manejo de los animales. Se utilizaron cuatro corderos BlackBelly como donadores de
huevos, con una edad aproximada de ocho meses y un peso promedio de 24 Kg (24+2), los
cuales se mantuvieron en jaulas metabolicas y se alimentaron con una dieta en base a pasto
remolino (Paspalum notatum), grama amarga (Paspalum conjugatum), concentrado (sorgo
molido, salvadillo de trigo y pasta de coco), sales minerales y agua ad libitum (Kearl, 1982).
Los ovinos se desparasitaron previamente con albendazol (ABZ, 10 mg/kg™) hasta eliminar la
infeccion natural. Consecutivamente, se infectaron dos animales via intra-ruminal con 6,000
Ls de H. contortus y otros dos corderos con 10,000 Lz de T. colubriformis de un aislamiento
de Tabasco, pertenecientes a la Universidad Autdnoma de Chapingo.

Toma de muestras y recuperacion de huevos. A los 35 dias post-infeccién de los corderos,
se tomaron 30 g de muestra fecal del recto de ovinos infectados y se procesaron mediante la
técnica de Mc Master (Thienpont et al., 1986) para determinar los conteos fecales (promedio,
300 huevos por gramo de heces/hpg).

Se formé un pool con 10 g de heces y se mezclaron con solucion salina saturada (d=1.20,
como liquido de flotacién). Inmediatamente, se centrifugd (Rolco, modelo 2036) en tubos
conicos (Falcon®) de 50 mL por espacio de 10" a 2000 rpm. El sobrenadante se filtrd y se lavo
con agua corriente utilizando un tamiz del ndmero 100 (0.088 mm, Mont-inox) acoplado a
otro del nimero 400 (0.037 mm, Mont-inox). Después, los huevos recuperados del segundo
tamiz se mezclaron con 10 mL de solucién saturada de azucar (d=1.28, como liquido de
flotacion) y se centrifugaron por espacio de 15” a 2000 rpm. Por Gltimo, el anillo formado en
la parte intermedia del tubo se recuper6 con ayuda de una pipeta pasteur y se lavo con agua a
corriente utilizando el tamiz del ndmero 400. Los huevos recuperados de este tamiz
(aproximadamente 10 mL) se colocaron en un tubo conico de 15 mL. La concentracion de
huevos por mL se estimo a partir de 10 alicuotas de 10 xL ajustando el volumen para tener una
concentracion final de 100 huevos por cada 100 uL (Botura et al., 2013).
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Recuperacion de larvas. Se realizaron coprocultivos en cajas de petri a partir de heces de
animales que alcanzaron conteos superiores a los 200 hpg (Gonzélez et al., 2003). Los cultivos
se mantuvieron durante ocho dias a temperatura ambiente, transcurrido este periodo las larvas
se recuperaron mediante la técnica de Baermann (Thienpont et al., 1986; Valdez, 2006) y se
almacenaron en un matraz de cultivo celular (CORNING®) de 250 mL.

Desvainamiento larval. Las larvas recuperadas se expusieron a una solucion de hipoclorito de
sodio al 0.187% realizando tres lavados consecutivos con agua destilada y centrifugando por
espacio de 5"a 2000 rpm. La concentracion de L3 se cuantificO mediante alicuotas de 10 ul/
ajustando el volumen final para tener una concentracion de 100 L3 por cada 100 u/ (Gonzélez
etal., 2010).

Ensayo de eclosion de huevos (EEH). Se realiz6 a partir de modificaciones a la técnica
descrita por Marie-Magdeleine et al. (2010). Se utilizaron placas de cultivo celular de 96
pocillos (NUNC-Polysorb) en las cuales se depositaron 100 xL huevos (80-100 huevos) por
pocillo para ser enfrentados con los diferentes extractos de plantas. La primera columna de la
placa se ajustd a 200 uL por pocillo adicionando 80 uL de agua destilada y 20 uL de
tratamiento o control. A partir de esta columna se tomaron 100 xL de cada tratamiento o
control y se realizaron diluciones seriadas determinando las siguientes concentraciones:
extractos completos: ECA (139.61, 69.81, 34.90, 17.45, 8.73, 4.36, 2.18, 1.09, 0.55 y 0.27
mg/mL™), ECC (123.59, 61.80, 30.90, 15.45, 7.72, 3.86, 1.93, 0.97, 0.48 y 0.24 mg/ml™"), ECE
(10.25, 5.13, 2.56, 1.28, 0.64, 0.32, 0.16, 0.08, 0.04 y 0.02 mgml™); extractos digeridos: EDA
(1.78, 0.89, 0.44, 0.22, 0.11, 0.05, 0.02, 0,01, 0.007 y 0.003 mgml™), EDC (1.92, 0.95, 0.47,
0.24, 0.12, 0.06, 0.03, 0.01, 0.007 y 0.004 mg/ml™) y EDE (2.38, 1.19, 0.59, 0.29, 0.14, 0.07,
0.03, 0.01, 0.009 y 0.005 mg/ml™); controles positivos: albendazol/ABZ (2.5, 1.25, 0.63, 0.31,
0.16, 0.08, 0.04, 0.02, 0.01 y 0.005 mg/ml™), EDAv (1.30, 0.65, 0.32, 0.16, 0.16, 0.08, 0.04,
0.02, 0.01, 0.005, 0.003 mg/ml™), EDLr (0.37, 0.18, 0.09, 0.04, 0.02, 0.01, 0.005, 0.002, 0.001
y 0.0007 mg/ml™) y control negativo: Agua. A continuacion, las placas se incubaron por 48 h
a 28 °C, transcurrido el tiempo se detuvo la eclosion con 100 L de solucion de Lugol. El
porcentaje de eclosion se calculd del volumen total del pozo (5 alicuotas de 20 pl). Cada
ensayo se realizo por triplicado (Kamarai y Abdul, 2011; Barrabi y Arece, 2013).

Ensayo de motilidad larvaria (EML). Se realiz6 a partir de una modificacién a la técnica de
motilidad de nematodos adultos descrita por Marie-Magdeleine et al. (2010). El efecto de los
tratamientos y controles experimentales sobre la motilidad larvaria se evalud con las mismas
dosis descritas en el EEH, con la excepcidn que como control positivo se utilizo tiabendazol
(TBZ). Posteriormente, las placas se incubaron por 24 h a 28 °C, transcurrido el periodo se
determind el porcentaje de mortalidad larvaria. El porcentaje de mortalidad larvaria se calculd
del volumen total del pozo (5 alicuotas de 20 xL) considerando el siguiente criterio después de
10 segundos: larvas vivas (enroscadas o con movimiento) y larvas muertas (rectas o
enroscadas sin movimiento).

Se han observado problemas para lograr una buena repetitividad debido a la reversion de la
paralisis larvaria (Garcia et al., 2003), por lo cual antes de la lectura las larvas L3 se
estimularon agregando 50 xL de agua caliente (50 °C) a cada pocillo (Kotze et al., 2004).
Cada ensayo se realizo por triplicado (O’Grady y Kotze, 2004; Kotzea et al., 2005).
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Analisis estadistico. Los datos obtenidos en los EEH y EML fueron analizados mediante la
funcion Probit para determinar la dosis letal media (DLsp) y dosis letal maxima (DLgo)
utilizando el programa SAS (SAS, 1999) en base al siguiente modelo estadistico:

Pr (Respuesta) = C + (1-C) F (X’B) = C+ (1-C) @ (bg + by X logyo (Dosis))
Donde:

Pr Probabilidad de una respuesta.

C Tasa de respuesta natural (proporcion de individuos que responden a la dosis cero).
B Vector de parametros estimados.

F Funcidn de distribucion acumulativa (Normal).

X Vector de variables explicativas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de los extractos completos. EI mayor rendimiento se obtuvo con el extracto
etandlico de A. cepa (Cuadro 1), esto puede deberse a su alto contenido en agua (90%)
(Roque et al., 2007). Por consiguiente, el extracto de A. sativum arrojo un menor cantidad
respecto de su contenido de humedad (70%) (Cuadro 1) (Benklebia, 2004). En relacién a este
ultimo, el rendimiento fue mayor a lo reportado por Duran et al. (2007), quienes obtuvieron un
31.2% mediante un proceso de maceracion en frio con etanol al 75%. A su vez, estos autores
sugieren que el uso de etanol permite un rendimiento superior al obtenido con otros solventes
orgéanicos, en parte por la afinidad de los compuestos fendlicos y azufrados a este solvente.

En relacion con, A. ludovicana, los solventes mas utilizados para la obtencién de sus MS son
el cloruro de metileno, metanol, cloroformo y hexano producto de su afinidad por los
compuestos terpénicos presentes en esta planta (Ruiz et al., 1993). Lee y Geissman (1970),
realizaron extracciones con cloroformo de una cantidad de 8.5 kg de materia seca obteniendo
un rendimiento de 2.49% (212 g). Por su parte, Ruiz et al. (1993), a partir de 11 kg de
macerado con hexano y cloruro de metileno obtuvieron un rendimiento de 3.72% (410 g).
Mientras, Anaya et al. (2014), utilizando 300 g de planta sometida a hidrodestilacién con
cloruro de metileno-metanol (1:1 v/v), obtuvieron un rendimiento de 10% (30 g). Por otro
lado, Estrada et al. (2012), mediante maceracion en frio utilizando hexano, cloruro de
metileno y metanol lograron un rendimiento del 57%, 12.7% y 15.4% respectivamente.

De acuerdo a lo anterior, el rendimiento obtenido mediante maceracién en frio con etanol al 96
% Yy extraccion a 39 °C super6 lo indicado en la literatura. Los valores encontrados con A.
ludoviciana se encuentran dentro de los parametros normales (Cuadro 1). La variabilidad
observada en el rendimiento de los extractos puede adjudicarse al origen, temporada, proceso
de recoleccion y partes utilizadas del material vegetal, asi como a la metodologia y solvente
utilizado en la extraccion (Makkar, 2003; Barrabi y Arece, 2013).

Rendimiento de los extractos digeridos. No existen reportes acerca del rendimiento de los
extractos digeridos. Cabe mencionar, que el EDE fue quien presento el mejor rendimiento
(Cuadro 1). El resultado puede vincularse con la alta cantidad de compuestos fendlicos y
terpénicos presentes en la planta, la mayoria de ellos multiciclicos 0 compuestos por anillos
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aromaticos (LOpez et al., 2008) dificultando su degradacion ruminal. Aunado a lo anterior, el
efecto antibacteriano, antifingico y antiprotozoario que posee la planta podria afectar la
microflora ruminal influyendo en su digestibilidad (Zavala et al., 2002). Por su parte, los
extractos de A. sativum y A. cepa obtuvieron un menor rendimiento producto de su capacidad
para suscitar la digestion de sus compuestos (Kamra et al., 2008). Esto se debe a que cerca del
30% (32.60g por cada 100 g) de materia seca de A. sativum se encuentra integrada por hidratos
de carbonos no estructurales (fructosa, sacarosa y fructanos), similar a lo reportado en A. cepa
quien almacena sustancias de reserva, pero en menor cantidad (5.3-6.9g por cada 100g)
(Garcia y Sanchez et al., 2005). Estos productos sirven como alimento esencial en el
mantenimiento y actividad de la microflora ruminal (Angulo et al., 2005).

De acuerdo a, Patra et al. (2006, 2010), los metabolitos extraidos en etanol y metanol a partir
del A. sativum y A. cepa parecen no afectar la fermentacion ruminal, ambos estudios
concuerdan con el aumento en el ndmero de protozoarios. Prins (1991), menciona que los
protozoarios son importantes en la digestion de carbohidratos no estructurales, intervienen en
el fraccionamiento fisico del alimento y juegan un papel importante como reguladores del pH
ruminal, favoreciendo la digestion y accién de otros microorganismos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Rendimiento de los extractos etanolicos crudos y digeridos por gramo de materia

fresca.
Muestra vegetal Extracto completo Extracto digerido
Rendimiento (%) Rendimiento (%)
A. sativum 31.98 3.60
A. cepa 43.95 5.50
A. ludoviciana 9.49 6.50

Ensayo de eclosién de huevos. EIl analisis Probit en los EEH con H. contortus mostrdé una
tasa de mortalidad natural (C) del 7 al 23 % (primer ensayo, 20-23%; segundo ensayo, 7-11%
y tercer ensayo, 11-16%), mientras que en T. colubriformis la mortalidad fue del 15 al 68%
(primer ensayo, 15-18%; segundo ensayo, 62-65% y tercer ensayo, 66-68%). Para el resto de
huevos sobrevivientes (1-C), la ordenada al origen (b0) y la pendiente de la regresion (bl) se
puede observar para cada uno de los extractos y por cada repeticion para H. contortus (Cuadro
2) y T. colubriformis (Cuadro 3).

El comportamiento de ABZ frente a H. contortus obtuvo una DL50 de 0.02 mg/ml-1 y una
DL99 de 0.39 mg/ml-1. Mientras, T. colubriformis no present6é tendencia sobre la eclosion
(Cuadro 3). Los aislamientos de H. contortus en un estudio previo mostraron poca resistencia
antihelmintica, mientras que en el caso de T. colubriformis se habia probado con anterioridad
en la misma unidad de produccion una fuerte resistencia antihelmintica hacia albendazol,
levamisol e ivermectina (Gonzalez et al., 2003).

La alta mortalidad natural observada en T. colubriformis puede estar ligada a la inmunidad de
los animales utilizados como donadores, mismos que fueron expuestos a una infeccion previa
durante dos meses, y posiblemente durante la segunda infeccidn la respuesta inmune adquirida
fue alta, por lo que la tasa de eclosién fue muy baja. Algunos autores mencionan que a medida
que la edad de los animales aumenta, estos desarrollan una respuesta inmunitaria adquirida
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que se caracteriza por disminuir el establecimiento de infecciones larvarias, limitando el
namero de parasitos adultos, reduciendo la fecundidad de las hembras y la viabilidad de los
huevos (Barger, 1993; McClure, 2000; Vanimisseti, 2003).

En las evaluaciones sobre la eclosién de huevos, el ECA arrojé un efecto significativo
(P<0.01) sobre ambas cepas, mientras que el ECC solo fue efectivo contra T. colubriformis
(Cuadro 2 y 3). Sin embargo, Carmona (2007), comenta que los EV se transforman por
interaccion del medio gastrointestinal formando productos con efectos sin definir (Carmona
2007). Por su parte, Cordova (2010), menciona que los productos derivados del
reordenamiento de los compuestos azufrados son muy reactivos y experimentan un gran
numero de transformaciones dependiendo de la temperatura y pH. Mientras que, Alonso
(2004), expone que los compuestos azufrados al entrar en contacto con el agua originan
productos con una mayor estabilidad y por consiguiente con una mejor actividad bioldgica.
Tal y como se observd en los resultados (P<0.01) del EDA y EDC, quienes exhibieron
concentraciones bajas en comparacion con sus homologos naturales (Cuadro2 y 3) en los
EEH, debido quiza a la transformacion de los compuestos azufrados al momento de entrar en
contacto con el liquido ruminal.

No obstante, el ECE s6lo mostrd un efecto significativo sobre T. colubriformis contrario a lo
observado con H. contortus. Esto concuerda con, Acharya et al. (2014), quienes no
encontraron una actividad significativa in vitro del extracto de A. ludoviciana sobre la eclosién
de huevos de H. contortus. Cabe sefialar, que los resultados con T. colubriformis deben ser
tomados con reserva debido a la alta mortalidad natural (68%), ya que los datos pueden no ser
repetibles debido a que no fueron significativas la mayoria de las pruebas (Cuadro 3).

Abundando al respecto, los resultados con A. ludoviciana tanto para los EEH y los EML
deberan considerarse posteriormente. Foster et al. (2011), mencionan que el efecto sobre la
eclosion de huevos o el desarrollo larvario podria deberse a compuestos secundarios de la
planta que sobreviven al transcurso a traves del aparato gastrointestinal y que interfieren con
enzimas o mecanismos de sobrevivencia del parasito. Entre los metabolitos secundarios que
mantienen este mecanismo se encuentran los taninos condensados (Athanasiadou et al., 2001,
Arece et al., 2013), pero se han contemplado algunos otros metabolitos como las lactonas
sesquiterpénicas (LST) (Foster et al., 2011), las cuales se encuentran en alta concentracion en
A. ludoviciana. Como referente, Molan et al. (2003), evaluaron la actividad in vitro del
extracto de Cichorium intybus sobre larvas L1 y L3 de Dictyocaulus viviparus usando como
medio de cultivo liquido ruminal y abomasal, encontrando un efecto significativo de los
taninos en el liquido ruminal, pero las LST resultaron mas efectivas en contra de las L3
usando fluido abomasal, lo que indica que estos compuestos no se ven afectados por el pH del
fluido. Lo cual sugiere que el ECE necesita de posteriores estudios para descartar su efecto
antihelmintico.

Existen informes de una respuesta positiva en ensayos in vitro para A. sativum como para A.
cepa contra PGI (Igbal et al., 2001; Seleheen et al., 2004; Urban, 2008; Navaneetha et al
2009; Melhorn et al., 2011; Reda, 2012), pero los resultados no son del todo claros en los
estudios in vivo (Bastidas, 1969; Igbal et al., 2001; Prieto et al., 2005; Burke et al., 2009;
Worku et al.,2009; Mikail, 2010) o necesitan de una alta concentracion para ejercer un efecto
letal (Erol et al., 2008). Tal como se observa en los resultados de la presente investigacion
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(cuadro 4 y 7). Aunque, una alta concentracion del extracto puede causar efectos negativos
sobre la microflora ruminal, interfiriendo con la digestibilidad y el aprovechamiento de
nutrientes comprometiendo la salud del animal (Bodas et al., 2012; Arelovich, 2013). Por lo
cual es necesario evaluar previamente el efecto in vitro de los extractos vegetales con
potencial parasitario sobre la microflora ruminal.

De esta manera, la actividad antihelmintica de los extractos vegetales in vivo puede estar
sujeta a la farmacocinética, biodisponibilidad y farmacodinamia de los EV (Chagas y Vieira,
2007). Lo que explicaria la variabilidad de los resultados in vitro con los resultados in vivo.

Cuadro 2. Evaluacion del comportamiento de los extractos etanolicos de A. sativum, A. cepa y
A. ludoviciana en los bioensayos in vitro sobre la mortalidad de huevos de H. contortus a las

48 horas.
Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
Extracto Dosis (mg/ml™) Dosis (mg/ml™) Dosis (mg/ml™)
bo | by | DLsy DLy bo| by | DLsy DLy bo | b;| DLs DLy
ABZ - - w [+ 1002 (039 ** Ins |6.88E™ 057
ELr |** [** |0.14 0.23 ** Ins [0.10 0.22 ns |ns |0.10 0.13

EDAv |ns [ns |1.23 1.56 ns |ns [0.71 0.88 ** |x 14982 [3.78E*
ECA |** [* [3217 [99.14 * |* 12487 (34696 | [** [** [57.34 [1434

EDA | ** |** 10.06 0.38 ns [ns |0.05 0.12 *** 1013 0.24
ECC |** |* |50.21 |50721 ns [ns 3457 |5.77E° *|* 14091 | 7302

EDC |** [** [0.05 0.13 ns |ns |0.12 0.15 ** | xx (30 0.58
ECE |ns |ns |267 3.37 *x | %k 307 7.42 ** Ins [3.13E° |1.54EY
EDE |ns [** |0.85 1.96 ns |** 10.92 3.21 ns |ns [1.36 1.65
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Cuadro 3. Evaluacion del comportamiento de los extractos etandlicos de A. sativum, A. cepa y
A. ludoviciana en los bioensayos in vitro sobre la mortalidad de huevos de T. colubriformis a

las 48 horas.
Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
Extracto Dosis (mg/ml™) Dosis (mg/ml™) Dosis (mg/ml™)
by | by | DLsy DLy bo | by | DLsy DLg bo | by | DLsy DLg
ABZ ** Ins [846E> [9.19E” | |** ns [2.91E° [1.11E®
ELr |** [** |9.6 1277 ns [ns [0.09 0.12 ns |ns [0.13 0.15
EDAv |** |** [0.12 0.19 ns |* 10.96 26.4 ns |ns |53.01 2.08E°
ECA |[ns |ns |141 1.87 ns |ns |12.44 18359 ns |ns |115.33 |302.42
EDA (ns [ns [39.79 48.64 ns [ns [0.03 0.05 ** %% 10.03 0.18
ECC |ns |ns [0.12 0.15 * |** 14509 679.13 ** %% 1239 71.88
EDC |** |** |32.15 1.08 ** | *x 10,02 1.32 ** %% 10,15 0.27
ECE |[ns |** |2.17 13.87 ns |ns |3.83 5.10E* *x | *k 1637 17.05
EDE |ns [ns [0.9 121 ns |ns |0.32 0.40 ns |ns |1.63 1.87

Cuadro 4. Promedio de los resultados significativos de los ensayos de eclosion de huevos.

H. contortus T. colubriformis
Extracto Dosis (mg/ml™) Dosis (mg/ml™)
DL50 DL99 DL50 DL99
ABZ 0.02* 0.39* | 1.46E%* | 5.55E%*
ELr 0.14* 0.23* 9.6% 1277*
EDAv 49.82% | 3.78E* | 0.54 13.29
ECA 38.12 196.5 | 43.06* | 1.63E%*
EDA 0.1 0.31 0.03* 0.18*
ECC 45.6 29E° 14.24 | 37550
EDC 0.18 0.36 10.77 0.89
ECE 3.07* 7.42% 4.27 15.46
EDE 0.89 2.6 0.95* 1.16*

*promedio no significativo basado nimero de repeticiones negativas.

Ensayo de motilidad larvaria. Los EML (Cuadro 5 y 6) no arrojaron efecto significativo
(P>0.01) para algunos de los compuestos evaluados en las presentes cepas. Considerando que
las concentraciones se encuentran en mg/ml™, las dosis requeridas para inhibir la motilidad
larvaria en un 50% son elevadas (Cuadro 7).

El comportamiento de Tiabendazol frente ambas cepas no presentd resultados significativos
(P>0.05) (Cuadro 5y 6), la tendencia sobre la resistencia de H. contortus a la familia de los
bencimidazoles ha sido reportada con anterioridad (Saenz et al., 1991; Limon y Saenz, 1997,
Torres-Acosta, 2003) al igual que en T. colubriformis (Gonzalez et al., 2014).
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Cuadro 5. Evaluacion del comportamiento de los extractos etanolicos de A. sativum, A. cepa y
A. ludoviciana en los bioensayos in vitro sobre la mortalidad de larvas Lz de H. contortus a las

24 horas.
Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3

Extracto Dosis (mg/ml™) Dosis (mg/ml™) Dosis (mg/ml™)

by | by | DLsp DL Do | by | DLsy DLg Dy | by | DLsp DL
TBZ | ** | ns|299E% | 7.68E% | | ** | ns | 4.07E® | 1.34E® | | ** | ns | 1.14E° | 6.85E"
ELr | ** | ns | 1.20E® | 465E% | | ** | ns | 1.85E° | 2.27E¥ | | ** | ns | 6.31E° | 3.54E"
EDAv | **|ns| 7162 | 1.67E° | [ ns | ns | 1.05E% [4.21E™ | [ **| » | 373 | 77.95
ECA |*| * ] 3696 | 212E* [ | * [ ns | 294E% | 3.70E° | | ** | ns | 1.04E° | 1.10E%
EDA | ** | ns| 239E* [ 9156 | [**| » | 7570 | 2.01E° | [ **| ns | 8.89E° | 1.47E°
ECC |**| * | 458E* [ 1.05E™ | | ** | ns | 1.98E™® [6.30E™"| | ** | ns | 9.55E™ | 2.52E*
EDC | ** | ns | 293" | 2298 | | ** | ns | 6.51E™ | 5.36E™ | | ** | ns | 2.06E° | 3.57E"
ECE | **|**| 161E° | 581E" | |**|* | 584 | 13223 | |**| * | 11.83 | 1.69E°
EDE |**|ns|271E% | 7.06E™ | | ** | ns | 2.35E% | 3.70EY | [ ** | * | 1.27E° | 1.10E°

Cuadro 6. Evaluacion del comportamiento de los extractos etandlicos de A. sativum, A. cepa y
A. ludoviciana en los bioensayos in vitro sobre la mortalidad de larvas L3 de T. colubriformis a

las 24 horas.
Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3

Extracto Dosis (mg/ml™?) Dosis (mg/ml™?) Dosis (mg/ml™?)

bo b1 DL50 Dng b() b1 DL50 Dng bo b1 DLso Dng
TBZ | ** | ns|201E™ | 6.63E% | | ** | ns | 34860 | 2.32E" | | ns | ** | 0.45 5.98
ELr | ** [ ** [ 46E™ | 4.07E72 | | * [ ns | 3.9E% [ 1.10E™ | | ** [ ns | 1.03E™ | 2.68E™
EDAv | ** | ns | 9.07E° | 6.79E™ ns | ns| 129 | 1.68 *x [ x| 390 458
ECA | *|ns| 193 | 1.05® || **|ns |1.05E%| 1.60E™ | | ** | ns | 7.67E* | 5.54E™
EDA |ns|ns| 3.09 9.42 ** | ns | 1457 | 2.73E% | | ** | * | 137.91 | 262451
ECC |*|ns|316E°| 226EZ | [* | ns |97E®| 7.77E® | | ns | ns | 146.44 | 199.99
EDC |*|ns| 64.01 | 2.35E* *x | ns | 25523 | 7.31E% | | ** | ns | 102.32 | 85309
ECE |**|*| 9097 39.40 ** [ ns [ 57521 | 1.89™ | [ ** | * | 36.68 | 2.49E°
EDE |[ns|ns| 17.79 54.24 ** [ ns | 4422 | 429E™ | [ ** | ns | 4.61E™ | 9.60E®
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Cuadro 7. Promedio de los resultados significativos en los ensayos de motilidad larvaria.

H. contortus T. colubriformis

Extracto Dosis (mg/ml™) Dosis (mg/ml™)
DL50 DL99 DL50 DL99

TBZ 1.36E18* | 4.47E*** 0.45 5.98
ELr 4E?* 1.55E%* | 4.6E'° | 4.07E%?
EDAv 3.73 77.95 3.29 45.8
ECA 369.6 2.12E* | 2.56E*"* | -3.50E%*
EDA 75.7 2.01E° 13791 | 2.62E°
ECC 4.58E* 1.05E™ | 3.24EY* | 2.50E®*.
EDC 6.43E*** | 7.30E®* | -8.56E°* | 2.44E'**-
ECE 5.43 1.95E’ 23.33 1.26E3
EDE 1.27E° 1.10E® | 1.54EM* | -3.2E33*

*promedio no significativo basado nimero de repeticiones negativas.

Aun cuando estos resultados in vitro resultan interesantes, es dificil su comparacion en
sistemas in vivo, debido a las diferencias fisico-quimicas que no pueden ser replicadas en
laboratorio. Por lo cual, se hace necesario estandarizar una metodologia que permita vincular
el comportamiento de los productos vegetales in vitro con los resultados in vivo.

CONCLUSION

Las plantas evaluadas se eligieron debido a reportes etnobotanicos y cientificos sobre su
actividad antihelmintica. Los extractos completos y digeridos de A. sativum y A. cepa
presentaron una tendencia significativa en la eclosion de huevos para ambas cepas. Sin
embargo, los extractos digeridos mostraron un mejor comportamiento a menor concentracién
en los ensayos de eclosion de huevos. Ninguno de los extractos evaluados mostrd actividad en
los ensayos de motilidad larvaria para H. contortus y T. colubriformis.
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6. DISCUSION GENERAL

6.1. Efecto de los extractos completos sobre la microflora ruminal

Encontrar alternativas terapéuticas para el control de parésitos gastrointestinales en rumiantes
ha llevado a evaluar diversos extractos vegetales in vitro, generalizando sus efectos antes de
ser validados in vivo (Athanasiadou y Kyriazakis 2004) independientemente del efecto

negativo que estos pudiesen tener sobre la microflora ruminal.

La digestion fermentativa en el rumen provee de células microbianas, las cuales suministran
de proteina (P) al animal y &cidos grasos volatiles (AGV). Los protozoarios, bacterias y
hongos existentes en el rumen-reticulo son responsables de la digestion de la mayoria de los
nutrientes (Leng et al. 1995). El tipo de dieta, el nivel energético y nitrogenado de la racion
influyen en la concentracion y composicion de la fauna ruminal a través de la accion directa o
indirecta sobre el pH y la tasa de pasaje del contenido ruminal (Cerrefio et al. 2013). Por lo
tanto, la optimizacion de la produccién en el rumiante requiere el mantenimiento de las
condiciones adecuadas del medio ruminal que garanticen su equilibrio y funcionamiento
(Leng et al. 1995).

En el caso de los extractos probados en esta investigacion, su efecto sobre la Pgas, la cual,
permite predecir la digestibilidad de los alimentos por accion de la microflora ruminal
mediante la Pgas originada por la cinética de fermentacién del alimento (Posada y Noguera,
2005).

Al parecer el extracto completo de A. sativum favorece la Pgas a medida que aumenta el nivel
de inclusion, esto puede deberse a que cerca del 30% de materia fresca (32.60g por cada 100g)
se encuentra integrada por hidratos de carbonos no estructurales (fructosa, sacarosa y
fructanos), algo similar sucede con A. cepa quien almacena sustancias de reserva pero en
menor cantidad (5.3-6.99g por cada 100g) (Garcia y Sanchez et al. 2005). Esto podria reducir
su disponibilidad como alimento en el mantenimiento y actividad de la microflora ruminal

(Angulo et al. 2005). Kamra et al. (2006, 2008), mencionan que el extracto de A. sativum
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favorece la actividad de los microorganismos ruminales sin afectar las enzimas que degradan

la fibra y materia seca de los alimentos.

De acuerdo a, Patra et al. (2006, 2010), los metabolitos extraidos de A. sativum y A. cepa
parecen no afectar la fermentacion ruminal, ambos estudios concuerdan con el aumento en el
namero de protozoarios. Prins (1991), menciona que los protozoarios son importantes en la
digestion de carbohidratos no estructurales, intervienen en el fraccionamiento fisico del
alimento y juegan un papel importante como reguladores del pH ruminal, favoreciendo la

digestion y accion de otros microorganismos.

Sin embargo, el EC de A. cepa exhibié una disminucién en la Pgas a medida que se
incremento el nivel de inclusion, lo mismo se aprecié con el EC de A. ludoviciana. A pesar de
que la mayoria de los compuestos que ingresan al rumen son metabolizados y convertidos en
nutrientes, la reduccion en la digestibilidad de estos extractos puede deberse a que existen
otros compuestos antinutricionales que por accién directa o a través de sus MS pueden

ocasionar diversos efectos sobre la fermentacién y salud animal (Roige y Tapia 1996).

Por un lado, puede deberse al efecto bactericida, fungicida y protozoaricida que poseen los EC
(Benkeblia 2004, Anthony et al. 2005). Tal como lo sugiere, Patra y Saxena (2010), quienes
mencionan que los compuestos organicos de azufre y flavonoides presentes en A. cepa parecen
tener efectos directos en contra de los protozoarios metandgenos, lo cual puede interferir con

la funcién de otros microorganismos.

En el caso de A. ludoviciana no existen estudios detallados de su efecto sobre la microflora
ruminal, sin embargo su baja digestibilidad y disminucion en la Pgas puede deberse a su alta
concentracion en compuestos fendlicos y terpénicos, los cuales poseen efectos bactericidas,
fungicidas y protozoaricidas (Zavala et al. 2002, Calzada et al. 2006),0 bien a que la mayoria
de estos compuestos estan formados por anillos aromaticos, lo cual dificultaria su degradacién
(Lopes et al. 2008).

Aunque en la mayoria de los casos los compuestos activos en los EV no han sido plenamente

identificados, enzimas vegetales tales como proteasas de cisteina o0 MS como alcaloides,

EVALUACION IN VITRO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE A. SATIVUM, A. CEPA Y A. LUDOVICIANA SOBRE HUEVOS Y LARVAS INFECTANTES DE
H. CONTORTUS Y T. COLUBRIFORMIS

102



U.M.S.N.H. ANGEL IVAN HUERTA MELGAREJO LLA.F.

glucédsidos y taninos han demostrado propiedades antiparasitarias dosis-dependientes (Ayas et
al. 2008). Algunos otros compuestos activos como las saponinas, taninos, glucdsidos
cianogénicos, oxalatos, cumarinas y LST propias de algunas plantas como es el caso de A.
ludoviciana pueden tener efectos anti nutricionales disminuyendo la ingesta de alimento,

inhibiendo la fermentacion ruminal y la sintesis de proteina microbiana (Pesoa 2001).

No obstante, la microflora ruminal tiene la capacidad de adaptarse en forma gradual a la
ingestion prolongada de ciertos compuestos, permitiéndole al animal adquirir mayor tolerancia
a diversos MS (Mcsweeney et al. 1999). Por otro lado, le permite biotransformar diferentes
MS dando origen a sustancias intermedias o finales que son absorbidas por el tracto
gastrointestinal (Roige y Tapia 1996). El efecto que estos compuestos puedan ejercer sobre el
propio rumen o el animal dependera del nivel de consumo, del tipo de metabolitos producidos
y de la absorcion de los mismos (Carmona 2007). Por tal motivo, resulta indispensable evaluar
previamente el efecto de los EV con potencial antiparasitario sobre la microflora ruminal in

vitro antes de generalizar sus efectos in vivo.

6.2. Mecanismo de accion antihelmintica de los extractos vegetales

La infeccidén por parasitos gastrointestinales en rumiantes representa un problema para la
ovinocultura (Moreno et al. 2010). En las Gltimas décadas su control se ha basado en el uso
exclusivo de productos quimicos, esto ha favorecido el creciente desarrollo en la resistencia
parasitaria con lo que se han incrementado los problemas sanitarios y productivos de los

animales (Geurden et al. 2014).

Actualmente el concepto de inocuidad ha tomado importancia, por lo que es necesario
disminuir los residuos de medicamentos en los productos de origen animal y promover la

proteccion ambiental (Molento 2009).

Esto ha llevado a la busqueda de métodos alternativos para el control parasitario, resaltando el
uso de plantas y EV. Entre las plantas con indicios etnobotanicos para el tratamiento de PGI se

encuentran Allium sativum y Allium cepa (Osuna et al. 2005). Sin embargo, los resultados

EVALUACION IN VITRO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE A. SATIVUM, A. CEPA Y A. LUDOVICIANA SOBRE HUEVOS Y LARVAS INFECTANTES DE
H. CONTORTUS Y T. COLUBRIFORMIS

103



U.M.S.N.H. ANGEL IVAN HUERTA MELGAREJO LLA.F.

cientificos no han aportado pruebas definitivas en su actividad biolégica. Por su parte, para A.
ludoviciana no hay suficiente informacién que respalde su eficacia AH (Acharya et al. 2014).
Aunque se han reportado efectos satisfactorios en protozooarios (Said et al. 2005, Calzada et
al. 2006, Calzada et al. 2007). Sin embargo, plantas pertenecientes al mismo género han
resultado de gran interés por sus efectos positivos sobre neméatodos gastrointestinales (Igbal et
al. 2004; Tariq et al. 2009; Zhu et al. 2013).

La evaluacion in vitro de los EV con posible actividad antiparasitaria ha demostrado ser una
estrategia preliminar previo a su aplicacion in vivo, debido a que los EV estan en contacto
directo con los huevos o parasitos. Esto permite ahorrar tiempo, disminuir costos y minimizar
el uso de animales (Geary et al. 1999, Athanasiadou y Kyriazakis 2004). No obstante, la
supuesta actividad antiparasitaria de los EV ha sido causa de controversia a pesar del
conocimiento de sus propiedades profilacticas y terapéuticas ya que no existe una correlacion
significativa entre los estudios in vitro e in vivo como lo muestran los estudios de RAH a las
drogas sintéticas (Moreno et al. 2010). En un estudio realizado por Costa et al. (2008),
observaron que al utilizar el extracto de etanol y acetato de etilo a dosis de 50 mg/mL de
partes aéreas de Azadirachta indica sobre H. contortus se reducia su desarrollo en 68.1% y
87.1% respectivamente. Por el contrario, las evaluaciones in vivo de ovinos infectados con H.
contortus y T. colubriformis que recibieron dosis de 3 mg/kg de peso corporal de un extracto
etanolico acuoso (70%, v/v) de las semillas de Azadirachta indica redujeron en un 5.3% el
conteo hpg, pero no hubo un efecto en el conteo de GA al decimo tercer dia post-tratamiento
(Hordegen et al. 2003).

La discrepancia en los resultados podria atribuirse a diversos factores tal como el origen del
material vegetal; ya que los constituyentes quimicos pueden variar entre plantas de la misma
especie, género y region debido a diferencias genéticas y medioambientales, estado
fenoldgico, partes de la planta empleadas para los estudios y almacenamiento. Por otra parte,
esta la metodologia y el solvente empleado para la extraccion, y finalmente uno de los puntos
con mayor importancia para los estudios in vivo lo encontramos en la farmacocinética,
biodisponibilidad y farmacodinamia de los EV (Makkar 2003, Chagas y Vieira 2007).
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Un punto a considerar al momento de establecer una relacién de los resultados in vitro con los
resultados in vivo, seria la transformacion de los EV en diferentes compuestos producto de la
degradacion digestiva del huésped, dando origen a sustancias intermedias o finales (Roige y
Tapia 1996). El efecto que estos puedan ejercer sobre el huésped o el sistema gastrointestinal
dependeré de la parte de la planta o tipo de extracto consumido, del nivel de consumo, del tipo
de metabolitos producidos por la digestion y del nivel de absorcién de los mismos (Carmona
2007).

Si se contextualiza el efecto de los extractos sobre los parasitos gastrointestinales dentro del

huésped, paralelamente se deberan contemplar varias hipotesis:

1) El efecto directo de los extractos completos sobre los parasitos.

Se ha vislumbrado informes de una respuesta por parte de los extractos de A. sativum (Igbal et
al. 2001, Urban 2008, Navaneetha et al. 2009, Mehlhorn et al. 2011) y A. cepa (Seleheen et al.
2004, Mehlhorn et al. 2011, Reda 2012) en ensayos parasitarios in vitro. Sin embargo, estos
no han sido del todo satisfactorios in vivo (Bastidas 1969, Igbal et al. 2001, Prieto et al. 2005,
Burke et al. 2009, Worku et al. 2009, Mikail 2010). Erol et al. (2008), mencionan que para los
estudios in vivo a veces se necesita de concentraciones altas para ejercer un efecto letal. Esto
se pudo apreciar en los resultados para ambos ensayos con los extractos de A. sativum, A. cepa
y A. ludoviciana. Considerando que las concentraciones se trabajaron en mg/ml™, las dosis

requeridas para inhibir la motilidad larvaria en un 50% son demasiado elevadas.

2) El efecto de los productos derivados de la degradacién de los extractos sobre
algun dérgano en el huésped.

Puede ser que los EC o los productos derivados de la degradacion ruminal susciten un
estimulo sobre algun érgano del huésped, promoviendo con ello el desalojo del parasito.
Calzada et al. (2010), encontraron una actividad leve a moderada de los extractos metanolicos

de las hojas de A. ludoviciana para inducir una hiperperistalsis en ratas a una dosis de 300
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mg/kg, factor que pudiese ayudar en la expulsion de los parésitos intestinales como T.

colubriformis.

3) El efecto de los extractos como nutraceutico en el organismo.

El extracto o sus derivados de la degradacion actian como nutraceutico estimulando el sistema
inmunolégico, promoviendo con ello una reaccion de defensa a partir de la produccion de
especies reactivas de oxido. Reyes y Gallegos (2011), mencionan que algunas lectinas
presentes en las plantas actian como inmunomoduladores de la respuesta inmune. De acuerdo
con Chittezhath y Kuttan (2006), las plantas del genero Allium pueden comportarse como
nutracéuticos promoviendo una accion inmunomoduladora de la respuesta inmune. A. sativum
contiene tres lectinas: QR-1, QR-2 y QR-3 que estimulan la actividad fagocitaria de los
macrofagos a la vez que incrementan la actividad de las células natural Killer, de la
interleucina-2 (IL-2), del factor de necrosis tumoral (TNF-a), asi como la liberacion de
interferon gamma, lo cual puede afectar el establecimiento y viabilidad del parasito dentro del
huésped (Gurley et al. 2005, Clement et al. 2010,).

4) El comportamiento de los extractos vegetales o sus derivados de la degradacion

dentro del huésped.

Se ha sugerido que los EV dentro del huésped pueden actuar por dos rutas generales: En
primer lugar, los extractos completos se transforman por interaccion del medio gastrointestinal
formando nuevos compuestos. De acuerdo con, Cérdova (2010), los productos derivados del
reordenamiento de los tiosulfinatos son muy reactivos y experimentan un gran ndmero de
transformaciones dependiendo de la temperatura y pH. Mientras tanto, Alonso (2004),
menciona gque los compuestos azufrados al entrar en contacto con el agua originan productos
con una mayor actividad bioldgica y por consiguiente mayor estabilidad. Bien podria ser el
caso de los resultados hallados con A. sativum y A. cepa quienes muestran un efecto
significativo en los ensayos de eclosion de huevos con H. contortus y T. colubriformis. Esto se
debe quizéa a la transformaciédn de los extractos al momento de estar en contacto con el liquido

ruminal.
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En segundo lugar, se ha sugerido que el efecto sobre los huevos, desarrollo y motilidad
larvaria podria deberse a los compuestos que sobreviven al transcurso del aparato
gastrointestinal, y que posteriormente interfieren con enzimas o mecanismos de sobrevivencia
del parasito. Con respecto a los siguiente, Foster et al. (2011), sugieren que las LST o los
productos de degradacion de los extractos o forrajes pueden escapar del rumen ejerciendo
alguna actividad antihelmintica en el abomaso, tracto gastrointestinal o en las heces. Tal como
sugiere, Molan et al. (2003), quienes encontraron que el extracto de LST de Cichorium intybus
presentd una actividad inhibitoria en larvas L gastrointestinales de Dictyocaulus sp., en
liquido ruminal, pero con mayor efecto en el liquido abomasal, lo que indica que este extracto
no se vio afectado por el pH del fluido.

Los resultados en la presente investigacion sobre los ensayos de eclosion de huevos con A.
ludoviciana, planta rica en lactonas sesquiterpénicas, no arrojaron datos significativos

(P>0.05) para H. contortus, contrario a lo observado con T. colubriformis.

Cabe sefalar que ningun EC y ED exhibié datos significativos sobre la motilidad larvaria o se
necesitan de altas concentraciones para ejercer un efecto letal. En este contexto es importante
sefialar que las evaluaciones solo se realizaron a nivel ruminal, por lo que es necesario ampliar
los estudios para dilucidar si los productos derivados de la degradacion de los EV mantienen

un efecto antiparasitario en los apartados gastricos posteriores al rumen.

Por otra parte, se ha vislumbrado la posibilidad de que los extractos o sus productos derivados
de la degradacién, gozan de un mecanismo de accion sobre las enzimas o mecanismos de
sobrevivencia del parasito. Frente a ello, las proteasas han tomado gran interés. Estas forman
parte de los componentes esenciales de la cuticula, asi como de los productos de ES o
antigenos somaticos (Bakker et al. 2008), los cuales juegan un papel importante en la
alimentacion, digestion, cicatrizacion, evasion de la respuesta inmune y diversos procesos
celulares (Sajid y McKerrow 2002, Williamson et al. 2003). En relacién con lo anterior,
Cardona et al. (2008), sugieren que las proteasas podrian facilitar la actividad fibrinolitica y
anticoagulante de algunas larvas y paréasitos, ayudando con ello en su alimentacion y

migracion a través del sistema sanguineo o de los tejidos. Los tiosulfinatos y sus precursores,
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al igual que las LST reaccionan con grupos sulfhidrico (tiol) derivados de la cisteina o0 grupos
amino pertenecientes a proteinas, enzimas o acidos nucleicos, lo cual conduce a la
interrupcién de las funciones macromoleculares y redox (Arantes et al. 2011) alterando los
procesos fisiologicos del parasito (Said y Mckerrow 2002, Williamson et al. 2003, Williams y
Lamprecht 2008).

En el caso de los tiosulfinatos se ha contemplado la inhibicion de la tiorredoxina glutation
reductasa, importante en los helmintos. Esta desempefia un papel como primera linea de
defensa contra el dafio oxidativo, originado no sélo por oxidantes enddgenos, sino también por
las células del sistema inmunoldgico del huésped (James et al. 2009). Esta documentado, que
tanto macréfagos como neutrofilos pueden liberar en la superficie del parasito enormes
cantidades de anion superdxido y oOxido nitrico que dan origen a peroxido de hidrégeno,
ademas de potentes oxidantes, tales como el radical hidroxilo y peroxinitrito (Agorio et al.
2003).

Por otro lado, puede existir una inhibicion de la biosintesis de fosfatidilcolina aumentando la
acumulacion de fosfatidiletanolamina reduciendo la formacion o restructuracion de
membranas dafiadas (Williams y Lamprecht 2008), o bien inhabilitar la alcohol
deshidrogenasa, enzima implicada en diversos procesos metabdlicos para los parasitos
(Williamson et al. 1991).

Aun cuando estos resultados in vitro resultan interesantes, es dificil su comparacion en
sistemas in vivo, debido a las diferencias fisico-quimicas que no pueden ser replicadas en
laboratorio. En sintesis, se hace necesario estandarizar una metodologia que permita vincular

el comportamiento de los productos vegetales in vitro con los resultados in vivo.

6.3. Comparacion espectroscopica de lo extractos etanolicos crudos y digeridos

Todos los extractos vegetales obtenidos fueron analizados mediante RMN de protén (*H)
utilizando dimetilsulfoxido deuterado (D-6, 400 Mhz) con la finalidad de determinar su

naturaleza y abundancia.
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El anélisis de espectros de RMN de 'H del EC de A. sativum presenté diversos

desplazamientos. Se pudo apreciar entre 6-5.3

organosulfurados descritas por Rabinkov et al. (1998). Mientras a 5.36 ppm se aprecio la sefial
caracteristica del proton anomérico del azucar, al igual que diversas sefiales de protones base
hidroxilo (4-3 ppm) asociadas con azucares. En el ED las sefiales de los aziicares mencionados

anteriormente desaparecieron. Mientras que en el ED prevalecieron algunas sefiales de

protones aromaticos (FIG. 11). Sin embargo

posiblemente por accion de la MR (FIG. 12).
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Figura 11. Comparativo de RMN de *H del extracto digerido (A) y crudo (B) de A. sativum.
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Figura 12. Comparativo de RMN de *H de la regién aromatica de A. sativum.

Los resultados encontrados con el extracto crudo y digerido de A. cepa (FIG. 13) son
similares a los obtenidos con A. sativum (FIG. 11). Posiblemente los compuestos con grupos
hidroxilo sufrieron modificaciones quimicas, ya que aun se observan algunas sefiales entre 3.7
y 3.2 ppm (FIG. 13). Por su parte, los compuestos aromaticos del ED de A. cepa sufrieron un

proceso de degradacion similar a lo observado con A. sativum (FIG. 14).
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Figura 13. Comparativo de RMN de *H del extracto digerido (A) y crudo (B) de A. cepa.
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Figura 14. Comparativo de RMN de *H de la regién aromatica de A. cepa.

EVALUACION IN VITRO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE A. SATIVUM, A. CEPA Y A. LUDOVICIANA SOBRE HUEVOS Y LARVAS INFECTANTES DE
H. CONTORTUS Y T. COLUBRIFORMIS

111



U.M.S.N.H. ANGEL IVAN HUERTA MELGAREJO LLA.F.

El espectro del ED de A. ludoviciana muestra que los protones base alcohol (5-1 ppm)
presentan una mayor degradacion en relacion a los demés grupos presentes en el extracto. Los
compuestos vinilicos se mantienen en proporcion, al igual que los grupos aromaticos, quizas
debido a su baja degradacion por la MR (FIG. 15).
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Figura 15. Comparativo de RMN de *H del extracto digerido (A) y crudo (B) de A.

ludoviciana.

Es importante sefialar que los comparativos espectroscépicos mantuvieron una estrecha
relacion con los resultados encontrados en ambos experimentos de este trabajo. En los ensayos
sobre el efecto de los EC en la MR (Articulo 1). A. sativum mostré la mayor Pgas in vitro
originada por el proceso degradativo del sustrato. Contrario a los resultados obtenidos con A.
ludoviciana quien presentd la menor Pgas, debido posiblemente al efecto directo del EC sobre

la MR o a la baja digestibilidad de sus compuestos (Zavala et al. 2002, Calzada et al. 2006,
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Lopes et al. 2008). Estos datos concuerdan con los espectros del ED de cada tratamiento (FIG.
11, 13).

En cuanto a los ensayos parasitarios a nivel ruminal in vitro, el ED de A. cepa fue el Unico que
arrojo un efecto significativo en ambas cepas. Ninguno de los extractos crudos o digeridos de
los tratamientos evaluados, tuvo una actividad significativa sobre las larvas L3 de las cepas
utilizadas (Articulo 2). No obstante, los grupos quimicos que se observan en los espectros de
los ED de cada uno de los tratamientos (FIG. 11, 13, 15), pudieran mantener un efecto
posterior al proceso de degradacion ruminal in vivo. Foster et al. (2011), sugieren que las LST
o0 los productos de degradacion de los EC o forrajes pueden escapar del rumen ejerciendo
alguna actividad antihelmintica en el abomaso, tracto gastrointestinal o en las heces. Por su
parte, Molan et al. (2003), evaluaron el EC de LST de Cichorium intybus sobre larvas L3 de
Dictyocaulus sp., encontrando una actividad inhibitoria en liquido ruminal, pero con mayor
efecto en el liquido abomasal, lo que indica que este extracto no se vio afectado por el pH del
fluido. Esto puede ser el caso para A. ludoviciana quien esta constituida principalmente por
LST (Said Fernandez et al. 2005).

Los datos obtenidos en este estudio, estan destinados a servir como informacion preliminar
para comprender el comportamiento de los extractos vegetales utilizados como antiparasitario
dentro del huésped. Esto con el objetivo de estandarizar una metodologia que permita vincular
los resultados obtenidos en los ensayos parasitarios in vitro con los resultados obtenidos en los

ensayos in vivo.
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7. PERSPECTIVAS

A partir de los estudios y discusiones presentados en esta tesis, las perspectivas de trabajos
futuros se orientan en tres direcciones. En primer plano, estarian los trabajos destinados a
complementar los aspectos del efecto de los extractos vegetales con potencial antiparasitario
sobre la digestibilidad animal. Otro punto de interés a abordar en conjunto seria, evaluar el

potencial de los extractos para disminuir la produccién de gas metano en los rumiantes.

En un segundo plano, se encontrarian las evaluaciones parasitolégicas in vitro de los extractos
crudos con potencial antihelmintico y la comparacion con sus derivados digeridos. En el
presente estudio se abordd este comparativo con los extractos recuperados de una digestion
ruminal simulada. Por lo tanto, seria interesante acoplar una técnica de digestion abomasal
simulada. Todo ello, enfocado a conocer si los ED mantienen algin efecto antiparasitario
posterior al proceso digestivo.

Finalmente, seria de utilidad la corroboracion de los resultados in vitro con estudios in vivo.
Para ello, seria necesario suplementar a los animales con el EC, posteriormente recuperar el
ED ruminal y abomasal para poder llevar a cabo las comparaciones con los extractos

recuperados in vitro.

Aun cuando estos resultados in vitro resultan interesantes, es dificil su comparacion en
sistemas in vivo debido a las diferencias fisico-quimicas que no pueden ser replicadas en
laboratorio. Por lo cual, se hace necesario estandarizar un sistema bajo condiciones ruminales
y abomasales in vitro que permita obtener una correlacion significativa entre los ensayos in
vitro e in vivo, tal como lo muestran los estudios de RAH a las drogas sintéticas. Con ello se
reduciria el tiempo en las evaluaciones, el uso de animales de acuerdo al criterio de las tres

“R”, los costos por alimentacién y la mano de obra.
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