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Resumen

Las parasitosis del ganado son una de las principales causas que ocasionan
grandes pérdidas econdmicas en todo el mundo. Uno de los parasitos mayormente
implicado y que afecta principalmente a los pequefios rumiantes es Haemonchus
contortus. El control tradicional contra los nematodos gastrointestinales se ha
basado en mayor medida en farmacos sintéticos, su uso irracional e indiscriminado
ha provocado que se genere resistencia por parte de los parasitos a estos farmacos
lo que ha llevado a la busqueda de nuevas alternativas ante esta problemaética.

La presente investigacion tuvo como principal objetivo determinar la actividad
antihelmintica de los extractos organicos (extracto hexanico, extracto metandlico y
extracto de acetato de etilo) de la semilla de papaya (Carica papaya) in vitro sobre
larvas 3 (Ls) de Haemonchus contortus, in vivo sobre larvas 4 (L4) del mismo
pardsito, utilizando jerbos (Meriones unguiculatus) como modelo biolégico
infectados artificialmente y sobre helmintos de ovinos (Ovis aries) en pastoreo
infectados naturalmente.

El estudio se dividi6 en tres fases experimentales. La primera fase consistio en la
evaluacion de los diferentes extractos de semilla de papaya in vitro sobre L3 de H.
contortus. Se elaboraron tres extractos organicos de semilla de papaya (Carica
papaya), tomando en cuenta la polaridad de cada extracto se obtuvieron los
siguientes extractos: extracto hexanico (no polar), extracto metandlico (polar) y
extracto de acetato de etilo (polaridad neutra); En ellos se identificé el compuesto
bencil isotiocianato (BITC) mediante espectrometria de masas, encontrando mayor
presencia de dicho compuesto en el extracto de acetato de etilo, todos los extractos
fueron desafiados contra L3 previamente desenvainadas con hipoclorito de sodio
utilizando placas de ELISA para los bioensayos, realizando tres repeticiones por
cada extracto a distintas concentraciones (0.5, 1 , 2 y 4 mg/mL), utilizando
albendazol (7 mg/mL) como control positivo y agua destilada como control negativo,
y se procedi6 a depositar 100 Lz en cada pozo. Los extractos fueron evaluados a las
24 y 48 horas posteriores y se analizaron los resultados estadisticamente mediante
un ANOVA con comparacion de medias por prueba de Tukey. Los resultados
demostraron que los tres extractos poseen actividad antihelmintica contra H.
contortus, sin embargo el extracto de acetato de etilo fue el que present6é una mayor
actividad antihelmintica obteniendo una letalidad del 35.33%, por lo cual se propone
como el de mayor efectividad.

La segunda parte del presente estudio se baso6 en evaluar la actividad antihelmintica
de los extractos sobre L4 de H. contortus utilizando como modelo biolégico jerbos
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(Meriones unguiculatus). Se utilizaron 25 jerbos divididos en cinco grupos (G1, G2,
G3, G4, G5) para evaluar a los tres diferentes extractos y se utilizé un control
negativo en el que se utilizé agua destilada y un grupo control positivo utilizando
albendazol. Todos los grupos emplearon el mismo cronograma; Los jerbos fueron
desparasitados el dia uno, para posteriormente someterse a inmunosupresion al dia
ocho durante tres dias seguidos utilizando Betametasona (0.05 mg/kg). La infeccion
se efectud al dia 11 utilizando 10,000 Ls previamente desenvainadas para su
posterior tratamiento al tercer dia post-infeccion. El tratamiento por grupo fue el
siguiente: extracto hexanico para el G1, extracto de acetato de etilo para el G2,
extracto metanolico para el G3, el grupo control negativo y el grupo control positivo.
Los animales fueron sacrificados el dia 18 y se recuperaron las L4 del estbmago de
los jerbos para su posterior cuantificacion. Los resultados revelaron que el grupo
sometido a tratamiento con extracto de acetato de etilo de semilla de papaya obtuvo
la mayor actividad antihelmintica al alcanzar un porcentaje de reduccion del 60%,
demostrando asi que los extractos organicos de semilla de papaya poseen actividad
antihelmintica no sélo en estudios in vitro sino también in vivo y que utilizando jerbos
como modelos biolégicos se pueden alcanzar L4 de una manera mas rapida y
econémica en comparacion con los ovinos.

En el Ultimo ensayo se evalud la actividad antihelmintica del extracto de acetato de
etilo de semilla de papaya ovinos en pastoreo (Ovis aries) con una infeccién natural
sobre helmintos de dicha especie, debido a que éste extracto demostr6 mayor
efectividad en las primeras dos fases de la investigacion anteriormente descritas.
Este estudio fue realizado en Tunja, Boyac4, Colombia. Se utilizaron veinticuatro
ovinos de raza criolla de distintas edades en sistema de pastoreo, todos positivos a
nematodos gastroentéricos y sin desparasitaciones previas, los cuales se
distribuyeron aleatoriamente en tres grupos: grupo uno tratado con extracto de
acetato de etilo (8 mg/kg PO), administrando una sola dosis al dia uno, grupo dos
se tratd con levamisol (7.5 mg/kg SC) una sola aplicacién al dia uno, el grupo tres
control negativo, no recibié tratamiento. Las variables de estudio fueron: la cantidad
de huevos por gramo (HPG), la coloracion de las mucosas mediante el método
FAMACHA®, la condicién corporal y el hematocrito; Los datos se tomaron previo
al tratamiento y a los siete, 14 y 28 dias posteriores. Los resultados evidenciaron
que el grupo que fue tratado con el extracto de acetato de etilo obtuvo un porcentaje
de reduccién de HPG del 69.81% al dia siete, para posteriormente descender a los
dias 14 y 21 (60.60% y 23.64% respectivamente), en cambio en el grupo tratado
con levamisol al dia siete obtuvo un porcentaje de reduccién del 29.69%, el cual fue
aumentando en los dias posteriores a 57.01% para el dia 14 y a 84.06% para el dia
28. Los resultados indican que el extracto de acetato de etilo de semilla de papaya
posee actividad antihelmintica contra helmintos de ovinos infectados naturalmente,
sin embargo, este extracto tiene un efecto inmediato mas no un efecto residual.
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Abstract

The livestock parasitosis is one of the main causes that cause great economic losses
around the world. One of the parasites most involved and that mainly affects small
ruminants is Haemonchus contortus. Traditional control against gastrointestinal
nematodes has been based mostly on synthetic drugs; its irrational and
indiscriminate use has caused resistance to these drugs by parasites, leading to the
search for new alternatives to this problem.

The present research had as main aim to determine the anthelmintic activity of
organic extracts (hexanic extract, methanol extract and ethyl acetate extract) of
papaya seeds (Carica papaya) in vitro on larvae 3 (L3) of Haemonchus contortus, in
vivo on larvae 4 (L4) from the same parasite, using gerbils (Meriones unguiculatus)
as a biological model artificially infected and on grazing sheep helminths (Ovis aries)
naturally infected.

The study was divided into three experimental phases. The first phase consisted in
the evaluation of the different extracts of papaya seeds in vitro on L3 of H. contortus.
Three organic extracts of papaya seeds (Carica papaya) was elaborated,
considering the polarity of each extract were obtained the next extracts: hexanic
extract (no polar), methanolic extract (polar) and ethyl acetate extract (neutral
polarity); In them the compound benzyl isothiocyanate (BITC) was identified through
mass spectrophotometry, finding more presence of this compound on the ethyl
acetate extract, all of extracts were challenged against L3 previously exsheathment
with sodium hypochlorite using ELISA plates for bioassays, doing three repetitions
for each extract to different concentrations (0.5, 1, 2 and 4 mg/mL), using
albendazole (7 mg/mL) as a positive control and distilled water as a negative control,
and proceeded to deposit 100 L3 in each well. The extracts were evaluated at 24
and 48 hours later and the results was statistically analyzed through an ANOVA with
comparison of means by Tukey’s test. The results demonstrated that three extracts
have anthelmintic activity against H. contortus, nevertheless the ethyl acetate extract
was the one that presented the greatest anthelmintic activity obtaining a lethality to
35.33%, for this reason it is proposed as the greatest effectiveness.

The second part of the present study was based on evaluating the anthelmintic
activity of the extracts on L4 of H. contortus using gerbils (Meriones unguiculatus) as
a biological model. 25 gerbils were divided in 5 groups (G1, G2, G3, G4 and G5) to
evaluate the three different extracts and it was used as a negative control using
distilled water and a positive control using albendazole. All the groups employed the
same cronogram, the gerbils were dewormed the first day, for later to undergo
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immunosuppression on day eight for three consecutive days using Betamethasone
(0.05 mg/kg). The infection was carried out on day 11 using 10,000 L3 previously
exsheathment for further treatment on the third day post-infection. The treatment per
group was as follows: hexanic extract for the G1, ethyl acetate extract for the G2,
methanol extract for G3, the negative control and the positive control. The animals
were slaughtered on day 18 and L4 were recovered from the gerbils stomach for the
next quantification. The results revealed that the group of ethyl acetate extract of
papaya seeds got the greatest anthelmintic activity upon reaching a reduction
percentage of 60% thus proving that the organic extracts of papaya seeds have
anthelmintic activity not only in studies in vitro but also in in vivo studies and that
using gerbils as a biological model than can be achieved L4 in a faster and cheaper
way compared to sheep.

In the last assay the anthelmintic activity of the ethyl acetate extract of papaya seeds
in grazing sheep (Ovis aries) with a natural infection was evaluated against
helminths of that species, because this extract showed greater effectiveness in the
early experimental phases. This study was done in Tunja, Boyaca, Colombia.
Twenty four creole breed sheep of different ages in grazing system was using, all of
them positive to gastroenteric nemathods and without previous deworming, which
were randomly distributed in three groups: group 1 treated with ethyl acetate extract
(8 mg/kg PO), giving a single dose on day 1, group 2 was treated with levamisole
(7.5 mg/kg SC) one application on day one, group 3 negative control did not receive
any treatment. The study variables were: the number of eggs per gram (EPG), the
coloration of the mucosa using the FAMACHA® method, the body condition and the
hematocrit; the data were taken previous to treatment and on days seven, 14 and
28 after the treatment. The results showed that the group treated with ethyl acetate
extract obtained a EPG reduction percentage of 69.81% on day seven, to later
descend on days 14 and 28 (60.60% and 23.64% respectively), instead the group
treated with levamisole on day seven obtained a reduction percentage of 29.69%,
which was increasing the next days to 57.01% on day 14 and to 84.06% on day 28.
The results indicated that the ethyl acetate extract of papaya seeds has anthelmintic
activity against sheep helminths naturally infected, nevertheless this extract has an
immediate effect but hasn’t a residual effect.
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Introduccién

Las parasitosis del ganado causan grandes pérdidas significativas alrededor del
mundo (Comans-Pérez et al.,, 2020). La helmintiasis constituye una de las
principales causas de pérdidas economicas y una restriccion considerable para la
salud de los ovinos (Aderibigbe et al., 2020). Dentro de los de mayor incidencia
Haemonchus contortus es el que mayor pérdida ocasiona en las producciones
ovinas, dada su caracteristica hematofaga, ya que induce emaciacion, anemia y en
casos agudos hasta la muerte (Cardona et al., 2017, Comans-Pérez et al., 2020).

Las enfermedades por nematodos gastrointestinales (NGI) son un problema comudn
en los animales en pastoreo. Los animales ingieren el estadio larvario 3 (L3) el cual
se encuentra en las hojas de la pradera (Comans-Pérez et al., 2020).

Nematodos gastrointestinales

El phylum nematoda, es comunmente conocido como gusanos redondos o
“lombrices” por su forma cilindrica no segmentada y por la presencia de una capa
traslicida que recubre su cuerpo conocida como cuticula (Taylor, 2016), los
nematodos gastrointestinales causan grandes pérdidas econdémicas y se
consideran el factor limitante mas importante en las producciones ovinas alrededor
del mundo (Ahmed et al., 2012).

Probablemente existan mas de 1 millon de especies de nematodos, pero solo unas
25,000 han sido descritas, de estas solo el 15% parasitan animales (Lucius et al.,
2017).

Dentro de los nematodos gastrointestinales mas comunes de los pequefios
rumiantes se encuentran: Haemonchus contortus, Teladorsagia cincumcinata,
Trichostrongylus axei, especies de Nematodirus y de Cooperia (Padilla, 2020).

Generalidades
El también llamado “gusano rojo del estdmago” o gusano de palo de barberia, es un
pardsito principalmente de pequefios rumiantes, poco comuin en bovinos y que

afecta también a ciervos, camellos y llamas. Es un parasito facil de identificar
gracias su localizacion en abomaso y a su gran tamafio (2-3 cm) (Taylor et al., 2016)
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Se ha sugerido que no existe ningun rebafio completamente libre de este parasito.
Es una de las varias especies, que, en rumiantes domésticos, ocasiona
gastroenteritis parasitaria (Lucius et al., 2017).

Haemonchus contortus se ha encontrado con mayor prevalencia en climas
tropicales y subtropicales y ha sido capaz de adaptarse a diferentes climas como el
templado (Escribano, 2019; Padilla, 2020). Se considera como un parasito
facultativo, es decir, que combina ciclos de vida libre con ciclos alternados en el
hospedador, por lo cual se le considera como el nematodo gastrointestinal con
mayor prevalencia en México (Gardufio et al., 2012).

Taxonomia del agente etioldgico

Tabla 1. Taxonomia (Taylor et al., 2016)

Reino Animalia

Phylum Nematoda

Clase Secernentea

Orden Strongylida
Suborden Strongylina
Superfamilia Trichostrongyloidea
Familia Trichostrongylidae
Subfamilia Haemonchinae
Género Haemonchus
Especie Contortus

A pesar de que se considera en dicha familia, se considera por separado ya que los
procesos patologicos que provoca son mas complejos (Radostits et al., 2006).

Morfologia

Dimorfismo sexual

Como todos los nematodos, H. contortus presenta dimorfismo sexual, el cual se
hace evidente principalmente en el tamafio; estos helmintos llegan a medir entre 10
y 30 mm (Cardona et al., 2017), Las hembras (20-30 mm) son mas largas que los
machos (10-22 mm) (Lucius et al., 2017, Taylor 2016). El macho tiene un Iébulo
dorsal asimétrico y espiculas con puas; la hembra suele tener un colgajo vulvar
prominente (Taylor et al., 2016).
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En las hembras, la vulva se localiza en el cuarto posterior del cuerpo, pudiendo
encontrarse expuesta o cubierta por un proceso lingtiforme, el cual puede variar en
su tamafo. Los ovarios se encuentran en espiral alrededor del intestino, lo que
resulta en su caracteristica semejanza al palo de barberia (De Jesus et al., 2015,
Taylor et al., 2016, Lucius et al., 2017)

La cola de los machos contiene estructuras accesorias, que son Utiles tanto en la
cOpula como para su identificacion (Jacobs et al., 2016). Cuentan con dos espiculas
relativamente cortas que miden 490-540 um con una pua o lengleta en el extremo
distal, las cuales participan en la transferencia de esperma durante la copula
(Jacobs et al., 2016, Lucius et al., 2017, De Jesus et al., 2015)

Estructuras superficiales

La cuticula que cubre la superficie es una estructura compleja rica en colageno, con
puntos de referencia microscopicos, como pequefios hoyos que contienen
diminutos dedos llamados papilas sensoriales (Jacobs et al.,, 2016). Esta es
secretada por la hipodermis subyacente, la cual se proyecta hacia la cavidad
corporal formando dos cordones laterales, que llevan los canales excretores, un
cordon dorsal y ventral que lleva los nervios (Taylor, 2016).

Las células musculares se encuentran dispuestas longitudinalmente, y se localizan
entre la hipodermis y la cavidad corporal. Este ultimo contiene fluido a alta presion,
que mantiene la turgencia y la forma del cuerpo (pseudoceloma). La locomocion se
efectia ondulando ondas de contraccién y relajacion muscular que se alternan en
el aspecto dorsal y ventral del gusano (Jacobs et al., 2016).

Sistema digestivo.
El sistema digestivo de los NGI puede dividirse en tres partes:

1. La abertura oral y la faringe (a veces llamada eso6fago), ambas estructuras
se encuentran revestidas con cuticula y, por lo tanto, sujetas a muda.

2. El intestino endodérmico.

3. Elrecto (revestido de cuticula) (Lucius et al., 2017)

La abertura oral, es pequefa y contiene un “diente pequeio” denominado lanceta,

el cual es utilizado para succionar la sangre de su hospedero (Jacobs et al., 2016,
Taylor et al., 2016).
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El eséfago es un 6rgano muscular, que se encarga de “bombear” la sangre ingerida
al intestino, debido a que, las fuerzas internas producidas por los fluidos a alta
presion que mantienen el pseudoceloma dificultan la deglucién, por tal motivo, para
evitar la regurgitacion también cuenta con una valvula en su extremo distal (Lucius
et al., 2017, De Jesus et al., 2015, Jacobs et al., 2016, Taylor et al., 2016).

El intestino se presenta como un tubo de células epiteliales, su lumen se encuentra
revestido con un borde en cepillo de microvellosidades. El recto del macho recibe
de los testiculos y expulsa el esperma, por lo que se considera una cloaca (Lucius
et al., 2017).

Ciclo bioldgico

El ciclo biolégico de H. contortus (Figura 1) es directo y tiene dos fases una exégena
y una enddgena (Aguilar-Caballero et al., 2011). El ciclo comienza en el ovino
infectado (hospedador definitivo) el cual elimina huevos a través de la materia fecal
iniciando asi la fase exdgena, estos huevos con las condiciones adecuadas de
temperatura y de humedad eclosionan y al entrar en contacto con el oxigeno dan
lugar a la larva 1 (L1) que posteriormente muda a larva 2 (L2) hasta alcanzar su
estadio infectante que es la larva 3 (Ls). Este proceso puede durar desde 5 dias o
incluso puede retrasarse semanas o meses si las condiciones no son favorables.
(Taylor et al., 2016). Las Ls se consideran la fase mas resistente y estas larvas se
ubican dentro de los primeros 5 cm de la pastura para poder ser ingeridas por los
ovinos. La fase enddgena inicia una vez que las larvas son ingeridas por el
hospedador y son desvainadas en el rumen debido al incremento del pH ruminal por
la acciébn de la enzima leucino-aminopeptidasa a través de las células
neurosecretoras de la larva (Aguilar- Caballero et. al., 2011). Estas llegan al
abomaso mudando a larva 4 (L4) en uno o dos dias, donde penetran las criptas de
las glandulas gastricas y desarrollan la lanceta perforadora para alimentarse y
crecer, ahi permanecen de 10 a 14 dias. Es importante mencionar que las larvas
durante este proceso pueden detener su desarrollo cuando las condiciones no son
favorables, entrando asi en hipobiosis (Aguilar-Caballero et al.,, 2011).
Posteriormente, llegan al lumen del abomaso donde mudan a larva 5 (Ls) hasta
madurar y formar a los adultos machos y hembras (Quiroz et al., 2014; Taylor et al.,
2016; Mendes et al., 2020). Tras la oviposicion los adultos liberan una gran cantidad
de huevos al medio externo alrededor de los dias 21 y 28 post infeccidn, iniciando
asi un nuevo ciclo (Aguilar et al., 2008).

Su periodo de prepatencia es de 2 a 3 semanas en ovinos (Taylor et al., 2016).
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Haemonchus - Ciclo de vida
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Figura 1. Ciclo biolégico de H. contortus. A: Ubicacion del adulto. B: Huevo tipo estrongilo. C: L3 desenvaina
en el rumen (Johnstone, 1998)

Enfermedad por Haemonchus contortus

Hemoncosis

La hemoncosis es una enfermedad causada por el parasito helminto Haemonchus
contortus, también conocido como “gusano rojo del cuajar’ y se localiza en la
mucosa del abomaso (Cardona et al., 2017). Afecta a bovinos, ovinos, caprinos y
rumiantes en general, Haemonchus contortus es considerado el parasito
gastrointestinal mas patdgeno de los pequefios rumiantes que ocasiona grandes
pérdidas econémicas (Escribano, 2019).
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Epidemiologia

Haemonchus contortus es un parasito cosmopolita y se encuentra casi en todas las
regiones ganaderas.

El parasito se ve afectado por varios factores, entre ellos los ambientales, del
hospedador y del propio parasito, como se muestra a continuacion:

Factores ambientales

Pastoreo. La produccion de manera extensiva de los animales en donde prevalezca
un manejo inadecuado de las praderas, donde no se realice la separacion de lotes
por edades y exista la presencia de animales enfermos constituye un importante
vehiculo de transmision para esta parasitosis (Mendes et al., 2020).

Humedad. La humedad favorece el desarrollo de las fases infectantes (Ls). La
precipitacion pluvial por arriba de los 50 mm mensuales facilita la transmision de la
mayoria de los nematodos, los sistemas silvopastoriles proporcionan sombra a la
pradera pudiendo evitar la desecacién de huevos y larvas y creando las condiciones
ideales para la sobrevivencia de las fases infectantes. Pasturas con riego influencian
en la disponibilidad de L3 (Mendes et al., 2020).

Factores del hospedador

Especie. Dentro de las especies a las que afecta este nematodo se encuentran los
bovinos, ovinos y caprinos. Siendo los pequefios rumiantes los mas afectados
debido a su manera de obtener los alimentos, los caprinos tienden al ramoneo
mientras que los ovinos suelen ser selectivos al escoger su alimento, ya que
prefieren la pastura hiumeda, predisponiéndolos a obtener una gran cantidad de
larvas infectantes (Moya et al., 2014).

Edad. Los animales principalmente afectados por la hemoncosis suelen ser los
jévenes menores de un afio debido a que su sistema inmune es inmaduro (Moya et
al., 2014) y no han estado expuestos a infecciones anteriormente (Mendes et al.,
2020).

Sexo. Se ha observado que en los animales jovenes afecta tanto a hembras como
machos mientras que en animales adultos las hembras suelen ser mas afectadas
gue los machos, esto debido a que durante la gestacidn y la lactancia se presenta
inmunosupresion provocada por la prolactina lo que genera un alza postparto, alza
lactacional y un alza periparto y son estas las que eliminan la mayor cantidad de
huevos que infectan a sus crias y otros animales susceptibles (Moya et al., 2014;
Padilla, 2020).
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Raza. Las razas nativas y criollas suelen presentar una mayor resistencia a los
parasitos ya que han tenido contacto con ellos, caso contrario a o que sucede con
las razas exoticas y/o puras que no han tenido contacto con el parasito.

Estado nutricional. Se ha observado que los animales con un buen estado
nutricional pueden parasitarse, sin embargo, no suelen presentar la enfermedad,
encontrando animales resilientes, caso contrario a lo que ocurre con los animales
que presentan malnutricibn o desnutricion, los cuales suelen presentar una alta
carga parasitaria y suelen ser los mas afectados (Moya et al., 2014).

Factores del parasito

El ciclo biologico juega un factor importante dado que la fase infectante presenta
caracteristicas que permiten favorecer la permanencia del parasito en la pradera
como el hidrotroprismo positivo, geotroprismo negativo, fototroprismo positivo (a la
luz tenue).

Transmision

La transmision de este pardsito es por via oral y ocurre al ingerir a la fase infectante
gue es el estadio L3 presente en praderas contaminadas.

Patogenia

La accion expoliatriz del parasito, especificamente su accion hematofaga a nivel del
abomaso causada inicialmente por la L3 y posteriormente por las La y Ls ocasiona
pérdidas sanguineas, asociado a esto, el parasito produce una sustancia
anticoagulante la cual impide la hemostasia de los capilares generando asi que
continue la pérdida de sangre posterior a la alimentacion del nematodo (Escribano,
2019). La pérdida de sangre puede ascender a 50 ul por gusano por dia, provocando
de esta manera anemias hemorragicas que pueden manifestarse en el hospedador
antes de detectar la presencia de huevos en la materia fecal, los cuales van a
depender de la carga parasitaria del animal (Lucius et al., 2017; Escribano, 2019).
La inflamacién consecuente de su accion expoliatriz, conduce a la indigestion y
disminucion de la ingesta de alimentos (Lucius et al., 2017).

Las células glandulares productoras de acido en el abomaso del hospedador son
destruidas por la L4 durante la fase histotrofica e hipobidtica, causando
consecuentemente un pH elevado, se disminuye la conversion de pepsindégeno a
pepsina, alterando la digestién proteica, provocando un aumento en el crecimiento
de bacterias (Lucius et al., 2017).
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Signos clinicos

Dentro de los signos clinicos mas evidentes se incluye pérdida de peso, pobre
ganancia de peso y una disminucion en el rendimiento reproductivo (Mendes et al.,
2020).

Los animales con hemoncosis pueden presentar tres cuadros clinicos: hiperagudo,
agudo y cronico. El primero se caracteriza por una muerte repentina en los animales
afectados, en el segundo se presenta debilidad y palidez en las mucosas, pérdida
de peso, diarrea, pelo hirsuto, deshidratacion y edema submandibular (Figura 2),
este curso es el mas comun en los animales jévenes y el tercero presenta pérdidas
en la ganancia de peso, asi como un menor rendimiento en las tasa de crecimiento,
generalmente este ultimo cuadro ocurre en animales adultos (Cardona et al., 2017;
Mendes et al., 2020).
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Figura 2. Edema submandibular (Rojo et al., 2017)

Diagnostico

El diagnéstico se realiza a través de la evaluacidn microscépica por medio de
técnicas coproparasitoscopicas en donde se busca la presencia de huevos de
nematodos, los cuales se pueden contabilizar en huevos por gramo (HPG) de
materia fecal mediante la técnica de McMaster, sumado a signos clinicos evidentes
como mucosas palidas, edema, disminucion de la condicion corporal, diarrea y en
los casos extremos la muerte. En este caso, los hallazgos encontrados en la
necropsia corresponden a los cuadros anémicos ocasionados por las hemorragias,
se observa también decoloracion en los tejidos y edemas, expansion de médula
Osea y lesiones abomasales causadas por la accién patogénica del parasito, junto
con un contenido pardo y diversas cantidades de parasitos (Quiroz, 1994; Aguilar-
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Caballero, 2011). Asi mismo, se observa necrosis en el tracto gastrointestinal (Moya
et. al., 2014).

Otra técnica reportada utilizada comunmente es el método FAMACHA® (Figura 3)
el cual consiste en revisar la coloracion de las mucosas en el area del tercer parpado
y realizar una evaluacion de esta para determinar el grado de anemia en una escala
del uno al cinco, siendo el uno el color rojo més brillante y el cinco el color rojo mas
palido casi blanco (Mendes et al., 2020).

FANVIACHA
ANAEMIA GUIDE

BORDERLINE —
DOSE?

DANGEROUS —
DOSE!

FATAL —
DOSE!!

Figura 3. Escala gréfica de la coloracion de la conjuntiva del ojo, método FAMACHA®.
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Control

El control se ha basado principalmente en el uso de antihelminticos sintéticos sin
embargo el uso inadecuado de estos farmacos ha provocado que se genere una
alta resistencia por parte de los parasitos, aunado a esto existe la posibilidad de
provocar desequilibrios ambientales y presentar residuos toxicos en la carne, la
leche y la lana (Sagués et al., 2011).

Tabla 2. Antihelminticos usados en el control tradicional de NGI (Cuéllar OJA, 2008).

Grupo Principio activo Dosis mg/kg Via de administracion
Bencimidazoles Tiabendazol 44 Oral

Albendazol 5 Oral

Febendazol 5 Oral

Oxfebendazol 5 Oral
Probencimidazoles Febantel 6 Oral

Tiofanato 50 Oral

Netobimin 7.5 Oral
imidazotiazoles Levamisol 7.5 Subcutanea
Lactonas [vermectina 0.2 Subcutanea y oral
Macrociclicas Moxeditina 0.2 Subcutanea

Doramectina 0.2 Subcutanea
Nitrofeonoles Nitroxinil 10 Subcutanea
Salicilanilidas Closantel 10 Subcutdnea y oral

Los benzimidazoles y las lactonas macrociclicas han sido eficaces en el tratamiento
de esta parasitosis durante décadas (Tabla 2), sin embargo, estan perdiendo su
eficacia debido al desarrollo de resistencia (Lucius et al., 2017).

Resistencia parasitaria

La resistencia se describe como la capacidad de los animales para controlar sus
poblaciones parasitarias mientras que la resiliencia puede definirse como la
capacidad de los animales para mantenerse productivos aun estando parasitados
(Aguilar et. al., 2008).

Los nematodos pueden emplear una variedad de estrategias diferentes para lograr
un estado de susceptibilidad reducida a un medicamento antihelmintico en
particular, entre estas se estrategias se encuentran:

> La modificacion del sitio de accion del farmaco.
> El aumento del nidmero de sitios de accion.
> El aumento de excrecion del farmaco.
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> Elaumento en el metabolismo del farmaco y/o secuestro del farmaco (Gasser
et al., 2016).

Resistencia antihelmintica

En México y Colombia los ovinocultores tienen la costumbre de tratar a su ganado
con farmacos sintéticos, sin embargo, el uso desmedido e irracional de
antihelminticos como forma de control de nematodos gastrointestinales ha llevado
a una generacion de parasitos resistentes (Bihaqui, et al., 2020; Dominguez, 2018;
Rodriguez et. al., 2020). Problemas como la sobredosificacion, la mala eleccién del
farmaco, la falta de diagnadsticos clinicos y estudios de laboratorio que verifiquen la
parasitosis y el tipo de parasito, asi como programas para verificar la eficacia de los
antiparasitarios ha llevado a la aplicacion de los mismos antiparasitarios y con ello
a un aumento en la resistencia antihelmintica. En México, especificamente en el
Valle del Mezquital los ovinocultores carecen de métodos y estrategias para el
control y la prevencion del parasitismo llevando a la aplicacion de antihelminticos
de manera terapéutica exclusivamente. Una cuarta parte de los ovinocultores
entrevistados desconocen de métodos antiparasitarios y por ende no los llevan a la
practica, reflejando asi altas tasas de mortalidad y bajas en el rendimiento
productivo (Dominguez, 2018).

En Colombia la informacién respecto a la resistencia antihelmintica es escasa
debido a que la investigacion en esta area es insuficiente y a la falta de informes
publicados (Torres et. al., 2012; Chaparro et. al., 2012).

La resistencia antihelmintica se presenta con una gran cantidad de farmacos, los
residuos quimicos y la toxicidad también se presentan (Islam et al., 2019). Estos
guimicos se consideran sustancias residuales en la carne que pueden ser dafiinas
para el consumidor (Rodriguez et al., 2018).

La resistencia hacia los benzimidazoles, estd dada por un mecanismo de
modificacion del sitio de accion de este farmaco por parte del nematodo, en el cual
existe una variacion en la secuencia del gen de la B- tubulina, un cambio en su
secuencia de aminoacidos en el codén 200 de TTC200 a TAC200, hace que se
exprese tirosina en lugar de fenilalanina, reduciendo la afinidad de union
considerablemente, sin embargo ademas de esta mutacion, han ido
incrementandose las mutaciones relacionadas con la resistencia a este farmaco
(Gasser et al., 2016).
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Del mismo modo, la resistencia al levamisol esta dada por el mismo mecanismo de
resistencia que los benzimidazoles, ya que existen cambios en las subunidades del
receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR), asi como en proteinas auxiliares,
implicadas en el ensamblaje del receptor y subunidades receptoras (Gasser et al.,
2016, Sarai et al., 2014).

Los nematodos paréasitos poseen una gran variedad de enzimas metabolizantes
inducibles y transportadores para protegerse contra las toxinas. Existen tres
reacciones principales de desintoxicacion en los nematodos, la modificacion,
conjugacion 'y excrecibn de compuestos toxicos. Las CYP450 vy las
deshidrogenasas/reductasas de cadena corta estan involucradas en la
modificacion; las UDP-glucuronosiltransferasas (UGT) y las glutation S-transferasas
(GST) estan implicadas en la conjugacion; y los transportadores del casete de unién
a ATP (ABC) en la excrecion. Se asume que estos sistemas de desintoxicacion
también estan involucrados en la desintoxicacion de antihelminticos o resistencia
de antihelminticos (Gasser et al., 2016).

Alternativas de control

Actualmente, se han desarrollado nuevas alternativas de control para el parasitismo
gastrointestinal las cuales presentan distintos grados de eficacia y han llevado a una
disminucién en el uso de farmacos sintéticos (Dominguez, 2018). Dentro de estas
alternativas se encuentran la resistencia genética, inmunoldgica y nutricional de los
animales, la administracion de vegetales antihelminticos, los nutracéuticos, el
control biolégico (hongos nematéfagos), la rotacion de praderas, la inmunizacion
con larvas y vacunas, el pastoreo simultaneo con bovinos, las agujas de cobre, la
desparasitacion selectiva con el método FAMACHA®, la rotacibn de los
antihelminticos y el control integrado de parasitos (Sagués et al., 2011; Dominguez,
2018; Torres-Acosta et al.,, 2012). Esta dudltima alternativa permite utilizar
mecanismos para reducir la carga parasitaria y seleccionar animales resilientes y
resistentes (Cuéllar, 2007). Dentro de estas alternativas se encuentran las plantas
medicinales las cuales pueden mantener bajos umbrales de parasitos
gastrointestinales lo que se traduce en bajas pérdidas econdmicas y son mas
amigables con el medio ambiente (Moya et al., 2014).

Herbolaria

Estudios han demostrado que gran variedad de plantas que son usadas en la
practica etnoveterinaria presentan una gran actividad antihelmintica las cuales
podrian ser de ayuda dentro de la practica veterinaria (Islam et al., 2019).
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Uno de los grupos con potencial antihelmintico reportado son las cisteinproteinasas
las cuales se encuentran en frutos como los higos, kiwis, pifias y papayas (Buttle et
al., 2011).

Carica papaya

La papaya (Carica papaya) es un fruto que se obtiene todo el afio y se cultiva en
regiones tropicales y subtropicales y es bien conocido por sus beneficios
nutricionales y aplicaciones en la medicina (Navarro et al., 2016; Ameen et al.,
2018). El fruto maduro contiene abundantes semillas semiesféricas con una
coloracién grisdcea a negra, de 5 mm de diametro (Gil y Miranda, 2008). Las
semillas de papaya contienen acidos grasos, proteina cruda, fibra cruda, aceite de
papaya, carpaina, benzil isotiocianato, bencilglucosinolato, glucotropacolin,
benziltiourea, hentriacontano, beta-sitosterol, caricina y enzima mirosinasa.
(Krishna et. al., 2008).

Un remedio utilizado para la expulsién de parasitos humanos consiste en pulverizar
las semillas secas y mezclarlas con miel de abeja para administrar una cucharada
en ayunas durante dos a tres dias con la finalidad de expulsar a los nematodos el
cual no ha mostrado efectos secundarios (Chomba-Angeles et al., 2014; Zingare et
al., 2018). Es importante considerar los efectos secundarios que pudieran presentar
las plantas medicinales y sus principios activos ya que en algunos casos pueden
opacar los efectos terapéuticos (Moya et al., 2014).

Taxonomia

Segun Berlinjn (1990), la papaya tiene la siguiente clasificacion taxondmica:
Familia: Caricaceas

Género: Carica

Especie: papaya

Nombre cientifico : Carica papaya L.

Efecto antihelmintico

La papaya (Carica papaya) contiene grandes compuestos activos tales como las
cistein proteinasas dentro de las que se encuentran la quimopapaina y papaina las
cuales han demostrado potencial antihelmintico (Moraes et al., 2016). El mecanismo
de las cistein proteinasas por el cual se disminuye la motilidad larvaria de los
nematodos se atribuye al deterioro y a la degradacién de la cuticula del parasito por
la accidn catalitica de la papaina en los enlaces disulfuro (Moraes et al., 2016). La
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papaina es un fermento digestivo proteolitico y componente enzimatico el cual se
encarga de disolver la quitina o queratina que recubre el cuerpo de los helmintos
para posibilitar la expulsion de los parasitos del intestino (Islam et al., 2019;
Chomba-Angeles et al., 2014). La papaina se encuentra en varias partes de la
planta, entre ellas, en las hojas, en el fruto inmaduro y las semillas (Chomba-
Angeles et al., 2014).

Se ha demostrado que el latex de papaya contiene grandes concentraciones de
cisteinproteinasas, sin embargo, algunos estudios han reportado que esta parte de
la planta no tiene eficacia contra H. contortus en ovejas y es altamente toxico en
rumiantes (Buttle et al., 2011).

Estudios han demostrado que las semillas de papaya, las cuales constituyen entre
12 y 22% de producto de desecho del fruto, mezcladas con agua o con solventes
organicos, dan como resultado extractos crudos los cuales presentan actividad
antihelmintica y contienen compuestos activos como el bencill isotiocianato (BITC)
(Kermanshai et al., 2001; Navarro et al., 2016).

El bencil isotiocianato es el compuesto con mayor actividad antihelmintica presente
en las semillas (Moraes et al., 2016). El BITC se produce del benzyl glucosinolato.
Los glucosinolatos son metabolizados para producir isotiocianatos gracias a la
accion de las enzimas llamadas mirosinasas. Las mirosinasas y los glucosinolatos
se encuentran en diferentes compartimentos dentro de la semilla, en la
endoespermay en la sarcotesta respectivamente, aunque una pequefia fraccion de
sustrato y de enzima residen juntas en el embrion. Es debido a esto que las semillas
de papaya deben de ser maceradas para producir grandes cantidades de BITC
(Kermanshai et al., 2001).

El mecanismo de accién del bencil isotiocianato sugiere que es debido a la inhibicion
de la glucosa y al agotamiento de glucégeno (Moraes et al., 2016).

Anteriormente se ha probado el efecto antihelmintico de la semilla de papaya a
través de extractos acuosos, sin embargo el potencial demostrado en estos ensayos
no es el esperado; Bautista y Ovalle (2012) obtuvieron una eficacia del 18.6%,
desafiando el extracto acuoso de semilla de papaya, sobre fases adultas de H.
contortus, considerado un bajo efecto por los propios autores. Sin embargo, Zingare
et. al., (2018) obtiene por el contrario resultados mas favorecedores, con una
disminucién porcentual progresiva del conteo de huevos por gramo en heces,
observo un 41,26% al tercer dia de tratamiento, 73,80% al séptimo dia 'y 90,47% al
dia 21. Ameen et. al., (2018) obtienen resultados similares, quienes atribuyen la
eficacia a compuestos bioldgicamente activos principalmente papaina y bencil
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isotiocianato, sin embargo, también resaltan la importancia de mejorar la
biodisponibilidad de estos compuestos para mejorar su eficacia.

Poné y colaboradores (2011) evaluaron la actividad antihelmintica contra larvas y
huevos de Heligmosomoides bakeri en extractos acuosos y etanélicos de semilla de
papaya (Carica papaya) reportando que el extracto acuoso era mas potente en
huevos que en larvas, sin embargo el extracto etandlico mostré una mayor eficacia
en el desarrollo larvario produciendo una mortalidad del 96% contra el 68% frente
al extracto acuoso.
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Justificacion

Las parasitosis gastrointestinales en pequefios rumiantes, especialmente en ovinos
son una de las principales enfermedades para los sistemas extensivos de esta
especie. El parasito implicado con mayor prevalencia es Haemonchus contortus,
dada su caracteristica hematéfaga puede consumir entre 0.05 y 0.08 ml de sangre
lo que conlleva a graves pérdidas de peso, anemia y en algunos casos hasta la
muerte, generando grandes pérdidas econdmicas para los productores.

El control tradicional de las parasitosis se ha basado en farmacos sintéticos, sin
embargo, el uso irracional e inadecuado de estos medicamentos ha provocado una
gran resistencia por parte de los parasitos. Ante esta problematica se han buscado
nuevas alternativas de solucion entre las que se destaca a la herbolaria. La
herbolaria se ha usado tradicionalmente como tratamiento contra diversas
enfermedades entre ellas las parasitosis. La semilla de papaya (Carica papaya) se
ha utilizado durante siglos como vermifugo en parasitosis humanas sin embargo su
uso en medicina veterinaria no ha sido bien conocido y los estudios reportados
muestran baja eficacia incluso menos al 30%. Se han reportado compuestos
antihelminticos presentes en la semilla de papaya que deben ser estudiados. El
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto antihelmintico de los extractos
organicos de la semilla de papaya in vitro contra Lz de H. contortus e in vivo en
modelos de jerbos (Meriones unguiculatus) y en ovinos (Ovis aries) sobre Ls y
adultos respectivamente.
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Hipotesis
Los extractos organicos (extracto hexanico, extracto metandlico y extracto de
acetato de etilo) de la semilla de papaya (Carica papaya) poseen actividad
antihelmintica in vitro sobre L3 de Haemonchus contortus, in vivo sobre Ls4 en
modelos de jerbos (Meriones unguiculatus) infectados artificialmente y sobre
parasitos adultos en ovinos (Ovis aries) en pastoreo infectados naturalmente.
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Objetivos

Objetivo principal

Determinar la actividad antihelmintica de los extractos organicos (extracto hexanico,
extracto metandlico y extracto de acetato de etilo) de la semilla de papaya (Carica
papaya) in vitro sobre Lz de Haemonchus contortus, in vivo sobre L4 de H. contortus
en modelos de jerbos (Meriones unguiculatus) infectados artificialmente y sobre
helmintos de ovinos (Ovis aries) en pastoreo infectados naturalmente.

Objetivos especificos

Q

Q

Obtener compuestos con actividad antihelmintica de semilla de papaya
(Carica papaya) a través de solventes organicos y liofilizarlos.

Determinar el efecto antihelmintico de la semilla de papaya (Carica papaya)
sobre larvas infectantes de Haemonchus contortus.

Evaluar los extractos obtenidos a partir de la semilla de papaya (Carica
papaya) sobre Las hematéfagas de H. contortus en jerbos (Meriones
unguiculatus).

Desafiar el extracto de semilla de papaya (Carica papaya) con mayor
actividad antihelmintica en una infeccion natural de nematodos
gastroentéricos en Tunja, Boyaca, Colombia.
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Capitulo I: Efecto antihelmintico de la semilla de papaya (Carica papaya)
sobre larvas infectantes de Haemonchus contortus.

Materiales y métodos

Localizacion

Los ensayos in vitro e in vivo se llevaron a cabo en el laboratorio 3 de la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
(FESC), de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM). La localidad
esta a 2,256 msnm, en el municipio de Cuautitlan lzcalli, Estado de México. Posee
un clima templado subhimedo C(wo) con lluvias de verano y una temperatura media
anual de 15.2 °C y una precipitacion media anual de 612.1 mm (Mercado et al.,
2014).

Recoleccidén de material vegetal y elaboracion de extractos por polaridad.

La metodologia utilizada fue la descrita por Marroquin-Tun (2017) para la
maceracion y extracciéon en solvente de semilla de papaya. La semilla de papaya se
obtuvo en el mercado regional. Se llevaron al secado total en estufa a 60°C durante
48 horas, obteniéndose 170 g en base seca.

Las semillas se maceraron en mortero con pistilo y se mezclaron en partes iguales
en tres diferentes solventes: hexano, acetato de etilo y metanol y se realizé una
extraccién en cada uno por 48 horas. Los extractos se filtraron y se secaron en
rotaevaporador (Figura 4), se liofilizaron y se pesaron. Después de la obtencion de
los extractos (Figura 5) éstos se disolvieron con agua y se utilizaron para las
evaluaciones in vitro e in vivo.
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Figura 5. Obtencion de los extractos

Recoleccion de material biolégico

Los huevos y larvas de Haemonchus contortus fueron obtenidos de un ovino
donador infectado experimentalmente con 5000 L3 de H. contortus propiedad de la
FES Cuautitlan (Figura 6). Se recolect6 la materia fecal y se recuperaron los huevos
mediante la técnica de Coles et. al., (1992) y para la obtencion de larvas se siguio
la metodologia descrita por Corticelli-Lai modificada (2013).
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Figura 6. Toma de muestra de materia fecal de ovino de la FES Cuautitlan.

Disefio experimental

Identificacidén de los compuestos reportados en la semilla de papaya

Se identifico el compuesto bencilisotiocianato en los extractos obtenidos a través de
triple/cuadruple espectrometria de masas (TQ/MS; ACQUITY Ultraperformance
coupled to an MS Xevo electrospray source, Waters Corp. Milford, MA, USA) en el
extracto utilizando como compuesto estandar bencilisotiocianato Sigma-Aldrich®.
El sistema fue operado utilizando modo electrospray positivo (ESI+) con metanol
grado HPLC como solvente. El espectro fue obtenido a 20- 400V (Wang et al.,
2019).

Evaluacion in vitro del efecto letal de Semilla de papaya sobre L3

Para la evaluacion sobre L3 se utilizé la metodologia descrita por Carvalho et al.,
(2012), alrededor de 100 L3 se depositaron en pozos de placas de ELISA (Figura 7)
y se utilizaron los tratamientos descritos en la tabla 3, se realizaron tres repeticiones
por tratamiento. Los extractos se evaluaron a las 24 y 48 horas posteriores en un
microscopio optico.
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Figura 7. Placa ELISA para la evaluacion in vitro del efecto letal de Semilla de papaya sobre L3

Tabla 3. Disefio experimental para la evaluacion de extractos de semilla de papaya sobre huevos y larvas

Tratamiento n NodelLsporpozo Concentracio
n (mg/mkL)

Albendazol 3 100 7
Testigo 3 100 -
Extracto hexanico de 3 100 4
semilla de papaya 2
1

0.5
Extracto en acetato de 3 100 4
etilo de semilla de 2
papaya 1

0.5
3 100 4

Extracto metanolico de

semilla de papaya 1

0.5
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Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados por medio del programa Statgraphics
(Centurion XV) mediante un ANOVA con comparacion de medias por prueba de
Tukey.

Resultados

Una vez que se obtuvieron las semillas y se secaron, se obtuvo alrededor de 1000
g de semilla de papaya (Carica papaya), los extractos obtenidos a partir de la
extraccion en solvente y los pesos se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Rendimiento de los extractos obtenidos a partir de la semilla de papaya.

Extracto Peso (mg)
Hexanico de Semilla de papaya 50
Acetato de etilo de Semilla de papaya 60
Metanolico de semilla de papaya 30

En la espectroscopia de masas del extracto de acetato de semilla de papaya se
evidencia que el bencil isotiocianato es el compuesto mas abundante, como se
puede observar en la figura 8 y 9.
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Figura 8. Espectrometria de masas de bencil isotiocianato Sigma-Aldrich ®
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Figura 9. Espectrometria de masas del extracto de acetato de etilo de semilla de papaya (Carica papaya)
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Latabla 5 muestra el porcentaje de letalidad de los extractos obtenidos por polaridad
de la semilla de papaya (Carica papaya), donde se encontré que la fraccion de
acetato tiene un porcentaje de letalidad de 35.33% a una concentracion de 4 mg/mL
mientras que la fraccidon hexanica mostré 23.67% de letalidad en Lz y la fraccion

metanolica de 17.33%.

Tabla 5. Porcentaje de letalidad de las fracciones obtenidas a partir de semilla de papaya (Carica papaya) en
Ls de Haemonchus contortus

Tratamiento Concentraci Efecto letal

6n (mg/mL) | sobre L3 (%)
Albendazol 7 97.332
Testigo - 0.00
Extracto hexanico 4 23.67¢
de semilla de 2 14.674
papaya

1 8.33¢

0.5 2.67¢
Extracto en 4 35.33b
acet?to de etilo de 2 35.67b
semilla de papaya

1 11.004

0.5 3.33¢
Extracto 4 17.33d
metrimollco de 2 6.33¢
semilla de papaya

1 1.00f

0.5 0.00

Las letras en superindice muestran diferencias significativas entre grupos. P<0.05
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Discusién

El presente estudio proporciona evidencia de que los extractos organicos de semilla
de papaya (Carica papaya) disponen de actividad antihelmintica. Los resultados
mostraron que todas las concentraciones de cada extracto tuvieron efecto
significativo en la reduccion de Ls y que la eficacia aumenta al incrementar la
concentracion, esto se debe a metabolitos secundarios como alcaloides (Sapaat et
al., 2012), entre los principales compuestos estd el bencilisotiocianato (BITC)
(Zingare et al., 2018), y las cistein proteinasas dentro de las que se encuentra la
papaina. Esta enzima ha reportado dafiar la cuticula de los helmintos adultos al
generar ampollas en la misma, provocando asi su rapida digestion (Stepek et al.,
2004); Sin embargo, el extracto de acetato de etilo de semilla de papaya fue en el
gue se identific6 mayor presencia de bencil isotiocianato (Figura 8), ademas mostré
mayor eficacia al obtener un porcentaje mas elevado en la mortalidad de Ls, en
comparacién con los otros dos extractos, lo que indica que existe una mayor
efectividad en el uso de esta fraccion de semilla de papaya, ademas de que es
posible que en esta fraccion se encuentre la molécula activa en mayor

concentracion.

Kermanshai y colaboradores en 2001 evaluaron la actividad del BITC y de los
extractos acuosos y organicos de semilla de papaya contra Caenorhabditis elegans,
encontrado resultados muy interesantes; los citados autores demostraron que el
BITC con una pureza del 98% requiere s6lo de 15.30 pumol para una dosis letal 90
(LC90), mientras que los extractos acuosos requieren de 12 a 24 umol, un rango
bastante amplio en comparacion con los 16.39 umol que requieren los extractos
organicos. Lo que demuestra que el BITC esta presente en ambos extractos sin
embargo los extractos organicos requirieron una menor concentracion para alcanzar
la LC90.

La semilla de papaya en extracto de acetato de etilo mostr6 una letalidad de 35.33%

a una concentracion de 4 mg/mL. Estos resultados son similares pero no
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comparables con los obtenidos por Rodriguez Molano et al., (2019) donde obtienen
un porcentaje de letalidad en extractos acuosos de semilla de papaya del 38.93% a
una concentracion de 100 mg/mL sobre Lz de H. contortus, sin embargo la
concentracion utilizada para obtener ese resultado fue muy elevada en comparacion
con la de este estudio. Lo que sugiere que la semilla de papaya posee un
considerable porcentaje de letalidad en los extractos etandlicos contra estadios

larvarios, mas esto no ocurre en los extractos acuosos.

Algo semejante ocurrié con Poné y colaboradores en 2011, donde evaluaron la
actividad antihelmintica contra larvas y huevos de Heligmosomoides bakeri en
extractos acuosos y etandlicos de semilla de papaya reportando que el extracto
acuoso era mas potente en huevos que en larvas, sin embargo, el extracto etandlico
mostré una mayor eficacia en el desarrollo larvario produciendo una mortalidad del

96% contra el 68% frente al extracto acuoso.

Nuestros resultados sugieren que el BITC es soluble en extractos etandlicos y a su
vez uno 0 mas principios activos también lo son, por lo que se hace necesaria la
identificacion de todas las moléculas activas que pudieran tener un efecto

antihelmintico presentes en la semilla de papaya.

Este estudio muestra resultados favorables evidenciando que los extractos
organicos de semilla de papaya poseen actividad antihelmintica contra Ls de H.
contortus, in vitro por lo que resulta necesario comprobar estos resultados en

estudios in vivo.
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Capitulo II: Efecto antihelmintico de la semilla de papaya (Carica papaya)
sobre larvas 4 hematéfagas de H. contortus en jerbos (Meriones
unguiculatus).

Materiales y métodos

Localizacion

Los ensayos in vivo en jerbos se llevaron a cabo con animales obtenidos del bioterio
de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la FESC, UNAM y la evaluacion
de estbmagos se llevé a cabo en el laboratorio 3 de la misma dependencia.

Jerbos (Meriones unguiculatus)

Los jerbos fueron obtenidos de la colonia presente en el bioterio de la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria de la FES Cuautitlan, de tres semanas de edad,
utilizando machos y hembras.

Disefio experimental

Para la evaluacion de los extractos sobre larvas en estadio 4 (L4), se utilizaron cinco
jerbos de tres semanas de edad por grupo de ambos sexos, para un total de 25
jerbos, los cuales se distribuyeron en cuatro grupos como lo describe la tabla 6.

Tabla 6. Disefio experimental para la evaluacién de semilla de papaya sobre larva 4 en jerbos (Meriones
unguiculatus)

Tratamiento n Dosis
(mg/Kg)
Extracto hexanico de 5 8

semilla de papaya

Extracto en acetato de etilo 5 8
de Semilla de papaya
Extracto metanolico de 5 8
Semilla de papaya
Agua destilada 5 -
Albendazol 5 3
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La metodologia seguida para el manejo, tratamiento y obtencion de resultados fue
la descrita por Squires et al., (2011). Y se realizé de la siguiente manera como se
observa en la figura 10 y se describe a continuacion:

Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Descanso Descanso Descanso Descanso
Dia 6 DiaT Dia 8 Dia 9 Dia 10
Descanso Descanso Inmunosupresion Inmunosupresion Inmunosupresion

Dia12 Dia13 Dia 15
Descanso Descanso Descanso
Dia 16 Dia 17 Dia 18
Descanso Descanso Sacrificio

Figura 10. Cronograma de la metodologia utilizada para la obtencion y evaluacion de larvas 4 basada en la
descrita por Squires et al., 2011

1. Desparasitacion
Los jerbos fueron desparasitados via oral con albendazol a una dosis de 3 mg/kg,
siete dias antes de comenzar con la inmunosupresion.

2. Inmunosupresion

La inmunosupresion se realizé con betametasona sal pura Sigma-Aldrich® (Figura
11) a una con concentracién de 10 mg diluida con agua destilada (1.5 mL) y se
administré una dosis de 0.05 mg/kg PO durante 3 dias consecutivos.

Figura 11. Administracion de betametasona via oral en jerbos
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3. Infeccion con L3 de Haemonchus contortus

Se utilizaron 10,000 Ls desenvainadas previamente con una solucion de cloro al
0.183%, administrando 20 microlitros a cada jerbo PO con una micropipeta, y se
dejaron descansar 2 dias seguidos (Figura 12).

Figura 12. Botdn de larvas concentradas y desvainadas en tubo eppendorf 1.5 mL

4. Tratamiento

Las fracciones fueron reconstituidas con agua destilada y se administraron a una
dosis de 8mg/kg tal como se indica en la tabla 6 y se dejaron descansar tres dias
seguidos.

5. Sacrificio

El sacrificio se llevd a cabo en una cadmara de CO2, ubicada en el bioterio de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, a los 3 dias posteriores al término del
tratamiento. Se extrajo el estbmago el cual fue incidido por la curvatura mayor, se
lavd con buffer fosfato salino (PBS) y se rasgoé ligeramente la mucosa.

6. Recuperacion de larvas 4

Las larvas recuperadas del estdmago de los jerbos se mantuvieron en una solucion
PBS a un pH de 7.4 a temperatura ambiente, posteriormente se realizaron dos
lavados de la mucosa estomacal y se realiz6 un raspado y desintegracion del
estbmago para recuperar larvas que hayan quedado dentro del tejido (Figura 13).
Las larvas se cuantificaron a través de un microscopio estereoscoépico.
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Figura 13. Raspado de la mucosa del estomago

Analisis de porcentaje de reduccion

El porcentaje de reduccion se obtuvo siguiendo la siguiente férmula:

% Reduccién = 100 x ((C - T)/C)

Donde: C = media aritmética de las larvas de H. contortus encontradas en el grupo
testigo, T= media aritmética de las larvas encontradas en los grupos tratados

Resultados

Las larvas recuperadas se cuantificaron y se obtuvo la férmula de porcentaje de
reduccion, los resultados se observan en la tabla 7 en donde se observé que el
extracto en acetato de etilo muestra un porcentaje de reduccién de 60+4.02 sobre
La.

Tabla 7. Porcentaje de reduccion de larvas 4 en jerbos tratados con extractos organicos de semilla de papaya.

(P<0.05)
Extracto de semilla de papaya Porcentaje de reduccion (%) + desv. std
Hexanico 20+2.5
Acetato de etilo 60+4.02
Metanol 15+0.62
Albendazol 100

Agua -
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Discusién

Diversas investigaciones cientificas han atribuido las propiedades antihelminticas
de la semilla de papaya a distintos compuestos entre los que se encuentran al bencil
isotiocianato y a las cistein proteinasas (Moraes et al., 2016; Kermanshai et al.,
2001), sin embargo, la mayoria de estos estudios se concentran en ensayos in vitro.

En el capitulo anterior los ensayos in vitro mostraron resultados favorables
evidenciando que los extractos organicos de semilla de papaya poseen actividad
antihelmintica contra Lz de H. contortus, por lo que uno de los objetivos de este
estudio fue comprobar estos resultados en estudios in vivo, evaluando la actividad
antihelmintica presente en los extractos organicos de semilla de papaya en jerbos
infectados experimentalmente con Lz de H. contortus.

Los resultados mostraron que el extracto de acetato de etilo de semilla de papaya
obtuvo un porcentaje de reduccion larvaria del 60% + 4.02, mientras que el extracto
hexanico obtuvo 20% + 2.5 y el extracto metandlico 15% + 6.2 en su porcentaje de
reduccion, todos los extractos utilizaron una concentracion de 8 mg/kg.
Demostrando asi que el extracto de acetato de etilo presenta una mayor actividad
antihelmintica que los otros dos extractos tanto en estudios in vitro como in vivo
utilizando jerbos como modelo biolégico, lo que sugiere que en este extracto es
donde podria encontrarse la molécula activa en mayor proporcion al ser soluble en
extractos organicos principalmente en compuestos de polaridad neutra.

Squires et al., (2011), utilizaron extractos etandlicos de A. annua, A. absinthium,
artemisinina y un extracto etanélico y aceite esencial de A. annua para evaluar su
efecto antihelmintico en modelos de jerbos. Los resultados en extracto etanélico de
A. annua por cinco dias consecutivos de tratamiento obtuvieron un porcentaje de
reduccion del 24.7%, sin embargo, los propios autores consideraron que la
reduccion no fue significativa atribuyendo esto a que existen diferencias fisiolégicas
entre jerbos y rumiantes que pueden afectar la biodisponibilidad y actividad de los
compuestos vegetales. Otros autores entre los que se encuentran Zamilpa et al.,
(2018) estudiaron el efecto nematicida de los extractos de n-hexano de
Chenopodium ambrosioides y Castela tortuosa sobre L3 de H. contortus asi como
su efecto antihelmintico sobre estadios preadultos de parasitos de jerbos y
demostraron que la combinacion de ambas plantas en el extracto organico presento
una eficacia en la reduccion de la carga parasitaria del 57.3% en el estudio in vivo.

El uso de jerbos como modelo biolégico para la evaluacion de antihelminticos
representa una alternativa eficaz en el analisis de estos productos, en especial para
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el caso de H. contortus, estudios recientes han demostrado que las Ls
desenvainadas artificialmente de este parasito eran capaces de crecer hasta el
estadio L4 y establecerse con éxito en el estbmago de los jerbos, sin embargo el
crecimiento era mas lento en comparacion con los ovinos (Yang et. al., 2017). Estos
mismos autores evaluaron el numero de larvas recuperadas del estbmago de los
jerbos a los cuatro, siete y 18 dias post infeccién y encontraron que en el dia siete
post infeccion el nimero de larvas fue mayor que en los otros dias, y al igual que en
este estudio realizaron una inmunosupresion previa a la infeccion.

El uso de jerbos como modelos biolégicos usados como hospederos de H. contortus
para evaluar la actividad antihelmintica de nuevos extractos representa una
alternativa mas econémica y rapida para la evaluacion de este parasito, al poder
establecerse la infeccion y en el caso de los extractos organicos de la semilla de
papaya se observan resultados favorecedores en especial en el extracto de acetato
de etilo, lo que podria significar una alternativa para el control de este parasito en
sus hospederos, por lo que se hace necesario evaluar este extracto en los ovinos.
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Capitulo Ill: Efecto del extracto en acetato de etilo de semilla de papaya
(Carica papaya) sobre una infeccion natural de nematodos gastroentéricos
en Tunja, Boyacéa, Colombia.

Materiales y métodos

Localizacion

Los experimentos in vivo en ovinos se realizaron en la Unidad de Produccion Ovina
de la Fundacion Universitaria Juan de Castellanos, bajo la colaboracién del Dr.
Daniel Fernando Gonzalez Mendoza. La localidad se encuentra a 2820 msnm en el
municipio de Tunja, Boyaca, Colombia. Tiene una temperatura media anual de 12°C
y una precipitacion media anual de 645 mm (Rojas et al., 2010; Rodriguez et al.,
2018). Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de parasitologia de la
Fundacion Universitaria Juan de Castellanos.

Unidades experimentales

Se utilizaron 24 ovinos de raza criolla, de diferentes edades alimentados en
pastoreo y positivos a nematodos gastroentéricos, los cuales nunca han sido
desparasitados. Se obtuvo el conteo de huevos por gramo en heces (hpg) de los
ovinos para determinar el nivel de parasitosis y distribuir los animales de forma
aleatoria.

Disefio experimental

la metodologia empleada se basé en el protocolo que establece la WAAVP (World
Association for the Advancement for Veterinary Parasitology)

Antes de comenzar el tratamiento (dia 0), los ovinos se dividieron en tres grupos
segun el numero de hpg totalmente al azar con ocho individuos cada uno mediante
el apoyo del programa Statgraphics (Centurion XV®).

El grupo uno se tratd con el extracto de acetato de etilo de semilla de papaya debido
a que fue el que obtuvo mejores resultados en las pruebas in vitro e in vivo
realizadas previamente. El grupo uno se traté con extracto de acetato de etilo de
semilla de papaya, una sola administracion via oral, 8 mg/Kg, la dosis se establecio
segun los resultados obtenidos en los bioensayos anteriormente descritos. El grupo
dos se trato con levamisol a dosis de 7.5 mg/Kg una sola aplicacion, via subcutanea
(Figura 14), el grupo tres fue el testigo y no se administré ningan tratamiento.
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Figura 14. Administraciéon de levamisol en ovinos de la Fundacion Universitaria Juan de Castellanos, Boyacé
Colombia.

La evaluacion se llevo a cabo postratamiento a los dias siete, 14 y 28 utilizando las
siguientes variables:
1. Conteo de huevos por gramo (HPG) por la técnica McMaster descrita por
Thienpont et. al., 1986.

2. El método FAMACHA®, en el cual se evallo el color de la mucosa ocular

(Van Wyk y Bath, 2002).

3. La condicion corporal siguiendo las indicaciones de Romero (2015) (figura
15).

Colombia.

4. El hematocrito mediante la técnica de microhematocrito descrita por
(Gonzaélez y Villegas, 2006) (Figura 16).
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Figura 16. Muestras de microhematorito en microcentrifuga

Para la técnica de microhematocrito las muestras de sangre se obtuvieron por
venopuncién yugular con equipo vacutainer (Figura 17) y mantenidas en tubos de
hematologia de polipropileno de 6 ml con tap6n de goma con 10.8 mg de &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (Figura 18).

. % % |
Figura 17. Toma de muestra por venopuncion en ovino de la Fundacion Universitaria Juan de Castellanos,
Boyaca, Colombia
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Figura 18. Conservacion de muestras sanguineas en tubos con etilendiaminotetracético (EDTA)

Las muestras de materia fecal se obtuvieron de manera individual directamente del
recto, posteriormente se realizo la técnica de McMaster para el conteo de huevos
por gramo por medio del microscopio 6ptico (Figura 19 y 20).
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Figura 20. Larva observada al microscopio durante el examen

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de huevos por gramo (HPG) se llevaron a logaritmo base
10 y posteriormente las medias de huevos por gramo de los tratamientos se
compararon utilizando un analisis ANOVA, con prueba de Tukey utilizando el
software Statgraphics (Centurion XV®).

Utilizando el siguiente modelo estadistico:

Yij=u1+u2+ u3+ €ijj

Donde: Yij: Es la observacién de la j-ésima unidad experimental del i-+ésima
tratamiento.

pl: Es la media del tratamiento con extracto de acetato de etilo de semilla de papaya
p2: Es la media del tratamiento con levamisol

u3: Es la media del tratamiento del grupo sin tratamiento

€ij: Es el error experimental de la unidad ij.

Resultados

La figura 21, muestra el efecto del extracto de acetato de etilo de semilla papaya en
comparacién con el grupo testigo y el grupo tratado con levamisol sobre la
eliminacién de huevos por gramo en ovinos infectados naturalmente con NGI. En
donde se observan diferencias estadisticamente significativas (P=0.05) al dia siete
y 14 entre el grupo tratado con extracto de acetato de etilo de semilla de papayay
los grupos control.

Al examinar al grupo tratado con levamisol, observamos que el nimero de HPG
incrementa desde el dia 0 hasta el dia siete post tratamiento, sin embargo a partir
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del dia siete hay una marcada disminucién que se mantiene hasta el dia 28 post
tratamiento observandose diferencias estadisticamente significativas con el grupo
testigo y con el grupo tratado con extracto de acetato de etilo (P=0.05).

El andlisis estadistico mostré que los grupos control no muestran diferencias
significativas entre ambos, sino hasta el dia 28 (P=0.05).

12000
10000
8000
6000

4000

2000 +

dia0 dia?7 dia 14 dia 28
Dias de muestreo

Huevos por gramo

==@e= Fxtracto de acetato de etilo de semilla de papaya  ==@e=Testigo — s=@==|evamisol

Figura 21. Efecto del extracto de acetato de etilo de semilla de papaya sobre la eliminaciéon de huevos por
gramo en corderos infectados naturalmente con nematodos gastroentéricos

Tabla 8. Porcentaje de reduccion del nimero de huevos por gramo después del tratamiento de corderos
infectados naturalmente con extracto en acetato de etilo de semilla de papaya. (P=0.05)

% Reduccién Dia 7 Dia 14 Dia 28

Semilla de papaya 69.81 60.60 23.64

Levamisol -29.69 -57.01 84.06
Testigo - - -

Los resultados obtenidos en la tabla 8 muestran el porcentaje de reduccion en el
namero de HPG posterior al tratamiento en ovinos con una infeccién natural,
observandose una reduccion del 69.81% a los siete dias con el tratamiento de
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extracto de semilla de papaya, el cual fue descendiendo a los 14 y 28 dias (60.60%
y 23.64% respectivamente). El levamisol no mostré los resultados esperados
durante los primeros dias, sino que a partir del dia siete el porcentaje de reduccién
empez6 a disminuir significativamente (p= 0.05).
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Figura 22. Porcentajes de condicién corporal entre grupos experimentales durante 28 dias (p=0.05).
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Figura 23. Porcentajes de microhematocrito entre grupos experimentales durante 28 dias (p=0.05).
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Figura 24. Porcentajes de coloracion de la mucosa ocular entre grupos experimentales durante 28 dias
(p=0.05)

Las figuras 22, 23 y 24 presentan los resultados obtenidos en la evaluacion fisica,
teniendo en cuenta tres aspectos: La condicion corporal (cc), el microhematocrito
(%) y la coloracién de la mucosa ocular (cmo).

La evaluacion de la condicion corporal teniendo una escala del uno al cinco donde
uno indica animales muy delgados y cinco animales obesos, muestra resultados en
donde la cc se mantiene en tres y cuatro. El grupo uno (extracto de acetato de etilo
de semilla de papaya) mostré un aumento en la cc para el dia siete mientras que
para el dia 14 hubo un descenso de casi 0.5 que fue incrementando, llegando casi
a tres para el dia 28. En el grupo dos (levamisol) ocurrié lo contrario, para el dia
siete hubo un descenso en la condicién corporal que fue recuperandose para el dia
14 y para el dia 28. El grupo tres (testigo) mantuvo un incremento constante durante
todos los dias de muestreo aumentando alrededor de 0.5. Sin embargo, no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos (p=0.05).

Los resultados del microhematocrito mostraron un aumento casi constante durante
cada dia de muestreo en el grupo uno, en los dias siete y 14 el porcentaje se
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mantuvo y al dia 28 hubo un aumento considerable. Caso contrario ocurrié con el
grupo dos y tres en donde se observo una caida para el dia siete que incremento al
dia 14 y 28 para el grupo dos, sin embargo el grupo tres siguié mostrando una baja
en el porcentaje al dia 14 que volvié a aumentar hacia el dia 28. No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas (p=0.05).

La coloracion de las mucosas a través de la técnica FAMACHA® mostro resultados
similares en los tres grupos, sin diferencias estadisticamente significativas (p=0.05).
Todos los grupos presentaron una disminucion en la escala del cmo al dia 7 que
aumento al dia 14 y al dia 28 constantemente.

Discusion

Los estudios realizados previamente tanto in vitro como in vivo utilizando modelos
de jerbos, nos permitieron determinar al extracto con la mayor actividad
antihelmintica, asi como la dosis mas efectiva, el cual fue sometido a estudio
utilizando ovinos con una infeccion natural. El extracto de acetato de etilo de semilla
de papaya mostr6 actividad antihelmintica sobre helmintos de ovinos, demostrando
asi que los extractos organicos de esta planta presentan efectividad sobre estos
pardsitos. El porcentaje de reduccion obtenido para el dia siete en nuestro grupo
experimental fue de 69.81%, aproximandose al porcentaje minimo requerido (70%)
por la WAAVP (World Association for the Advancement for Veterinary Parasitology)
para ser considerado como un antihelmintico de importancia, por lo que,
posiblemente obteniendo moléculas puras de este extracto se mejore el efecto.

Los resultados muestran que el porcentaje de reduccion obtenido en el grupo uno
(extracto de acetato de etilo) al dia siete fue de 69.81%, llegando a 60.60% para el
dia 14 y a 23.64% para el dia 28 post tratamiento. La cc al dia siete aumento,
mientras que para el dia 14 hubo una disminucion en la misma que comenzé a
aumentar nuevamente para el dia 28, el microhematocrito se mantuvo en un
aumento constante y el cmo disminuy¢ al dia siete pero aument6 continuamente en
los dias 14 y 28, lo que sugiere que el extracto de acetato de etilo de semilla de
papaya tiene efectividad contra nematodos hematofagos como lo es Haemonchus
contortus en una infeccion natural en ovinos, al aumentar la cantidad de solidos
totales en sangre que mide la prueba de microhematocrito y a su vez la coloracion
de las mucosas oculares ir a la alza, teniendo animales con evaluaciones arriba de
tres en la escala FAMACHA®. Una ventaja de este estudio es que las evaluaciones
de la condicion corporal y la coloracién de las mucosas fueron hechas por la misma
persona.
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Algunos autores muestran resultados similares a los obtenidos en este estudio,
Zingare et al., en 2018 utilizaron un extracto acuoso de semilla de papaya contra
varias especies de nematodos en caprinos y obtuvieron un porcentaje de reduccion
de 73.80% al dia siete post tratamiento, cabe mencionar que la dosis utilizada fue
de 100 mg/kg, administrada via oral durante tres dias. Sin embargo, al utilizar
extractos acuosos se han encontrado resultados menos favorecedores, Bautista y
Ovalle en 2012 obtuvieron una letalidad del 17% al dia 28 después del tratamiento
con extracto acuoso de semilla de papaya en dosis de 100mg/kg en dos
aplicaciones con separacion de 15 dias entre estas, la metodologia seguida por
ambos autores fue similar a la de la presente investigacion. No obstante, los
extractos etandlicos han mostrado una mejor accién antihelmintica en estadios
larvarios que en huevos en comparacion con los extractos acuosos (Poné et al.,
2011). Los resultados con extractos organicos de semilla de papaya muestran
efectividad contra helmintos en ovinos al alcanzar un porcentaje de reduccion del
69.81% al dia siete post tratamiento, sin embargo estos resultados sefialan que el
extracto de acetato de etilo de semilla de papaya present6 un efecto inmediato mas
no un efecto residual, lo que sugiere administrar una segunda dosis a los 14 dias
posteriores a la primera.

Las pruebas mostraron resultados interesantes en el grupo dos, el cual fue sometido
a tratamiento con levamisol a una dosis de 7.5 mg/kg SC, observandose una
disminucién en el porcentaje de reduccién sélo del 29.69%, lo que sugiere que el
grupo de ovinos utilizado para esta investigacion probablemente se encontraba
infectado con cepas resistentes a este antihelmintico, del cual ya se ha reportado
resistencia antihelmintica (RA) en América Latina (Torres et al., 2012). Sin embargo,
en Colombia la informacion respecto a la RA en ovinos es escasa debido a que la
investigacion en esta area es insuficiente y a la falta de informes publicados (Torres
et al., 2012; Chaparro et al., 2017). Aunque se desconoce la magnitud del problema
en este pais un estudio realizado por Chaparro y colaboradores en Antioquia,
Colombia en 2017, utilizando la Prueba de Reduccion del Conteo de Huevos
(FERCT por sus siglas en inglés), demostro que H. contortus presenta resistencia a
todas las clases de antihelminticos disponibles en el mercado colombiano
(benzimidazol, levamisol mas triclabendazol y triclorfon, ivermectina y moxidectina)
por lo que es probable que la situacion sea similar en todo el pais. Lo que hace
necesario la implementacibn de nuevas alternativas de control ante esta
problematica, por lo que se propone al extracto de acetato de etilo de semilla de
papaya como una herramienta alternativa en el control integrado de parasitos,
siendo necesarios mas estudios que permitan conocer a todas las moléculas activas
presentes en el mismo que permitan mejorar su potencial antihelmintico.
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Discusiéon general

Diversos autores han realizado estudios sobre la efectividad del uso de semilla de
papaya como antihelmintico, obteniendo resultados contradictorios al emplear
extractos acuosos. Ameen (2018) utilizé un extracto acuoso de semilla de papayay
extracto crudo (en polvo) en cabras naturalmente infectadas con helmintos, a una
dosis de 300mg/kg durante tres dias, en este estudio se encontrd una diferencia
significativa en cuanto a la reduccion de huevos de helmintos en heces con los
extractos de semilla de papaya, en comparacion con tiabendazol. Igualmente,
Zingare y colaboradores (2018) utilizando una metodologia similar a la del autor
anterior obtuvieron resultados favorables, con un 73.8% de mortalidad al dia siete
de tratamiento utilizando extracto acuoso de semilla de papaya en cabras a una
dosis de 100mg/kg durante tres dias consecutivos. Por el contrario, Bautista y Ovalle
(2012) obtuvieron resultados menos favorables utilizando extracto acuoso de
semilla de papaya a una dosis de 100mg/kg aplicado dos veces con un intervalo de
15 dias de separacion entre estas en corderos infectados artificialmente obteniendo
una eficacia solo del 18.6%.

Los extractos organicos de semilla de papaya en contraste con los extractos
acuosos han reportado resultados mas favorables en estudios in vitro sobre estadios
larvarios. Poné y colaboradores (2011) evaluaron la actividad antihelmintica contra
larvas y huevos de Heligmosomoides bakeri en extractos acuosos y etanolicos de
semilla de papaya (Carica papaya) reportando que el extracto acuoso era mas
potente en huevos que en larvas, sin embargo el extracto etandlico mostré una
mayor eficacia en el desarrollo larvario produciendo una mortalidad del 96% contra
el 68% frente al extracto acuoso. Los resultados obtenidos en esta investigacion son
evidencia de que los extractos organicos de semilla de papaya tienen accion
antihelmintica contra Ls de H. contortus siendo el extracto de acetato de etilo el que
presentd un efecto mayor en comparacion con los otros dos extractos, (extracto
metandlico y extracto hexanico) al obtener un porcentaje de letalidad del 35.33% a
una concentracion de 4 mg/kg en el estudio in vitro; Lo que sugiere que el BITC
encontrado en los extractos organicos por medio de una espectrometria de masas,
es soluble en extractos organicos principalmente en el extracto de acetato de etilo
y a Su vez uno 0 mas principios activos también lo son.

Algunos autores han reportado que el efecto antihelmintico de la semilla de papaya
se debe a la papaina y a la carpasemina contenida en las semillas (Garcia et al.,
2019). Sin embargo, otros autores (Sapaat et. al., 2012, Zingare et al., 2018, Stepek
et al., 2004, Kermanshai et al., 2001) sugieren que el bencil isotiocianato (BITC)
ademas de otros metabolitos secundarios son los responsables de la actividad
antihelmintica, por lo que se hace necesaria la identificacion de todas las moléculas
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activas que pudieran tener un efecto antihelmintico presentes en la semilla de
papaya.

Existen distintos estudios en los que se han utilizado jerbos como modelo bioldgico
para evaluar el efecto antihelmintico sobre H. contortus de diferentes extractos,
como Squires et al., (2011) que evaluaron extractos etandélicos de A. annua, A.
absinthium, artemisinina y un extracto etandlico y aceite esencial de A. annua, sin
embargo, sus resultados mostraron un porcentaje de reduccion 24.7% tras 5 dias
consecutivos de tratamiento con extracto etandlico de A. annua; Por otro lado,
Zamilpa et al., (20128) probaron el efecto nematicida de los extractos de n-hexano
de Chenopodium ambrosioides y Castela tortuosa sobre Lz de H. contortus asi como
su efecto antihelmintico sobre estadios preadultos de parasitos de jerbos,
obtuvieron una reduccién de la carga parasitaria de 57.3%. Comparablemente los
resultados fueron alentadores con el uso de extractos organicos de semilla de
papaya (C. papaya), en el cual se administré solo una dosis para cada extracto,
obteniendo el porcentaje de reduccién del extracto de acetato de etilo que fue del
60+4.02%, el del extracto hexanico fue de 20+£2.5% y del extracto metandlico de
15+0.62%. Demostrando asi que el extracto de acetato de etilo presenta una mayor
actividad antihelmintica en comparaciéon con los otros dos extractos tanto en
estudios in vitro como in vivo utilizando jerbos como modelo bioldgico, lo que sugiere
gue en este extracto es donde podria encontrarse la molécula activa en mayor
proporcion al ser soluble en extractos organicos principalmente en compuestos de
polaridad media.

La investigacion brinda resultados satisfactorios sobre el uso de jerbos como
modelo bioldgico para la obtencion y evaluacion de estadios larvarios 4 al infectar a
los animales con Ls previamente desenvainadas de Haemonchus contortus, por lo
gue se propone como una alternativa para el estudio de este parasito, siendo una
opcion mas barata en comparacién con los ovinos.

El extracto de acetato de etilo de semilla de papaya desafiado en ovinos en pastoreo
con una infeccion natural de nematodos gastrointestinales obtuvo un porcentaje de
reduccion del 69.81% al dia siete post tratamiento, acercandose sustancialmente al
porcentaje minimo requerido por la WAAVP (World Association for the Advancement
of Veterinary Parasitology) que es del 70% para ser considerado un antihelmintico
de importancia. Los estudios in vivo muestran resultados alentadores, que podrian
mejorarse y alcanzar una mayor eficacia al obtener moléculas puras, lo que abriria
la posibilidad del manejo antihelmintico a través de extractos organicos de semillas
de papaya y proponerlo como una herramienta alternativa en el control integrado de
parasitos. La papaya al ser un fruto que se obtiene todo el afio y que es consumido
ampliamente por los mexicanos y colombianos puede hacer que este extracto
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antihelmintico sea una opcion relativamente barata al ser obtenido de una planta
gue es cultivada localmente. Los medicamentos a base de plantas, derivados de
especies que crecen y/o se cultivan localmente, probablemente sean mas baratos
y la disponibilidad de obtenerlos sea mas facil para los productores de menores
recursos que los antihelminticos sintéticos (Stepek et al., 2004).

Para lograr un control efectivo y eficaz contra nematodos gastrointestinales en los
ovinos, es necesario una combinacién de estrategias de control. Dentro de las
cuales, el método FAMACHA® permite identificar a los animales que presentan
anemiay que suelen ser los animales susceptibles a nematodos hematéfagos como
H. contortus. Usando el método FAMACHA® para evaluar la cmo encontramos que
el grupo tratado con el extracto de acetato de etilo mostr6 animales con
evaluaciones de 3 para el dia siete, que fueron incrementando hacia el dia 14 y dia
28 llegando a una evaluacion de 5. Sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los tres grupos (p=0.05). Aun asi la importancia
del método FAMACHA® en conjunto con otras herramientas de evaluacién como lo
son el hematocrito y el conteo de huevos por gramo, se basa en correlacionar los
resultados de estas pruebas para establecer una desparasitacion selectiva dirigida,
asi como identificar animales resistentes y resilientes en el rebafio.

Una evaluacién de la coloracion de las mucosas bajo la técnica de FAMACHA®, asi
como del hematocrito y el conteo de huevos por gramo para determinar a los
animales que deben ser desparasitados, seria una opcion favorecedora para el uso
de nuestro extracto. Considerando animales con evaluaciones de tres, cuatro y
cinco en la escala de FAMACHA® con un hematocrito menor o igual a 15, 18 y 19%
(Sotomaior, 2018). Efectuando las pruebas de forma rutinaria cada mes o cada dos
meses para conocer la dindmica de eliminacién de huevos y asi poder determinar
el momento idéneo para desparasitar (Cuéllar, 2008).

Como se ha mencionado en los parrafos anteriores, existen diversos estudios
acerca de la efectividad de la semilla de papaya como antihelmintico, sin embargo,
cabe sefalar las diferencias entre las metodologias utilizadas, como las dosis
aplicadas, los dias de administracion, modelos biologicos y presentacion de la
semilla de papaya, por lo que se le atribuye a estas variables que los resultados
cambien drasticamente. Sin embargo, al manejar los extractos por polaridad dentro
de este estudio, nos aproximamos de manera mas certera a la fraccibn molecular
mas efectiva de la semilla, lo cual, ademas de disminuir las discrepancias de
efectividad como ocurre al utilizar extractos acuosos nos permite aumentar la
letalidad utilizando Unicamente la fraccion efectiva, por lo que se hace necesario
realizar mas estudios que nos permitan encontrar a la o las moléculas activas.
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Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos con el extracto de semilla de papaya, la fraccion
de polaridad media (acetato de etilo) mostr6 mayor eficacia en la actividad
antihelmintica contra Lsin vitro y contra L4 in vivo de Haemonchus contortus en
jerbos (Meriones unguiculatus) como modelo biolégico y se recomienda realizar una
investigacion méas profunda para el aislamiento de la molécula activa.

En ovinos (Ovis aries) el extracto de acetato de etilo de semilla de papaya, alcanzé
una letalidad del 69.81% en los primeros 7 dias posteriores a su administracion, se
propone que su efectividad sera aun mayor si se obtienen moléculas puras de este
extracto, de esta manera pueda ser considerado un antihelmintico de importancia
por la WAAVP (The World Association for the Advancement for Veterinary
Parasitology).

Con los resultados obtenidos en este estudio, se propone al extracto de acetato de

etilo de semilla de papaya (Carica papaya) como una herramienta util para el control
integrado de parasitos.
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