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1. Resumen

El impacto de la nematodosis es una de las causas mas frecuentes de pérdidas
econdémicas en los sistemas de produccion. El cual, se evidencia con la reduccién
de la ganancia diaria de peso (hasta un 50%), muertes (20-50%) asi como los

gastos por intervencion de médicos veterinarios y los tratamientos para el control.

Haemonchus contortus es un nematodo hematofago capaz de afectar clinica y sub-
clinicamente a la poblacién joven y adulta de ovinos. Los casos de anemia son
comunes por la severa pérdida de sangre, mientras que una baja conversion
alimenticia se observa en animales en produccion y frecuentemente existe una alta

mortalidad en animales jovenes.

El control de los nematodos gastrointestinales (NGI) se basa en el uso de drogas
de origen quimico de amplio espectro. El uso indiscriminado e irracional de los
tratamientos quimicos disponibles, ha originado el fendmeno de la Resistencia
Antihelmintica (RHA), este problema ha sido reportado a nivel mundial y aqueja a
los productores de pequeiios rumiantes.

El mezquite representa un recurso natural de gran importancia para los habitantes
de las zonas aridas y semiaridas del pais, ya que sirve como forraje para animales
domésticos y silvestres debido a su contenido nutricional. El objetivo del estudio fue
demostrar la actividad antihelmintica del extracto etandlico de la vaina del mezquite

en la prueba de inhibicion de la migracion larvaria.

Las concentraciones que se utilizaron para el extracto etandlico de la vaina del
mezquite fueron 25, 50, 150, 250 y 350 ug/mL. Se utiliz6 un control negativo con
PBS y dos controles positivos a concentraciones de 0.125%, 0.25%, 0.5% y 1% de

levamisol e ivermectina.

En el estudio se pudo observar que el extracto etandlico de la vaina del mezquite
tiene un efecto antihelmintico in vitro visible a partir de la concentracién de 150
pg/mL, inhibiendo la migracion larvaria en un 99%, enseguida la concentracion de
250 pg/L tiene una inhibicion del 96% y la concentracion de 350 ug/mL una inhibicion

del 94%. En cuanto a los controles positivos, el tratamiento antihelmintico con



levamisol tiene un porcentaje de inhibicidon superior al 98.26%, en contraste con el

tratamiento de ivermectina donde se encontré un porcentaje de 94.8%.



1. Abstract

The impact of nematodosis is one of the most frequent causes of economic losses
in production systems. This is evidenced by the reduction of daily weight gain (up to
50%), deaths (20-50%) as well as expenses for veterinary intervention and control

treatments.

Haemonchus contortus is a hematophagous nematode capable of clinically and sub-
clinically affecting young and adult sheep. Cases of anemia are common due to
severe blood loss, while low feed conversion is observed in production animals and

there is often high mortality in young animals.

The control of gastrointestinal nematodes (GIN) is based on the use of broad-
spectrum chemical drugs. The indiscriminate and irrational use of available chemical
treatments has originated the phenomenon of Anthelmintic Resistance (AR), this

problem has been reported worldwide and affects small ruminant producers.

Mezquite represents a natural resource of great importance for the inhabitants of the
arid and semi-arid zones of the country, since it serves as fodder for domestic and
wild animals due to its nutritional content. The objective of the study was to
demonstrate the anthelmintic activity of the ethanolic extract of mesquite pods in the

larval migration inhibition test.

The concentrations used for the ethanolic extract of mezquite pod were 25, 50, 150,
250 and 350 pg/ml. A negative control with PBS and two positive controls were used
at concentrations of 0.125%, 0.25%, 0.5% and 1% levamisole and ivermectin.

In the study it was observed that the ethanolic extract of mesquite pod has a visible
in vitro anthelmintic effect from the concentration of 150 ug/ml, inhibiting larval
migration by 99%, then the concentration of 250 ug/ml has an inhibition of 96% and
the concentration of 350 ug/ml an inhibition of 94%. As for the positive controls, the
anthelmintic treatment with levamisole has an inhibition percentage of over 98.26%,
in contrast to the ivermectin treatment where a percentage of 94.8% was found.
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2. Introduccién

El registro de la poblacion de ovinos en México desde el 2012 hasta el afio 2020 se
ha mantenido alrededor de los 8 millones de cabezas (SIAP, 2021). Su principal
distribucion es, la region centro; cerca del 55%, region centro norte 23% y sur 16%.
Sin embargo, el nimero de cabezas sigue siendo insuficiente ya que no se logra
cubrir la demanda nacional de carne y seguimos dependiendo de las importaciones
que estan alrededor de las 6700 toneladas (Bobadilla-Soto 2021), esto se debe
principalmente a los bajos indices productivos y reproductivos que generan los
rebafios (Herrera-Haro et al., 2019). Los sistemas de produccién ovinos en el centro
del pais se caracterizan por ser extensivos en zonas rurales. Estos sistemas tienen
la caracteristica de ser zonas de pastoreo en areas comunales. La interaccion de
varios rebafios sin informacion sobre las condiciones de salud predispone a los
animales a contraer enfermedades virales, bacterianas y/o parasitarias (Vazquez-
Martinez et al., 2018).

Bajo condiciones de pastoreo, los animales estan en estrecha relacion con los
nematodos gastrointestinales, sin embargo esto no quiere decir que todos los
animales presentardn una parasitosis. Considerando el fendmeno de
superdispersion, donde aproximadamente el 75% de los ovinos en pastoreo
presentaran cargas de bajas a moderadas de nematodos gastrointestinales y solo
el 25% de la poblacion del rebafio presentard cargas altas, es aqui donde se
encuentran los animales que seran candidatos a una desparasitacion estratégica
(DE), (Sréter et al., 1994 y Hoste et al., 2011). De una forma més sencilla esto se
refiere a que muchos animales tendran pocos parasitos y pocos animales tendran
muchos parasitos y esto esta estrechamente relacionado con el sistema inmune del

individuo y con el medio ambiente que lo rodea.

En estos rebafios encontramos dos extremos sobre la atencion de los animales, o
no reciben asesoria de un médico veterinario y no han tenido un tratamiento
antihelmintico que pueda beneficiar la produccién o encontramos rebafios donde
todos los animales son desparasitados sin ningun criterio y de forma repetida a lo

largo del afio, lo que ha propiciado la aparicion del fenébmeno de Resistencia
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Antihelmintica (RHA), lo que significa que los tratamientos para controlar los

nematodos gastrointestinales ya no son efectivos (Kaplan, 2004).

Por esta razén se han buscado alternativas mas sostenibles para los sistemas de
produccion y tratando de resolver esta problematica se ha investigado el uso de
plantas con potencial nutracéutico, es decir plantas que puedan tratar y prevenir
enfermedades, es este caso de origen parasitario (Waller, et al., 2004).

El interés de realizar este estudio se bas6 en el uso potencial de la vaina del
mezquite como nutracéutico ya que es un recurso de gran calidad nutricional que
se consigue a bajo costo y es de facil acceso para los productores, sobre todo de
las regiones centrales del pais donde se concentra la mayor cantidad de los
sistemas de produccién ovina y donde también coincide geograficamente el
desarrollo de los arboles de mezquite (Ruiz-Tavares, 2011).

3. Marco Teorico
3.1 Situacion mundial del sector de la carne de ovino.

Segun las predicciones de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmicos (OCDE) para el 2024 frente al continuo descenso en el consumo de
carne ovina por parte de Europa, otras regiones del mundo aumentaran la demanda
de este producto, sobre todo por parte de China y paises del Medio Oriente. En la
actualidad, China ya es el principal pais consumidor de carne de cordero con cerca
de 4 millones de toneladas al afio, lo que representa casi el 30% del consumo total
a nivel mundial. Australia siendo uno de los paises con mayor niumero de cabezas
de ovinos, centra sus esfuerzos para exportar su produccion a China y a paises del
Medio Oriente, siendo la exportacion de ovinos su principal actividad que impulsa la
economia del pais. Estos factores y otros como el cambio climatico y sus
consecuencias sobre los sistemas de produccion obligaran a los principales paises
productores a buscar modelos de produccidon mas sostenibles, ya que en la
actualidad el consumidor estd méas concientizado sobre el cuidado del medio

ambiente (Gomez-Alcala, 2018).
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3.2 Importancia de la ovinocultura en México

Los sistemas de produccibn de pequefios rumiantes muestran grandes
coincidencias en los distintos paises donde se desarrollan, sobre todo en
Latinoamérica, ya que se localizan en zonas con climas extremos y en terrenos con
dificil orografia (Bobadilla-Soto, et al., 2017).

Histéricamente, en México, los sistemas ovinos han estado en manos de los
productores mas marginados, con escasos recursos y alejados de los beneficios de
la asistencia técnica. Sin embargo, cada vez es mas frecuente el flujo de capital, lo
que ofrece un panorama prometedor para estas empresas, en sSu mayoria,
familiares (Cuéllar-Ordaz, 2003).

México cuenta con aproximadamente 8,725,882 cabezas de ovinos. Los principales
estados productores de carne de ovino son: Estado de México, Hidalgo y Veracruz
(SIAP, 2020).

La produccion de ovinos se concentra en el centro del pais con aproximadamente
3,167,444 cabezas, que representa el 35% de total nacional, y se obtienen 25,300
toneladas de carne en canal (SIAP, 2020), lo que contribuye al 42% de la oferta de
carne en canal en el pais (Desdémona-Martinez, 2019). El sistema de produccién
que predomina en el centro del pais es el extensivo que se desarrolla en zonas
rurales, el objetivo de este tipo de sistemas es el autoconsumo y el ahorro por parte
de los productores (Vazquez-Martinez, et al., 2018).

La ovinocultura, se caracteriza por ser una actividad secundaria a la agricultura, la
cual depende de la mano de obra familiar, estos animales son alimentados mediante
el pastoreo en zonas comunales y algunas veces complementan su dieta a base de
granos o rastrojo de maiz, sobre todo en épocas de estiaje (Galaviz, et al., 2011).
El principal producto comercializado es la venta de corderos para engorda o pie de
cria (Vazquez-Martinez, et al., 2018).

En las zonas templadas, se ha empleado la cruza de borregos de pelo con razas
lanares, obteniendo cruzas terminales que proveen y benefician el mercado de la
produccion de carne. Las razas que mas sobresalen en el centro del pais son;

Pelibuey, Dorper, Katahdin, Blackbelly, Dorset, Texel, Hampshire, Charollais,
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Ramboulliet, Corriedale, Suffolk y Romanov, que son criados en sistemas
extensivos, semi-intensivos e intensivos y la carne se destina para platillos tipicos
de la region. Por otra parte, en los dltimos afios se ha incursionado en un nuevo
mercado que son los cortes selectos, empacados al alto vacio como rack franceés,
rack americano, doble mariposa, filete y medallon de corderos (Desdémona-
Martinez, 2019).

3.3 Sistemas de produccion ovino en el centro de México

En la zona centro del pais se encuentran los sistemas extensivos de zonas rurales,
el objetivo de estas producciones son el autoconsumo, ahorro y en rebafios mas
grandes y tecnificados la comercializacién de corderos para abasto y pie de cria.
Las razas que mayormente se pueden encontrar son cruzas de Suffolk, criollos,
entre otras. La mano de obra para el manejo de estos rebafios es de tipo familiar y
la alimentacién de los animales se basa en el consumo de la vegetacion nativa y el
complemento con residuos de la agricultura que muchas veces funge como

actividad primaria por parte de los productores (Vazquez-Martinez, 2018).

3.4 Nematodos gastrointestinales

El ganado ovino que se desarrolla en condiciones de pastoreo mantiene una
estrecha relacibn con el medio ambiente, lo que provoca la incidencia de
enfermedades parasitarias ocasionadas por nematodos gastrointestinales (NGI),
esto origina bajos pardmetros productivos y reproductivos y por consiguiente dafios
econdmicos en los sistemas de produccion (Nari, 2011).

Los rumiantes que padecen infecciones severas por nematodos gastrointestinales
manifiestan signos clinicos como diarrea, pérdida de peso, edema submandibular,

anemia, debilidad y en casos agudos la muerte (Medina, et al., 2014).

La nematodosis, es una de las causas mas frecuentes de pérdidas econémicas para
los productores. Este problema se refleja en la reduccién de la ganancia diaria de
peso (hasta un 50%) y muertes (20-50%), sobre todo en animales jovenes o mal

alimentados, asi como gastos por la atencion y asistencia médica y terapéutica

14



(Luna-Palomera, et al., 2010; Medina, et al., 2014). Las especies de NGI que
predominan en los sistemas de produccion de ovinos en clima templado son:
Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis, Trichostrongylus axei,
Teladorsagia circumcincta, Nematodirus spp, Chabertia ovina y Cooperia spp
(Gonzéalez-Garduiio, et al., 2011).

Para fines practicos del presente estudio se profundizara Unicamente sobre el

nematodo Haemonchus contortus.

3.4.1 Haemonchus contortus

Haemonchus contortus es un nematodo gastrointestinal hematéfago, el cual es
responsable de afectar clinica y sub-clinicamente a ovinos jévenes y adultos. Los
casos de anemia son comunes y se presentan cuando la carga de parasitos adultos
en el abomaso es alta, al ingerir gran cantidad de sangre, el huésped es incapaz de
reponer las pérdidas (Bowman, 2020). Como consecuencia los animales del rebafio
tienen una baja conversion alimenticia y en animales jovenes la mortalidad es alta
(Munguia-Xéchihua, et al., 2013).

Esta especie de NGI, se localiza principalmente en el abomaso de los ovinos y
caprinos. Los machos miden entre 10 y 20 mm, y son de un color rojizo uniforme.
Las hembras miden entre 18 y 30 mm y su coloracién es rojo con blanco, debido a
que el aparato digestivo por la ingesta de sangre adquiere un color rojizo que se
enrolla en espiral con el aparato reproductor que tiene una coloracion blanquecina
(Hernandez-Barral, 2011).

El ciclo biolégico de este parésito es directo (Figura 1). Los huevos son eliminados
con las heces, estos eclosionan, para que posteriormente la larva 1 mude a larva
2; estas dos primeras fases larvarias permanecen en las heces, se alimentan de
materia organica y microorganismos. Continuando con el ciclo de vida, la larva 2
muda a la larva 3, la cual es la infectante, esta conserva la cuticula de su estadio
anterior que la cubre a modo de vaina y la aisla del medio exterior. Esta L3 migra
hacia la hierba bajo condiciones adecuadas de humedad y temperatura. La L3 es

ingerida con el pasto por los ovinos y aqui comienza el ciclo parasitario. En el rumen,
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las larvas se liberan de la vaina que las protege y se introducen en las glandulas
epiteliales de la mucosa abomasal, en la region del fundus, para continuar con su
desarrollo. Las L4 aparecen en la superficie de la mucosa a los 4-5 dias post
infeccion y después de una nueva muda se transforman en L5 o pre-adulto que
posteriormente maduran sexualmente para copular y producir huevos (Hernandez-
Barral, 2011).

Fase
infectiva
en el pasto

Huevo
blastomerado

Imagen creada con BioRender.com, cuenta con licencia, prohibida su copia y distribucion.

Figura 1. Ciclo biologico de los Haemonchus contortus en pequefios rumiantes.

Los estadios larvarios L4, L5 y los adultos son hematéfagos, los parasitos adultos
al tener un mayor tamafo también tienen mayor capacidad para alimentarse,

pudiendo consumir hasta 0.05 ml de sangre al dia (Soulsby, 1987).

3.5 Resistencia antihelmintica

Desde hace 40 afios y hasta la actualidad, con la aparicion de desparasitantes de
amplio espectro en el mercado, el control de los problemas por NGI se basa en el

uso de antihelminticos (AH) comerciales, los cuales se administran repetidamente

16



a todos los animales del rebafio. El uso frecuente y descontrolado de los AH ha
provocado la aparicion de NGI resistentes a los tres grupos de AH mas comunes:
benzimidazoles, imidazotiazoles y lactonas macrociclicas. El problema de la
Resistencia Antihelmintica (RAH) es un problema mundial que también se presenta

en los rebafos de pequefios rumiantes de México (Torres-Acosta, et al., 2009).

La RAH es un fendmeno con distribucién mundial que consiste en la disminucion
gradual de la efectividad antihelmintica sobre los parasitos. Esta es una capacidad
heredable que tienen los parasitos para sobrevivir a tratamientos que, a dosis
terapéuticas, causan la inhibicion del crecimiento o muerte de los individuos en una
poblacion susceptible. Actualmente se encuentra en expansion el fenébmeno de
multirresistencia, lo cual significa que hay pérdida de eficacia en todas las familias
de antiparasitarios disponibles en el mercado (Martinez-Ortiz-de-Montellano, 2010;
Medina et al., 2014).

Debido a la RAH se han adoptado estrategias de control alternativo de NGI, muchas
de las cuales han sido evaluadas y han disminuido el uso y la dependencia de
farmacos, lo que ha permitido retrasar o evitar la resistencia (Torres-Acosta, et al.,
2009; Nari, 2011).

La RAH ha obligado a los veterinarios, productores y cientificos a enfocar todos los
esfuerzos de integrar varias estrategias y conjunto de herramientas para el control

parasitario.

3.6 Manejo Integrado Parasitario

El Manejo Integrado Parasitario (MIP), es la combinacién y utilizacion adecuada de
los métodos de control parasitario, con la finalidad de mantener niveles aceptables
de produccion sin la eliminacion total del agente causal (Martinez-Ortiz-de-

Montellano y Torres-Acosta, 2011).

Dicho manejo se basa en tres principales ejes (Figura 2): 1) aumentar la respuesta
del hospedero; 2) controlar al agente causal y 3) agotar la fuente de contaminacion.
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Tres principios del Manejo Integrado Parasitario

Aumentar la respuesta del hospedero:

Nutricién Controlar al agente:

Desparasitacion Estratégica
Nutracéuticos

Plantas bioactivas

Agujas de cobre

Vacunas 2 Uso adecuado de los AH

Cuidado de |la microbiota
Preservacion del refugio (5%)

Agotar la fuente de contaminacion:
Manejo del refugio (95%)
Manejo de la pradera
Control biolégico: hongos, acaros, nematodos entomopatdgenos
Colecta de las heces

Imagen creada con BioRender.com, cuenta con licencia, prohibida su copia y distribucion.

Figura 2. Tres principios del Manejo Integrado Parasitario.

3.6.1 Aumentar larespuesta del huésped

En este punto es importante recordar que una poblacion de parasitos no tiene una

distribucién uniforme dentro de los individuos que fungen como huéspedes.

La coevolucion entre los parasitos y el hospedero se define por Thomson (1984)

como: “cambios reciprocos en especies interactuantes”.

En las interacciones parasito-hospedero se tiene la hipétesis que existe una
coevolucién en las asociaciones, esto quiere decir que cuando el parasito desarrolla
un gen de virulencia, el hospedero monta un gen de resistencia, de esta forma
convergen en equilibrio ya que al parasito no le conviene destruir a su huésped
porque eso lo destruiria a él también, esta teoria de la coevolucion es denominada
“‘gen por gen” (Sanchez-Sanchez, 2005). Pero el equilibrio que existe entre el

parasito y el hospedero se puede llegar a romper por diferentes causas, por ejemplo
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enfermedades que deterioren la salud del animal, una mala alimentacion o cualquier

factor que debilite el sistema inmune del animal.

Dentro de este eje existen herramientas que ayudan a mejorar el sistema inmune
de los animales, por ejemplo, mejorar la alimentacion, suplementacion estratégica

y uso de vacunas.

Estudios realizados previamente han demostrado que mejorar la alimentacion en
los individuos del rebafio aumenta la resiliencia y la resistencia de los animales
parasitados. El desarrollo de la inmunidad en un animal parasitado conlleva un gasto
metabdlico de origen proteico importante, ya que el animal debe montar una
respuesta produciendo: mocus, leucocitos, eosinofilos, mastocitos, citocinas y en el
caso de parasitos hematéfagos una eritropoyesis activa para compensar la pérdida
de sangre (Aguilar-Caballero et al., 2013). Una dieta con una mayor cantidad de
proteina ha demostrado una disminucién en los dafios fisiopatologicos de corderos
infectados artificialmente con Haemonchus contortus, es decir mostraron valores
menores en cuanto al grado de pérdida de sangre y de hipoalbuminemia (Wallace
et al., 1995, Luna-Palomera et al., 2010). En otros estudios se ha demostrado que
individuos a pesar de presentar una parasitosis, al momento de aumentar la ingesta
de proteina o de complementar el pastoreo con una fuente proteica, los animales
tienen ganancias de peso positivas (Van-Houtert y Sykes, 1995; Luna-Palomera et
al., 2010; Aguilar-Caballero et al., 2013). Analizando la evidencia al respecto, se
creia que solamente la proteina contribuia de manera importante a la inmunidad
innata y adquirida de los animales infectados con nematodos gastrointestinales sin
embargo, diversos estudios han demostrado que agregar fuentes de energia en la
dieta de estos animales ayuda al desarrollo de células y proteinas que contribuyen

a la inmunidad (Van-Houtert y Sykes, 1996; Luna-Palomera et al., 2010).

Otra herramienta disponible para el control de H. contortus es la vacunacion, aunque
sigue siendo una medida poco viable para los sistemas de produccion en México.
Existe una vacuna disponible para Australia, Sudafrica y algunas regiones de Reino
Unido, esta vacuna se llama Barbervax Wirevax y es una mezcla de antigenos de

la membrana intestinal del parasito, sin embargo se utilizan antigenos nativos, lo
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gue hatenido buenos resultados para los rebafios de los paises antes mencionados,
pero no en otras partes del mundo. Recientemente se encontré un antigeno
somatico denominado Hc23 que ha dado resultados prometedores, hasta un 80%
de reduccion en la excrecion de huevos, la obtencion de una vacuna recombinante
gue sea efectiva en todos los rebafios del mundo sigue siendo un reto que necesita

de investigaciones mas profundas (Claerebout y Geldhof, 2019).
3.6.2 Agotar la fuente de contaminacion

En este punto es importante mantener el refugio, ya que el 95% de los nematodos
gastrointestinales se encuentran en las praderas donde pastorean los ovinos. El
refugio es la proporcion de parasitos que no han sido expuestos a una medida de
control, ya que viven fuera del huésped y no han desarrollado genes de resistencia
a los farmacos que se administran a la poblacion parasitaria que vive dentro del
animal que corresponde solo al 5% (Van-Wyk, 2001; Nari, 2011).

Para mantener las praderas con bajas cargas parasitarias existen varias estrategias,
como el uso de un pastoreo rotacional, esta herramienta proporciona un descanso
a la pradera para su recuperacion y su exposicion prolongada a los rayos del sol
permite la desecacion de las larvas infectante de H. contortus (Vazquez-Hernandez,
et al., 2006). Otra alternativa existente, pero poco conocida, es la recoleccién de
heces de las praderas, esta actividad disminuye la carga parasitaria de los potreros,
disminuyendo la fuente de contaminacion (Corbett, et al., 2014). Los huevos de NGI
no tienen la oportunidad de eclosionar ni de llegar a ser larvas infectivas y un

beneficio para los productores es vender el estiércol como subproducto.

Por otro lado existen organismos que son antagonistas naturales de los NGI, como

por ejemplo, bacterias, acaros y hongos.

Se ha identificado que la bacteria Pasteuria sp. tiene una afinidad que ronda entre
0-40% para adherirse a diferentes estadios de H. contortus, disminuyendo asi la
poblacién de este parasito. También se ha estudiado la capacidad depredadora del
acaro Lasioseius penicilliger, disminuyendo la poblacién de larvas infectantes de H.

contortus alrededor de un 80% (Aguilar-Marcelino, 2012). Otra herramienta es el
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uso de hongos hematdfagos como Duddingtonia flagrans que tienen la capacidad
de disminuir poblaciones entre un 40% hasta un 90% de los géneros: Ostertagia
circumcinta, H. contortus y Trichostrongylus colubriformis (Gonzalez-Gardufio,
2006).

3.6.3 Controlar al agente causal

En la actualidad, el control de los problemas por NGI se basa en el uso de
antihelminticos (AH) comerciales, repetidamente a todos los animales del rebafio.
El uso frecuente y descontrolado de los AH ha provocado la aparicion de NGI
resistentes a los tres grupos de AH. La problematica de parasitos resistentes a las
drogas es un problema mundial que también se presenta en los rebafios ovinos de
México. Para evitar la aparicion de NGl resistentes a los AH es necesario reducir el
uso de AH en los animales de los rebafos. Para esto se estdn desarrollando
sistemas de desparasitacion que se basan en tratar farmacol6gicamente
Gnicamente a aquellos animales que realmente lo necesiten, a esto se le denomina
Desparasitacion Estratégica (DE), (Torres-Acosta et al., 2009; Medina et al., 2014).
La DE se basa en umbrales clinicos, un umbral clinico se define como: Nivel de
carga parasitaria en un rebafio o hato, en el cual se evitan pérdidas econémicas en
la produccién animal, al aplicar un método de control en tiempo y forma. En este
caso, los umbrales clinicos a consideracion son: la condicion corporal (C.C), el
método FAMACHA® y la carga parasitaria (HPG), mediante la técnica de McMaster.
Es decir, se busca evitar desparasitar a aquellos ovinos que tienen infecciones
moderadas o bajas de NGI (Martinez-Ortiz-de-Montellano y Torres-Acosta, 2011).

Esto se basa en algunos principios importantes:

v" En un rebafio de ovinos es normal encontrar animales con poblaciones bajas
o0 moderadas de NGI en su tracto gastrointestinal.

v' La presencia de poblaciones bajas o moderadas de NGI puede representar
en los animales una parasitiasis, esto significa, que los ovinos son capaces
de tolerar y defenderse por si mismos de los parasitos. Incluso pueden
mantener una produccion éptima (ganar peso, reproducirse, producir leche)

si tienen una buena nutricion.
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v Los trabajos realizados con poblaciones de ovinos de México demuestran
que solo una minoria de ovinos que pastorean tienen NGI en cantidades
elevadas (20 a 25% de toda la poblacion). Y solo estos animales pueden
tener problemas de salud relacionados con los parasitos. En una poblacion
o rebafio cuando obtenemos él numero de HPG y lo graficamos,
obtendremos tres tipos de individuos, bajos eliminadores que corresponden
del 20-25%, medianos eliminadores que conforman el 50% y por ultimo los
altos eliminadores que son del 20-25% de los individuos en la poblacion, este
fenbmeno se conoce como superdispersion u overdispersion en inglés
(Sréter et al., 1994; Hoste et al., 2002; Hoste et al., 2011).

v" Los Unicos animales que necesitan ser desparasitados son los que tienen
cantidades elevadas de parasitos. Sin embargo, debido a que los NGI son
internos, es dificil saber cuales animales estan muy parasitados sin contar
con un apoyo de diagnéstico.

v Si el productor solo desparasita a los ovinos que lo necesitan, los demas
pueden vivir en O¢ptimas condiciones y no disminuir sus parametros

productivos (Torres-Acosta et al., 2009).

El uso de antihelminticos para el control de NGI ha sido efectivo durante varios afios,
pero a nivel mundial, su uso indiscriminado ha disminuido la eficacia de estos
tratamientos, Debido a la RHA se han adoptado estrategias de control alternativo
de NGI, muchas de las cuales han sido evaluadas y han disminuido el uso y la

dependencia de farmacos (Torres-Acosta et al., 2012; Medina et al., 2014).

La disponibilidad de nuevos farmacos antiparasitarios esta comprometida por el
aumento de los casos de resistencia y los costos de investigaciones para el
desarrollo de nuevas drogas (Smith et al., 2015). Por toda esta problemética es
necesario proponer estrategias de control disponibles para los productores, que

tengan como objetivo un uso racional de los antiparasitarios.

Dentro de la quimioterapia no convencional se encuentra el uso de plantas con

potencial nutracéutico, que aparte de controlar poblaciones de parasitos
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gastrointestinales son una fuente importante de macronutrientes que pueden ayudar

a la salud de los animales.
3.7 Nutracéuticos

El termino nutracéutico fue creado a finales de 1989 por el Dr. Stephen DeFelice,
Presidente de la Fundacién para la Innovacion en Medicina (Foundation for
Innovation in Medicine FIM). Son sustancias quimicas o biolégicas activas que
pueden estar como componentes naturales en los alimentos o adicionarse. Los
nutracéuticos se caracterizan por ser profilacticos a diferencia de las drogas
guimicas que se utilizan para tratar un padecimiento ya presente. (Pérez-Leonard,
2006).

e Son alimentos con un beneficio médico a la salud, incluida la prevencién y el
tratamiento de alguna enfermedad.

e También se conocen como alimentos funcionales, lo que significa que ellos
y sus componentes pueden proporcionar un beneficio para la salud mas alla

de la nutricion basica (Pérez-Leonard, 2006).

Gran cantidad de hierbas y plantas de nuestro pais han estado en uso desde la
antigiiedad, demostrando que desempefian un papel importante en la prevencién
de enfermedades. Ademas de contar con un perfil de macro y micronutrientes que
ayudan a mejorar la salud. En el control de NGI se han utilizado mdltiples plantas
con compuesto bioactivos que tienen actividad antihelmintica, dentro de estos
compuestos se han identificado: taninos, alcaloides, terpenos, saponinas, entre
otros (Alonso-Diaz et al., 2009).

El uso de plantas bioactivas con potencial nutraceltico son consideradas como una

alternativa sustentable para el control de NGI como H. contortus.

3.7.1 Plantas nutracéuticas: Son aquellas que tienen propiedades curativas y

nutritivas (Martinez-Ortiz-de-Montellano, 2017).

El uso de plantas nutracéuticas no se impone como los tratamientos basados en

plantas medicinales, estas se ofrecen durante un periodo relativamente largo de
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semanas o0 meses Yy su eficacia dependera del consumo voluntario del individuo. La
bioactividad de estas plantas también dependera de los metabolitos secundarios
gue contengan, ya sea por ejemplo: taninos condensados, flavonoides, polifenoles,
etc. y se sabe que estos compuestos pueden ser variables dependiendo de la época
del afo, edad de la planta y de la parte de la misma que se utilice (Hoste et al.,
2015).

Para la seleccion de plantas con potencial nutracéutico como control contra
parasitos se deben tener ciertas consideraciones: a) Demostrar su efecto AH in vitro.
b) Tener un perfil de macronutrientes adecuado con niveles de medios a altos de
proteina o energia y bajo en lignina, se debe evaluar su digestibilidad in vitro de
MS. b) Debe ser un alimento que los animales consuman facilmente es decir que
tenga niveles adecuados de consumo y aceptacion. c) Tener una digestibilidad in
vivo que permita cumplir con los requisitos fisiolégicos del animal. d) Se deben
evaluar los factores negativos que la planta pueda representar para la produccién o
la salud del animal. e) El paso final es evaluar su efecto AH in vivo (Hoste et al.,
2015).

Consideraciones:
» Las sustancias bioactivas solo son efectivas para algunos parasitos.
« Existen helmintos resistentes naturalmente.

+ Hay diferencia en la susceptibilidad de los metabolitos secundarios entre

cepas de la misma especie.

* En las pruebas in vivo el microbioma ruminal puede tener influencias sobre

la efectividad.
* Se deben evaluar los efectos toxicos de los compuestos bioactivos.

* Los efectos in vitro pueden ser diferentes a los esperados in vivo.
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3.7.2 Prosopis spp (Mezquite)

La palabra mezquite procede del ndhuatl mizquitl. EI mezquite es un arbol o arbusto,
una especie botanica de plantas espinosas leguminosas que pertenecen a la familia
Leguminosae, subfamilia Mimosoideae, y género Prosopis, los cuales se distribuyen
principalmente en las zonas aridas y semiaridas del mundo. Este género esta
representado por arbustos de tamafio mediano o arboles frondosos de tronco
mediano, aunque en sitios de buena disponibilidad de agua, puede alcanzar hasta

los 20 m de altura y diametros mayores a 1 m (Roman-Pérez, 2016).

En la actualidad se le considera como un recurso con potencial forrajero,
combustible y de construccion. Las zonas donde se localiza este arbol sirven como
refugios para la fauna silvestre, fuente de néctar para las abejas y otros insectos.
También es importante para la retencién de suelo ya que evita la desertificacion
(Rodriguez-Sauceda, 2014).

La vaina del mezquite se dispone en forma drupaceo; alargadas, rectas o arqueadas
y en algunos casos en forma de espiral, indehiscentes, de 3 a 30 cm de longitud,
pueden ser planas o cilindricas en la madurez, y contienen de 12 a 20 semillas; la
cascara o pericarpio es coriacea, de color paja a rojizo-violaceo. La fructificacion se
extiende durante los meses de mayo a agosto en la zona centro del pais (Pérez,
2016).

Las vainas de Prosopis spp. prometen ser un recurso alternativo de alimentacion
que puede ser utilizado por las industrias de procesamiento de alimentos para el
ganado ya que representa una fuente importante de proteina cruda, como se
observa en el Cuadro 1. La utilidad de las vainas en la alimentacion del ganado ha
sido reportada anteriormente. Este recurso representa una fuente de
complementacion alimenticia de bajo costo, sobre todo en aquellas explotaciones

donde los recursos econdmicos son escasos (Armijo-Najera, et al., 2019).

Cuadro 1. Composicion quimica de vainas de mezquite con distinto nivel de

maduraciéon (tomado de Armijo-N4jera et al., 2019).
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Vainas MS FDA FDN CEN NT PC GRA FC

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Tiernas
65diaspost 87.83%  28.50  40.582 3.78P 1.792 11.202 0.062 0.142
floracion
Maduras
75dias post ~ 89.27%  30.912 43,92 4,112 1.922 12.052 0.072 0.152

floracion
MS=materia seca; FDA= fibra detergente acida; FDN= fibra detergente neutra; CEN= cenizas; NT= nitr6geno total;

PC= proteina cruda; GRA= grasa; FC=fibra cruda.
Letras diferentes indican diferencia significativa (Tukey, 0.05).

El género Prosopis laevigata, también llamado mezquite blanco, posee una extensa
distribucién natural en México (ver Figura 3). Se le ha identificado en distintos
estados, entre los cuales destacan Guanajuato, Hidalgo, Nuevo Ledn, Oaxaca,

Puebla, San Luis Potosi y Veracruz (Palacios et al., 2016).

Created in BioRender.com bio

Figura 3. Mapa de distribucién de Prosopis laevigata en México (tomado y

modificado de Palacios-Romero et al., 2016).

Estudios previos (Cuadro 2), han comprobado la actividad antihelmintica de plantas
del género Prosopis. En un estudio realizado en 2008, se analizaron 20 extractos

de diferentes plantas, de las cuales el mezquite tuvo éxito como larvicida de H.
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contortus. El extracto hexanico (disolvente) de P. laevigata de tallo y hojas
combinadas, produjo 51%, 81% y 86% de mortalidad larval a las 24, 48 y 72 h
después de la exposicion, respectivamente (estudio in vitro). (LOpez-Aroche et al.,
2008). Se continud con el estudio y se probo el mismo extracto hexanico en gerbos
infectados artificialmente con larvas de H. contortus, observandose una reduccion
de 42.5% en la poblacion de parasitos. La importancia del estudio fue evidenciar su
actividad antihelmintica in vivo, lo que motiva a continuar estas investigaciones en

pequefios rumiantes (De Jesus-Gabino, et al., 2008).

Otros estudios relacionados con el mezquite, comprobaron la actividad ovicida de
NGI de la fraccidon de acetato de etilo de la vaina Prosopis juliflora, que es rica en
alcaloides; el alcaloide responsable de esta respuesta se identificO como
juliprosopina (Goncalves-Lima, et al., 2017). En otros estudios relacionados con el
mismo género y especie dieron resultados significativos sobre la inhibicion de la
eclosion de huevos de H. contortus con un extracto etandlico en PBS y con un

extracto etanodlico encapsulado (Rechab et al., 2014; Cheruiyot, et al., 2015).

Por lo tanto, el presente estudio estara enfocado en estudiar la actividad
antihelmintica in vitro de la vaina de mezquite con la finalidad de incluirlo como un

posible nutracéutico en la produccion ovina de nuestro pais.

Cuadro 2. Actividad antihelmintica de plantas del género Prosopis sobre

Haemonchus contortus.

Planta Nematodo Solvente Actividad % Pais Referencia
Haemonchus Goncalves-
P. julifrora contortus Acetﬁt_o de 90.0 Brasil Lima, et al.,
etilio
(ovicida) 2017
Haemonchus Lopez-Aroche
contortus et al., 2008
) N-hexano 51.0,81.0y .
] (desenvaine). México
P. laevigata 86.0 .
México De Jesus-
N-hexano 42.5 )
Haemonchus Gabino, et al.,
contortus 2008.
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Estudio in vivo

o Haemonchus ] Rechab et al.,
P.juliflora contortus Etanol 95.0 Kenia
L 2014
(ovicida)
Haemonchus
contortus Cheruiyot et
P. juliflora Inhibicion de la Etanol 90.07 Kenia al., 2015
eclosion de
huevos

4. Justificacion

En los sistemas de produccién ovina el control de nematodos gastrointestinales se
basa en el uso de antihelminticos comerciales, su uso indiscriminado y constante
ha propiciado la aparicion del fendmeno de Resistencia Antihelmintica. El reto actual
es encontrar alternativas mas sostenibles para mantener poblaciones de parasitos
susceptibles a los antihelminticos. El uso de plantas con potencial nutracéutico es
una estrategia que ayuda al control del agente causal y a aumentar la respuesta

inmune de los huéspedes.

En la region central de México, se concentra la mayor parte de las producciones
ovinas y ademas, cuenta con una orografia éptima para el crecimiento de arboles
de mezquite, su fruto, la vaina ha mostrado ser un alimento disponible para los
animales con una buena calidad de macronutrientes y con metabolitos de accion

antihelmintica.

Por lo tanto, en este trabajo se evaluara el efecto antihelmintico de la vaina del

mezquite sobre larvas infectantes de H. contortus.
5. Hipotesis

Al evaluar la vaina del mezquite como un posible nutracéutico se observara un

efecto antihelmintico sobre larvas infectantes de H. contortus.
6. Objetivos

6.1 Objetivo general
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Demostrar la actividad antihelmintica del extracto etandlico de la vaina del mezquite
sobre larvas de H. contortus para su posible uso nutracéutico a través de la prueba

de Inhibicion de la Migracion Larvaria.
6.2 Objetivos especificos

e Probar el efecto antihelmintico in vitro de los extractos vegetales de la vaina
del mezquite mediante la prueba de inhibicion de la migracién larvaria.

e Probar diferentes concentraciones del extracto etanolico de la vaina del
mezquite para determinar su potencial antihelmintico mediante la prueba de
Inhibicion de la Migracién Larvaria.

e Comparar la actividad antihelmintica de los extractos etandlicos de la vaina
del mezquite con drogas comerciales mediante la prueba de Inhibicion de la

Migracién Larvaria sobre larvas infectante de H. contortus.
7. Materiales y Métodos

7.1 Recoleccion de la vaina del mezquite

Durante el mes de agosto del afio 2020 se inicié con la recoleccion de la vaina del
mezquite en San Lucas Xolox, este lugar se localiza en el municipio de Tecamac,
en la region norte del Estado de México. Presenta lluvias en veranoy predomina el
clima seco en invierno. La temperatura media anual en San Lucas Xolox es 21°Cy
la precipitacion media anual es 599 mm. La literatura menciona que la fructificacion
del &rbol de mezquite se extiende entre los meses de mayo hasta agosto; al realizar
las entrevistas pertinentes a los productores de la zona se mencion6é que esta
fructificacion se puede extender hasta el mes de septiembre, sin embargo, por la

concentracion de lluvias en la zona el fruto se descompone muy rapido

Durante la recoleccion de la vaina se iba verificando su integridad, evitando recoger
las vainas maltratadas o con presencia de insectos. Aproximadamente se
recogieron 25 kg y durante los dias posteriores se dejaron secar perfectamente, se
almacenaron en costales y se protegieron tanto de la uz como de la humedad y/o

lluvia.

7.2 Obtenciéon de las hembras de Haemonchus contortus
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Para la obtencién de las hembras de H. contortus, se procedi6 a visitar una granja
en Tepotzotlan, Estado de México, para localizar a un ovino con signos clinicos
sugerentes a haemoncosis y asi poder obtener los parasitos de interés. Las
actividades realizadas se muestran en la Figura 4. Durante la visita, el propietario
se encontraba realizando una necropsia, la cual se aprovecho para poder recuperar
el abomaso del animal. El animal presentaba los siguientes umbrales clinicos:

I.D FAMACHA® Cc.C HPG Observaciones
1 (hembra) 4 1 20,450 Postracion, diarrea

Una vez que el propietario nos proporcioné el érgano de interés, se procedi6 a
calentar agua purificada a 37°C para poder mantener a las hembras de H. contortus
viables. También se tenian listas las placas para cultivo (Figueroa-Castillo et al.,
2000).

El abomaso se abordé de manera inmediata debido a que el cambio de temperatura
provoca que las hembras de H. contortus se estresen y ovipositen. Inmediatamente,
se incidié sobre la curvatura mayor del abomaso y expuesta la mucosa se coloco
sobre una charola de metal para poder visualizar y extraer los parasitos. (Figueroa-
Castillo et al., 2015).

En placas de cultivo de 12 pozos, se llend cada uno con hasta % partes de agua a
37°C y se colocaron de 4-5 hembras de H. contortus con ayuda de un pincel o una
asa bacteriolégica de plastico. Para asegurarnos que solo se estaban recolectando
hembras del género H. contortus, se revisaba detenidamente la morfologia,
recordando que las hembras miden entre 18 y 30 mm, y en su coloracién se alternan
el rojo y el blanco, debido a que el aparato digestivo, rojizo por la ingesta de sangre,
se enrolla en espiral alrededor del reproductor, blanquecino. Una vez que las placas
estaban listas, se iban colocando en una hielera de unicel para evitar que perdieran
calor. De esta manera se llenaron 22 placas, se acomodaron en la hielera y se
transportaron a la FMVZ-UNAM.
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Umbrales clinicos:

i e FAMACHA@ 4. C.C

campo

1, HPG 20,450
Visita a la granja en Mecropsia del —— Se colocaron de 4-5
< ) Se abordo el hembras de H. contortus
Tepotzotlan, Edo. De animal afectado abomaso _
México clinicamente. en placas de cultive en
aguaa37°C

\ 4

Se almacenaron y se
transportaron a la
FMVZ-UNAM

Figura 4. Actividades realizadas en campo para la obtencion de hembras de H.

contortus.

En la Figura 5 se muestran las actividades realizadas en el laboratorio de la FMVZ
y en CEPIPSA. Transcurridas 4 horas entre el tiempo de traslado y acomodo de las
placas en la incubadora del laboratorio con una temperatura de 30°C vy
aproximadamente 75% de humedad, se comenzaron a retirar las hembras de H.
contortus de los pozos de las placas que ya habian terminado de ovipositar.
Aleatoriamente algunas se fijaron en alcohol al 70% para su estudio posterior. Se
procurd dejar lo méas limpio posible los pozos de las placas de cultivo para poder
visualizar mejor los huevos y dias después las larvas. Los huevos fueron incubados
en esas mismas placas a 30°C durante 6 dias. Diariamente se monitoreaba la
humedad de los pozos. Al tercer dia, post incubacién, se empezaron a visualizar

larvas en el microscopio estereoscopico.

Al sexto dia post incubacion, todo el liquido de los pozos con las larvas, se pasoé a
matraces de cultivo celular de 50 mL, estos fueron aforados hasta 40 mL para que
las larvas tuvieran espacio para oxigenar. Asi se llenaron 24 matraces, previamente
identificados y se conservaron en refrigeraciébn para mantener a las L3 de H.

contortus (Figueroa-Castillo et al., 2000).
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Al siguiente dia, se sacaron los matraces de refrigeracion y se decanté 10 mL de
liquido, las larvas no fueron afectadas durante este manejo ya que por el efecto de
la refrigeracién quedan en el fondo del matraz.

Una vez que todos los matraces fueron aforados a 30 mL, se procedio a realizar el
conteo aproximado de las larvas para sacar un estimado del total. Para realizar esto,
se obtuvieron 12 gotas de 20 pL cada una, sobre un porta objetos, para su
observacion. En cada gota se conté el niumero de larvas vivas observadas
(Figueroa-Castillo et al., 2015).

Posteriormente, se prepararon dos dosis en matraces de cultivo de 500 mL para
infectar artificialmente a los borregos receptores de las larvas infectantes de H.
contortus, se calculé que aproximadamente cada borrego recibiera una dosis de
5000 L3. En el CEPIPSA (Centro de Ensefianza Practica e Investigacion en
Produccion y Salud Animal) se seleccionaron a dos borregos que serian los
receptores de las larvas infectantes, se analizaron los umbrales clinicos de
FAMACHA®, condicion corporal y HPG, los cuales se presentan en el Cuadro 3,
esto con el fin de determinar que estuvieran libres de parasitos que pudieran influir
en la investigacion. Este proyecto fue aceptado por el Comité Interno para el
Cuidado y Uso de los Animales (CICUA).
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Trabajo en el
laboratorio
FMIVZ

4

Incubacion de las placas
de cultivo a 30°C y 75% retiraron las en la solucidn de los
TR hembras de las » pocillos fueron incubados

placas de cultivo. a 30 °C por 6 dias.

\ 4

Al sexto dia se contabilizaron
las larvas vivas y se hicieron
soluciones infectantes.

4

Se prepararon dos soluciones
infectantes con aproximadamente
5,000 larvas 3 cada una para la infeccion
artificial de dos ovinos receptores.

1 hora después se Los huevos que quedaron

Figura 5. Actividades realizadas en la FMVZ-UNAM y CEPIPSA.

Cuadro 3. Umbrales clinicos encontrados en los ovinos receptores de la cepa.

I.D FAMACHA®© C.C HPG
Borrego 1 1 4 0
Borrego 2 1 3.5 0

A los animales se les dio seguimiento para verificar el establecimiento de la
infeccion, alrededor del dia 24 post infeccion se empezaron a visualizar huevos
mediante la técnica de McMaster y el primer coprocultivo se realizé al dia 26 post
infeccion siguiendo la metodologia de Corticelli y Lai (1963) en el laboratorio de
investigacion en parasitologia con namero 3304 de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Las larvas obtenidas de los coprocultivos se
utilizaron en la prueba in vitro.

La técnica de Corticelli y Lai (1963), consisti6 en el uso de dos cajas de Petri, como

se observa en la Figura 6, una con un tamafio de 10 cm de didmetro que contenia
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el material de cultivo y fue colocada dentro de otra mayor (15 cm de diametro) con

agua a una altura de 1 cm, aproximadamente.

e La caja de menor didmetro va sin tapa dentro de la caja de Petri con mayor
diametro, la cual si requiere estar tapada. Asi se formo una "camara humeda"
con el cultivo, se colocé en la incubadora a una temperatura de 28°C durante
12 dias.

e Diariamente se monitoreaba que la caja tuviera suficiente agua y que el
material de cultivo estuviera humedo. Transcurridos los 12 dias, se invirtio la
caja de Petri de menor didmetro con cultivo dentro de la caja de mayor
diametro y se dejé durante 12 horas.

e Al término de este tiempo la mayoria de las larvas pasaron al agua. Se
observo que con este método se recupera un mayor porcentaje de larvas y
ademas se obtuvo una suspension de ellas mas limpia, libre de particulas

organicas y de tierra.

Figura 6. Técnica de cultivo larvario de Corticelli y Lai (1963).

7.3 Prueba in vitro

Siguiendo los lineamientos de Kotze et al (2006), se realiz6 la prueba de Inhibicién
de la Migracion Larvaria LMI (por sus siglas en inglés) en el laboratorio del

Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica.
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La prueba de LMI se basa en medir la migracion larvaria in vitro del parasito de
interés. El principio de la prueba es evaluar la capacidad que tienen las larvas para
migrar y atravesar un tamiz después de la exposicion a diferentes drogas o extractos
de plantas, el tamiz ayuda a la separacion de las larvas moéviles (vivas) de las

inmoviles (muertas).
7.3.1 Preparacion de las soluciones

Del extracto vegetal de la vaina de Prosopis laevigata (mezquite) se prepararon
soluciones a concentraciones de 25, 50, 150, 250 y 350 pg/ml de los extractos con
PBS. Para las soluciones de levamisol (Levamisol al 5% SIGMA) se prepararon con
PBS en concentraciones de: 1%, 0.5%, 0.25% y 0.125%. Para las de ivermectina
(Ivermectina SIGMA) se prepararon con DMSO en concentraciones de: 1%, 05%,
0.25% y 0.125%.

Todas las soluciones se conservaron a 4°C un dia antes de su utilizacion y dos

horas antes de su uso se pusieron a temperatura ambiente.
7.3.2 Incubacion

La incubacién se llevd a cabo en tubos falcon de 50 mL, donde se colocaron las
diferentes concentraciones del extracto vegetal, levamisol, ivermectina y 700 L3 de
H. contortus (ver Cuadro 7). Se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente

(aproximadamente 22°C).

Cuadro 4. Diluciones preparadas con el extracto etandlico de la vaina del mezquite

y solucion larvaria.

= Concentracion del extracto 25 [ | Concentracion del extracto 50
pug/mL  con 700  larvas pug/mL  con 700  larvas
aproximadamente. aproximadamente.

25 50

~, e

. 4
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Solucion de PBS con 800
larvas aproximadamente.

Concentracién del extracto 150
pg/mL  con 700 larvas
aproximadamente.

N
— Concentracion del extracto 250 Concentracion del extracto 350
pg/ml con 700 larvas pg/ml con 700 larvas
- aproximadamente. aproximadamente.
Concentraciéon de levamisol al [ Concentracién de levamisol al
0.125% con 100 larvas 0.25% con 100 larvas
; 3 aproximadamente. _g 3 aproximadamente.
is
y,
 —| Concentracion de levamisol al = Concentracién de levamisol al
0.5% con 100 larvas 0.5% con 100 larvas
'E % aproximadamente. 'g s aproximadamente.
N
N
| Concentracién de lvermectina T Concentracién de lvermectina
al 0.125% con 100 larvas . al 0.25% con 100 larvas
E 2 aproximadamente. g 5 aproximadamente.
§° £°
— Concentracion de lvermectina £ — Concentracion de lvermectina
al 05% con 100 Ilarvas al 1% con 200 larvas
% * aproximadamente. g aproximadamente.
2

Después de incubar los tubos falcon y con la finalidad de retirar los compuestos de
los extractos vegetales y el levamisol, las L3 fueron centrifugadas a 2500 RPM
durante 3 minutos y lavadas con agua destilada, este paso se repitio dos veces y al

final se volvieron a lavar con agua destilada. El volumen de la solucion larvaria
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correspondiente a cada tubo quedd de la siguiente manera como se muestra en la

Figura 7 y Figura 8.

En los tubos Falcon con las
siguientes concentraciones del
extracto vegetal, el volumen

25 50 150 250 total de la solucion larvaria

guedara en 7 ml en cada tubo,

o5 cuales seran distribuidos en
las placas de cultiva celular

considerando las 2 replicas del
\/ \/ experimento.

El tubo Falcon con PBS tendra
un volumen total de 8 ml de
PBS — solucion larvaria, 1os cuales
seran distribuidos en las placas
de cultivo celular.

Figura 7. Volumen final de los tubos falcon dependiendo de la concentracion del

extracto vegetal y de PBS.

|
[
|

En los tubos Falcon con las
siguientes concentraciones de
levamisol, el volumen total de la
solucién larvaria quedara en 1

= ml en cada tubo, los cuales

seran distribuidos en las placas
de cultivo celular considerando
las 2 replicas del experimento.

Levamisol
0.125%
Levamisol
0.25%
Levamisol
0.5%
o

<
<
<

|

|

El tubo Falcon con la siguiente
concentracion de levamisol, el
volumen total de la solucidn
larvaria quedaréa en 2 ml en el

= tubo, los cuales seran
distribuidos en las placas de

cultivo celular considerando las
2 replicas del experimento.

Levamisol
1%

<

37



Ivermectina
0.125%

Ivermectina

|

|
H

0.25%

Ivermectina
0.5%

!

Ivermectina
1%

En los tubos Falcon con las
siguientes concentraciones de
ivermectina, el volumen total de
la solucion larvaria quedara en

1 ml en cada tubo, los cuales
seran distribuidos en las placas
de cultivo celular considerando
las 2 replicas del experimento.

El tubo Falcon con la siguiente
concentracion de ivermectina, el
volumen total de la solucién
larvaria quedara en 2 ml en el
tubo, los cuales seran
distribuidos en las placas de
cultivo celular considerando las
2 replicas del experimento.

Figura 8. Volumen final de los tubos falcon dependiendo de la concentracion de

levamisol o ivermectina.

7.3.3 Preparacion de las placas de cultivo

En placas de cultivo celular de 48 pocillos, como se muestra en la Figura 9, se

depositd 0.5 ml de PBS en cada pocillo. Posteriormente se fueron acomodando los

insertos con una malla de nylon de 25 micras, revisando la permeabilidad entre la

malla y el PBS, de esta forma se evitd que quedaran atrapadas las L3 en burbujas

de aire.
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1.-Colacar en
cada pocillo 0.5
ml de PBS.

—

2.-En cada
pocillo con PES

colocar los
insertos con la
malla de nylon,
cuidando que

no gueden
burbujas entre
la mallay el
PBS.

3.En cada podillo
colocar la solucién
larvaria
corraspondients a
cada concentracidn
de extracto vegetal

Figura 9. Colocacion de los insertos en los pocillos de las placas de cultivo.

Después se colocaron 0.5 ml de solucion larvaria, las cuales ya habian sido

expuestas a diferentes concentraciones del extracto vegetal o a diferentes

concentraciones de levamisol o ivermectina.

La distribucién de las soluciones con el extracto vegetal de la vaina del mezquite,

levamisol e ivermectina en las placas de cultivo celular quedaron como se muestra

en la Figura 10.
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0.125%

Ivermectina

0.25%

PBS
PBS

0.50%

1% Ivermectina

Figura 10. Distribucion en las placas de cultivo de soluciones larvarias expuestas a

diferentes concentraciones del extracto vegetal, levamisol e ivermectina.

El experimento se replicd dos veces, es decir se utilizaron 4 placas de cultivo y las
repeticiones por tratamiento fue el nUmero de pozos totales para cada concentracion
del extracto vegetal y de levamisol e ivermectina; las placas fueron incubadas a
24°C durante tres horas.

7.3.4 Colectay lectura

Transcurrido el periodo de incubacion de tres horas de las placas de cultivo, los
insertos con la malla de nylon fueron retirados cuidadosamente para recuperar la
solucion de cada pocillo. Estas soluciones fueron vertidas en tubos de 2mL
previamente identificados, con la concentracion del extracto vegetal, levamisol,
ivermectina y PBS para su posterior lectura. Se procedio a contabilizar el nimero
de larvas vivas, para calcular esto, se utilizd6 la misma metodologia descrita

previamente (Figueroa-Castillo et al., 2015).
7.3.5 Expresion de resultados

Por cada pocillo, se contabilizé el nimero de larvas que quedaron sobre la malla en

comparacion con el numero de larvas que lograron atravesar la malla.
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La tasa de migracioén larvaria se expresa segun la formula:

Tasa de migracion MNumero de larvas qut? no 100
larvaria :,:I atravesaron la malla seguin el Tx

MNumero total de larvas para el mismo Tx

7.3.6 Anélisis estadistico

Se uso6 un analisis de varianza (ANOVA) de un solo factor para identificar la varianza
entre los diferentes tratamientos usando el paquete estadistico de Excel y la
extensibn de MegaStat. Las variables de respuesta fueron las diferentes
concentraciones del extracto etanodlico de la vaina del mezquite, las cuales fueron
las siguientes: 25, 50. 150, 250, 350 pg/mL. El control negativo empleado fue
solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) y en los controles positivos se utilizaron

concentraciones de 0.125%, 0.5% y 1% de levamisol e ivermectina.

Una vez realizado el andlisis de varianza y observando que la hipétesis nula era
rechaza a partir de la concentracién del extracto etandlico de la vaina de mezquite
de 150 pg/mL se procedi6 a realizar la prueba de Dunnett, que tiene como objetivo

comparar las medias de los diferentes tratamientos con un control negativo (PBS).
8. Resultados
8.1 Andlisis estadistico de la prueba de inhibicion de la migracion larvaria

El extracto etandlico de la vaina del mezquite inhibe la migracion larvaria a partir de
la concentracion de 150 yg/mL, en un 99%, seguida de la concentracion de 250
pg/ml con un 96.5% y finalmente con la concentracién de 350 pg/mL se obtuvo una
inhibicion del 94.49%. En cuanto a los controles positivos, el tratamiento

antihelmintico con levamisol tiene un porcentaje de inhibicidn superior al 98%, en el
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tratamiento de ivermectina un porcentaje del 95% en la concentracion al 0.5% y

superior en las otras concentraciones (1%).

Como se observa en el Cuadro 5, a partir de la concentracion de Prosopis laevigata
150 ug/mL hay diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion comparado
con el control negativo, comportandose de manera similar al compararlos con los

tratamientos de ivermectina y levamisol.

Cuadro 5. Media y desviacion estandar del porcentaje de larvas muertas de
Haemonchus contortus obtenidas con la exposicion del control negativo, positivo y

las concentraciones del extracto etandlico de Prosopis laevigata.

1 PBS 75.5 + 3.542
2 Levamisol 0.125% 100.0 + 0.00b**
3 Levamisol 0.5% 100.0 + 0.00 b**
4 Levamisol 1% 98.5 + 2.12b**
5 Ivermectina 0.125% 98.0 + 0.00 b**
6 Ivermectina 0.5% 95.0 + 7.07 b+
7 Ivermectina 1% 100.0 + 0.00b b**
8 Prosopis laevigata 25 ug/ml 67.0 + 4,243cx
9 Prosopis laevigata 50 ug/ml 79.5 + 4.95¢d
10 Prosopis laevigata 150 pg/ml 99.5 + 0.71b**
11 Prosopis laevigata 250 pg/ml 96.5 + 4.95 bx*
12 Prosopis laevigata 350 pg/ml 94.5 + 0.71b*

*Diferencias significativa con el control negativo.

**Diferencias muy significativas con el control negativo (p < 0.01).
Letras diferentes significan diferencia estadistica (p < 0.05).

En la Grafica 1, se muestra como a partir de la concentracién de 150 pg/mL del
extracto etandlico de la vaina del mezquite hay un efecto antihelmintico in vitro con
un nivel de confianza del 95% comparado con el control positivo (PBS) y las

concentraciones de 25 y 50 pg/mL del extracto donde no hay un efecto significativo.
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Gréfica 1. Comparacion de los porcentajes de larvas muertas
(efecto antihelmintico in vitro) entre los diferentes tratamientos.
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Tratamientos de la prueba

Una vez observando las diferencias significativas a partir del tratamiento de 150
Mg/mL se procedié a realizar la prueba de Dunnett que tiene como objetivo comparar
las medias de los tratamientos con un control, en este caso el control positivo (PBS),

obteniendo los siguientes resultados.

Prueba de Dunnett (comparacion de medias de tratamientos con un control)
Promedio de nivel de control

Control positivo Valor tedrico del estadistico
(PBS) 75.5 de prueba
Da= 8.41879594

MEZQ MEZQ MEZQ LEV LEV \% v

25 50 150 0.125 LEV 0.5 1 0125 05 V1

67 79.5 99.5 96.5 94.5 100 100 985 98 95 100

8.5 4 24 21 19 24.5 24.5 23 225 195 245
La hipétesis nula La hipdtesis nula se rechaza y se acepta la hip6tesis alterna con un nivel de

no se rechaza confianza del 95%
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La prueba de Dunnett consiste en obtener el valor absoluto de las diferencias de las
medias de los distintos tratamientos empleados comparado con la media del control,
si este valor resulta menor comparado con el valor teérico del estadistico de prueba,
la hipotesis nula se acepta, en cambio si el valor obtenido es mayor, la hipotesis

nula se rechaza.

Lo anterior se interpreta de la siguiente forma: las concentraciones del extracto
etandlico de la vaina del mezquite de 25 y 50 ug/mL no son significativas, es decir
estos tratamientos no tiene ningun efecto comparado con el control negativo (PBS),
en cambio a partir de la concentracion 150 ug/mL del extracto etandlico de la vaina
del mezquite y los controles positivos que son los farmacos comerciales, presentan
un efecto significativo comparado con el control negativo (PBS) con un nivel de
confianza del 95%, de esta forma se demuestra el efecto antihelmintico in vitro del

extracto etandlico de la vaina del mezquite.
9. Discusion

En el presente estudio se logré identificar que el extracto etandlico de la vaina del
mezquite inhibié la migracién larvaria en mas del 90% a partir de una concentracion
de 150 pg/ml, aunque no existen estudios anteriores que prueben el efecto de los
extractos de la vaina del mezquite contra Hemonchus contortus, si hay estudios en
los que se probaron las hojas y tallos del mismo arbol. En un estudio realizado en
2008, se analizaron 20 extractos de diferentes plantas, de las cuales el mezquite
tuvo éxito como larvicida de H. contortus. El extracto hexanico (disolvente) de P.
laevigata de tallo y hojas combinadas, produjo 51%, 81% y 86% de mortalidad larval
a las 24, 48 y 72 h después de la exposicion, respectivamente (estudio in vitro),
estos estudios in vitro comparados con el nuestro, demuestran que la vaina tiene
actividad antihelmintica prometedora y con buenos porcentajes sobre la Inhibicién

de la Migracion Larvaria (LOpez-Aroche et al., 2008).

En 2010 se realiz6é un estudio in vivo en gerbos para probar el efecto antihelmintico
de las hojas de Prosopis laevigata, este estudio ha sido el Unico probando esta
especie de arbol utilizando un modelo animal, obteniendo una reduccion parasitaria

del 53%, estos resultados comparados con los estudios in vitro no tienen el mismo
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porcentaje larvicida, sin embargo, aunque se trata de una especie muy diferente a
los rumiantes podrian tener resultados diferentes (De Jesus-Gabino et al., 2010).
Teniendo estos resultados como referencia, quedaria probar el efecto de la vaina
del mezquite en rumiantes como modelos animales, ya que posiblemente el
contenido de polifenoles en la vaina del mezquite tenga una mayor concentracion lo

que se traduciria en un mejor efecto antihelmintico in vivo.

En un estudio reciente, se utilizé un extracto hidroalcohdlico a partir de hojas de P.
laevigata contra estadios del parasito de H. contortus, donde hubo un efecto ovicida
cercano al 100% a una concentracion de 25 mg/mL. La fraccion organica del
extracto mostré un efecto letal ovicida a una concentracion de 0.75 mg/ml. El efecto
larvicida del extracto hidroalcohdlico fue del 85% de mortalidad a una concentracion
de 150 mg/mL y la fraccion organica tuvo un porcentaje de actividad larvicida de
96% a una concentracion de 50 mg/ml. Por otro lado, en el mismo estudio se logro
identificar que las hojas de la planta P. laevigata contiene un flavonoide llamado
isoramnetina con actividad antihelmintica in vitro contra H. contortus (Delgado-
Nufiez, 2020). Estos resultados comparados con los nuestros son similares en
cuanto al porcentaje larvicida pero la concentracion utilizada en el estudio antes
mencionado fue mayor, lo que nos indica que el extracto etandlico de la vaina del

mezquite a una menor concentracion genera un porcentaje larvicida mayor.

En cuanto a los componentes bioactivos de la vaina del mezquite no se pudieron
identificar con exactitud, pero dentro de los componentes presentes se encontraron
polifenoles ya que el extracto utilizado se sometio a la prueba de Folin-Ciocalteau
la cual se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes

oxidantes (Jiménez-Lbpez, et al., 2013).

También se ha reportado que las hojas de P. juliflora contiene alcaloides y
flavonoides con actividad antimicrobiana, antifingica, antiinflamatoria y antitumoral;
las hojas de P. alba Griseb contienen catequinas con actividad antioxidante; se han
identificaron que compuestos de tipo polifenoles son los responsables de la
actividad antioxidante de extractos generados a partir de hojas de P. chilensis; la
corteza de P. africana contiene flavonoides con actividad antiinflamatoria; y de
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manera general, la corteza de especies del género Prosopis muestran actividad

antidiarreica y antiviral (Diaz-Batalla et al., 2018).

Un estudio realizado en Brasil logré demostrar el efecto antihelmintico in vitro de las
vainas de Prosopis jujiflora también llamadas algarrobas. La fraccion rica en
alcaloides, reconocida como juliprosopina tuvo un mejor efecto ovicida comparado
con su efecto sobre la motilidad de L3 de nematodos gastrointestinales. La ventaja
de las vainas de esta especie de Prosopis es que ya se utilizan como un
complemento en la dieta de los caprinos (Goncalvez-Lima, 2017), en nuestro pais
las vainas de P. laevigata también se utilizan en la alimentacion de pequefios
rumiantes aunque no existen estudios mas profundos sobre el efecto que pudieran
tener sobre nematodos gastrointestinales. Como se menciond, en nuestro pais no
existen estudios sobre el efecto antihelmintico de la vaina de P. laevigata lo que

deja un camino abierto para futuras investigaciones tanto in vitro como in vivo.
10. Conclusién

Los resultados obtenidos en este estudio cumplieron con los objetivos planteados
ya que nos permitieron comprobar el efecto antihelmintico del extracto etandlico de
la vaina del mezquite in vitro, ya que solo existian estudios donde se utilizaban las
hojas y/o tallos del mismo arbol. La prueba de inhibiciéon de la migracion larvaria
(LMI) demostro que la eficacia del extracto etandlico de la vaina del mezquite fue

significativa a partir de 150 pg/ml comparado con el control negativo.

Se necesitarian estudios in vivo en especies de rumiantes para reconocer a este
alimento como un nutracéutico ya que tiene las caracteristicas Optimas de

macronutrientes y también se evidencié su actividad antihelmintica in vitro.
11. Perspectivas

La Resistencia Antihelmintica representa un grave problema en las explotaciones
de pequefios rumiantes, por ejemplo, en Australia amenaza la rentabilidad de las
granjas ovinas, ya que ha surgido resistencia a las principales familias de

antihelminticos de amplio espectro, los benzimidazoles, levamisol y otro agonistas
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nicotinicos, ademas de las avermectinas; incluyendo ivermectina, abamectina y

moxidectina (Wolstenholme et al., 2004).

Debemos entender que la RAH es un problema con el que debemos aprender a
convivir, ya que no existe evidencia de la reversion a la susceptibilidad
antihelmintica, incluso en rebafios donde se ha retirado el farmaco con este
problema. El objetivo del manejo integrado parasitario es hacer un control de NGI
sostenible, haciendo un uso consciente y responsable de los farmacos que aun son
eficaces y mitigando los costos de produccion que la parasitosis representa, ya sea
en las pérdidas de produccion y costos de prevencion y tratamiento (Wolstenholme
et al., 2004). Si este fenbmeno no se controla, en pocos afios los tratamientos
antihelminticos comerciales dejaran de funcionar, poniendo en riesgo la viabilidad
de los sistemas de produccion. Por lo que, se han desarrollado investigaciones
tratando de encontrar tratamientos alternativos para el control de NGI,
disminuyendo la dependencia a los farmacos y alargando su vida atil mediante la
desparasitacion estratégica, que tiene como objetivo, desparasitar solo a los
animales que lo necesitan, evaluando los umbrales clinicos (Torres-Acosta et al.,
2003).

Las estrategias de control de NGI deben estar dirigidos hacia tres ejes importantes
1.-Controlar el agente causal, entendiendo que la eliminacién no es una opcién
viable. 2- Reducir la fuente de contaminacién y 3.-Aumentar la respuesta inmune

del hospedero (Torres-Acosta y Hoste, 2008).

Al analizar los resultados obtenidos, se encontr6 que el extracto etandlico de la
vaina del mezquite cubre dos de los ejes del manejo integrado parasitario: el control
del agente causal ya que hubo diferencias significativas a partir de la dilucién 150
pMg/mL y un probable aumento de la respuesta inmune del huésped por la calidad

de sus macronutrientes, sin embargo, en este eje se necesitan mas estudios.

Realizando mas estudios y teniendo la certeza de que tiene una buena respuesta
antihelmintica in vivo, se puede integrar en los sistemas de produccion ovina donde
la vaina esté disponible. Un ejemplo, seria conocer la region, época del afio e

identificar en que meses hay mas cargas parasitarias en los animales. Una vez
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realizando un analisis se podria integrar a la vaina del mezquite dentro de un manejo
integrado parasitario, es decir en épocas donde la carga parasitaria sea mayor se
puede utilizar un tratamiento antihelmintico comercial, pero en épocas de estiaje 0
de menor carga parasitaria se podria utilizar la vaina del mezquite para aumentar la
respuesta inmune de los animales y de esta forma cada individuo tendra la
capacidad de mantener sus niveles aceptables de produccion sin la necesidad de
utilizar un farmaco, esta estrategia nos ayudaré a conservar las moléculas que aun
son efectivas y a retardar el fenbmeno de la Resistencia Antihelmintica, aparte de
que la vaina del mezquite serviria como un complemento en la dieta de los animales

en épocas donde el alimento en pastoreo es escaso.

La ventaja de utilizar la vaina del mezquite en los sistemas de produccidn es que es
un ingrediente que se puede secar y almacenar durante varios meses, solo se

debera tener cuidado en el control de insectos.
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