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. RESUMEN

ZUNIGA OLIVOS ESTEFANIA. Efecto antihelmintico in vitro de compuestos
polifendlicos (cumarina:quercetina y acido cafeico:rutina) sobre la motilidad de
larvas infectantes y adultos de Cooperia punctata (bajo la direccién de: Dra. Elke
von Son de Fernex).

Uno de los principales problemas de salud animal que enfrenta la ganaderia bovina
en regiones tropicales son las nematodosis gastrointestinales. Cooperia punctata se
ha clasificado como la especie de Cooperia spp con mayor patogenicidad y
prevalencia en las regiones tropicales. Tradicionalmente, su control se ha basado
en la administracion de antihelminticos; sin embargo, su uso indiscriminado ha
favorecido a la emergencia de resistencia antihelmintica. Por lo cual, el uso de
metabolitos secundarios de las plantas (MSP), como los compuestos polifendlicos,
se han propuesto como una alternativa de control. Los objetivos de este estudio
fueron evaluar la combinacion cumarina:quercetina (CuQ) y acido cafeico:rutina
(CaR) en una proporcién de 8:2 sobre la motilidad de Ls y parasitos adultos de C.
punctata, mediante el bioensayo de Inhibicion de la Migracion Larvaria e Inhibiciéon
de la Motilidad del Adulto. La combinacién CuQ mostré un porcentaje de IML de
3.82+1.87yCaR de 13.95+4.84. LalMA alas 12 y 24 h post-incubacién con CaR
fue de 87.01 % y 86.90 %, respectivamente; contrario a lo observado con CuQ,
donde se observéo un incremento de inhibicion de motilidad a la méxima
concentracion de 73.81 % y 100 % a las 12 y 24 h, respectivamente. Las
alteraciones principales observadas en Ls como pardsitos adultos con Microscopia
Electronica de Barrido y de Transmision fueron sobre las siguientes estructuras: i)
complejo vaina-cuticula de Ls, se observé una pérdida de la continuidad de las
membranas, degradacion de las bandas colagenas de la zona basal de la vaina y
degradacion de las bandas colagenas presentes en las especializaciones laterales
de la capa interna de la vaina; ii) alteraciones en la electrodensidad, angulo y
longitud de las fibras helicoidales, iii) leve a moderada degeneracion de miofibrillas
delgadas en los sarcémeros, en L3 y adultos, respectivamente; iv) tumefaccion
mitocondrial y v) apoptosis celular.

Palabras clave:
Bovinos, nematodos gastrointestinales, Cooperia punctata, compuestos

polifendlicos, efecto antihelmintico.
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Il. INTRODUCCION.

México tiene una extension territorial de 1.964 millones de km?, de los cuales
109.8 millones de hectareas estan destinadas para el sector ganadero (CONAGUA,
2017; SIAP 2018). En el pais, el 25 % del territorio nacional corresponde al area
tropical, regién en la que 80 % de las unidades de produccion bovina (UPB)
corresponden a sistemas de produccion de doble propésito (Koppel et al., 2002;
Magafa et al., 2006); dentro de las cuales 2.8 millones de cabezas de bovino se
alimentan mediante sistemas nutricionales de pastoreo continuo (Vilaboa et al.,
2009; Orantes et al., 2014, INEGI, 2017).

En el estado de Veracruz, la actividad ganadera ocupa el 50.6 % de su
extension territorial (Herrera et al., 2005) y el 38 % de las UPB son manejadas bajo
un sistema de doble propdésito, para la obtencion de carne y leche (Vilaboa et al.,
2009). Debido a que los animales se mantienen bajo este sistema de pastoreo
continuo uno de los principales problemas de salud animal que enfrentan estas UPB
son las parasitosis causadas por nematodos gastrointestinales (NGI) (Garcia et al.,
2019). De acuerdo con diversos estudios (Charlier et al., 2009), estas parasitosis
disminuyen la ganancia diaria de peso, la produccion lactea y afectan la
reproduccion, conllevando a graves pérdidas econdmicas (Borges et al., 2012;
Charlier et al., 2015, Rodriguez-Vivas et al., 2017; Villa-Mancera y Reynoso, 2019).
Entre los NGI que mas afectan al ganado bovino se encuentran los géneros:
Haemonchus spp., Cooperia spp., Trichostrongylus spp., Oesophagostomun spp.,
y Ostertagia spp. (Torres et al., 2007; Encalada-Mena et al., 2009; Quiroz et al.,
2009; Steffan et al., 2012; Alonso-Diaz et al., 2015). Sin embargo, el género de
Cooperia spp., ha sido reportado como uno de los parasitos con mayor prevalencia
a nivel mundial. Asimismo, Cooperia punctata se ha clasificado como la especie de
NGI con mayor patogenicidad y prevalencia en las regiones tropicales (Fabiyi et al.,
1988; Lima, 1998; Encalada-Mena et al., 2008; Gasbarre et al., 2009b; Ramunke et
al., 2018). Stromberg et al (2012) reportan los efectos adversos que ejerce C.
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punctata sobre el ganado bovino; destacando una disminucion del consumo

voluntario y de la ganancia diaria de peso (GDP).

Tradicionalmente, la base para el control parasitario ha sido la administracion
continua de antihelminticos pertenecientes a tres grupos quimioterapéuticos:
benzimidazoles, imidazotiazoles y lactonas macrociclicas (Cardoso et al., 2013;
Buss et al., 2018; Charlier et al., 2018). Sin embargo, la mala utilizacién (dosificacién
sin pesaje, tratamiento no dirigido, frecuencia entre aplicaciones, falta de rotacion
entre familias quimicas y uso frecuente de principios activos de larga accion) ha
favorecido la emergencia de resistencia antihelmintica (RA); dificultando asi el
control parasitario (Torres et al., 2007; Gasbarre, 2014; Becerra-Nava et al., 2014,
Alonso-Diaz et al., 2015; Mufiiz et al., 2015; Lanusse et al., 2018).

Debido a esta problematica se han desarrollado diversas lineas de
investigaciéon orientadas a la busqueda de alternativas que permitan mantener las
poblaciones parasitarias a niveles compatibles con la produccién animal. Como el
uso de plantas bioactivas y fitoquimicos, que han sido una de las lineas mas
investigadas en las ultimas décadas; y se ha reportado que los compuestos
polifendlicos (CPf’s) representan uno de los grupos de metabolitos secundarios de
las plantas (MSP) con mayor actividad antihelmintica (AH) (Sandoval-Castro et al.,
2012; Hoste et al., 2012; von Son-de Fernex et al., 2015; Klongsiriwet et al., 2015;
Desrues et al., 2016; Castillo-Mitre et al., 2017).

Particularmente, un estudio logré el aislamiento e identificacion de diversos
CPf’s (acido cafeico, cumarina, escopoletina, quanferol, quercetina y rutina) y
reportd su actividad AH contra huevos y larvas del NGI C. punctata (von Son-de
Fernex et al., 2015). Asi mismo, otro estudio reciente evalué la combinacién de
estas moléculas y su efecto contra fases de vida libre (huevo y larva infectante) de
C. punctata (Escarefio-Diaz et al., 2019). Dicha evaluacion permitio la clasificacion
de los compuestos como moléculas bioactivas y moléculas potencializadoras de

bioactividad y reporté que las combinaciones cumarina:quercetina y acido
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cafeico:rutina, en una proporcién 8:2, tienen la capacidad de inhibir tanto la eclosion
de huevos como el desenvaine larvario de C. punctata. No obstante, se desconoce
si dichas combinaciones tienen la capacidad de afectar la motilidad de larvas
infectantes (Ls) y la fase adulta del parésito; asi como su posible mecanismo de
accion. Por ello, los objetivos de este trabajo de investigacion fueron: determinar el
efecto AH in vitro de las combinaciones de los CPf's cumarina:quercetina y &cido
cafeico:rutina contra Ls y parasitos adultos de C. punctata y evaluar las posibles

alteraciones morfoldgicas provocadas en estos parasitos post-tratamiento.
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. REVISION DE LITERATURA.

3.1. Ganaderia bovina de doble propésito en México.

En México la ganaderia bovina de doble propésito cobra especial
importancia, ya que mas del 60 % de los productores del pais mantienen sus UPB
bajo este sistema (Vilaboa et al., 2009). Dicho sistema se caracteriza por tener dos
fines zootécnicos: produccion de leche (que se utiliza principalmente para
elaboracion artesanal de derivados lacteos en un 70 %) y carne (venta de becerros);
aportando el 20 % y el 40 % de la produccion nacional anual de leche y carne,
respectivamente (Urdaneta, 2009; Luna et al., 2018). Este sistema de produccién
se desarrolla principalmente en las areas tropicales del pais, las cuales abarcan
aproximadamente el 25 % del territorio nacional (Magafia et al., 2006). Region en la
cual se distribuye alrededor del 80 % de las UPB del pais (Vilaboa et al., 2009),
donde 2.8 millones de cabezas de ganado se encuentran bajo un sistema de
pastoreo extensivo y su alimentacion se basa en el consumo de gramineas y
leguminosas, nativas o introducidas (Vilaboa y Diaz, 2009; Jarillo et al., 2010;
Martinez-Castro et al., 2012; ENA, 2017). A consecuencia de lo anterior, algunos de
los principales problemas que enfrentan dichas UPB son las deficiencias
nutricionales, asociado a manejos inadecuados de los pastos (disponibilidad y
calidad), y las enfermedades parasitarias (ectoparasitos y endoparasitos) (Corro et
al., 1999; Rojo et al.,, 2009; Borges et al., 2012). Dentro de las ultimas, las
nematodosis gastrointestinales has sido clasificadas como uno de los principales
problemas de salud animal que enfrentan estas UPB (Lanusse et al., 2018), debido
a que la fase que infecta al ganado se encuentra en las pasturas (Canul-Ku et al.,
2012; Fiel et al., 2012).
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3.2. Generalidades de los nematodos gastrointestinales.

Los nematodos gastrointestinales (NGI) poseen una conformacién
anatomica cilindrica, alargada y no segmentada. Sus dimensiones varian entre los
diferentes géneros y presentan dimorfismo sexual, los machos siempre suelen ser
mas pequefios que las hembras (Cordero, 2007; Bowman, 2014). La estructura de
los NGI se compone de: cuticula, musculo, sistema nervioso, digestivo, reproductivo
y excretor (Figura 1). Estos organismos no presentan sistema respiratorio, ni

circulatorio (Quiroz, 2005).

Interseccidn de uh hematodo - regidn esofagial

Cuerda dorsal

Miisculo
somatico

Cavidad
corporal

Cuerda

Canal lateral

excretorio

Lumen
esofagial

Nervio Cuerda
ventral ventral

Figura 1. Seccion transversal de un nematodo a
nivel de eséfago (Jhonstone, 1998).

La cuticula es acelular, ya que es una estructura secretada por las células de
la hipodermis, de color transparente y compuesta por proteinas como la albumina,
matricina, colageno, queratina y glicoproteinas, esta estructura los hace resistente
a la digestién intestinal (Quiroz, 2005; Taylor, 2016). La hipodermis es una capa
delgada que da origen a cuatro cordones gruesos: dos cordones laterales (canales

excretores), un cordon dorsal y uno ventral (sistema nervioso) (Taylor, 2016).

El sistema muscular estd compuesto por dos tipos de musculos:
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1) Mdusculo especializado: o conforman los musculos del eséfago, del
intestino delgado, dilatadores y compresores del ano y los copuladores
de la hembra (vulvares) y el macho (los de la bolsa copulatriz,

espiculares y del gubernaculo) (Quiroz, 2005).

2) Musculo no especializado o somatico: contribuye a la locomocion
rapida por la contraccion y relajacion de la parte dorsal y ventral del
cuerpo debido a las ondulaciones sinusoidales de sus fibras
musculares, que se encuentran dispuestas longitudinalmente
(Bowman, 2014).

En la cavidad pseudocel6émica (corporal) se encuentran, a alta presion,
fluidos que recubren los érganos y le dan turgencia y forma al cuerpo de estos
(Bowman, 2014).

Poseen un sistema digestivo completo, comienza con la capsula bucal y
continua con el eséfago (Quiroz, 1996), después se encuentra el intestino, el cual
se conforma por una sola capa celular que termina en el ano, en caso de las

hembras, o cloaca, en caso de los machos (Taylor, 2016).

El aparato reproductor presenta diferencias morfolégicas entre hembras y
machos (dimorfismo sexual); las hembras generalmente tienen un par de ovarios,
oviducto y doble utero, el cual termina en la vagina y se conecta con la vulva. Los
machos poseen uno o dos testiculos, un vaso deferente, una vesicula seminal y un
conducto eyaculador que se comunica con la cloaca (Bowman, 2014; Taylor, 2016)
(Figura 2).

Asi mismo, los NGI cuentan con un sistema excretor (considerado primitivo)
gue se encuentra conformado por un conducto que corre a lo largo de cada uno de
los cordones laterales; desembocando en un poro excretor ubicado en la region del

esoéfago (Taylor, 2016) y tiene funcion osmorreguladora (Quiroz, 2005).
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El sistema nervioso esta
conformado por cuatro ganglios: dos

laterales, uno ventral y uno caudal.

(A) Sistema reproductor del macho. ce, conduc-
to eferente; cl, cloaca; cy, conducto eyaculador; i, intestino; pc,
pared corporal; t, testiculo; vd, vaso deferente; vs, vesicula se-
minal. (B) Sistema reproductor de la hembra. o, ovario;
ov, oviducto; oy, ovoyector; rs, receptaculo seminal; u, ttero;

v, vulva; vg, vagina.

Figura 2. Sistema reproductor del machoy la
hembra de nematodos (Cordero, 2007).

3.2.1. Ciclo bioldgico de los NGI.

La mayoria de los NGI pertenece a la familia Trichostrongylidae, la cual
presenta un ciclo directo, es decir, no necesitan de un huésped intermediario para
completar su ciclo de vida (Charlier et al., 2020). Este se divide en dos etapas, una
gue se desarrolla dentro del hospedero (fase parasitica o fase enddgena) y otra que

se lleva a cabo en el ambiente (fase pre-parasitica o fase exdgena) (Figura 3).

La fase pre-parasitica comienza con la expulsion de los huevos a través de
las heces. Los huevos se encuentran conformados por una capa compuesta de tres

membranas: interna (delgada, impermeable y lipidica), intermedia (dura y quitinosa)
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y externa (hecha de proteinas). Una vez expulsado, el huevo continua el desarrollo
embrionario en un lapso de tres horas (von Son-de Fernex, 2016). Cuando se forma
la larva 1 (L1) se da paso a la eclosion, la L1 absorbe el agua del ambiente, crece y

junto con sus movimientos provocan la fractura del huevo.

Posterior a la eclosion, ocurren dos mudas para convertirse en la fase que
infecta al animal. La L1 realiza una muda para convertirse en larva 2 (L2), la cual se
alimenta de las bacterias presentes en las heces y, posteriormente, se presenta una
segunda muda para dar origen a la larva 3 o larva infectante (Ls). La L3 se
caracteriza por presentar retencion cuticular de la fase bioldgica previa, la cual tiene
alto contenido de cuticlina, una proteina que le confiere mayor proteccion al estrés
medioambiental (Fetterer y Rhoads, 1993), durante el periodo en el cual se
mantendra en los pastos hasta ser ingerida por el animal. En dicha fase, las L3z no
se alimentan, sobreviven debido a las reservas lipidicas almacenadas en el intestino

y que fueron adquiridas durante las fases previas.

La tasa de supervivencia de la L3 en los pastos varia segun las condiciones
climéticas pero por lo general su vida media es de uno a tres meses en climas
tropicales y subtropicales (Torres-Acosta y Hoste, 2008). Una vez dentro del
huésped, la Ls debe llevar a cabo el proceso de desenvaine larvario para adquirir su
capacidad infectante; dicho proceso se lleva a cabo en la seccion del tracto digestivo
previo a su sitio de establecimiento. Una vez desenvainada, y en su sitio de
establecimiento, la Ls continuara con su desarrollo, convirtiéndose en larva 4 (La).
Posteriormente, a las dos o tres semanas pasan a ser adultos inmaduros y tras
alcanzar la madurez sexual inicia el proceso de copulacién para que la hembra
pueda iniciar con la produccion de huevos; los cuales seran expulsados al medio

ambiente junto con las heces, dando asi perpetuidad a su ciclo biolégico.

-21 -



Ng 4 b
\ T l3
aduts
P e
- <= e = e
e o L & l'/ i \
~. X ¥ \ /1 U - / Ve
Q \ - L7 ‘« N '
\/ / \ N \
k\\\ (—W\ Aaes, A A, “S\ T AL
Eggs
( @Q o
N inmanure A=
At A
P /4 -
11 N, -~ S . " e .
L2 L3 migran a la punta de los pastos para ser ingeridas por el bovino.

Figura 3. Ciclo de vida de los NGI.

3.2.2. Cooperia punctata.

C. punctata fue descubierta por Ranstow en 1907 y es considerada la
especie mas patdgena entre las cooperias (C. oncophora, C. pectinata y C. curticei).
Las hembras de esta especie miden alrededor de 6-9 mm de largo y los machos de
4.5-6 mm. La cavidad cefédlica es pequefia, en la regién esofagica tienen
estriaciones cuticulares transversales y en el cuerpo crestas longitudinales. Las
espiculas de los machos son cortas y concavas en el centro, de color café, terminan
en punta roma y tiene una proyeccion lateral estrecha, la bursa es mas grande en
comparacién con el cuerpo, su rayo dorsal tiene ramas bifurcadas en forma de “U”
y poseen una pequefia rama que se dobla hacia ventral, lateralmente, y carece de
gubernaculo (Gibbons et al., 1981; Lukovich, 2011; Bowman, 2014; Raminke et al.,
2018) (Figura 4). La cola de las hembras es larga, en forma de cono y tiene una
lenglieta vulvar. Su sitio de establecimiento dentro del huésped es el intestino
delgado, sin embargo, se ha reportado su presencia en abomaso (Chollet et al.,
2000; Gasbarre et al., 2009). Su ciclo biologico es similar al descrito para la familia
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R 7 de los Trichostrongylidae. El desenvaine
& ocurre después de haber entrado al
huésped y, una vez ocurrido este evento,
penetra las células del intestino delgado, a
los cuatro dias surge de la mucosa intestinal
como L4, luego pasan de 9 a 11 dias,
aproximadamente, para transformarse en
adulto y con la ovoposicién de las hembras

presenta asi un periodo pre-patente de

aproximadamente 13 dias y una patencia

gue alcanza hasta los 9 a 15 meses.

Figura 4. Aparato reproductor de un
macho de Cooperia punctata.

3.3. Impacto de las nematodosis gastrointestinales en la

produccidn bovina.

Los NGI son parasitos internos que se encuentran en el tracto gastrointestinal
(TGI) de los bovinos y afectan mayormente la productividad durante época de lluvias
en climas tropicales (Rodriguez-Vivas et al., 2017). Regiones en donde su
prevalencia es mayor que en otro tipo de climas (Villa-Mancera et al., 2019). Las
infecciones por NGI se caracterizan por ser de naturaleza mixta, donde se pueden
encontrar hasta ocho géneros causando diversas lesiones (Cuadro 1) a lo largo del
TGI del hospedero y desencadenar una variedad de trastornos (metabdlicos,
nutricionales, digestivos e inmunologicos) (Angulo-Cubillan, 2005; Steffan et al.,
2012), afectando asi las funciones bioldgicas de los animales; lo cual se traduce en
una disminucién de los parametros productivos y en su desarrollo (Charlier et al.,
2014; Charlier et al; 2017; Villa-Mancera y Reynoso, 2019). Algunos de los signos

mas comunes de las nematodosis son: diarrea, anorexia, letargia, emaciacion
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progresiva, pelo hirsuto, disminucion de la condicién corporal (pérdida de peso),
distension abdominal, deshidratacion, mucosas palidas, edemas, aumento de la
frecuencia cardiaca y de la respiratoria (Dimander, 2003; Angulo-Cubillan, 2005;
Taylor et al., 2014). El efecto de las nematodosis sobre la salud y el desempefio
animal varia segun el género parasitario involucrado en la infeccion; no obstante,
ha sido asociado a los procesos de establecimiento y permanencia parasitaria y
debido a su accién patdégena (mecanica, expoliadora y/o irritativa) sobre la mucosa
gastrica e intestinal alteran el metabolismo de las proteinas, minerales y la energia
(von Son-de Fernex, 2016).

Se ha reportado que las infecciones por NGI en los primeros dos afios de
vida, en los bovinos, tiene un impacto negativo que afecta de manera general toda
la cadena productiva; prolongando la permanencia de los animales en la diferentes
etapas productivas y con ello un incremento en los tiempos de nacimiento a primer
servicio, primer parto y primer lactancia (Charlier et al., 2014). Las infecciones
subclinicas por NGI pueden generar pérdidas de hasta 20-30 kg por animal en un
periodo de seis a ocho meses y de hasta 40-50 kg tratandose de parasitosis clinica
(Fiel y Steffan, 2016). Asi mismo, diversos autores mencionan que las infecciones
por NGI en ganado adulto puede afectar la produccion lactea (Charlier et al 2009;
Perri et al., 2011) con pérdidas productivas que van desde 1.37 hasta 1.78 kg
leche/vaca/dia y econdmicas, que van de $ 5,541.49 a $ 6,982.50 ddblares por afio

en México (Villa-Mancera y Reynoso, 2019).

En el caso de C. punctata, un estudio report6 que la infeccion monoespecifica
en becerros provoco una disminucién de 680 gr MS/dia en el consumo voluntario y
una disminucién de 0.11 kg/dia en la GDP. Asi mismo, se ha reportado que puede
generar un efecto negativo sobre el metabolismo del fésforo, alterando su absorcién
y retencién (Louvandini et al., 2009; Stromberg et al., 2012); lo que se traduce a un
pobre desarrollo 6seo (Fiel y Steffan., 2016). Ademas, al penetrar la mucosa del
intestino delgado provoca una enteritis catarral, hipoproteinemia y edema

submandibular (Ramtinke et al., 2018).
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Un estudio reciente estimo que en México las nematodosis gastrointestinales
generan pérdidas que alcanzan los $ 445.10 millones de ddlares por afio, debido a
una disminucién del desempefio productivo de animales no tratados; y sin
considerar los costos generados por el tratamiento AH en animales, los cuales
alcanzan los $ 4.02 y $ 3.99 dolares anuales por animal joven y adulto,
respectivamente (Rodriguez-Vivas et al., 2017; Villa-Mancera y Reynoso, 2019).
Tomando en cuenta todo el impacto generado en la salud y productividad de los
animales se debe optar por mejores métodos y nuevas alternativas de control que
disminuyan el impacto econdmico de las nematodosis (Rodriguez-Vivas et al.,
2017).

Cuadro 1. Géneros de nematodos mas comunes que afectan el ganado bovino en
el tropico (Angulo-Cubillan, 2005; Steffan et al., 2012).

i Viade entrada  Ubicacion en . »
Género Dafios/accion
al hospedero el TGI

Alteraciones en el ciclo del fésforo

) Intestino y )
Cooperia spp. Oral y menor absorcion de alimento
delgado
seco
Destruccion de tejido
Haemonchus spp. Oral Abomaso Infiltracion celular
Petequias/Hemato6fago
Destruccion de tejido
Mecistocirrus spp. Oral Abomaso Infiltracion celular
Petequias/Hematdfago
. Intestino ] .
Nematodirus spp. Oral Interfieren la absorcion
delgado
Oesophagostomum Intestino i } )
Oral Nédulos en intestino delgado
spp. grueso
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Formaciones nodulares

Ostertagia spp. Oral Abomaso umbilicadas/
Hematdéfaga
_ Abomaso e i
Trichostrongylus ) ] Alteraciones en procesos
Oral intestino i i
spp. digestivos
delgado

3.4. Alternativas para el control de nematodos gastrointestinales.

Se consideran alternativas a todas las estrategias para controlar las
infecciones provocadas por NGI. Dichas estrategias han sido clasificadas con base
en la fase parasitaria en la cual ejercen su accion, como: control de supra-
poblaciones (fases parasitarias de vida libre) e infra-poblaciones (fases parasitarias
gue se encuentran dentro del hospedero). Las primeras incluyen el manejo de
potreros y control bioldgico; y las segundas, el uso de farmacos, inmunologia y el
uso de plantas bioactivas (Jackson y Miller, 2006). Siendo el uso de plantas
bioactivas, y sus metabolitos secundarios, una de las alternativas de control méas
estudiadas en la ultima década, debido al potencial que representan para el
desarrollo de nuevos farmacos (Akhtar et al., 2000; Hoste et al., 2008; Lanusse et
al., 2018). Aunque el método quimico ha sido el mas utilizado en el mundo, por su
facilidad de uso, econémico y amplio espectro contra los NGI (Jackson y Miller,
2006).

3.4.1. Control quimico.

Este método de control consiste en el uso de antihelminticos como:
benzimidazoles, imidazotiazoles, lactonas macrociclicas, tetrahidropirimidinas y
derivados del aminoacetonitrilos (Cuadro 2). Los cuales, dependiendo de su

naturaleza quimica, tienen diferentes mecanismos de accion.
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Cuadro 2. Familias antihelminticas, sus principales moléculas comerciales,
mecanismo de accién y espectro (Marquez et al., 2003; Gasser et al., 2016; Besier

et al., 2016).
Familia quimica Moléculas Mecanismo de accién Espectro
Tiabendazol
A|bendazo| Inh|b|C|én de Ia
. polimerizacion de los .
Benzimidazoles : . s Amplio
microtubulos por unién a la
Mebendazol beta-tubulina
Oxfendazol
Levamisol
Imidazotiazoles Agonistas colinérgicos Amplio
Tetramisol
Ivermectina
Abamectina Mantienen los canales de
Lactonas macrociclicas cloro abiertos, interfiriendo Amplio
Doramectina con la transmision nerviosa.
Milbemicina
Morantel
. o Agonistas nicotinicos contra .
Tetrahidropirimidinas 9 S Amplio
] receptores de acetilcolina
Pirantel
Derivados del amino- Inhibe los receptores
Monopantel P o Corto
nicotinicos de acetilcolina

acetonitrilicos
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Para el control de NGI por medio de quimicos cabe destacar que, para lograr
el efecto AH, es importante que el farmaco entre a concentraciones suficientes al
sitio de accion del helminto. Ademas, la afluencia entre la cantidad del farmaco en
el sitio de accion, la facultad del parasito para inactivar el farmaco y la salida del
mismo (por medio de proteinas transportadoras) lograran la concentracion
suficiente en el sitio de accion del parasito para ejercer la accion AH. Aunque, la
eficacia y/o persistencia del farmaco dependerd del tiempo de exposicion del
parasito a las concentraciones activas de la droga. Todos estas consideraciones
estableceran el efecto AH final (Lanusse et al., 2018).

3.5. Resistencia antihelmintica.

La resistencia se define como “la deteccién, por medio de pruebas sensitivas,
de un aumento significativo de individuos dentro de una misma especie y poblacion
de parasitos capaces de tolerar dosis de droga (S) que han probado ser letales para

la mayoria de individuos de la misma especie” (Nari y Hansen, 1999).

La resistencia puede presentarse en dos formas: intrinseca y adquirida. La
primera se refiere a un parésito con menor sensibilidad o tolerancia innata a una
droga por falta de receptores o imposibilidad de la droga para entrar a la célula. Por
otro lado, la resistencia adquirida hace referencia a los NGI que originalmente son
sensibles al efecto AH y después de modificaciones genéticas (que son heredables
en cada generacion) dejan de serlo (Torres et al., 2007). Este proceso de resistencia

se ha desarrollado hacia las principales familias AH (Cuadro 3).

La continua emergencia de RA puede asociarse a la indiscriminada
utilizacion de moléculas quimicas, asi como a su uso inadecuado. Algunos de los
factores externos que favorecen a su uso indiscriminado y a la aparicion de RA son:
su amplio espectro, los precios accesibles y su facil administracion (Gasser et al.,

2016; Lanusse et al., 2018). Por lo tanto, la eficacia y viabilidad del uso de farmacos
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para su control se ven amenazadas con el aumento de poblaciones de NGI
resistentes y tan solo por este hecho la productividad y la salud de los animales
también se ven afectadas. Actualmente se ha reportado la presencia de cepas de
NGI con RA, como el caso de C. punctata, a los diversos farmacos disponibles en
el mercado (Encalada-Mena et al., 2008; Gasbarre et al., 2009a; Gasbarre et al.,
2009b; Stromberg et al., 2012; Canul-Ku et al., 2012; Becerra-Nava et al., 2014;
Alonso et al., 2015).

Como consecuencia a la RA, actualmente el desafio cientifico se centra en
el desarrollo de nuevas formulaciones antihelminticas que permitan tanto controlar
las infecciones parasitarias a niveles compatibles con la produccion animal como

prolongar la vida util de las moléculas ya existentes (Lanusse et al., 2018).

Cuadro 3. Mecanismos de resistencia a las principales familias quimicas (Mayoral-
Pefa et al., 2017).

Familia farmacologica Mecanismo de resistencia

Benzimidazoles Mutacion de los genes que codifican para beta tubulina.

Imidazotiazoles/ ) ) o
Cambios y alteraciones en los receptores nicotinicos a los que se unen

. S estos farmacos.
Tetrahidropirimidinas

Lactonas Podria estar asociada a modificaciones en los receptores GluCl a los

macrociclicas gue se unen o por sobreexpresién de gp-P.
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3.6. Compuestos polifendlicos.

Los compuestos polifendlicos (CPf's) son metabolitos secundarios de las
plantas (MSP). Existen alrededor de 8,000 CPf’s identificados, los cuales son
sintetizados por las vacuolas de las plantas durante la sintesis de aminoacidos
aromaticos a partir de la ruta del acido shikimico y su funcion dentro de la planta
incluye: mecanismo de defensa ante agentes bioldgicos, quimicos, estrés climético,
adaptacién ambiental y/o para la reparacion de tejido celular (Quifionez et al., 2012;
Yang et al., 2018). Se caracterizan por poseer una estructura molecular de tres
anillos (dos arométicos y un heterociclico) y cuya posicion, en el arreglo molecular,
determinara su actividad biologica (Wojdylo et al., 2007; Waghorn, 2008). Los CPf’s
con mayor actividad antihelmintica reportada se pueden clasificar en tres grupos: 1)

acidos fendlicos, 2) flavonoides y 3) taninos (Mercado-Mercado et al., 2013).

Una de las propiedades de los CPf’s que ha sido principalmente asociada a
su actividad antihelmintica es su capacidad de precipitacion proteica e interaccién
con las proteinas estructurales de los nematodos (Sepulveda-Jiménez et al., 2018);
reportandose que dicha interaccion tiene la capacidad de afectar diferentes fases
del ciclo biolégico de los NGI, como: la eclosion y/o desarrollo embrionario,
desarrollo, desenvaine y motilidad de la Ls, alimentacion, reproduccion y motilidad
de parésitos adultos (Azando et al., 2011; von Son de Fernex et al., 2015; Mayoral
et al.,, 2017; von Son-de Fernex et al., 2017; Sepulveda-Jiménez et al., 2018;

Escarefio-Diaz et al., 2019).
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3.6.1. Acido cafeico.

Es un &cido fendlico con dos
grupos fenol y un grupo carboxilo (CH
= CHCOOH) (Figura 5). El acido R OH
caféico es uno de los &cidos fendlicos
con mayor distribucion en la HO

naturaleza 'y  posee  notables

propiedades antioxidantes (Magnani OH
et al., 2019; ilyasoglu et al., 2019). Figura 5. Estructura quimica del &cido cafeico.

Estudios in vitro han reportado que dicha molécula tiene la capacidad de inhibir la

eclosion de huevos de C. punctata (von Son-de Fernex et al., 2015) y actividad
ovicida contra H. contortus (Castillo-Mitre et al., 2017). También, estudios recientes
reportan una actividad sinérgica entre el acido cafeico y compuestos polifenélicos
como la quercetina, rutina, quenferol y escopoletina, contra la inhibicion de la
eclosion de huevos y el desvaine de la L3 de C. punctata (Escarefio-Diaz et al.,
2019).

3.6.2. Cumarina.

La cumarina (2H-1-chromen-2-
ona) (Figura 6) es un compuesto \
quimico perteneciente a la clase de las
benzopironas, estas se encuentran en
diversas plantas, frutas y vegetales
(Poumale et al., 2013; Venugopala et O O
al., 2013). Se le han atribuido

actividades bioldgicas como: Figura 6. Estructura quimica de la cumarina
(Tavares da Silva, 2019).

antiinflamatoria, anticoagulante,
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antibacteriana, antifingica, antiviral, anticancerigena, antidiabética,
antihipertensiva, antitubercular, anticonvulsiva, antiadipogénica,
antihiperglucémiante, antioxidante, neuroprotectora, inhibidora de enzimas y
antihelmintica (Poumale et al., 2013; Venugopala et al., 2013; Escarefio-Diaz et al.,
2019; von Son-de Fernex et al., 2017; Tavares da-Silva et al., 2019; Menezes et al.,
2019). Guang-Lu et al (2016) reportaron la actividad AH de un derivado de la
cumarina contra el monogeneo de peces Dactylogyrus intermedius. Asi mismo, un
estudio reciente report6 una actividad AH sinérgica contra las fases de vida libre de
C. punctata, donde al combinar dicha molécula con quercetina se observé una
reduccion de la concentracion efectiva media (CEso) hasta en un 60% (Escarefio-
Diaz et al., 2019).

3.6.3. Quercetina.

Flavonoide (Figura 7) encontrado en diferentes plantas y clasificado como el
antioxidante mas potente de los polifenoles y en diversos estudios se ha reportado
su actividad antiinflamatoria, antiproliferativa, antiangiogénica, hepatoprotectora,
antienvejecimiento, antiviral y antibacteriana (Materska, 2008; Guzansky et al.,
2019). No obstante, en otros estudios se ha demostrado su actividad AH contra
varios géneros parasitarios como: el fitonematodo Meloidogyne incognita (Adekunle
y Aderogba, 2008); H. contortus

(Mengistu et al., 2017) y Fasciola
hepatica (Pereira et al., 2016).
También, se ha reportado actividad de
un derivado de la quercetina contra la
motilidad y viabilidad de la Ls de
Trichostrongylus spp., (Kozan et al.,
2013).

Figura 7. Estructura quimica de la quercetina
(Tian et al., 2019).
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Asi mismo, a la quercetina se le han atribuido propiedades sinérgicas o
potencializadoras al ser combinadas con diversas moléculas como la moxidectina,
ivermectina, cumarina, taninos y acido cafeico (Dupuy et al., 2003; Heckler et al.,
2014; von Son-de Fernex et al., 2015; Klongsiriwet et al., 2015; Escarefio-Diaz et
al., 2019). Dicha actividad, ha sido asociada a su capacidad para inhibir las
proteinas de membrana celular conocidas como glicoproteinas P (gp-P); las cuales
se encargan de transportar y mediar la salida de sustancias xenobioticas dentro de

las células de los parasitos (Lespine et al., 2012).

3.6.4. Rutina.

OH Es un glucésido flavonoide
OH (Figura 8) encontrado en muchas
plantas y con potente actividad

antihelmintica, antimicrobiana,

larvicida y citotoxica (NIH; Dubey et
OCy,H;,0y al., 2019). Se ha reportado que la

OH O

rutina ejerce una accion directa

Figura 8. Estructura quimica de la rutina (Tian et contra: H. contortus, Giardia lamblia,
ol 2019 Ascaridia galli, las larvas de mosquito
S. aegipty y C. punctata (Barrau et al., 2005; Alday-Provencio et al., 2015; Dubey et
al., 2019; Escarefio et al., 2019). También, se ha reportado que dicho flavonoide, al
igual que la quercetina, posee actividad sinérgica y/o potencializadora contra la
eclosion de huevos y el desenvaine larvario de C. punctata; reduciendo la CEso del

acido cafeico en mas de un 80 % (Escarefio-Diaz et al., 2019).
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3.7. Herramientas para determinar el mecanismo de accién de

moléculas con potencial antihelmintico.

La validacion cientifica de extractos de plantas o MSP con potencial AH
contra NGI de rumiantes se ha basado en la utilizacion de pruebas in vitro, a través
de la estandarizacion de bioensayos, como: i) Inhibicién de la Eclosién de Huevos
(IEH), ii) Inhibicién del Desarrollo Larvario (IDL), iii) Inhibicion del Desvaine Larvario
(IDL), iv) Inhibicion de la Alimentacion Larvaria (IAL), v) Inhibicién de la Migracion
Larvaria (IML) e vi) Inhibicion de la Motilidad del Adulto (IMA) (Jackson y Hoste,
2010). La estandarizacion y utilizacion de dichas pruebas permite realizar estudios
para el descubrimiento de nuevos medicamentos, con un menor costo de inversion
y una elevada reproducibilidad (Githiori et al., 2006; Hoste et al., 2008; Sandoval-
Castro et al., 2012). Asi mismo, permiten la evaluacion de moléculas con potencial
antihelmintico sobre diferentes fases del ciclo biol6gico (huevo, larva y adulto) de
los NGI, con la finalidad de identificar su efecto sobre procesos especificos del ciclo
biologico y determinar las concentraciones efectivas medias (Hoste et al., 2008;
Mayoral-Pefia et al., 2017).

No obstante, el uso de bioensayos no permite realizar un planteamiento
sobre el posible mecanismo de accién, ni la identificacibn de estructuras o
biomoléculas objetivo del efecto encontrado. La importancia de establecer el
mecanismo de accion radica en que, la identificacion de las moléculas activas y los
receptores o biomoléculas con las cuales interactian, ha sido considerado un
prerrequisito para la utilizacion de productos naturales de las plantas como
medicamentos (Behnke et al., 2008), debido a que permite asegurar una
consistencia del efecto AH, determinar la existencia de una toxicidad especifica,
considerar posibles efectos secundarios e inclusive para mejorar o potencializar su
accion y evitar mecanismos ante los cuales ya existe RA vy, finalmente, determinar

la drogabilidad del mismo.

Cuando se tiene conocimiento de la estructura molecular del componente
activo, y su efecto, el mecanismo de accion puede determinarse a través de estudios
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especificos, como la electrofisiologia y neurofarmacologia; los cuales permiten
determinar el efecto de farmacos sobre los parasitos, como: i) inhibicidbn enzimatica,
ii) activacion o bloqueo de receptores, neurotransmisores y canales iénicos, iii) unién

al ADN y iv) unién a otras proteinas y estructuras.

Cuando se desconoce el efecto de una molécula su mecanismo de accion
puede ser propuesto a través de técnicas de imagen como la MEB y MET; las cuales
permiten evaluar el efecto de nuevos farmacos sobre la estructura y ultraestructura

de agentes patogenos (Wenzel et al., 2019).

3.7.1. Microscopia electrénica de barrido y de transmision.

La microscopia electrénica es una herramienta disefiada por Ernst Ruska y
Max Knoll en 1931. El principio de dichas microscopias es la generacién de una
imagen tridimensional (3D) de la superficie de un espécimen o bidimensional (2D)
de su interior, utilizando la microscopia electronica de barrido (MEB) o la
microscopia electrénica de transmision (MET), respectivamente (Chong y Deng,
2012; Raghavendra y Pullaiah, 2018). La imagen tridimensional que proporciona la
MEB es generada a partir de la incidencia de un haz de electrones sobre la
superficie de un objeto en estudio (Webb y Holgate, 2003; Anderson, 2019). Por otro
lado, la MET utiliza un haz de electrones pero de alto voltaje, lo que le da la
capacidad a los electrones de atravesar una muestra de hasta un micrémetro de
grosor y emitir imagenes de estructuras muy pequefias (100 nm) (Bradbury y Joy,
2019; Saksena et al., 2019). Las interacciones, entre los electrones y los atomos
que provoca dicho haz, crean una imagen transmitida en 2D en la que se pueden
observar caracteristicas ultraestructurales como la bicapa fosfolipidica de las
membranas celulares (Chong y Deng, 2012); la resolucién con la que se puede
observar en este tipo de microscopio es 1000 veces mayor que la del microscopio

compuesto. Por lo tanto, MEB permite la observacion de varias muestras a la vez,
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mientras que en MET solo se puede observar una a la vez (Tang y Yang, 2017;
Saksena et al., 2019).

La MEB y la MET son tecnologias que sirven como herramienta para el area
cientifica. Estudios recientes, la han utilizado para observar los dafios estructurales
y ultraestructurales generados a parasitos de rumiantes, que fueron incubados en
taninos y extractos de plantas, permitiendo proponer los posibles mecanismos de
accion AH (Brunet et al., 2011; von Son-de Fernex et al., 2015; von Son-de Fernex
et al., 2017; Martinez Ortiz-de Montellano et al., 2019).
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V. HIPOTESIS.

* Las combinaciones cumarina:quercetina y &cido cafeico:rutina afectaran la

motilidad tanto de L3 como de parasitos adultos de Cooperia punctata.

* Las combinaciones cumarina:quercetina y 4cido cafeico:rutina causaran dafios

estructurales y ultraestructurales en L3 y parasitos adultos de Cooperia punctata.

V. OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto in vitro de la combinacién de compuestos polifendlicos sobre la
motilidad de L3y parasitos adultos de Cooperia punctata; asi como, las posibles

alteraciones estructurales y ultraestructurales generadas en su morfologia.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Evaluar el efecto de la combinacion de cumarina y quercetina (8:2) sobre la
motilidad de L3 y adultos de Cooperia punctata.

e Evaluar el efecto de la combinacién de &cido cafeico y rutina (8:2) sobre la
motilidad de L3 y adultos de Cooperia punctata.

e Evaluar el efecto de las concentraciones efectivas medias de las
combinaciones de compuestos polifendlicos (cumarina:quercetina y &cido
cafeico:rutina) sobre la estructura y ultraestructura de Ls y adultos de

Cooperia punctata.
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VIl. MATERIALES Y METODOS:

7.1. Area de estudio.

El trabajo se realiz6 en el laboratorio de Sanidad Animal del Centro de Ensefianza,
Investigacion y Extension en Ganaderia Tropical de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (CEIEGT-FMVZ), localizado en el km 5.5 de la carretera
Federal Tlapacoyan-Martinez de la Torre, en el municipio de H. Tlapacoyan,
Veracruz, México. Ubicado a una altitud de 112 msnm (Jarillo et al., 2010) con clima
calido-humedo, temperatura media anual de 23 °C y precipitacion de 1900-3600 mm
anuales (SEFIPLAN, 2016).

7.2. Compuestos polifendlicos (CPf’s).

Los CPf’s fueron adquiridos de los laboratorios Sigma® (St. Louis, MO): Cumarina
(CoH602), Quercetina (C1sH1007+2H20), Acido cafeico (HO2CsHsCH=CHCO2H),
Rutina (C27 Hso O1e); con numeros de registro CAS (Chemical Abstracts Service)
117-39-5, 331-39-5, 153-18-4 y 91-64-5, respectivamente.

7.3. Material bioldgico.

Las L3y parésitos adultos fueron obtenidos de un donador monoespecifico infectado
via oral con una cepa pura de Cooperia punctata (84,400 L3 / cepa C. p. CEIEGT-
FMVZ-UNAM, Mexico). El becerro se mantuvo en confinamiento, con una cama de
paja y suelo antiderrapante. Se alimentd con sustituto de leche (21 %PC),
concentrado comercial (18 %PC), heno de Brachiaria brizantha, sales minerales y
agua ad libitum. Cumpliendo con los lineamientos establecidos por el Comité Interno
para el Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la FMVZ-UNAM (Protocolo: #642).
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7.4. Técnicas parasitoldgicas.

7.4.1. Obtencidén de Ls.

Se colectaron heces directamente del recto del donador monoespecifico para la
elaboracion de coprocultivos; los cuales fueron incubados en una estufa de cultivo
bacteriologico a 27 °C y 80 % HR durante siete dias. Posteriormente, las L3 fueron
recuperadas mediante la técnica de Corticelli-Lai (Van Wik y Mayhew, 2013).
Finalmente, se cuantificaron y colocaron en cajas de cultivo con agua destilada
donde fueron almacenadas en refrigeracion hasta su utilizacion (von Son-de Fernex
et al., 2012). Para los bioensayos se utilizaron Lz de aproximadamente un mes de
edad (Castafieda-Ramirez et al., 2017).

7.4.2. Obtencion de parasitos adultos.

Los parasitos adultos fueron recuperados del intestino delgado de un donador
monoespecifico. El procedimiento de matanza se realizé con base en los estandares
dictados por la Norma Oficial Mexicana NOM-033-SAG/Z00-2014 METODOS
PARA DAR MUERTE A LOS ANIMALES DOMESTICOS Y SILVESTRES y con la
aceptacion por parte del Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de la
FMVZ-UNAM (Protocolo: #642). Inmediato a la matanza, se realiz6 la necropsia
para la recuperaciéon de los primeros seis metros de intestino delgado; el cual fue
ligado de ambos extremos y transportado en una hielera a temperatura ambiente al
Laboratorio de Sanidad Animal del CEIEGT. El intestino fue seccionado y la mucosa
fue colocada sobre un tamiz de 74 um para favorecer la migracion de los parasitos
adultos hacia un contenedor con solucién salina fisiolégica (NaCl al 0.9 %, Pisa®)

previamente calentada a 37 °C (Pefa-Espinoza et al., 2017).
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7.5. Bioensayos.

7.5.1. Inhibicién de la migracion larvaria (IML).

El efecto de las combinaciones de los CPf’s sobre la motilidad de larvas infectantes
se realiz6 mediante la prueba de IML (Rabel et al., 1994). Aproximadamente 1000
Ls de C. punctata con vaina fueron incubadas por un periodo de tres horas a una
concentracion de 0.8 y 0.84 mg mL? de cumarina:quercetina (8:2) y &cido
cafeico:rutina (8:2), respectivamente. Se contd con un control negativo (etanol al 2.5
%; Heckler et al., 2014) y un control positivo (Thiabendazole® 99 %). Posterior al
tiempo de incubacion, y con la finalidad de retirar los compuestos, las Ls fueron
lavadas y centrifugadas (2500 RPM) con agua destilada, el proceso se repitid tres
veces. De inmediato, las L3 fueron colocadas sobre mallas de nylon con una
apertura de poro de 20 um y se dejaron migrar por un periodo de tres horas a 27 °C
(Rabel et al., 1994). Después, se realiz6 el conteo directo (10 X) de L3 que lograron
atravesar la membrana. Se realizaron tres repeticiones para cada tratamiento y
control. Para evaluar el efecto de las diferentes combinaciones, sobre la motilidad
de Ls, el porcentaje de motilidad fue calculado de la siguiente manera: Lm/Lt * 100
(Donde Lm representa al total de L3 que migraron a través de la malla 'y Lt al nGmero
total de Ls depositadas sobre la misma) (von Son-de Fernex et al., 2012). La
motilidad fue corregida con un porcentaje de motilidad del grupo control mediante la
siguiente formula: % de motilidad corregida (LMc)= 100-(100*(1-LmTx / LmC)).
Donde LmTx representa el porcentaje de motilidad larvaria por tratamiento y LmC

el porcentaje de motilidad larvaria obtenida en el grupo control.

7.5.2. Inhibicidén de la motilidad del adulto (IMA).

Tras su recuperacion, directamente del intestino, los parasitos adultos fueron
colocados en cajas de Petri con solucién salina fisiolégica (NaCl al 0.9 %, Pisa®) a

37 °C, tanto para su lavado como para confirmar que los ejemplares no se
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encontraran muertos o dafiados. Después, se colocaron de 10 a 13 ejemplares
machos por pozo en una placa de cultivo celular de seis pozos. Posteriormente, se
agregaron las combinaciones 8:2 de cumarina:quercetina y acido cafeico:rutina a
concentraciones decrecientes de: 0.8, 0.35, 0.175, 0.087, 0.43 y 0.022 mg mL-1y
0.84, 0.42, 0.21, 0.105, 0.052 y 0.026 mg mL™*, para cada combinacién
respectivamente. Se contd con tres repeticiones por cada combinacién y el control
(etanol al 2.5 %). Las cajas con los diferentes tratamientos fueron colocados en una
incubadora con inclusion del 5 % de diéxido de carbono (COz2) (Incubadora de CO:2
Binder C-150®) y se evalué la motilidad de los parasitos adultos con un microscopio
invertido a las 6, 12 y 24 horas. Se registré el nimero de parasitos moviles e
inmaviles (sin movimientos detectados durante 10 segundos) (Pefa-Espinoza et al.,
2017). La motilidad de los adultos por tratamiento se calcul6 como: % de motilidad=
100 (numero de parasitos adultos con motilidad por tratamiento/ nimero total de
parasitos por tratamiento) (Pefia-Espinoza et al., 2017). La motilidad fue corregida
con un porcentaje de motilidad del grupo control a través de la siguiente formula: %
de motilidad corregida (AMc)= 100-(100*(1-AmTx / AmC)). Donde AmTx se refiere
al porcentaje de motilidad de los parasitos adultos por tratamiento y AmC se refiere

al porcentaje de motilidad de los parasitos adultos en el grupo control.

7.6. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) y de Transmision
(MET).

Las larvas infectantes y parasitos adultos de C. punctata (1000 Lz y 30 adultos,
respectivamente) fueron incubados en las concentraciones efectivas medias de
cada una de las combinaciones (0.8 y 0.84 mg mL™? para cumarina:quercetina y
acido cafeico:rutina, respectivamente). Las incubaciones se realizaron bajo las
mismas condiciones previamente descritas (ver secc. 7.5.1y 7.5.2). Inmediato a los
tiempos de incubacion (3 h y 24 h para Lz y adultos, respectivamente), los

ejemplares fueron colocados en tubos centrifugos (Falcon®) de 15 ml y fijados con
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paraformaldehido, fueron transportados en una hielera térmica a 4 °C (Martinez-
Ortiz-de-Montellano et al.,, 2019) para ser procesados en el laboratorio de
Microscopia Electronica del Departamento de Biologia Celular de la Facultad de
Ciencias de la UNAM en Ciudad Universitaria, CDMX. En el laboratorio, se retird
cuidadosamente el fijador que contenian las muestras y fueron lavadas con una
Solucion Buffer de Fosfatos (PBS), posteriormente se realiz6 una segunda fijacion
con tetradxido de osmio al 2 % durante una hora para el caso de las L3 y toda la
noche para el caso de los adultos, transcurrido ese tiempo se lavaron de nuevo con
PBS. Después, las muestras fueron deshidratadas en concentraciones crecientes
de etanol (30, 50, 70, 80, 90, 96, 100 %) (Vazquez y Echeverria, 2000) y divididas
en partes iguales para la finalizacion del proceso correspondiente a las técnicas de
MEB y MET.

Una vez concluido el paso anterior, las muestras destinadas a MEB fueron secadas
con COz2 en un secador de punto critico (BAL-TEC CPD 030®) y se recubrieron con
oro durante cinco minutos en un ionizador (DESK II DENTON, VACUUM®).
Finalmente, las L3 y los adultos fueron observados con un microscopio electronico
de barrido (JSM-5310LV, JEOL®) a un voltaje de aceleraciéon de 15y 20 kv.

Por otro lado, a las muestras destinadas para MET se les realiz6 una pre-inclusion
con o6xido de propileno y resina Epon 812 (1:1) por 24 h; inmediatamente, las
muestras fueron incluidas en resina epoxi polimerizada a 60 °C durante 24 h. Se
realizaron cortes semifinos de 250 nm de grosor y se tifieron con azul de toluidina
para realizar una descripcion general en el microscopio éptico y posteriormente
realizar los cortes ultrafinos de 60 nm (Vazquez y Echeverria, 2000). Los cortes
ultrafinos se realizaron mediante un micrétomo (Ultracut R, Leica®) y fueron
colocados en una rejilla de cobre para contrastar con acetato de uranilo al 4 % (20
min y 30 min para L3 y adultos, respectivamente) y posteriormente con citrato de
plomo al 0.3 % durante 10 min. Finalmente, se realiz6 la observacion de los cortes

en un microscopio electrénico de transmision (JEM 1010, JEOL®) a un voltaje de

-42 -



aceleracion de 80 kv. Para la captura y registro de imagenes se utilizo el software

Digital Microscopy?®.

7.7. Andlisis estadistico.

Las concentraciones efectivas medias requeridas para inhibir la motilidad de
parasitos adultos fueron calculadas para ambas combinaciones, mediante una
regresion no-lineal y se utilizé una ecuacion logistica de cuatro paradmetros con una
pendiente variable. Previo al analisis, todos los datos se transformaron a logaritmo
(X=logX) y con una restriccion del valor minimo a cero y maximo a 100. Se
calcularon los valores de CEso y los intervalos con un 95 % de confianza, asi como
los valores de R? (GraphPad Prism V. 7.03®).
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VIIl. RESULTADOS.

8.1. Efecto de las combinaciones de los compuestos polifenélicos,
cumarina:quercetina y acido cafeico:rutina contra la motilidad de

la Lz de C. punctata.

El porcentaje de migracion obtenido con el control negativo fue de 86.44 + 3.22 %.
Con ambos tratamientos se observaron bajos porcentajes de inhibicion de la
motilidad larvaria (Cuadro 4); no obstante, la combinacién de acido cafeico:rutina
mostré6 un efecto inhibitorio estadisticamente mayor que la combinacion de

cumarina:quercetina (P<0.05).

Cuadro 4. Concentraciones y porcentajes de inhibicion de la motilidad.

Concentracién Inhibiciéon de la motilidad %
Tratamiento
(mg mL™) .
(Media + EE)
Control positivo 10 8852 + 6.59 a
Cumarina:quercetina 0.8 3.82+1.87°"
Acido cafeico:rutina 0.84 13.95+4.84°¢
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8.2. Efecto de las combinaciones de los compuestos polifendlicos,
cumarina:quercetina y acido cafeico:rutina contra la motilidad del

adulto de C. punctata.

Los parasitos adultos pertenecientes a los diferentes grupos control utilizados para
ambos tratamientos a las diferentes horas, mostraron una motilidad promedio de
100 + 0.00, 83.41 +1.59 y 74.54 + 6.17 a las 6, 12 y 24 h post-tratamiento,
respectivamente. La incubacion de parasitos adultos a la méxima concentracion con
acido cafeico:rutina no afect6 la motilidad a las 6 h post-incubacion; no obstante,
con cumarina:quercetina se redujo en un 27.3 %. La inhibicién de la motilidad a las
12 y 24 h post-incubacién con acido cafeico fue muy similar (87.01 % y 86.90 %,
respectivamente); contrario a lo observado con cumarina:quercetina, donde se
observo un incremento de inhibicion de motilidad a la maxima concentracion de
73.81 %y 100 % a las 12 y 24 h, respectivamente.

La CEso que mostré un mayor coeficiente de determinacion (R?) fue la de
cumarina:quercetina a las 24 h (0.073 +* 0.071 mg mL?; R? 0.94) y &cido
cafeico:rutina a las 12 h de exposiciéon (0.192 + 0.061 mg mLt; R? 0.95) (Figura 10
y 11, respectivamente). Las concentraciones efectivas medias (CEso), los intervalos
de confianza del 95 % y el R? se muestran en el Cuadro 5.
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Figura 9. Efecto de las concentraciones crecientes de la combinacion
cumarina:quercetina sobre la motilidad de C. punctata en diferentes tiempos (6, 12

y 24 horas).
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Figura 10. Efecto de las concentraciones crecientes de la combinacién &cido
cafeico:rutina sobre la motilidad de C. punctata en diferentes tiempos (6, 12, 24

horas).
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Cuadro 5. Concentracion efectiva media (CEso), intervalo de confianza (IC) y
coeficiente de correlaciéon (R?) de las combinaciones de compuestos polifenélicos

contra la motilidad en el adulto de C. punctata.

Combinacién Tiempo de
exposicion

(horas)

Cumarina:Quercetina 12

24

Acido cafeico:Rutina 6

12

24

*NE: No estimado.

8.3. Cambios estructurales en Lz de C. punctata.

En los especimenes que no fueron expuestos a tratamiento (Fig. 12. Al, A2
y A3) es posible observar, tanto en la regién cefalica (A1) como en el cuerpo de la

larva (A2 y A3), la conservacion de su integridad estructural manteniendo su tipica

CEso

(mg mL™)

1.621

0.398

0.073

NE

0.192

0.051
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EE

0.154

0.064

0.071

NE

0.061

0.164

Limite IC 95 %

Inferior

0.944

0.267

0.045

NE

0.129

0.0008

Superior

12.41

0.677

0.117

NE

0.288

0.125

R2

0.87

0.93

0.94

NE

0.95

0.75



forma cilindrica. Asi mismo, en las larvas del grupo control es posible observar un

patréon de estrias transversales de la vaina bien definidas (asterisco negro).

Por otro lado, al comparar las L3 de C. punctata del grupo control (columna
A) con aquellas que fueron expuestas a las diferentes combinaciones, es posible
observar una pérdida total de la integridad estructural de la vaina (columna B, C y
D). Igualmente, y de modo generalizado, tanto en la regién cefalica (B1-D1) como
en el cuerpo de la larva (B2-D2 y B3-D3), se observa la vaina con una apariencia
irregular, corrugada y marcadas depresiones (flecha amarilla), que denotan la
pérdida de turgencia corporal (flechas rojas) a lo largo de la vaina de las Ls. Asi
mismo, y bajo un patrén focal difuso, es posible observar una pérdida en la definicion

de las estrias transversales de la vaina (flecha aqua).

8.4. Cambios estructurales en adultos de C. punctata.

En la figura 13. Al, B1 y C1 se muestra la vista lateral de la region cefalica de
pardsitos adultos de C. punctata. En todos los especimenes es posible observar un
patron definido de estrias transversales a lo largo de toda la cuticula parasitaria. En
los ejemplares adultos incubados en los diferentes tratamientos
(cumarina:quercetina y acido cafeico:rutina; Figs. B1-4 y C1-4, respectivamente), se
observa un incremento significativo de corrugaciones e invaginaciones cuticulares
(flecha amarilla), que evidencian la pérdida de la integridad estructural de la cuticula;
asi como de la turgencia corporal (flecha aqua) y un incremento en la tonicidad

electrodensa de la epidermis (Fig. B1, C1y C4).

Enlafigura 13. A2, B2y C2 se muestra la vista frontal de la region cefalica y cavidad

oral (CO) sin cambios morfolégicos evidentes. En las figuras A3 y A4 se presenta

una vista dorso-lateral del cuerpo medio, con presencia de un patron de estrias

cuticulares transversales y longitudinales (PECT y PECL, respectivamente), asi

como la presencia de crestas cuticulares longitudinales (CCL), mismas que se
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observan sin alteraciones morfologicas evidentes (Fig. A3 y A4). No obstante, en
los parasitos expuestos a los tratamientos, es posible observar una pérdida en la
definicion del PECT (flecha roja) y deformacion de las CCL (flecha negra). Asi
mismo, se presentan invaginaciones cuticulares de diversa profundidad; la
presencia de surcos o invaginaciones cuticulares a lo largo de la cuticula parasitaria
(flecha amarilla) dan una apariencia de rigidez cuticular con pérdida de turgencia
(flechas aqua). Lesiones sugerentes de un dafo estructural a nivel cuticular; mismo

que es evidenciado con la pérdida de la morfologia cilindrica tipica de los NGI.

8.5. Cambios ultraestructurales en L3z de C. punctata.

e Alteraciones en el complejo vaina-cuticula de la Las.

En las figuras 14. A1 y A2 podemos observar el complejo vaina-cuticula de L3 de C.
puctata incubadas en etanol al 2.5% (control negativo). Se observa la vaina (V)
compuesta por epicuticula (EcV), zona cortical (CzV), zona basal (BzV) y su capa
interna (I1zV). De la CzV se originan las alas laterales de la vaina (AV), proyecciones
gue yacen sobre las alas laterales de la cuticula larvaria (ALc). Asi mismo, en la
figura A2 asociado a la capa interna de la vaina (I1zV), se pueden observar dos
especializaciones centrales de forma cilindrica y electro-licidas (ILSp) que en su
interior contienen material electro-denso dispuesto como un patron de bandas
horizontales. Las alas cuticulares (ALc) se observan como expansiones de la zona
cortical de la cuticula de la larva y se encuentran rodeadas por la epicuticula. Entre
las ALc y el LHyC se encuentra un espacio electro-lucido dentro del cual se observa
una proyeccion piramidal electrodensa correspondiente al cordén hipodérmico
lateral (LHyC); observandose una patrén de fibras con diferente grado de
electrodensidad (asterisco blanco). En todos los tratamientos (Fig. B2, C2 y D2) se
observa una pérdida total del patron de bandas de las ILSp (flecha amarilla); asi
mismo, se observa una pérdida de la definicion y electrodensidad de las fibras
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(flecha roja). En el tratamiento de acido cafeico:rutina se observan tanto la CzV
como las AV mas electrolucidas (flecha anaranjada; Fig. C2). Finalmente, se puede
observar un adelgazamiento y pérdida de continuidad de la epicuticula de las L3
(flecha azul); y la pérdida de los puntos de unién entre la vaina y cuticula larvaria
gue se evidencia con incremento en el espacio ocupado por la zona cortical de la

cuticula parasitaria (asterisco rojo; Fig. B1 y D1).

e Alteraciones en la célula de la costura lateral (seam cell) de la Ls.

En las larvas del grupo control se observa el nucleo de una célula de la costura
lateral (seam cell; NcSC), con la membrana nuclear (MNc) electrolicida bien
definida, la presencia de eucromatina (asterisco aqua) y heterocromatina (asterisco
amarillo), sin alteraciones aparentes (Fig. A2). No obstante, las Ls tratadas con
cumarina:quercetina (Fig. B2), la membrana nuclear de la célula de la costura lateral
parece ausente (flecha aqua), el nucleoplasma se encuentra con una
electrodensificacion generalizada que impide la diferenciacion de la eucromatina y
heterocomatina y con presencia de vacuolizaciones en citoplasma y nucleoplasma
(flecha rosa) (Fig.14. B1). De igual manera, el citoplasma de las células intestinales
se observa electrodenso (flecha verde) y una coalescencia de las gotas lipidicas.
En contraste, el ndcleo de las L3 expuestas a acido cafeico:rutina, es posible
observar una pérdida total de la membrana nuclear (flecha aqua), condensacion y
marginacion de la heterocromatina (asterisco amarillo) y una pérdida de
electrodensidad de la eucromatina (asterisco aqua) (Fig. C2). Finalmente en el
tratamiento con tiabendazol (Fig. D2) se observa una severa vacuolizacion en el
citoplasma (flecha rosa) y un ligero incremento en la electrodensidad de la

heterocromatina y eucromatina (asterisco amarillo y aqua, respectivamente).

En las figuras correspondientes al grupo control (Fig. 15. A1y A2), complejo vaina-
cuticula larvaria, se observa sin alteraciones y unidos a través de las
especializaciones celulares de la capa interna electrodensa de la vaina (asterisco

blanco). Se aprecia la epicuticula (EpC) como la capa mas externa de la cuticula
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larvaria; la cual forma anulaciones pseudometaméricas (surcos cuticulares). Se
observa la zona cortical (ZC) electrolicida, seguida por una capa electrodensa. La
zona basal (ZB) presenta un patron de fibras de colagena electrodensas dispuestas
verticalmente. Es posible apreciar la hipodermis, seguida por hemidesmosomas
(flecha aqua), el cuerpo denso (CD) y las placas de unién (flecha amarilla). Los
sarcomeros se observan formando bandas A (corchete blanco) separadas entre si
por los CD y, dentro de las cuales, se logra apreciar la presencia de miofilamentos
delgados dispuestos de modo difuso pero con mayor concentracion en la periferia
(asterisco aqua), los cuales presentan una menor electrodensidad que los
miofilamentos anchos (asterisco verde) que se encuentran principalmente
dispuestos lateralmente a la linea M (linea electrolicida que divide la banda A). De
modo generalizado, se observa un efecto directo de los tratamientos sobre el
complejo vaina-cuticula larvaria, donde, con excepcion del grupo tratado con
Tiabendazol, la EpC de las L3 pierde en su totalidad los puntos de unién con la ZC
de la cuticula larvaria (flecha roja) y las anulaciones pseudometaméricas
caracteristicas de la misma; sin perder los sitios de union con la capa interna
electrodensa de la vaina y evidenciado con el incremento del espacio entre capas

(asterisco rojo; Fig. B2, C1y C2).

En el caso del control positivo (Thiabendazole® 99 %) se observa un
adelgazamiento significativo e interrupcion de la continuidad de la EpC con zonas
donde se pierde la unién con la ZC y regiones donde éstas se separan (flecha y
asterisco rojos; Fig. D1 y D2). Asi mismo, en todos los tratamientos es posible
apreciar un cambio en la electrodensidad de la capa interna electrodensa de la vaina
(asterisco blanco). Las fibras de colagena de la ZB cuticular presentan una mayor
electrolucidez y una menor definicion (asterisco negro; Fig. B1, C1 y D1).
Finalmente, se observan cambios en la electrodensidad de los hemidesmosomas
(flecha aqua), los cuerpos densos y placas de union (flecha amarilla). Igualmente,
se observa que en el tratamiento de acido cafeico;rutina, hay una desorganizacion
de los miofilamentos en las bandas A del sarcomero, con una aparente reduccion

en numero de miofilamentos delgados (flecha verde) por un posible incremento en
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su electrolucidez (asterisco aqua) y un marcado incremento en la electrodensidad
de los miofilamentos gruesos (asterisco verde; Fig. C1 y C2). Finalmente, en el
control positivo (Thiabendazole® 99 %) se observa una marcada desorganizacion y
pérdida de miofilamentos delgados (asterisco verde) asi como un incremento en la
electrodensidad de los miofilamentos gruesos y degeneracion (asterisco aqua; Fig.
D1-D2).

8.6. Cambios ultraestructurales en adultos de C. punctata.

Las figura 16. A1-3 presenta la vista de un corte transversal del cuerpo de parasitos
adultos de C. punctata incubados en etanol al 2.5 % durante 24 h. Se puede
observar la cuticula parasitaria (asterisco blanco) con su capa mas superficial y la
epicuticula parasitaria (EpC), que posee anulaciones pseudometaméricas (surcos
cuticulares). De la capa cortical (CCo) surgen proyecciones en punta de naturaleza
electrolucidas (St) que dan origen a las crestas longitudinales (Cr). Posteriormente,
se observa la zona medial (ZM) y la tri-capa fibrosa (CF) de la zona basal. De las
cuales, dos poseen fibras largas dispuestas en espiral (asterisco verde) y son
atravesadas por una tercer capa de fibras largas dispuestas longitudinalmente
(asterisco amarillo; Fig. A3). De la LB surgen los hemidesmosomas (flecha aqua)
que conectan con las células epiteliales (Fig. A3). Se aprecia la hipodermis (Hy) sin
alteraciones, una electrodensidad uniforme y maltiples mitocondrias sin alteraciones

aparentes (recuadro verde; Fig. Al).

En los parasitos expuestos al tratamiento cumarina:quercetina se observan
mitocondrias con aparente tumefaccion y con alteraciones en la electrodensidad
tanto de las crestas como en la matriz mitocondrial (recuadros verdes; Fig. B2). Asi
mismo, se observa mayor electrolucidez de las capas fibrosas, tanto en espiral
(asterisco verde) como longitudinal (asterisco amarillo), con una marcada pérdida

en la definicién de las fibras, una reduccién de su longitud y un incremento en el
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angulo con respecto al eje de las fibras longitudinales (asterisco amarillo). También,
se observa una disminucion en la electrodensidad de los hemidesmosomas (flecha
aqua; Fig. B3). Finalmente, se aprecian zonas electrolicidas por aparente
desprendimiento de la hipodermis (flecha roja; Fig. 16. B1), desarreglo celular y

electrodensificacion de la hipodermis (recuadro naranja; Fig. B1).

Por ultimo, los parasitos incubados en acido cafeico:rutina (Fig. C1-C3) muestran
una reduccion unilateral de miofilamentos delgados (recuadro rojo; Fig. C1) asi
como un incremento parcial en la electrodensidad de los miofilamentos gruesos
(recuadro negro; Fig. C2). Como, también, se observan variaciones focales en la
electrodensidad de las tres capas fibrosas, con zonas mas electrodensas y
presencia de espacios electrollcidos (asteriscos verde y amarillo, respectivamente);
también, un acortamiento en la longitud de las fibras y un incremento en el &ngulo
respecto al eje de fibras longitudinales. De igual manera, se aprecia una evidente
electrodensificacion en los hemidesmosomas (flecha aqua; Fig. C3) y zonas
electrollcidas por aparente desprendimiento de la hipodermis (flechas rojas; Fig.
C1-C3)
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Figura 12. Parasitos adultos de Cooperia punctata observados mediante Microscopia Electronica de
Barrido (MEB) posterior a su incubacién por 24 h en etanol al 2.5% (control negativo; Al-A4);
cumarina:quercetina (B1-B4); acido cafeico:rutina (C1-C4).
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Figura 15. Paréasitos adultos de Cooperia punctata observadas mediante Microscopia Electronica de

Transmision posterior a su incubacién por 24 h en etanol al 2.5 % (control negativo; Al-A3);

cumarina:quercetina (B1-B3); acido cafeico:rutina (C1-C3).
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IX. DISCUSION.

El desarrollo de nuevos medicamentos representa un proceso lento y muy
costoso para la industria farmacéutica; se ha reportado que la evaluacion y
desarrollo de nuevos farmacos puede tardar hasta 15 afios y costar alrededor de
$1.2 mil millones de doélares, asegurando Unicamente una tasa de éxito del 5%
(Geary et al., 2015). En los ultimos 20 afios de la industria antihelmintica solamente
se ha logrado introducir una nueva familia al mercado, los derivados amino-
acetonitrilicos (AAD) (Geary et al., 2015); no obstante, el mismo afio de su
lanzamiento se presentaron los primeros reportes de resistencia antihelmintica (RA)
a los AAD (Kaminski et al., 2008; Scott et al., 2013; Geary et al., 2015). El evidente
retraso en la industria de los productos antihelminticos y la creciente emergencia de
RA ha favorecido, indudablemente, a la generacion de avances en innovacién
tecnolégica computarizada como el acoplamiento molecular (molecular Docking) y
el Sistema de Cribado de Alto Rendimiento (HTS, por sus siglas en inglés); y se ha
apoyado en la incorporacién de otras disciplinas como las gendmicas, la quimica y
la biologia. Areas que convergen con la finalidad de eficientizar el proceso de
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos, bajo un enfoque de
descubrimiento de medicamentos, ya sea basado en estructuras o en biomoléculas
(proteinas o genes) (Petrova, 2013). No obstante, y a pesar de los avances
tecnologicos, el sub-desarrollo en la industria de antihelminticos de uso veterinario
persiste. Situacién atribuida a la limitada identificacién tanto de biomoléculas como
de caracteristicas de acoplamiento molecular deseables para el desarrollo de
nuevos medicamentos AH; y que, a su vez, ha sido asociado al escaso conocimiento
de la biologia de muchos de los parasitos que afectan a los animales utiles al
hombre (Geary et al., 2015).

No obstante, y a pesar de que la utilizacion de bioensayos in vitro se ha
descrito como una herramienta costosa y lenta en la industria farmacéutica, también
representa una herramienta que con una menor inversion permite la evaluacion de

moléculas sobre diferentes etapas del ciclo biolégico de los parasitos (Hoste et al.,
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2008; Geary et al., 2015). Estudios in vitro e in vivo han reportado la capacidad de
los MSP para inhibir diferentes fases del ciclo biolégico de los NGI como: i) la
eclosion, ii) desarrollo, iii) migracion, iv) desenvaine, v) la motilidad de adultos y vi)
la fecundidad en hembras parasitas (Hoste et al., 2012). No obstante, la utilizacion
de bioensayos solamente nos permite evaluar un efecto generalizado y no permite
proponer un posible mecanismo de accion (Mayoral-Pefia et al., 2017). Establecer
los posibles mecanismos de accion es importante, ya que ha sido considerado un
prerrequisito para la utilizacion de productos naturales de las plantas como
medicamentos; debido posiblemente a que permite asegurar una consistencia del
efecto AH, repetibilidad y la identificacion de toxicidades especificas (Behnke et al.,
2008). Existen multiples herramientas para proponer el posible mecanismo de
accion de nuevas moléculas bioactivas, dentro de las cuales se encuentran la
microscopia electronica de barrido (MEB) y de transmision (MET); técnicas que
permiten evaluar el efecto de nuevos farmacos sobre la morfologia y ultraestructuras

de agentes patogenos (Wenzel et al., 2019).

Los CPf’s y las concentraciones utilizadas en este proyecto de investigacion
fueron seleccionadas con base en los resultados de estudios previos que reportaron
su capacidad para inhibir la eclosion y el desenvaine larvario de C. punctata
(Escarefio-Diaz et al., 2019). En consistencia con el reporte de Paolini et al (2003),
los resultados obtenidos en este proyecto mostraron que las concentraciones de
CPf’s utilizadas tienen mayor efecto contra la motilidad de los parasitos adultos que
en las Ls; lo cual puede asociarse a diferencias en los sitios de acoplamiento
molecular que existen entre ambas fases del ciclo biologico. Diversos estudios, tanto
in vitro como in vivo, han reportado que existen diferencias en la susceptibilidad de
los NGI a los compuestos organicos con actividad antihelmintica y que pueden
depender del género parasitario, fase parasitaria, e inclusive, de su sitio de
localizacion dentro del hospedero (Paolini et al., 2003; Alonso-Diaz et al., 2008; von
Son-de Fernex et al., 2012; Page et al., 2014; Escarefio-Diaz et al., 2019).

Por otro lado, la deteccion de actividad antihelmintica de los MSP contra
nematodos adultos se ha realizado, en su mayoria, con extractos de plantas ricas
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en taninos (Martinez-Ortiz-de-Montellano et al., 2013). Estudios recientes han
reportado la capacidad de los MSP para provocar una paralisis total en ejemplares
adultos de Cooperia oncophora, 24 h post-incubacion en 150 ug de extracto de
achicoria/ mL* (Pefia-Espinosa et al., 2017); concentraciones consistentes con las
CEso obtenidas en este proyecto de investigacién (0.073 £ 0.071 mg mL1y 0.192 +

0.061 mg mL* para cumarina:quercetina y acido cafeico:rutina, respectivamente).

En este proyecto las lesiones principales identificadas, tanto en las L3 como
en adultos a través de MET, fueron sobre las siguientes estructuras: i) complejo
vaina-cuticula de Ls, se observo una pérdida de la continuidad de las membranas,
degradacion de las bandas colagenas de la zona basal de la vaina y degradacion
de las bandas colagenas presentes en las especializaciones laterales de la capa
interna de la vaina; ii) alteraciones en la electrodensidad, angulo y longitud de las
fibras helicoidales, iii) leve a moderada degeneracion de miofibrillas delgadas en los
sarcomeros, en L3 y adultos, respectivamente; iv) tumefaccion mitocondrial y v)

apoptosis celular.

Las alteraciones observadas en el complejo vaina-cuticula son indicativas del
efecto protector que ejerce la vaina contra agentes quimicos (Neuhaus et al., 1996)
y consistentes con su capacidad para inhibir el desenvaine larvario (Escarefio-Diaz
et al., 2019). Asi mismo, las alteraciones observadas sobre el colageno cuticular y
el colapso estructural de ambas fases de C. punctata expuestas a ambos
tratamientos pueden asociarse a las propiedades descritas tanto para el acido
cafeico como la cumarina, que incluyen: i) actividad fibrinolitica e ii) inhibicién del
factor de crecimiento epidérmico y metaloproteinasas; las cuales se expresan en el
tejido hipodérmico de los nematodos y son necesarias para la secrecion normal de
colageno (Abuzar et al., 2013; Page et al., 2014). Las alteraciones estructurales
observadas en este estudio, son consistentes con reportes previos que relacionan
las alteraciones de colageno cuticular con la morfologia cilindrica de los nematodos;
ya que el colageno y otras proteinas similares constituyen el 80 % de los

componentes estructurales de la cuticula parasitaria (Page, 2014).
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Por otro lado, el efecto sobre la motilidad de C. punctata también puede
asociarse a la capacidad del acido cafeico, la cumarina y la quercetina, para inhibir
la acetilcolinesterasa (AChE) (Anwar et al., 2012; Szwajgier, 2015); enzima esencial
para la regulacion de la transmision colinérgica en nematodos (Selkirk et al., 2005).
Mientras que para la cumarina se ha reportado que tiene la capacidad de bloquear
la via del receptor de octopamina (Narayanaswamy et al., 2014); amina biogénica
que participa en la modulacién de los procesos de bombeo faringeo, contracciones

musculares y ovoposicion de los nematodos (Komuniecki et al., 2004).

No obstante, y a pesar de que el mecanismo de accion de los fitoquimicos
sobre la motilidad parasitaria no ha sido determinado, se ha propuesto que la
inhibicién de la motilidad es el resultado del bloqueo fitoquimico de las neuronas
sensoriales (Engstrom et al., 2016). Y aunque es altamente probable que uno o la
combinacion de dos o mas efectos neurotoxicos, descritos previamente, tanto de la
cumarina como del acido cafeico y los otros CPf’s, estén asociados a la actividad
antihelmintica de los tratamientos contra C. punctata, no podemos descartar la
posibilidad de que algunas alteraciones mecénicas estén involucradas en dicho

efecto.

Los nematodos poseen un esqueleto hidrostatico, en el cual, la deformacion de la
cuticula y su locomocién dependen de la integridad y correcto funcionamiento de
estructuras como: i) la disposicion de fibras musculares, ii) la tri-capa de fibras
helicoidales de tejido conectivo a nivel cuticular (rigidas e inextensibles), iii) el fluido
interno presurizado, iv) el patron de estrias cuticulares (transversales y
longitudinales) que se asocian a la flexibilidad cuticular y que permite su
enroscamiento y v) alas laterales, que proporcionan rigidez longitudinal y permiten
el cambio de diametro de la forma del cuerpo de los mismos (Clark y Cowey, 1958;
Lee, 2002; Kier, 2012). Las micrografias de barrido, tanto de Ls como de adultos de
C. punctata, mostraron la presencia de cambios en el diametro del cuerpo, multiples
zonas de colapso estructural en la region cefalica y caudal, pérdida de turgencia y
pérdida parcial del patron de estrias cuticulares. Los cambios en su morfologia
cilindrica son consistentes con las alteraciones observadas a través de MET, sobre
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las fibras helicoidales de la cuticula, con la disminucion de miofilamentos delgados
y con el incremento en la electrodensidad de los miofilamentos gruesos observado
en los sarcomeros de parasitos adultos. Asi mismo, las deformaciones morfo-
estructurales son consistentes con reportes recientes, que indican que el &cido
cafeico, la rutina y la quercetina tienen la capacidad de inhibir la produccién de
colageno en los tejidos, generar una reduccion de las estructuras alfa-hélice de los
miofilamentos delgados e incrementar el nimero de ldminas plegadas y giros beta
presentes en los miofilamentos gruesos del tejido muscular; lo cual deriva en el

enroscamiento del tejido (Cheng et al., 2020).

Finalmente, la presencia de células apoptoéticas, vacuolas citoplasmaticas,
condensacion y marginacion de la cromatina en el nucleo celular, tanto en los
parasitos adultos como en Ls, son indicativos de un efecto citotdéxico de la
combinacion de dichos compuestos polifendlicos. Lesiones consistentes con
estudios previos, que describen al acido cafeico como una molécula pro-apoptotica
tiempo y concentracion-dependiente, que promueve la condensacion y marginacion
de cromatina e induce apoptosis mediada por mitocondrias (Jin et al., 2008;
Cavaliere et al., 2013). Asi mismo, las lesiones observadas en los tratamientos de
cumarina:quercetina son consistentes con la actividad anti-leishmania previamente
reportada para la cumarina; la cual se caracteriza por generar una vacuolizacion del

citoplasma y tumefaccién mitocondrial (Brenzan et al., 2007).

Petzold et al. (2011) reporta que, en los tratamientos antihelminticos que
inducen una pardlisis rigida, es posible observar un marcado colapso de la
morfologia cilindrica de los nematodos que se presenta con mayor intensidad en la
region cefalica y caudal de los mismos; y que los cambios en la longitud total y
diametro del cuerpo son representativos de alteraciones del tono muscular de la
pared corporal. EI uso de MEB, en este proyecto de investigacion, permitio
identificar cambios estructurales, como pérdida de turgencia, colapso estructural, un
aparente incremento de didmetro corporal en los ejemplares incubados en acido
cafeico:rutina  y la reduccion del mismo en aquellos incubados en
cumarina:quercetina. Mientras que el uso de MET permitié observar cambios en la
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electrodensidad y abundancia de miofilamentos en los sarcOmeros; asi como,
cambios en la orientacion, angulacion y electrodensidad de la tri-capa de tejido

conectivo helicoidal de la zona basal en la cuticula parasitaria.

La integracion de diversas técnicas como los bioensayos in vitro y
microscopia electronica tanto de barrido como de transmisién nos permite realizar
un analisis global de los resultados, considerando: i) la bioactividad observada a
través de bioensayos in vitro, ii) la combinacién de hallazgos obtenidos a través de
las herramientas diagnosticas por imagen, iii) las diferencias en los cuadros
lesionales de cada tratamiento y iv) la bioactividad reportada en la literatura por
diferentes autores. Analisis que nos permite sugerir que, independiente al efecto
citotoxico generado por ambos tratamientos, la incubacion de parasitos adultos de
C. punctata en &cido cafeico:rutina genera dafio en los sarcomeros y fibras
helicoidales sugerente de una pardlisis espastica (Petzold et al., 2011); mientras

gue en la combinacion cumarina:quercetina predomina la citotoxicidad.

En conjunto, podemos concluir que cada una de las estructuras que
conforman la cuticula parasitaria y tejido muscular se encuentran directamente
relacionados con la motilidad y supervivencia de los parasitos. Y que la combinacién
de compuestos organicos, como los CPf’s utilizados, permiten no solo potencializar
la actividad AH (Escarefio-Diaz et al.,, 2019) sino también afectar diversas
estructuras de la biologia de los nematodos que resultan en su muerte. Después de
evaluar la drogabilidad, toxicidad y farmacocinética de las combinaciones de CPf’s,

estas podrian considerarse para su evaluacion in vivo.
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X. CONCLUSION.

La combinacion de estos compuestos polifendlicos inhiben la motilidad de parasitos
adultos y en menor proporcion a las Ls de C. punctata. Los cambios estructurales y
ultraestructurales observados son sugerentes de ocasionar una paralisis rigida que
limita la viabilidad de C. punctata y con ello podrian favorecer la interrupcion de su
ciclo bioldgico; que, tras determinar una posible toxicidad, drogabilidad de la
formulacion y su farmacocinética, podrian representar una alternativa viable de

control parasitario.
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