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RESUMEN

Influencia de la adicion in vitro de antihelminticos no convencionales en la
viabilidad de larvas y adultos de Haemonchus contortus

Melissa Belem Corona Palazuelos

El nematodo Haemonchus contortus tiene una amplia distribucion mundial y es
reconocido como el parasito gastrointestinal chupador de sangre mas importante de
los rumiantes domésticos. Ademads, H. contortus exhibe con frecuencia resistencia a
los antihelminticos obtenidos de la industria de sintesis quimica. Entonces, se vuelve
de interés para académicos y agricultores encontrar sustancias alternativas que
puedan contribuir a disminuir el impacto negativo de H. contortus en la produccion de
rumiantes domésticos. Esta investigacion se llevé a cabo con el objetivo de explorar la
actividad antihelmintica in vitro e in vivo de una preparacion vegetal de papaveraceae
estabilizada de M. cordata contra el parasito neméatodo chupador de sangre de los
rumiantes H. contortus, se realizaron tres experimentos. Exp. 1. Involucré 20 becerros
recién llegados al corral de engorde, los cuales fueron infectados naturalmente con
varios nematodos, incluido Haemonchus spp. Fueron asignados al azar para ser
alimentados con 10 g/dia de una preparacion de planta de Papaveraceae de M.
cordata (MCEP) durante 28 dias, y luego se contabilizé la eliminacién fecal de huevos
de parasitos. Exp.2. Larvas en estadio 3 de Haemonchus contortus fueron expuestas a
diferentes concentraciones de soluciones de MCEP (0, 2.5, 5, 7.5 y 10 mg/mL) durante
24, 48 y 72 h, se determind la mortalidad y se calcul6 la DLso. Exp. 3. Adultos de
Haemonchus contortus obtenidos del rumen de borregos fueron expuestos a
diferentes concentraciones de soluciones de MCEP (0, 3.75, 7.5, 11.25, 15.0, 25.0 y
50.0 mg/mL) durante 2, 4, 6 y 24 h, se determind la mortalidad y se calcul6 LDso.
Ademas, se exploraron L; y adultos en busca de dafios fisicos utilizando tanto
microscopios Opticos como microscopia electrénica de barrido. En el Exp 1, la
alimentacién con 10 g de MCEP durante 28 dias disminuy6 (75% de Haemonchus sp,
huevos por gramo de heces (P <0.05) y Cooperia sp (P = 0.03). En Exp 2, Después de
72 h, la mortalidad alcanz6 100 % con la dosis de 10 mg/mL, la dosis letal media del
preparado vegetal de M. cordata para L; de H. contortus se calculé en 6.3 mg/mL. En
Exp 3, a las 6 h de tiempo de exposicion, para los adultos de H. contortus LDso se
calculé en 12.6 mg/mL. La microscopia indicé un fuerte dafio estructural a la cuticula
tanto en Lz como en adultos de H. contortus. Los resultados del estudio actual
sugieren que el uso de preparacion de plantas de Papaveraceae, podrian contribuir a
disminuir el impacto negativo de H. contortus en rumiantes, disminuyendo la
eliminacion de huevos fecales, aparentemente debido a que induce un dafio extenso
tanto en larvas como en formas adultas del parasito chupador de sangre H. contortus.

Palabras Claves: Haemonchus sp, Planta Papaveraceae, Eliminacion de huevos,
Mortalidad de larvas



ABSTRACT

Influence of the in vitro addition of unconventional anthelmintics on the viability
of larvae and adults of Haemonchus contortus

Melissa Belem Corona Palazuelos

The nematode Haemonchus contortus have word wide distribution and is recognized
as the most important blood suckling gastrointestinal parasite of domestic ruminants, in
addition, H. contortus frequently exhibits resistance to anthelmintic obtained from
chemical synthesis industry. Then, becomes of interest for academics and farmers find
alternative substances that could contribute to decrease the negative impact of H.
contortus on domestic ruminant production. This research was conducted with the aims
of explore the in vitro and in vivo anthelmintic activity of a stabilized Papaveraceae
plant preparation from M. cordata against the blood-sucking nematode parasite of
ruminants H. contortus, three experiment were conducted. Exp. 1 involved 20 bull
calves just arrived to feedlot, and naturally infected with several nhematodes including
Haemonchus spp. They were randomly assigned to be feed or not with 10 g/day of a
Papaveraceae plant preparation from M. cordata (MCEP) during 28 days, and then
fecal shedding of parasites eggs were accounted. Exp. 2 stage-3 larvae of
Haemonchus contortus were exposed to different concentrations of MCEP solutions (0,
2.5, 5, 7.5, and 10 mg/mL) during 24, 48 or 72 h, mortality was determined and LDso
calculated. Exp. 3 adults of Haemonchus contortus obtained from rumen of sheep were
exposed to different concentrations of MCEP solutions (0, 3.75, 7.5, 11.25, 15.0, 25.0
and 50.0 mg/mL) during 2, 4, 6 or 24 h, mortality was determined and LDsq calculated.
Additionally, Lz and adults were explored for physical damage using both light
microscopies as scanning electronic microscopy. In Exp 1, Feeding 10 g of MCEP
during 28 days decreased (75% Haemonchus sp, eggs per gram of feces (P < 0.05)
and Cooperia sp (P = 0.03). In Exp 2, After 72 h, the mortality reached 100% with the
dose of 10 mg/mL, the medium lethal dose of M. cordata e plant preparation for H.
contortus Ls was calculated as 6.3 mg/mL. In Exp 3, at 6 h exposition time, for adults of
H. contortus the Lethal Dose-50 was calculate in 12.6 mg/mL. Microscopy indicate
strong structural damage to cuticle both in L3 as in adults of H. contortus. Results of
actual study suggest the use of Papaveraceae plant preparation, could contribute to
decrease the negative impact of H. contortus in ruminants, decreasing fecal egg
shedding, apparently due to induces an extensive damage both in larvae as in adult
forms of the blood suckling parasite H. contortus.

Key words: Haemonchus sp, Papaveraceae-plant, Eggs shedding, Larvae-mortality



[.INTRODUCCION

Los parasitos gastrointestinales disminuyen el rendimiento y afectan el
bienestar animal en la produccion de rumiantes en pastoreo (Assefa et al.,
2017); entre ellos, Haemonchus contortus es el parasito nematodo mas
frecuente de los rumiantes en las regiones tropicales y templadas (Chagas et
al., 2013; Kamaraj y Rahuman, 2011). Este parasito afecta la salud y la
produccion animal, deteriorando la calidad de vida de los animales y
provocando pérdidas economicas considerables (Waller y Chandrawathani,
2005; de Cezaro et al., 2016). En realidad, el control de los parasitos
helmintos basado en el uso de drogas sintéticas es un método comun en la
ganaderia. Sin embargo, la resistencia a los farmacos de uso actual
(Gasbarre et al., 2009; Chagas et al., 2013) ademas de la toxicidad, los largos
tiempos de abstinencia y la contaminacion ambiental provocada por los
desechos quimicos, implica la necesidad de realizar investigaciones en busca
de nuevas alternativas para controlarlos (Torres et al., 2003; Van den Brom et
al., 2015). Se ha propuesto como alternativa plantas ricas en metabolitos
secundarios considerando que las plantas producen este tipo de sustancias
como defensa contra el atague de animales y microbios (Kosina et al., 2010;
Kamaraj y Rahuman, 2011; Engstrom et al., 2016), y es posible pensar que
esos productos pueden tener actividad contra algn organismo que parasita a
los animales de pastoreo. Macleaya cordata, es una planta de la familia
Papaveraceae con una historia antigua de uso en la medicina tradicional
china a base de hierbas y ampliamente estudiada debido a sus propiedades
anti-cancerigenas y anti-inflamatorias (Kosina et al.,, 2010). Esta planta
presenta varios productos del metabolismo secundario que cuentan alrededor
de treinta alcaloides de isoquinolina (Lei et al., 2015), incluyendo queleritrina,
dihidroqueleritrina, sanguinarina, dihidrosanguinarina, oxysanguinarina,
sanguidimerina, quelidimerina, berberina, coptisina, alocriptopina (Ming et al.,
2010; Lei et al., 2015). Ademas, los fenoles, otros compuestos bioactivos
reportados en M. cordata son los acidos galico, protocatechico,

hidroxibenzoico, mhidroxibenzoico, gentisico, p-cumarico, cafeico, feralico y



sinpico (Kosina et al., 2010). La sanguinarina extraida de M. cordata redujo
en un 97% la presencia de Ichthyophthirius multifiliis, un parasito ciliado del
pez carpa (Yao et al., 2010). Cuatro alcaloides extraidos de partes aéreas de
M. cordata (sanguinarina, queleritrina, protopina y alocriptopina) mostraron un
efecto toxico in vitro contra tres nematodos de plantas-parasitos
seleccionados (Wang et al., 2012). El extracto obtenido de cinco plantas
diferentes que contiene una mezcla de alcaloides, fenoles, terpenoides y
esteroides disminuyo la viabilidad in vitro de huevos y larvas de H. contortus
(Kamaraj y Rahuman, 2011). Ademas, recientemente, en dos experimentos
independientes, un extracto vegetal rico en fenoles tuvo efecto antihelmintico
tanto in vivo como in vitro contra H. contortus (Corona-Palazuelos et al., 2016;
Acevedo-Ramirez, et al., 2019). Sobre la base de lo expuesto anteriormente,
surge la hipotesis de que una preparacion de planta de Papaveraceae de M.
cordata puede tener actividad antihelmintica frente a H. contortus. Esta
investigacion se llevé a cabo con el objetivo de explorar la actividad
antihelmintica in vitro e in vivo de una preparacion vegetal de papaveraceae
estabilizada de M. cordata contra el parasito nematodo chupador de sangre

de los rumiantes H. contortus.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Parasitosis en bovinos

Los parasitos gastrointestinales causan pérdidas econdmicas al afectar la
productividad del hospedador, disminuyen la tasa de crecimiento, la fecundidad
y aumenta la mortalidad (Min y Hart, 2003; Moreno et al., 2010). La parasitosis
gastrointestinal es una de las enfermedades que mayor impacto econémico
ocasiona en los sistemas de produccion de carne (Moreno et al., 2010). Las
parasitosis gastrointestinales que afectan la salud de los rumiantes son
producidas generalmente por helmintos (nematodos, céstodos) y protozoarios;
estos representan una amenaza para los animales, ya que causan anorexia,
reduccion en la ingesta, anemia y aumenta el riesgo de infeccién, que a largo
plazo provoca un incremento del periodo necesario para lograr el peso
apropiado en los animales de engorda (Rodriguez-Vivas, 2001; Quijada et al.,
2008).

Las parasitosis gastrointestinales se encuentran entre las principales
enfermedades de los bovinos de produccion de carne y constituyen una de las
causas mas importantes de pérdida de rentabilidad en los ranchos (Entrocasso,
2001). En la actualidad, esta enfermedad provocada por nematodos
gastrointestinales presenta su forma aguda de modo esporadico, usualmente
cuando se exponen animales jovenes susceptibles a pasturas contaminadas y
de baja calidad durante un tiempo prolongado. Normalmente, la parasitosis
cursa de forma subclinica y ocasiona pérdidas que se sitan en un rango de 40

a 60 kg por animal durante el invierno, (Bulman, G. M. y Ihde, A. J. 1985).

Fiel, C. (2013), menciona que dado que el kilaje perdido no se suele recuperar
durante la primavera y se prolonga el tiempo de obtencion del peso al sacrificio.
Es importante destacar que los fenédmenos climaticos conocidos como “El Nifio”
y “La Nifa” han cambiado las condiciones ambientales de forma tal que
resultan favorables para la supervivencia de los estadios de vida libre de los
nematodos gastroentéricos. El consecuente aumento en la contaminacion de
las pasturas ha estimulado un incremento importante en el numero de

tratamientos utilizados y, de este modo, la pérdida de efectividad del principio



activo y la producciéon de resistencia al mismo. Es por las razones antes
mencionadas que en la actualidad se han reportado casos de cargas

parasitarias en zonas no habituales, (Bulman, G. M. y Ihde, A. J. 1985).

A esta problematica, se agrega la presencia cada vez mas importante de
resistencia a los principios activos antiparasitarios, ocasionada principalmente
por el uso inadecuado de los mismos (fundamentalmente por parte de
propietarios que, minimizando la problematica, prescinden de la opinion y el
asesoramiento profesional). Es importante resaltar que la Organizacion Mundial
de Sanidad Animal (OIE) en su conferencia anual del afio 1999 revel6 que el
55% de los paises encuestados informaron la presencia de resistencia
parasitaria; el 86% de ese porcentaje correspondid a los medicamentos

antihelminticos (Entrocasso, C., 2001).

2.2. Patogeniay signos clinicos.

Existen tres grupos de rumiantes que se pueden considerar mas propensos a
tener altas cargas parasitarias: los jévenes, por su escaso desarrollo
inmunitario; los adultos, ya que son animales inmunosuprimidos y los animales
expuestos a altas cargas parasitarias (Zajac, 2006). La gravedad de la
enfermedad parasitaria esta directamente relacionada con factores como: la
carga parasitaria, el estado general e inmunoldgico del animal, estrés, el clima,

el tipo de pasto carga de animales y la dieta (Kassai, 1999).

La patogénesis de la enfermedad por NGI esta ligada a una depresion en el
consumo de alimento voluntario (Fox, 1997), en estudios realizados por el
mismo autor se determina la posibilidad de que el incremento de gastrina a nivel
sanguineo, puede contribuir a la disminucion del apetito de los animales

afectados por estos parasitos.

Los principales efectos patdégenos de dichos parasitos son causados por los
estadios adultos L4, que causan anemia grave ya que se alimentan de sangre,
dicha anemia suele hacerse evidente aproximadamente dos semanas después
de la infeccién (Baker et al., 1959). La enfermedad aguda es generalmente
dependiente de la intensidad y se asocia con signos de anemia hemorragica,
heces de color oscuro, edema, debilidad, entre otros signos que ya han sido



mencionados anteriormente.

A diferencia de muchos otros parasitos gastrointestinales, H. contortus no es
una causa principal de diarrea, y sus efectos no son facilmente detectables
mediante la observacién de rutina (Zajac, 2006). Los signos primarios de la
haemoncosis son anemia e hipoproteinemia. El inicio de la enfermedad puede
ser repentino, con animales aparentemente sanos. En los casos crénicos puede
haber pérdida de lana, disminucion de diametro de la fibra, y pérdida de peso,
las cavidades del cuerpo pueden estar llenas de liquido, principalmente edema
intermandibular, se presenta también la palidez de las membranas mucosas y

la materia fecal es de consistencia variable (Craig, 2009).

2.3. Métodos de control de nematodos gastrointestinales.

Los antihelminticos ademas de ser clasificados en base a sus principios
activos, mecanismos y espectros de acciéon (Campbell, 1986), pueden
clasificarse de acuerdo a si requieren o no de la manipulacion de los animales

para su administracién (Raynaud, 1981; Troncy et al., 1981).

La medicién de los efectos de las infecciones parasitarias subclinicas, se
realiza de forma rutinaria a partir de pardmetros de rendimiento, tales como
aumento de peso, conversion alimenticia, utilizacion de forraje, tasa de
concepcion, intervalo entre partos, produccion de leche y la resistencia a

enfermedades (Corwin, 1997).

La mezcla del antihelmintico con sal comun ha dado muy buenos resultados, al
garantizar en la mezcla la cantidad de desparasitante requerida para un
volumen de sal determinado; esto es en virtud de la capacidad de los bovinos
de autolimitar su consumo de sal, ingiriendo sélo lo suficiente para cubrir sus

necesidades fisiologicas (Flores, 1983).

De igual forma existen tres principios fundamentales para el control de
pardsitos gastrointestinales de rumiantes, como primera medida se encuentra
la reduccién de la exposicibn a larvas en estadio infectante (L3), esto,
mediante pastoreo rotativo y disminucién de la carga de animales; en segundo

lugar el desarrollo de respuestas mas favorables por medio del hospedero, que



se consigue mediante la vacunacion, la nutricidon adecuada, seleccidon genética
y mejoramiento de resistencia de los rebafios; el tercer principio va dirigido a la
reduccion de las cargas parasitarias mediante la administracion de
antihelminticos tradicionales (sintéticos) o no tradicionales (vegetales o

minerales). (Hoste y Torres-Acosta, 2011).

2.2.1.Antihelminticos convencionales.

El ganado que se explota en pastoreo mantiene una relacion directa con el
medioambiente, lo que provoca que aparezcan enfermedades parasitarias
causadas por nematodos gastrointestinales (NGI). Estas enfermedades
constituyen la principal causa de pérdidas econémicas en América Latina y
otras regiones pecuarias del tropico y subtrépico del mundo (Miller et al.,
2012).

Los antihelminticos constituyen actualmente el principal método de control de

los nematodos de rumiantes en el mundo (Lafiese, Gascon y Prichard, 1993).

Asi mismo, se han realizado estudios que demuestran los efectos negativos
que tienen en el ambiente algunos antihelminticos como la fenotiazina que,
aunque en desuso, ejercia efectos adversos sobre el crecimiento del trébol, lo
gue se traducia en una reduccion del forraje y, por tanto, en una disminucion
de la produccion (Waller, 1999). Los antihelminticos que se utilizan
actualmente por los productores, son las ivermectinas las que probablemente
ejercen mas efectos negativos sobre el medio ambiente, en poblaciones de
insectos benéficos asociados al estiércol, principalmente en sus formas

larvarias (Papadopoulos, 2008).

2.2.2. Métodos no convencionales.

2.2.2.1. Plantas

En el control de paréasitos se han utilizado diversas plantas que contienen
sustancias bioquimicas con efecto antihelmintico. Los principales compuestos
de estas plantas son los terpenos, los alcaloides, las saponinas, las

antraquinonas y los taninos; estos han sido usados por las comunidades



indigenas de América Latina en la herbolaria tradicional, como una practica
milenaria, y actualmente se evallan en diversos estudios a nivel mundial con
un concepto etnobotanico (Alonso et al., 2009). En este sentido, Hernandez y
Lépez (2000) estudiaron el efecto antihelmintico de los extractos de las
siguientes plantas medicinales: estafiate (Artemisia ludoviciana), epazote
(Dysphania ambrosioides), semilla de calabaza (Cucurbita sp.), semilla de
papaya (Carica papaya) y ajo (Allium sativum), y encontraron una accion

antiparasitaria variable y con una eficacia de moderada a baja.

De igual forma, Martinez (2010) evaluo el efecto de plantas ricas en taninos
(Lysiloma latisiliquum, Onobrychis viciifolia y Chinopsis sp.), y sus resultados
sugieren que los compuestos del follaje de dichas plantas pueden intervenir en
funciones vitales de los NGI como la movilidad, la nutricion y, posiblemente, la
reproduccion; pero en ambos casos el efecto antihelmintico es reducido si se

compara con el de los productos antihelminticos comerciales.

Dichas propiedades bioactivas se atribuyen a los metabolitos secundarios de
las plantas, motivo por el cual estudios recientes han sugerido que su
utilizacibn como nutracéuticos con propiedades antihelminticas (Hoste et al.,
2006). Se han realizado hasta el momento estudios in vitro e in vivo en los
cuales se evalud la actividad antihelmintica de los taninos condensados
evidenciando la la alteracién de la cuticula tras la exposicidon a dicho metabolito,

ademas de retardar el desarrollo larvario (Hoste et al., 2006).

2.2.2.2. Control bioldgico.

En la naturaleza existe gran diversidad de organismos antagonicos a los
parasitos que han llegado a tener un impacto beneficioso como controladores

bioldgicos en el caso de los bovinos.

Aguilar (2012) sefiala que dentro de los principales enemigos naturales de los
NGI se encuentran las bacterias, los acaros y los hongos. Este autor evalud la
capacidad de adhesion de las esporas de la bacteria Pausteria sp., para
disminuir las poblaciones de H. contortus, y obtuvo porcentajes de adhesion de
0-40 % en diferentes estadios biolégicos. También estudié la habilidad

depredadora del acaro Lasioseius penicilliger sobre larvas infectantes de H.



contortus, y estas se redujeron en un 79,5 %.

En un estudio in vitro en el que se evalud la capacidad depredadora del hongo
nematofago Duddingtonia flagrans sobre Ostertagia circumcinta, H. contortus y
Trichostrongylus colubriformis, la captura de larvas oscil6 entre 40 y 93 %
(Gonzalez, 2006). Asimismo, Ojeda et al. (2008) observaron que la capacidad
depredadora de D. flagrans sobre las larvas de nematodos gastrointestinales
se evidencio en un 37-92 % de reduccién de estas. Sin duda, los resultados de
estos estudios son alentadores y demuestran que dicha alternativa de control

de NGI de los ovinos tiene un gran potencial.

Existen nematodos predadores en el suelo que se alimentan de larvas
infectantes de nematodos gastrointestinales; por lo que se ha propuesto su
empleo a fin de disminuir grandes poblaciones de dichos parasitos que se

encuentran en los potreros infestando los pastos (Quiroz et al., 2011).

Se ha mencionado la actividad ovicida y/o sobre larvas en estadio temprano,
de bacterias prebidticas provenientes de cabras tales como Bifidobacterium
DDBA, Lactobacillus DDL19, Lactobacillus DDL48; pero su actividad se limita a

infecciones parasitarias moderadas (Quiroz et al., 2011).

2.2.2.3. Inmunizacién con vacunas.

La inmunizacion se ha utilizado como método de control alternativo de los NGI.
En este sentido, Rodriguez et al.(2011) inocularon 3 700 larvas L3 de H.
contortus a corderos, lo que redujo el nUmero de huevos por gramo de heces
(HPG); sin embargo, esta inmunizacidn no mejord la ganancia de peso en

ovinos en pastoreo.

En cuanto a las vacunas, los avances mas importantes han sido el
descubrimiento y la caracterizacion de los antigenos que confieren inmunidad.
El antigeno H-11 se ha utilizado para la produccion de vacunas contra H.
contortus, y ya es posible desarrollar esta vacuna de forma comercial
(Martinez, 2010). Sin embargo, la produccion de antigenos para la vacunacion
de los ovinos es una estrategia relativamente nueva y no existen suficientes

estudios que demuestren su efectividad, por lo que se requiere realizar



investigaciones sobre este tema. Asimismo, aun se deben descubrir las

vacunas contra los demés géneros de nematodos parasitos de los ovinos.

La elaboracion de vacunas con DNA que contienen especificamente antigeno
H- 11 contra H. contortus. (Medina et al., 2014), ha sido tema de estudio y se
han obtenido resultados favorables en cuanto a su efectividad contra
nematodos gastrointestinales; dicha vacuna genera una respuesta inmune de

proteccion sin causar ningun dafio al hospedero.

2.2.2.4. Agujas de cobre.

Se ha reportado la disminucion significativa de cargas de H. contortus entre un
75y 90% mediante el uso de capsulas (Martinez, 2010) y agujas (Aguilar et al.,
2011) de 6xido de cobre, que liberan iones de cobre que ejercen un efecto
antihelmintico; pero no se evidencia mejoria en la ganancia de peso, ademas,
se ha demostrado la acumulacion de este mineral en el higado (Medina et al.,
2014).

2.4. Resistencia antihelmintica.

La Resistencia antihelmintica es un fendmeno cosmopolita que disminuye
gradualmente el efecto antihelmintico sobre los parasitos de todas las
especies, incluyendo al hombre (Jabbaret al., 2006). Ademas, es una
capacidad heredable de los parasitos para sobrevivir a tratamientos que, a
dosis terapéuticas, normalmente causan la inhibicién del crecimiento o la
muerte de los individuos de una poblacion normal o susceptible (Martinez,
2010). El primer caso de NGI resistentes a los antihelminticos fue reportado en
1977, en Estados Unidos (Drudge et al., 1977).

Por otra parte, en México, Campos et al. (1990) reportaron el primer caso de
RA, en el cual identificaron una cepa de NGI resistente al albendazol.
Asimismo, los parasitos resistentes son una realidad en muchos rebafios del
sureste de México, Ameérica Latina y el mundo (Torres et al., 2011; Torres et
al., 2012). El uso de antiparasitarios de relativo bajo costo, efectivos y de facil
aplicacion ha hecho posible el control de las plagas que afectan las especies

productivas del mundo entero, de esta forma el uso sistematico de quimicos por



los productores ha conducido al desarrollo de la resistencia parasitaria (Nari,
Eddi, Martins y Benavides, 2003).

Asi mismo, la resistencia se ha definido como la disminucion de la eficacia de
un compuesto quimico contra una poblacion de parasitos que, por lo general,

es sensible a ese medicamento. Es de naturaleza genética (Lara, 2007).

La resistencia puede ser intrinseca o adquirida (Mottier, Alvarez, Fairweather y
Lanusse, 2006). En la resistencia intrinseca, un parasito es naturalmente
insensible a un medicamento, debido a la ausencia de receptores o a la
imposibilidad del farmaco para entrar al sitio de accion de la misma, como
ocurre en la resistencia de los trematodos y cestodos a los endectocidas. La
resistencia adquirida se presenta en los parasitos que inicialmente son
susceptibles a la accidén terapéutica de un farmaco, y posteriormente dejan
de serlo luego de la ocurrencia de modificaciones genéticas que son

heredables de generacion en generacion (Marquez, 2003).

2.5. Diagnéstico de nematodos gastrointestinales.

El diagndstico especifico y sensible de infecciones por nematodos
gastrointestinales apunta al control efectivo de la enfermedad, que ahora es
especialmente importante debido a los problemas asociados con resistencia

antihelmintica en las poblaciones de parasitos (Roeber, Jex y Gasser, 2013).

Las diferentes especies de nematodos gastrointestinales pueden ser variables
en su patogenicidad, distribucion y susceptibilidad a diferentes antihelminticos,
por lo que el diagndstico preciso de infecciones parasitarias son de gran
importancia, ya que esta informacion apoya directamente a las estrategias de

control de parasitos (Roeber, Jex y Gasser, 2013).

Diversos métodos se emplean para el diagnéstico de infecciones por
nematodos gastrointestinales, siendo mas comunmente empleados: la
observacion de signos clinicos indicativos de la enfermedad, el examen
microscopico de las heces de los huéspedes infectados y los enfoques de
diagnéstico bioguimicos y / o seroldgicos; se podria decir que estas técnicas

son poco detalladas y por lo tanto carecen de sensibilidad y especificidad



(Kassai, 1999).

La enfermedad causada por nematodos gastrointestinales se manifiesta en
una variedad de signos clinicos que incluyen: desgrasado, anemia, pérdida de
la condicion corporal y en casos graves la muerte. El tipo y el grado de
manifestacion clinica también estan influenciados por factores, como la
especie y la carga de nematodos que participan, el estado nutricional,
inmunolégico y reproductivo en el cual se encuentre el huésped (Hungerford,
1990).

El conteo de huevos en las heces es el método mas comun para el diagndstico
de infecciones por nematodos gastrointestinales y se emplea de forma rutinaria
en parasitologia; dentro de los métodos empleados para dicho fin se
encuentran el método de flotacion por medio de centrifugacion (Lane, 1922), la
técnica de dilucion Stoll (Stoll, 1923), el método de McMaster (Gordon y
Whitlock, 1939) y el método de flotacién Wisconsin (Cox y Todd, 1962), de los
cuales el método de McMaster es el mas ampliamente utilizado (Nicholls y
Obendorf, 1994). Las aplicaciones de estos estos métodos incluyen: la
determinacién del grado de contaminacién con huevos de helmintos (Gordon,
1967), la estimacion de intensidad de la infeccibn (McKenna, 1987), la
evaluacion de la eficacia de lo antihelminticos (Waller, 1999) y como un medio

de orientacion para las decisiones de control y tratamiento (Brightling, 1988).

En los casos de infecciones mixtas se han empleado los métodos de cultivos
fecales con el fin de identificar los diferentes géneros de nematodos presentes
en dichas infecciones, estos métodos se han desarrollado para identificar los
estadios tempranos L1 o L3 infectivas de nematodos estrongilidos, los mas
utilizados implican la incubacion de material fecal para la obtencién de L3 y su

posterior diferenciacion morfologica (Roeber, Jex y Gasser, 2013).

Otras alternativas diagnosticas tienen enfoques bioquimicos e inmunoldgicos
desarrollados con el fin de proporcionar un diagndstico especifico de infeccion.
Estos métodos se basan principalmente en la medicion de parametros como
deteccidén de pepsindgeno sérico elevado, ya que las glandulas de la mucosa

gastrica al ser destruidas por el parasito, disminuyen la produccion de acido



clorhidrico por parte de las células parietales, causando un incremento en el pH
del abomaso resultando en la alteracion de la transformacion de pepsinégeno a
pepsina activa (Levine, 1968). Por lo tanto, un aumento en la concentracion de
pepsindgeno sérico podra relacionarse con dafios en la mucosa. Sin embargo
la existencia de otras enfermedades parasitarias 0 no parasitarias pueden ser
las responsables de un aumento moderado de las concentraciones de
pepsindgeno en la sangre, lo que limita la especificidad de esta prueba. Los
niveles de gastrina o anticuerpos circulantes podrian ser indicativos de
infecciones parasitarias ya que los nematodos estrongilidios pueden estimular
las células T, aumentando como consecuencia la produccion de gastrina, pero
al igual que la prueba anteriormente mencionada, tiene poca especificidad ya
gue factores tales como la dieta, la lactancia o lesiones abomasales, también
pueden afectar los niveles de gastrina. (Berghen et al.,, 1993). Se han
establecido también métodos diagndsticos de medicion inmunoldgica que se
basan en la deteccion de la respuesta inmune de los animales afectados y los
antigenos del parasito (Ogunremi et al., 2008). Este método diagndstico puede

clasificarse como directo o indirecto.

Los métodos inmunolégicos directos proporcionan evidencia de una infeccién y
pueden estar basados en la deteccibn de antigenos de parasitos que se
encuentran presentes en la circulacién y en los excrementos de los huéspedes
infectados (Cohen y Sadun, 1976).

Los métodos inmunolédgicos indirectos estan basados en la deteccion de
anticuerpos anti-parasitos o respuestas inmunes mediadas por células del
huésped infectado. Dentro de estas pruebas se encuentran: la prueba de fijacion
del complemento, inmunofluorescencia indirecta, hemaglutinacién indirecta y
ELISA siendo este ultimo, el mas utilizado (Doenhoff, Chiodini y Hamilton.,
2004).

Existen técnicas moleculares que son consideradas como alternativas viables
para la identificacion de especies, asi como las diferencias a nivel molecular
dentro de una especie (cepas) de parasitos. Dichas técnicas se basan en las
diferencias en DNA determinadas mediante técnicas moleculares como PCR,
AFLP, RAPD, RFLP, PCR-SSCP, PCR en tiempo real. Estas técnicas también



se han empleado como medio para diferenciar y evaluar la diversidad genética

entre poblacion de parasitos (Ahmed et al., 2011).

2.6. Nematodos

En México, las infecciones en condiciones naturales normalmente son mixtas,
ocasionadas principalmente por los géneros Haemonchus, Trichostrongylus,
Cooperia y Oesophagostomum (Rodriguez et al., 2001; Olivares et al., 2006)
En regiones de la América tropical, los géneros predominantes han sido
Haemonchus, Cooperia y Trichostrongylus (Bianchin y Honer, 1987; Borges et
al.,, 2012) y en los Estados Unidos (Gasbarre et al., 2009), en donde
Haemonchus y Cooperia han sido los géneros mas predominantes. Estas
infecciones tienen como consecuencia trastornos digestivos y metabdlicos que
repercuten en la salud y bienestar del hato, los grupos que son mas
susceptibles a las infecciones con nematodos gastrointestinales son los
bovinos jévenes, cuando la inmunidad todavia no se ha establecido (Rodriguez
et al., 2001).

2.6.1 Haemonchus sp.

Este nematodo se localiza en el abomaso de los rumiantes (Rojas et al., 2012).
Los machos miden 19-22 mm y las hembras 25-34 mm, son hematéfagos y en
fresco tienen color rojo debido a la sangre ingerida, por lo que siempre existe
una marcada anemia (Barragan y Pertuz, 2006; Armijos, 2013); la pérdida de
sangre se calcula de 0.05 mL por parasito, presentandose sangre en las heces
a los 6-12 dias de la infeccién (Armijos, 2013). La migracion de las larvas a las
cavidades de las glandulas gastricas en la pared del abomaso y la lesion
causada a la mucosa por fijacion de los adultos provocan una abomasitis;
interfiriendo en la digestibilidad y absorcion de proteinas, calcio y fdosforo,

aumentando el pH (Armijos, 2013).

2.7. Fitoterapia.



La fitoterapia es un neologismo empleado por Henri Leclerc, médico francés
(1870- 1955), en los comienzos de siglo, desde entonces la palabra fitoterapia
es utilizada para designar la utilizacion de las plantas medicinales con fines
terapéuticos, que serviria mas tarde para diferenciarla de la forma de curar

actual; la medicina sintética o convencional (Avello y Cisternas, 2010).

La Fitoterapia consiste en el empleo de plantas medicinales para fines
terapéuticos. Segun la OMS (1978 citado en Palomo y Revuelta, 2012) son:
“todo aquel vegetal que contiene uno o varios principios activos que pueden ser
utilizados en el tratamiento curativo o paliativo de determinadas enfermedades”
basada en que su capacidad terapéutica depende de varios factores como los
principios activos, su distribucion en todas las plantas, la existencia de plantas
que combinen estos principios y ademas el conocimiento de las propiedades
terapéuticas de cada uno de ellos y en qué especie se encuentran (Palomo y
Revuelta, 2012).

Para situar los limites de la fitoterapia en la Terapéutica actual, y por lo tanto el
concepto de la misma, se debe partir de tres premisas:

e Si bien los productos fitoterapicos suelen tener margenes terapéuticos
mas amplios y suelen tener menos efectos adversos que los farmacos

sintéticos, natural no es sinbnimo de inocuo.

e Actualmente existe una base cientifica que sustenta la eficacia de
muchos productos fitoterapicos para determinadas indicaciones que
constituyen alternativas fuertemente deseables para muchas patologias

menores, enfermedades crénicas y practicas profilacticas.

e La eficacia se consigue solamente con el uso adecuado de los
preparados fitoterdpicos, tanto en lo que tiene que ver con las
indicaciones, como con la forma de administraciéon y la dosificacion. La
responsabilidad del profesional sanitario en este aspecto, y por ende de
su preparacion curricular, es insoslayable. También se requiere una

legislacion adecuada.



Por lo tanto no se debe maximizar ni minimizar las posibilidades de la
fitoterapia, sino tener en cuenta que el lugar que debe ocupar en la terapéutica
es ni mas ni menos que aquel para el cual ha demostrado su utilidad (Palomo y
Revuelta, 2012).

2.7.1. Caracteristicas de la fitoterapia.

La base de los medicamentos fitoterapicos son las drogas vegetales y los
diferentes tipos de productos que de ellas se obtienen. El término droga
vegetal no debe confundirse con el de planta medicinal. La OMS definié en
(1978 citado en Cainigueral, Dellacassa y Bandoni, 2003), estos conceptos

como se indica a continuacion:

e Planta medicinal es cualquier planta que en uno o mas de sus érganos
contiene sustancias que pueden ser usadas con finalidad terapéutica o

que son precursores de la semisintesis quimico-farmacéutica.
e Droga vegetal es la parte de la planta medicinal utilizada en terapéutica

e Principios activos son las sustancias responsables de la accién

farmacoldgica (Cariigueral, Dellacassa y Bandoni, 2003).

La fitoterapia utiliza matrices vegetales complejas. Estas matrices las
constituyen plantas enteras, partes de ellas (hojas, tallos, raices, etc.) y
también productos de éstas, resultados de tratamientos directos con algun
disolvente o medio que concentre los compuestos afines y facilite su
administracion, son los llamados extractos. En cualquier caso en esta matriz
compleja nos encontramos con un sin numero de compuestos de diferente
naturaleza quimica, a esta mezcla se la llama fitocomplejo (Hoffmann, 1992,

citado en Avello y Cisternas 2010).

El fitocomplejo es la mezcla de sustancias activas y otras acompafantes que
actuan en conjunto para lograr un mismo fin terapéutico, que no seria el mismo
si se administraran por separado, 0 sea como monosustancias (Mufioz,

Montes y Wilkomirsky, 1999 citado en Avello y Cisternas 2010).



2.7.2. Historia de la fitoterapia.

El Dr. Auguste Soins en el afio de 1865 define con el término fitoterapia la
terapia que utiliza las plantas medicinales y Dr. Henri Lecler francés fue quien la
popularizd entre la clase médica y cientifica a principios del siglo XX.
Fitoterapia deriva del griego “Phuton”, planta y de “Therapeia”, tratamiento, e
incluyen otras terapias especiales como la aromaterapia (con aceites
esenciales) y la gemoterapia (con yemas de tejidos vegetales). La historia
propiamente dicha de las plantas se inicia con la realizacion de los primeros
herbarios y su constatacion por escrito; segun Campbell datarian de los asirios
(Berdonces, 2003).

El primer texto escrito sobre la terapia con plantas se encuentran en unas
tabletas de arcilla grabadas en escritura cuneiforme de la época de los
sumerios, datadas aproximadamente en el afio 3000 a. C., donde se citan las
propiedades calmantes de la adormidera (Papaver somniferum). Los egipcios
iniciaron la fitoterapia mas “racional” conllevando a una sistematizacion de los
diferentes remedios vegetales, el papiro de Ebbers (1500 a. C) y el de Edwin
Smith (1600 a. C.) son quizas los mas conocidos que hacen referencia al uso
de las plantas medicinales. El mas antiguo conocido es el papiro Kahun (1900
a.C.) y relata remedios en relacién con las enfermedades femeninas y como

asistir un parto.

Hipocrates atribuye el desarrollo de los medicamentos a observacion,
molienda, mezcla, coccion, combinando los remedios débiles para adaptarlos a
la constitucion y fuerza del individuo. De las 257 plantas mencionadas en los
trabajos hipocraticos, tan sélo 27 no se siguen utilizando como tales hoy en
dia. En la edad media se sigui6 el saber de los antiguos como Galeno,
Cratevas, Dioscorides o Plinio, en el siglo IV se escribié el Pseudo-apuleyo
(Herbarius apuleius) uno de los mas usados en Europa Central que contiene
las descripciones y recetas con mas de 100 plantas medicinales. La llegada de

la imprenta en el renacimiento presenté un desarrollo de los textos de



fitoterapia, muchos de ellos compilaciones exhaustivas de textos manuscritos

mas antiguos.

Una gran cantidad de autores contribuyeron al inicio de la botanica sistematica
intrinsecamente ligada a la sistematizacion de todas las especies de seres
vivos. Destacando por encima de todos ellos a Linneo, aceptado como el
padre de ésta clasificacidon, otros autores contribuyeron al desarrollo de esta
sistematizacion y en el campo de la botanica se distinguieron los franceses

Lamarck y De Candolle.

Los autores espafioles también contribuyeron con sus escritos, al desarrollo de
la fitoterapia entre estos encontramos a Nicolas Monardes, Andrés de Laguna
y Francisco Hernandez (Berdonces, 2003).

En la actualidad, la utilizacién de plantas medicinales, ha alcanzado un gran
auge como recurso terapéutico alterno para afrontar las carencias de la medicina
quimica, debido a que la mayoria de ellas, tienen propiedades terapéuticas; sin
embargo, otras tienen algun factor que les confiere propiedades toxicas, cuando
son utilizadas de manera inadecuada, produciendo efectos y/o reacciones

adversas (Osorio, 2010 citado en Martinez, Meza y Guevara 2013).

2.7.3. Futuro de la fitoterapia.

Una de las ventajas de la fitoterapia es que puede aportar un elevado nimero
de drogas vegetales y preparaciones que se han empleado de forma empirica
durante siglos. Los avances en la tecnologia actual permite a los investigadores
optimizar la eficacia, la normalizacion y la valoracion clinica de todos estos
medicamentos de uso tradicional, para cumplir con los requisitos exigidos por
los estandares internacionales actuales; es por eso que se deben dirigir todos
los esfuerzos a la investigacion del perfil quimico-farmacolégico de extractos y
combinaciones para racionalizar su aplicacién terapéutica. Cuatro areas de
investigacion determinaran el proximo futuro de la fitoterapia: los métodos de
alta tecnologia para realizar los analisis quimicos y la estandarizacion de los
extractos vegetales; la busqueda de otros compuestos bioactivos para el
desarrollo de medicamentos; la integracion de los nuevos métodos de biologia



molecular para el tamizado farmacolégico de las plantas y sus constituyentes y
el desarrollo de estudios clinicos protocolizados y de ensayos de
biodisponibilidad de los extractos vegetales estandarizados (Wagner, 2006).

2.8. Metabolitos secundarios de las plantas.

Son compuestos vegetales que no son estrictamente esenciales para las
funciones principales de las plantas, tales como su crecimiento y reproduccion,
pero han sido asociados con los mecanismos de defensa de las plantas contra
los herbivoros (Harborne 1999; Karban et al., 1999 citado en Athanasiadou y
Kyriazakis, 2004).

Partes de plantas o extractos ricos en metabolitos secundarios se han utilizado
para combatir el parasitismo durante muchos siglos y en varias partes del
mundo este tipo de productos se siguen utilizando para este fin. Existe
evidencia de los efectos antiparasitarios de éstos metabolitos secundarios
contra helmintos, como nematodos y también contra protozoos y parasitos
externos (Instituto Internacional de Reconstruccion Rural, 1994 citado en

Athanasiadou y Kyriazakis, 2004).

La variacién en el contenido de metabolitos secundarios de plantas es el
resultado de muchos factores; como el fenotipo de la planta (fenotipo y
variedad), las diferentes caracteristicas ambientales (radiacion solar y
disponibilidad de agua), la velocidad de crecimiento, madurez, condicidn
nutricional del suelo, depredacion y las enfermedades (Waterman y Mole,
1994), asi mismo, la aparicion de los compuestos secundarios esta relacionada
con los mecanismos de defensa de la planta y los efectos del suelo y del clima,
puede haber un componente genético u otras variaciones pero el genotipo
puede ser modificado por una variedad de caracteristicas bibticas y abidticas,
como alteraciones en la bioquimica causadas por el cambio de patrones de
asignacion de recursos que reflejen las diferentes demandas fisiologicas
asociadas con el crecimiento, la defensa y la reproduccion (Bowers & Stamp,
1992 citado en Animan y Ebrahimzadeh, 2002). No todos los metabolitos

secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas, éstos son



sintetizados en pequefias cantidades y no de forma generalizada, estando a
menudo su produccién, restringida a un determinado género de plantas, a una
o varias familias, o incluso a algunas especies, teniendo funciones ecoldgicas
especificas como atrayentes o repelentes de animales; muchos son pigmentos
que proporcionan color a flores y frutos, jugando un papel esencial en la
reproduccion atrayendo a insectos polinizadores o atrayendo a diversos
animales que van a utilizar los frutos como fuente de alimento, contribuyendo a
la dispersion de semillas. Otros compuestos tienen funcion protectora frente a
predadores, actuando como repelentes, proporcionando a la planta sabores
amargos, haciéndolas indigestas o venenosas. Intervienen en los mecanismos
de defensa de las plantas contra una gran variedad de patdgenos, actuando
como pesticidas naturales. Se agrupan en 4 clases principales: Terpenos entre
los que se encuentran las hormonas, pigmentos o0 aceites esenciales;
Compuestos fendlicos como cumarinas, flavonoides, lignina y taninos;
saponinas, glicésidos cardiacos, glicosidos cianogénicos y glucosinolatos; y
Alcaloides (Garcia y Pérez, 2009). Dentro de estos grupos de metabolitos secundarios
se encuentran los taninos, que son compuestos polifendlicos de elevado peso
molecular llegando de 500 a 20000 Da, se encuentran en frutas, arboles y en
gramineas y leguminosas (Carretero, 2000; Arévalo, 2008; Beserra et al., 2011;
Jativa, 2011; Véazquez et al.,, 2012). Los taninos son capaces de formar
complejos con otras moléculas, debido a la presencia grupos hidréxilo en la
estructura quimica, y por lo tanto, son capaces de ejercer efectos beneficiosos
o adversos dependiendo de la concentracion y la naturaleza, las especies, el
estado fisiologico del animal y composiciéon de la dieta (Beserra et al., 2011).
Una caracteristica importante de los taninos, es que presentan suficientes
grupos hidréxilo unidos a estructuras fendlicas que les permiten formar
complejos con proteinas, minerales y otras macromoléculas (Casciola et al.,
2009). Los taninos son capaces de proteger las proteinas de la degradacion y
del ataque de la microbiota del rumen y de enzimas digestivas enzimatica,
haciéndolas resistentes a la degradacion (Solano, 1997; Romero, 2000;
Casciola et al., 2009; Vazquez et al., 2012). El uso de metabolitos secundarios
de las plantas pueden reducir el nivel de parasitismo, mejorar el rendimiento de
los rumiantes (Athanasiadou et al., 2005; Torres et al., 2008), y la utilizacién de
sus extractos (Otero e Hidalgo, 2004; Torres et al., 2008), entre los cuales se



incluyen los taninos como una alternativa prometedora a los antihelminticos
sintéticos (Quijada et al., 2015). Utilizando dosis bajas en cantidad no suficiente
para inducir toxicidad en los animales, los Taninos Hidrolizables han mostrado
capacidad para mejorar la absorcion de nutrientes y el rendimiento productivo
de los animales (Frutos et al., 2004). En dos experimentos independientes
realizados con un extracto vegetal rico en fenoles se observdé un efecto
antihelmintico tanto in vivo como in vitro contra H. contortus (Corona-
Palazuelos et al., 2016). Asi mismo, se demostré que el uso de éstos extractos
con componentes fendlicos como son los taninos, se pueden considerar como
una alternativa sustentable para el control de los nematodos en los bovinos en

engorda por su actividad antiparasitaria.

2.9. Generalidades de Macleaya cordata

Es una planta de la familia de las Papaveraceas, nativa de China y Japon, tiene
hojas de color verde oliva o gris de 25 cm de largo, tallos altos con plumas
aireadas de pétalos, las flores son tubulares, de color blanquecino o crema; se
sabe que su extracto tiene efecto antimicrobiano y antiinflamatorio tanto en
seres humanos como en animales de granja (Newton, 2002; Jankowski et al.,
2009). Macleaya cordata es un aditivo efectivo en la dieta de puercos, bovinos,
aves e incluso peces (Rawling et al., 2009).

La Macleaya cordata es un potente inhibidor de la enzima descarboxilasa,
también reduce la perdida de triptéfano y fenilalanina; por lo tanto mas
aminoacidos quedan disponibles para el animal y hay un mejor balance de
proteinas (Juskiewicz, 2013). Macleaya cordata reduce la presencia de
Salmonella en heces de pollos (Pickler et al., 2013). Otros efectos que se han
encontrado son la mejora de conversion en pollos (Vieira, 2008), estimulacion
de la fagocitosis y la actividad lisosomatica en cerdos (Gudev, 2004). Ante la
tendencia mundial de reducir el uso de antibioticos en los animales destinados a
la produccion de alimentos (Juskiewicz, 2010), cobra interés la exploracién de
fuentes alternas como los aditivos fitogenéticos con actividad antimicrobiana
(Windisch et al., 2007).

Este alcaloide tiene actividad antibacteriana, ya que inhibe el crecimiento in

vitro de algunas bacterias, tales como Agrobacterium tumefaciens,



Pseudomonas lachrymans y Xanthomonas vesicatoria (Liu, 2009). En los seres
humanos también se demostr6 que este extracto tiene ese efecto, ya que
inhibié parcialmente la periodontitis, la cual es una inflamacion alrededor de un
diente causada por bacterias (Chytilova, 2012). En un estudio realizado con
pollos suplementados con extracto de Macleaya cordata se encontré que este
bajaba la actividad R3-glucuronidasa y R-glucosidasa bacterial en el ciego de

estos pollos (Juskiewicz, 2013).



ll. MATERIAL Y METODOS

3.1. Localizacién geografica

La presente investigacion estara constituida por 3 experimentos. La fase de
campo se realizé en la “Unidad Experimental para Bovinos de Engorda en
Tropico Seco” de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Auténoma de Sinaloa, ubicada en los terrenos de Ganadera Los
Migueles, S.A de C.V localizado en el km 4 de la carretera federal N° 15, tramo
Culiacan — Los Mochis, en Culiacan, Sinaloa, con la siguiente localizacion
geografica: 24.51° de latitud Norte, 107.26° de longitud Oeste, 57 msnm,
temperatura media anual de 24.8 °C, temperatura maxima 33.3 °C y minima
16.3 °C; precipitacién pluvial media anual de 665.6 mm, predomina el clima
tropical seco (Garcia, 1981; INEGI, 2009). Las muestras de heces se
analizaron en el Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma de Sinaloa; en Culiacan,

Sinaloa.

3.2. Animales Experimentales

Todos los procedimientos con animales siguieron las practicas de
experimentacion y cuidado de animales recomendadas por las regulaciones
mexicanas (NOM-062-Z0O0-1999). Estas regulaciones estan en estricta
conformidad con las recomendaciones de la Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud (NIH y The
Weatherall Report), asegurando el cumplimiento de las regulaciones y pautas

internacionales.

3.3. Experimento 1.

3.3.1. Tratamientos

El experimento se realiz6é en las instalaciones de la Unidad Experimental para
Bovinos de engorde “Ganadera Los Migueles, SA de CV”. Veinte becerros
(Aproximadamente 75% de sangre Bos indicus) comprados en varios ranchos
de diferentes propietarios del municipio de Mocorito localizados en la Sierra
Norte del Estado de Sinaloa, los cuales fueron transportados en camion 150 km
hasta la Unidad Experimental. Los becerros recién llegados fueron colocados



en un gran corral de tierra (30 x 45 m) con libre acceso a agua limpia y fresca,
fueron alimentados con heno de alfalfa y una dieta de proteina cruda al 15% y
los becerros se dejaron descansar durante la noche. Al dia siguiente, los
becerros fueron pesados, se les coloco un implante en la oreja (Componente
TE; Elanco), Vitamina ADE (Vitafluid; Virbac) y vacunados contra Clostridium
(Ultrabact / Somnubac; Zoetis) y Mannheimia haemolitica (One shot; Zoetis).
Durante tres dias consecutivos, se obtuvieron muestras fecales tomadas
directamente del recto de cada animal, se colocaron en bolsas plasticas, se
sellaron, identificaron y se transportaron inmediatamente al laboratorio; donde
los huevos de los parésitos se contabilizaron como huevos por gramo de heces
(EGF) utilizando la Técnica de McMaster.

Los animales se alimentaron ad libitum con una dieta de crecimiento de forraje
al 70% (Tabla 1). Una vez detectados los animales positivos a la presencia de
parasitos por la eliminacion de huevos en las heces, veinte de ellos fueron
seleccionados al azar para realizar el experimento de 28 dias. En grupos de
cinco, los becerros fueron colocados en cuatro corraletas de tierra (6 x 12 m) y
asignados aleatoriamente para recibir uno de dos tratamientos: 1) Dieta de
crecimiento (Control); o 2) Control mas 10g/dia de una preparaciéon de plantas
de Papaveraceae de M. cordata (MCEP). EI MCEP se ofrecié como Sangrovit®
RS (Phytobiotics Futterzusatzstoffe GmbH, Eltville, Alemania), una preparacion
de extracto de planta estandarizada de M. cordata; el extracto esta
estandarizado para contener 3 g de benzofenatidina cuaternaria y alcaloides
protopina (QBPA) por kilogramo de producto (Aguilar-Hernandez et al., 2016).
La dosis de 10 g/dia (150 mg/kg de peso corporal %) se seleccioné para que
fuera aproximada al 50% del nivel maximo (284 mg/kg de peso corporal °7°)
utilizado por Aguilar-Hernandez et al. (2016) en un experimento de
metabolismo digestivo en el que se alimentaron con 0, 6, 12 0 18 g de MCEP /

dia a novillos Holstein de 253 kg.

La dosis diaria de MCEP por cinco animales en corral, se mezclé en 1 kg de
maiz molido y se afiadid en el tercio superior del alimento al momento de ser
servido en el comedero (15:00 h). Los corrales Control recibieron 1 kg de maiz

molido para equilibrar el manejo de la alimentacion. Los tratamientos se dieron



durante 28 dias, cuando se volvieron a pesar los becerros y durante tres dias
consecutivos se obtuvieron muestras fecales tomadas directamente del recto

de cada becerro y se procesaron como se describio anteriormente.

3.3.2. Anélisis Estadisticos

Los datos obtenidos de los huevos por gramos de heces no se pudieron
normalizar para su analisis, incluso después de la transformacion logaritmica,
por lo que; los datos se analizaron mediante el analisis de varianza
unidireccional de Kruskal-Wallis en rangos, seguido de una comparacién por
pares mediante el método de Dunn (Gasbarre et al., 2009). La ganancia diaria
de peso se analiz6 mediante ANOVA con un disefio de bloques completos al
azar (Hicks, 1973) y se fijo un nivel maximo de P < 0.05 para aceptar diferencia
estadistica. Todos los analisis estadisticos se realizaron con la version 9 de
Statistix Software (2007; Tallahasse, FL).

3.4. Experimento 2.

3.4.1. Parasitos

Se usaron Larvas 3 de H. contortus las cuales fueron donadas por el
Departamento de Parasitologia de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, UNAM, aisladas y caracterizadas segun lo descrito anteriormente
(Gutiérrez-Amézquita et al., 2017), donde se recolectaron heces de un borrego
inoculado con larvas de H. contortus y se obtuvieron Lz del cultivo de heces, las
cuales fueron lavadas con agua destilada, mismas que se mantuvieron en
refrigeracion a 4°C para su conservacion y posterior empleo (Alonso-Diaz et al.,
2011; Ochoay Mujica, 2015).

3.4.2. Preparacion estandarizada de extracto de plantas de M. cordata
(MCEP)

El MCEP se uso6 para preparar una solucion madre de 100 mg/mL usando agua
destilada como solvente, después de que se agitara fuertemente y se filtrara
con papel Whatman®-1, se diluyo a cinco concentraciones de MCEP, los
cuales consistieron en los siguientes tratamientos: 0, 2.5, 5, 7.5y 10 mg/mL.



3.4.3. Bioensayo

Las soluciones que contenian la concentracion de MCEP descrita se colocaron
en placas de 45 pocillos que contenian aproximadamente 50 Ls y se
mantuvieron a 37°C durante 24, 48 y 72 h. Todo el procedimiento se realizé por
triplicado y se repitié en tres dias diferentes. Después de la exposicion al
tratamiento, se tomaron alicuotas de Lz y observadas al microscopio optico, se
contaron 100 larvas por tratamiento. Las larvas con movimiento se
consideraron vivas; y las larvas que no mostraron un movimiento perceptible
incluso bajo la intensa exposicion a la luz del microscopio estereoscopico se

consideraron muertas.

3.4.4. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Para la preparacion de las muestras para SEM, las L3 expuestas a diferentes
concentraciones de MCEP en distintos tiempos, se fijaron con formalina al 4%
durante 24 h, se lavaron dos veces durante 10 minutos con agua destilada y
dos veces con solucién salina. Se realiz6 deshidratacion progresiva con
soluciones graduadas de etanol durante 1 h, con tres lavados posteriores (1 h
cada uno) utilizando etanol al 100%. Se completd un proceso de secado de
punto critico utilizando extradry-CO2. Se colocaron Ls deshidratadas sobre
portaobjetos de aluminio adhesivo de carbono y se cubrié con una capa de oro
de 20-mA durante 2 minutos y se observaron con un microscopio electrénico de
barrido Hitachi S450® de 10 a 15 kw (Martinez-Ortiz-de-Montellano et al.,
2013).

3.4.5. Anédlisis Estadisticos

La mortalidad de L3 de H. contortus expresada como porcentaje se sometio a
una prueba de normalidad y posteriormente a un Analisis de Varianza para un
disefio experimental completamente al azar con un disefio factorial de
tratamientos 5 x 3 (cinco dosis de MCEP vy tres tiempos de incubacion). La
diferencia de medias se realiz6 con la prueba de Tukey; se fijo un nivel maximo

de P =< 0.01 para aceptar diferencia estadistica. Se utilizé la version 9 del



programa Statistix para realizar todos los calculos estadisticos. La LDso se

obtuvo por interpolacién a las curvas de mortalidad.

3.5. Experimento 3.

3.5.1. Parasitos

Las ovejas utilizadas en este estudio fueron sacrificadas humanitariamente en
el matadero municipal de Costa Rica, Culiacan, México, para la obtencion de
carne. Los autores no participaron en el sacrificio, solo intervinimos en la
recoleccion de los parasitos. EI abomaso de ovino se secciono
longitudinalmente, y su contenido fue recolectado y tamizado, conservando el
estado adulto de H. contortus. Ademas, los parasitos se recogieron de la pared
de la mucosa abomasal. Los parasitos se colocaron en solucion salina y se
separaron por sexos como describen Martinez Ortiz-de-Montellano et al.
(2013).

3.5.2. Preparacién estandarizada de extracto de plantas de M. cordata
(MCEP)

El MCEP se uso0 para preparar una solucion madre de 100 mg/mL usando agua
destilada como solvente, después de que se agitara fuertemente se filtrara con
papel Whatman®-1. Y se diluyo a siete concentraciones de MCEP en los que
consistieron los siguientes tratamientos: 0, 3.75, 7.5, 11.25, 15.0, 25.0 y 50.0
mg/mL.

3.5.3. Bioensayo

Las soluciones que contienen la concentracion de MCEP descritas
anteriormente se colocaron en placas de Petri (50 mm); en cada una se
colocaron de 15 a 20 adultos de H. contortus y se incubaron a 37°C, en
atmosfera de CO: al 5% durante 2, 4, 6 y 24 horas. Todos los procedimientos
se realizaron por triplicado y se repitieron en tres dias diferentes. Los parasitos
se observaron usando un microscopio estereoscoOpico y se contaron como
vivos cuando el movimiento era evidente después de la estimulacién con luz, o
muertos cuando la movilidad no era perceptible, incluso después de la

exposicion a una luz brillante.



3.5.4. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Los pardsitos expuestos a diferentes concentraciones de MCEP durante
distintos tiempos, se fijaron con formalina al 4% durante 24 horas, se lavaron
dos veces durante 10 minutos con agua destilada y dos veces con solucion
salina. Se realizd una deshidratacion progresiva con soluciones graduadas de
etanol durante 1 hora, con tres lavados posteriores (1 hora cada uno) utilizando
etanol al 100%. Y se realizdé un proceso de secado de punto critico utilizando
extradry-COz. Los paréasitos deshidratados se colocaron sobre un porta objetos
de aluminio con adhesivo de carbono, se cubrieron con una capa de oro de 20-
mMA durante 2 minutos. Inmediatamente, las muestras se observaron con un

microscopio electrénico de barrido S450 (Hitachi) de 10 a 15 kw.

3.5.5. Andlisis Estadisticos

Los datos de nematodos vivos 0 muertos se usaron para calcular la mortalidad
como porcentaje; cada placa de Petri constituyd la unidad experimental. Los
datos de mortalidad se analizaron mediante ANOVA para un disefio
experimental completamente al azar con un disefio factorial de tratamientos de
7 x 4 (siete niveles de MCEP y cuatro tiempos de incubacion). Se fijé un nivel
méaximo P < 0.01 para aceptar diferencia estadistica y para la separacion de
medias se realiz6 mediante la prueba de Tukey. Todo el célculo se realizdé con
la version 9 del Software Statistix (Analytical Software, 2007). Las dosis letales

medias (LDso) y LDgo se obtuvieron con la curva de mortalidad a las 6 horas.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1. In vivo

Los resultados de la influencia de la preparacion de plantas de Macleaya
cordata (MCEP) sobre la presencia de huevos de neméatodos en las heces de
becerros en crecimiento se muestran en la Tabla 2. El peso corporal después
de 28 dias de recibir la preparacion de plantas fue mayor (P = 0.03) que el
observado en becerros que no lo recibieron; sin embargo, debido a que el peso
inicial también fue mayor (P = 0.05), estos datos no son relevantes, como se
muestra para la ganancia diaria de peso promedio que fue similar entre los
tratamientos (P = 0.26). En general, el conteo total de huevos de nemétodos
disminuy6 71% como consecuencia de la suplementacion de 28 dias de MCPE
(P = 0.04). Este resultado sugiere que la preparacion de la planta tiene
actividad antihelmintica contra algunos géneros de nematodos. El recuento de
huevos muestra que después de 28 dias de tratamiento disminuyé 75%
Haemonchus sp, EGF (P <0.05) asi como Cooperia sp (P = 0.03) sin actividad

detectable en Trychostrongylus sp.

Experimento 2. Larvas 3

Los andlisis factoriales indicaron que tanto la dosis como el tiempo de
exposicion modifica la mortalidad por H. contortus L-3 (P <0.001),
adicionalmente se observé una interaccion dosis x tiempo (P <0.001). La
interaccién se debié a que la mortalidad no se afecté (P> 0.10) para ninguna
dosis de preparacion de la planta durante las primeras 48 h. Sin embargo,
después de 72 h la mortalidad aument6 linealmente (P <0.001) a medida que
aumentaba la concentracion de preparacion de la planta en la solucién (Cuadro
3). Después de 72 h, la mortalidad alcanz6 el 100% con la dosis de 10 mg/mL,
la dosis letal media del preparado vegetal M. cordata y para H. contortus Ls se
calcul6 como 6.3 mg/mL utilizando el método grafico como se presenta en la
Figura 1. Las fotografias mostradas en la Figura 2, permiten observar el dafo
comparativo que los tratamientos provocaron en la cuticula y otras estructuras

de las Lz de H. contortus.



Experimento 3. Adultos

Los resultados de la influencia de la dosis de preparacion de la planta de M.
cordata y el tiempo de exposicion sobre la mortalidad in vitro de adultos de H.
contortus se muestran en la Tabla 4. La mortalidad aumentd linealmente (P
<0.001) a medida que aumentaba tanto el tiempo como la dosis. Se observé
una interaccion dosis x tiempo de exposicion (P <0.001), debido principalmente
al tratamiento Control que su mortalidad fue cero durante las primeras 6 h, pero
a las 24 h de exposicion la mortalidad se disparé al 84% indicando que los
adultos de H. contortus experimentd graves problemas para sobrevivir fuera del
cuerpo de los rumiantes durante un tiempo prolongado como 24 h. Por lo tanto,
se podria utilizar un tiempo de exposicion de hasta seis horas para realizar
cualquier comparacion del impacto de la preparacion de la planta de M. cordata
sobre la mortalidad de H. contortus. En cada tiempo de comparacion, la dosis
mas alta de 50 mg/mL mat6é completamente (P <0.01) a los adultos de H.
contortus. Tomando como base los resultados a las 6 h de tiempo de
exposicion, para los adultos de H. contortus se calculé la Dosis Letal-50 en
12.6 mg/mL (Figura 3). En la Figura 4, es posible observar la severidad del
dafio provocado por la exposicion a soluciones de MCEP en varias estructuras

incluyendo la cuticula de la forma adulta de los parasitos.

Los huevos de neméatodos encontrados en mayor cantidad en las heces de los
bovinos fueron Haemonchus sp, Cooperia sp y Trychostrongylus sp. Este
resultado estad en concordancia con los previamente observados por Corona-
Palazuelos et al. (2016) quienes encontraron en dos experimentos realizados
en la misma region geografica estos tres géneros de nematodos como
predominantes y su presencia de HPG en una contabilidad similar. La
reduccion en el 75% de la produccion de HPG de dos de los principales
géneros de nematodos del mundo que parasitan a los rumiantes (Kamaraj y
Rahuman, 2011; Chagas et al.,, 2013), indica que el extracto de M. cordata
tiene un fuerte impacto en la actividad in vivo de estos parasitos. A pesar de la
aplicacion prolongada de tratamientos, los nematodos no fueron
completamente erradicados, podria deberse en parte a la dosis utilizada, que
en este caso fue equivalente a 150 mg MCEP/kg BW®7® 0 1.6 mg MCEP/g de



alimento asi como 0.44 mg MCEP/mL de agua potable. Sin embargo, los 28
dias en que los becerros recibieron el suplemento alimenticio de MCEP,
podrian considerarse como un tratamiento de mayor duracion y suficiente para
permitir que la sustancia manifieste sus capacidades como agente

antihelmintico.

El valor de 6.3 mg/mL de MCEP como dosis Lso in vitro para larvas 3 obtenidas
en el experimento, esta cerca de valores de 3.12 a 5.32 mg/mL como dosis
media de un extracto de metanol obtenido de cinco especies de plantas
requeridas para inhibir la actividad del estadio de Hamonchus contortus L3

(Kamaraj y Rahuman, 2011).

Los resultados de mortalidad observados en adultos de H. contortus como
resultado de la exposicion a MCEP, corroboran la toxicidad de la preparacion
de la planta a los nematodos apreciada en los experimentos 1y 2. Con solo 6 h
de exposicion, cualquier dosis superior a 15 mg/mL fue capaz de matar a todos
los H. contortus presentes. Considerando que MCEP contiene
aproximadamente 3 g de alcaloides QBP/kg de producto (Aguilar-Hernandez et
al., 2016), entonces la LDso deberia ser equivalente a 37.8ug de QBPA/mL.
Esta dosis parece menor que el rango de 75 a 100 pg de QBPA/mL observado
para (Wang et al., 2012) como LDso para los neméatodos parasitos de plantas
del adulto Bursaphelenchus xylophilus y Meloidogyne incognita, asi como para
el nematodo modelo Caenorhabditis elegans.

Sin embargo, esos resultados se obtuvieron después de un tiempo de
exposicién de 24 h, y en el estudio actual, solo se requirieron 6 h para
manifestar la actividad antihelmintica de MCEP. Sugiere que H. contortus
podria ser mas susceptible que el nematodo parasito de las plantas a los
alcaloides presentes en MCEP, o0 que la respuesta observada es consecuencia
del efecto acumulativo de los alcaloides descritos (Wang et al., 2012), ademas
de los compuestos fenolicos presentes en M. cordata (Kosina et al., 2010), que
ha demostrado su capacidad para matar nematodos (Corona-Palazuelos et al.,
2016; Acevedo-Ramirez, et al., 2019).



Combinando la respuesta observada en los tres experimentos que integraron la
investigacion actual, es posible afirmar que la preparacion de la Papaveraceae
obtenida del extracto de la planta Macleaya cordata disponible comercialmente,
parece una herramienta biolégicamente alternativa que podria contribuir a
combatir nematodos como H. contortus en rumiantes, particularmente, en
condiciones donde el uso de desparasitante de la industria de sintesis quimica
no es una opcién (como ocurre en la produccién organica), o cuando existe una

alta resistencia para antihelminticos alopaticos.



V. CONCLUSION

Los resultados del estudio actual sugieren que el uso de la preparacion de
Papaveraceae, contribuye en la disminucion del impacto negativo de H.
contortus en rumiantes; disminuyendo la eliminacion de huevos fecales, debido
a que induce un dafio extenso tanto en larvas como en formas adultas del

parasito chupador H. contortus.
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Cuadro 1

Ingredients Proportion of diet DM, %
Cormn silage 46.10
Corn straw 2533
Soybean meal (solvent extracted) 16.28
Sugar cane molasses 8.29
Ganamin Total Sinaloa® ' 261
Ganbuffer®” 1.38
Total 100%
Calculated analyses (dry matter basis)’

Crude protein, g/1000 g 152.10
Net energy for maintenance, Mjoules/kg 4337
Net energy for gain, Mjoules /kg 2.536

' Vitamin and Mineral premix (Técnica Mineral Pecuaria, S_A. de C.V. Guadalajara, México)

* Buffer agents blend (Técnica Mineral Pecuaria, S.A. de C.V. Guadalajara, México)

* Calculated from published values (NASEM, 2016)



Cuadro 2

Item MCEP, g/day SEM' P-value
0 10

Bull-calves, n 10 10

Days in trial, n 28 28

Body weight day 0, kg 230 240 3.455 0.05

Body weight day 28, kg 264 280 4.618 0.03

Average daily gain, kg/day 1.23 1.43 0.121 0.26

MNematodes, eggs/g of feces dry matter

Day 0 221 127 44.503 0.35

Day 28 113 33 5.447 0.04
Haemonchus sp, eggs/g of feces dry matter

Day 0 42 47 15.321 0.82

Day 28 48 12 12.362 0.05
Cooperia sp, eggs/g of feces dry matter

Day 0 125 83 32.167 0.37

Day 28 52 13 10 863 0.03
Trychostrongylus sp, eggs/g of feces dry matter

Day 0 33 13 8.571 0.12

Day 28 12 7 5.625 0.54

" Standard error of the mean



Cuadro 3

MCEP plant preparation level, mg/mL Mortality, %
Mean Standard error
0.0 0.00 0.000“
25 0.00 0.000°
5.0 26.14 16.60 ™
75 61.62 5959 "
10.0 100.00 0.000*"
abc

Distinct laterals in a same column indicates statistical difference (Tukey, P < 0.05).

Cuadro 4
Exposition FPapaveraceae plant preparation level, mg/mL SEM' P-
time value
0 3.75 75 11.25 15.0 25.0 50.0
2h 00° 00° 00° 00° 00° 78" 100° 0594 <001
4h 0o 15.6° 14 4° 13.3° 444" 100 * 100° 1260 <001
6h 00%  100° 200 200" 100° 00* 100° 1260 <0.01

24h 844" 900% 978° 978" 100 * 100 * 100° 1.782 < 0.01

' Standard error of the mean

=< Distinet laterals in a same row indicates statistical difference.
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