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Potencial de extractos arbéreos en la
inhibicién de la eclosién y migracién
larval de Haemonchus contortus

Resumen

Las parasitosis gastrointestinales constituyen importantes problemas de sa-
lud, se agravan con el paso de los afios debido al uso inadecuado de me-
dicamentos para su control y provocan resistencia a los antihelminticos. El
objetivo del presente estudio fue evaluar el potencial de los extractos de
Azadirachta indica (AZA) y Moringa oleifera (MOR) para inhibir la eclosion
de huevos y la migracién in vitro de larvas de Haemonchus contortus. Se
realizd un disefio experimental completamente al azar, donde se evaluaron
15 tratamientos y un control negativo de dimetilsulféxido: MOR-75, MOR-50,
MOR-25, MOR-12.5 y MOR-6.25 mg/mL; AZA-75, AZA-50, AZA-25, AZA-
12,5 y AZA-6,25 mg/mL; y tiabendazol (TBZ) TBZ-200, TBZ-100, TBZ-40,
TBZ-20, TBZ-10 pg/mL. Los extractos no inhibieron la capacidad de eclosion
de los huevos; sin embargo, se observé una disminucion de la motilidad
de hasta un 100 % en las larvas L. Los extractos afectaron la migracion
larval (P < 0.0020) en comparacién con los controles (dimetilsulfoxido y
TBZ), con una inhibicion de la tasa de migracion superior al 65 %. El anélisis
Probit mostré que las concentraciones efectivas medianas fueron 60.41 y
65.69 mg/mL para M. oleifera y A. indica, respectivamente. Los resultados
in vitro sugieren que el extracto acuoso de ambas plantas tiene accién anti-
helmintica contra larvas de nematodos gastrointestinales.

Palabras clave: Antihelmintico; Azadirachta indica; Haemonchus contortus; Moringa
oleifera; Ovino.
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Contribucién del estudio

Las parasitosis gastrointestinales constituyen importantes problemas de salud. Se
agravan con el paso de los afios debido al uso inadecuado de medicamentos
para su control y provocan resistencia a los antihelminticos. Uno de los principales
problemas que afecta a la produccién ovina en el sistema de pastoreo es la infes-
tacion por nematodos gastrointestinales que afecta a la mayorfa de las pequenas
explotaciones de rumiantes a nivel mundial. La parasitosis gastrointestinal tiene un
mayor impacto en las regiones tropicales y subtropicales, donde las condiciones
ambientales favorecen la proliferacién de pardsitos. El presente estudio evaltia un
problema complejo que se experimenta actualmente con respecto al potencial de
los extractos de plantas para inhibir la eclosion de huevos en larvas de nematodos
gastrointestinales. En busca de minimizar el uso de productos quimicos y de tener
una produccion ganadera sustentable, asi como contribuir con soluciones al pro-
blema y ayudar a minimizar el uso de productos quimicos.

Introduccién

En 2016, la produccién ovina en México fue de aproximadamente 118 mil tonela-
das, de las cuales 60 300 se destinaron a canales de carne de ovino. México solo
cubre el 70 % de la demanda nacional, el 30 % restante es importado de Australia,
Nueva Zelanda y Estados Unidos de América; por lo que esta produccién se consi-
dera de gran importancia en el contexto del desarrollo de la industria ganadera, que
proporciona alimentos, materias primas, empleo y, lo més importante, ingresos a la
poblacién rural. Esta es la poblacion mas dedicada a esta actividad.(!) Sin embargo,
uno de los principales problemas que afecta a la produccion ovina basada en el
sistema de pastoreo ha sido la infestacion por nemétodos gastrointestinales (NGI),
que afecta a la mayorfa de las explotaciones ganaderas de pequefios rumiantes, no
solo en México, sino en todo el mundo.

La parasitosis gastrointestinal tiene mayor impacto en las regiones tropicales
y subtropicales, donde las condiciones ambientales favorecen la proliferacién de
parasitos(? 3) y se considera que tiene un alto impacto econdmico debido a la dis-
minucion del peso corporal de los animales y, por tanto, a una mayor vulnerabilidad
a enfermedades con posible aumento de la mortalidad.(?) La parasitosis gastroin-
testinal ha sido un problema de salud a nivel mundial debido al uso inadecuado de
parasiticidas fomentando la resistencia a los antihelminticos (RA).(*)

En algunos paises, el parasito de mayor impacto negativo ha sido Haemon-
chus contortus; sin embargo, en los Ultimos afos, también ha tomado importancia
Trichonstrogylus colubriformis.®>:©) Otros géneros que estan presentes: Nematodi-
rus, Oesophagostomum, Cooperia, Strongyloides, Teladorsagia, Chabertia, Bunos-
tomum, Trichuris y Dictyocaulus.(”) Se ha demostrado que los parésitos sanguineos
Haemonchus contortus tienen gran impacto negativo en los animales porque pue-
den generar una disminucién sanguinea aproximada de 0.05 mL por nemétodo
adulto por dia.

Una carga parasitaria de 5 000 nemétodos adultos en un huésped, represen-
ta una disminucién sanguinea de 250 mL por dia en un ovino, lo que provocan
anemia, anorexia y problemas de salud; refleja una disminucion en los indicadores
productivos tales como: ganancia de peso diaria, peso final al sacrificio y peso de
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la canal, y aumento de la conversién alimenticia, lo que se traduce en ineficiencia
economica de los sistemas de pastoreo del ganado, y genera desaliento y abando-
no de la actividad.(® 9)

Para minimizar la RA, se han estudiado varios métodos alternativos con el
objetivo de encontrar soluciones al problema de NGI en ovinos, particularmente
Haemonchus contortus. Uno de los métodos més destacados es el uso de plantas
con potencial antihelmintico que ofrezcan control bioldgico sin resistencia antihel-
mintica para la reduccion de larvas gastrointestinales y que se aprovechen sus me-
tabolitos secundarios como saponinas, taninos y alcaloides, que inhiben la eclosion
de los huevos y la migracion larval.(10. 11)

Al respecto, los reportes indican que las hojas de neem (Azadirachta indica)
producen principios activos efectivos, particularmente contra los endoparasitos.(12)
También se ha reportado que el uso de extracto de A. indica inhibe mas del 80 %
de la eclosion de los huevos e interfiere con el desarrollo de las larvas en més del
70 %.(1%) Por el contrario, se ha informado que el extracto acuoso esterilizado de
hojas de moringa (Moringa oleifera) tiene un efecto antibacteriano y una accién
antifingica del extracto alcohdlico de semilla contra hongos fitopatégenos.(* 14)

El uso de extractos acuosos de estas plantas (A. indica y M. oleifera) en siste-
mas de produccién ovina podria interferir con el desarrollo de larvas de parésitos,
por lo que es importante evaluar su potencial impacto positivo. Ademds, estas alter-
nativas estan a disposicién de los productores porque son menos costosas que los
medicamentos y pueden usarse como suplementos dietéticos para los animales.
El presente estudio evalud la actividad inhibidora de los extractos de Azadirachta
indica y Moringa oleifera sobre la eclosion de huevos y la migracion larvaria in vitro
de Haemonchus contortus.

Materiales y métodos

Declaracion ética

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité de Bioé-
tica en experimentacion animal de la Universidad Auténoma de Ciudad Judrez,
Departamento de Ciencias Veterinarias (Resolucion CEI-2023-2-980).

Area de estudio y recoleccién de hojas de drboles

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Fisiologfa Digestiva del Instituto Tec-
nolégico de Conkal, ubicado en el km 16.3 de la Carretera Antigua Mérida-Motul,
Conkal, México, ubicado a 21°05" N'y 89°32" O, con AWo clima subhtimedo a 7 m
sobre el nivel del mar, temperatura promedio anual de 26 °C y precipitacién anual
de 900 mM.(19) Las hojas de A. indica y M. oleifera se cosecharon durante abril
y mayo en horario matutino de 4reas experimentales pertenecientes al Instituto.

Recoleccion de material parasitario

Se utilizd un ovino macho de cuatro meses de edad, con un peso de 20 kg, despa-
rasitado con albendazol e ivermectina. El animal estuvo confinado en una jaula me-
tabolica durante 15 dias para adaptacion de la dieta (bolitas de alfalfa). Luego de
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diez dias de desparasitacion, se recolectaron muestras fecales cada dos dias duran-
te una semana para verificar si el ovino se encontraba libre de endoparésitos. Una
vez confirmada la ausencia de huevos, larvas y endoparasitos, especialmente Hae-
monchus, se inocul6 al animal por via oral con una jeringa (Plastipack™, México) de
20 mL. Luego de la inoculacion y transcurrido el periodo de prepatencia (28 dias),
se recolectaron muestras para la obtencion de huevos y su uso en el ensayo.

Preparacion de extracto acuoso

Las hojas de cada planta se colocaron en una estufa de calentamiento y secado
durante 48 h; posteriormente se trituraron utilizando un Molino Wiley (Thomas
Scientific, Modelo 8455.6) hasta alcanzar un tamafio de particula de 0.1 mM.
Se prepararon dos soluciones madre utilizando 25 g de material seco (MS) en
200 mL de agua destilada por planta; la solucién resultante se agité a 680 rpm
usando un agitador (Thermo Scientific™, Modelo 88880017) hasta la dilucién total.
Posteriormente se mantuvieron en refrigeracién a 4 °C durante 48 h vy se filtraron
utilizando una gasa y un tamiz con un tamafio de malla de 38 . El preparado se
etiquetd por planta como solucién madre de neem (A. indica) y moringa (M. oler-
fera), a partir de las cuales se realizaron diferentes diluciones.(16)

Diluciones de extractos acuosos

Cada solucion madre se diluyé de la siguiente manera: extracto de moringa a 75,
50, 25, 12.5y 6.25 mg/mL. Extracto de neem a 75, 50, 25, 12.5y 6.25 mg/mL.
Cinco diluciones de tiabendazol en 200, 100, 40, 20 y 10 pg/mL como control
positivo y dimetilsulféxido (DMSO) como control negativo (D4540-1L SIGMAO).

Ensayo1

Se utilizo la prueba de eclosion de huevos (PEH) modificada de la técnica descrita
por Marie-Magdeleine.('”) La recoleccién de huevos de H. contortus del animal
inoculado se dispensé en placas celulares de 24 pocillos (120 a 150 huevos/
pocillo y se repitieron tres), y se expusieron a diferentes soluciones de extractos
acuosos. Las placas se incubaron durante 48 h. Posteriormente se utilizé un mi-
croscopio invertido (WF10x-18 mM, VELAB®) con un poder de aumento de 10x
y se contd el nimero de huevos y larvas para determinar el porcentaje de eclosion
utilizando la siguiente ecuacion:

Inhibicion de eclosion = 100 - eclosiéon
Donde:
Eclosion = [(larvas L) / (huevos + larvas L;)] x 100

Ensayo 2

La prueba de migracion larvaria (PML) se realizé modificando la técnica previamen-
te descrita por Demeler et al. (2010).('7) Las larvas de tercer estadio (L) o larvas
infecciosas en placas de 24 pocillos obtenidas de coprocultivo se expusieron a
diferentes diluciones de extracto acuoso. El contenido del pozo se leyé usando un
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microscopio invertido (10x). Finalmente, se determind el nimero de larvas migra-
das y se calculo el porcentaje de inhibicién de la migracion larvaria (IML) mediante
la siguiente ecuacion:

ILM =

x 100

Donde:
A= proporcién de larvas migradas en el control
B= proporcion de larvas migradas en los tratamientos

Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar con tres tratamientos y un control ne-
gativo. Los resultados se analizaron utilizando PROC GLM de SAS version 9.1.3.(18)
Se considerd una placa de pocillos como unidad experimental. La comparacion
de medias se realizd mediante la prueba de Tukey y un nivel alfa de 0.05.(19) Las
concentraciones letales (CLs, oq) se calcularon utilizando Probit a través del pro-
grama Polo Plus.(20)

Resultados

Los metabolitos secundarios en las hojas y soluciones madre de Moringa oleifera
y Azadiracht indica se muestran en la Cuadro 1. Con base en el andlisis de varianza,
los extractos acuosos utilizados no interfirieron (P = 0.0550) con la eclosién de los
huevos de Haemonchus contortus; sin embargo, afectaron la motilidad L, entre un
98y un 100 % (P = 0.0021).

En el andlisis también se observé que los extractos acuosos de MOR (90.17 %)
y AZA (89.70 %), y el control negativo DMSO (95.65 %) no tuvieron efecto sobre
la eclosion de huevos de H. contortus; sin embargo, en el grupo TBZ (38.81), la
eclosion de los huevos se inhibio significativamente (P = 0.0025) cuando se ex-
pusieron a las diferentes concentraciones (Cuadro 2), lo que ratifica el efecto ovicida
de este farmaco.

Los extractos acuosos de AZA y MOR en cada dilucién no tuvieron efecto signi-
ficativo (P = 0.0550) sobre la eclosion de huevos de H. contortus. Por el contrario,
se observo una respuesta dosis-dependiente a TBZ (P = 0.0010) (Figural).

Se observé que los extractos acuosos de MOR y AZA inhibieron mas del 95 %
(L) de la motilidad larvaria de primer estadio. La respuesta de L; a ambas plantas
no fue tipica de una reaccién dosis-dependiente porque la concentracion mas baja
logré el porcentaje de motilidad mas bajo (Figura 2).

Mientras que la migracion de larvas de primera etapa (L;) disminuyé
(P =0.0031), las diluciones de extractos acuosos de las plantas aumentaron (Ta-
bla 3 y Figura 3).
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Cuadro 1. Andlisis quimico de las hojas y solucién madre para metabolitos secundarios neem
(Azadirachta indica) y moringa (Moringa oleifera) (g/100 g)

Analisis Planta Taninos condensados | Taninos totales | Fenoles totales
Hojas Neem 1.00 0.46 1.84
Moringa 1.07 0.47 1.78
Solucion Neem 0.25 0.115 0.46
Madre (25 g of DM) Moringa 0.27 0.117 0.44

Cuadro 2. Huevos vy larvas de Haemonchus contortus con base en el tratamiento con extracto acuoso
de plantas (media £DE)

Tratamiento Huevos LarvasL,
Dimetilsulfoxido (DMSO) 6.13 £ 4.143 109.58 * 6.42°
Neem (Azadirachta indica) 8.11 + 4.47b 105.05 + 7.26P
Moringa (Moringa oleifera) 7.80 + 4.47° 105.40 + 7.50P
Tiabendazol 36.21 £ 30.81¢ 76.02 £ 31.35¢

a b, ¢, d_ Jiterales diferentes en la misma columna indican diferencias (P < 0.05).

109.5
100.8
104.5
1039
105.2
1057
104
104.5

o ~ N
— M —
& 8 5 3

Eclosién de huevos (X)

S PP S L H D p S oS S S
Q &Q\\O

Diluciones

Figura 1. Media de eclosién de huevos en diferentes extractos de Azadirachta indica (AZA), Moringa oleifera (MOR),
tiabendazol (TBZ) y dimetilsulféxido (DMSO) como control negativo.

100 " Neem [ Moringa

80
60
40
0 | =9

Control 75 g/ml 50t g/ml 25 g/ml 1251 g/ml 6.25 L g/ml

Motilidad (%)

Diluciones

Figura 2. Motilidad de la larva (L) expuesta a diferentes concentraciones de extractos acuosos de Azadirachta indica y
Moringa oleifera.
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Neem 1279 + 9.9 265+ 8.7¢

Neem 6.2 93.1 + 14.1b 59.7 + 14.04
Neem 12.5 85.3 + 17.1b¢ 66.4 + 18.4%
Neem 25 74.1 + 1454 79.3 + 16.1P
Neem 50 58.4 + 7.7¢ 94.0 £ 8.72

Neem 75 49.7 + 8.6° 102.4 + 11.22
Moringa 0 126.4 + 9.22 28.0 +9.9¢

Moringa 6.2 91.9 + 14.8P 61.5 + 13.84
Moringa 12 88.0 * 16.5P 64.2 + 17.04
Moringa 25 76.5 + 14.2¢d 75.0 £ 15.1b¢
Moringa 50 67.9 * 18.64 84.5 + 18.0P
Moringa 75 530+ 21.6° 99.2 +22.78

a b, ¢, d e— Jiterales diferentes en la misma columna indican diferencias (P < 0.0550).

— 8293

Migracién (%)
—— 2343
— 2743
—— 4261
—— 50.83
— 5638
—i 3273
—i 3832
—i 4840
—i 5633
—— 60.90
—— 3494
—— 4446
— 5053
—i 5786
—59.84

S S R I G L R T
P Y 9 Y X N D
T Y ET PSS

Tratamientos

Figura 3. Porcentaje de migracion larval (L;) de Haemonchus contortus en ovinos expuestos a extractos acuosos de
Azadirachta indica (AZA), Moringa oleifera (MOR), tiabendazol (TBZ), y dimetilsulféxido como control negativo (DMSO).

Discusién

En este estudio, no se observd la inhibicién de la eclosion de los huevos cuando
los huevos de H. contortus fueron expuestos a extractos acuosos de A. indica y
M. oleifera, pero se observé que desde la eclosién hasta L, existe un efecto directo
de los extractos, interferir con la capacidad de motilidad del pardsito; esto es posi-
ble porque las larvas ingieren el extracto que contiene metabolitos, como taninos y
fenoles, dafiando su intestino, que representa el 80 % del parasito,2) y mostran-
do asi actividad inhibidora de los extractos.(?22%) En un estudio realizado por Cos-
ta,(?) donde se utilizo extracto etanclico de A. indica en dosis bajas (3.12 mg/mL),
lograron hasta un 97.7 % de inhibicion del huevo de H. contortus y consideraron
que posiblemente la accion ovicida esté asociada a otros compuestos secundarios,
tales como triterpenoides y taninos condensados. Un resultado similar se demos-
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tré en este estudio, donde se utilizd una dosis baja (6.25 mg/mL) de extracto de
A. indica y M. oleifera, y se obtuvo un porcentaje bajo (2 %) de larvas moéviles (L;).

En este sentido, la prueba in vitro implico el uso de extractos acuosos para
determinar la eclosion de huevos y la migracién de las larvas, donde ambas plantas
(neem y moringa) no tuvieron una respuesta tipica porque no inhibieron la eclo-
sion de los huevos, contrario a lo que sucedié en la migracion de las larvas, debido
a la presencia de principios activos que interfirieron en la motilidad de la larva (L),
incapacitando al pardsito para que pudiera migrar a la parte foliar de los pastos y
tener capacidad infectiva.

Asimismo, estudios realizados en Brasil(!2) demostraron que el uso de ex-
tractos acuosos de hojas secas de neem en una concentracién de 240 000 ppm,
interfirid en un 89 % la capacidad de eclosion de huevos en cultivos de heces;
sin diferenciar entre H. contortus o T columbriformis. Atribuyen estos efectos a la
presencia de azadiractina. La ventaja de los ensayos in vitro es que es posible tra-
bajar simultdneamente en diferentes etapas del desarrollo del parasito, tales como
validacion de huevos antes de la eclosion, desarrollo larvario, muda y migracién de
cuticulas con parasitos adultos, sin interferir con las funciones fisioldgicas de los
huéspedes.(27)

En la prueba de migracion larvaria, los resultados mostraron que cinco con-
centraciones diferentes de extracto tuvieron efectos inhibidores sobre la motilidad
de las larvas L, (Figura 3). Este estudio mostré que el DMSO no interfirié con
(P =0.0010) la capacidad de migracion de las larvas infecciosas Lz, mientras que
el tiabendazol migré (P = 0.0010). Este formaco implica una interaccion con la
tubulina que mejora la formacién de microtibulos, que intervienen en la fisiologfa
y morfologia celular; asf, los bencimidazoles se unen a la tubulina, impidiendo la
formaciéon de estos microtiibulos y alterando el metabolismo de los pardsitos al
inhibir el metabolismo a nivel mitocondrial, impidiendo la formacion de ATP y pro-
vocando la muerte del parésito.(2%)

Es importante resaltar la capacidad de los extractos acuosos de A. indica y
M. oleifera para inhibir significativamente (P = 0.0020) la migracion larvaria (Ta-
bla 3). El efecto inhibidor sobre la capacidad de migracion larvaria se atribuye a
los metabolitos secundarios con propiedades antihelminticas, como los taninos
condensados, 29 lectinas,*9) terpenoides,®1) flavonoides,*2) y a la afinidad de
compuestos fendlicos o taninos por las glicoproteinas (prolina) de la cuticula del
pardsito a la que se une, lo que inhibe la motilidad, el desarrollo larval, la alimen-
tacion, la reproduccion vy finalmente la muerte, o la accién membranolitica de las
saponinas, entre otras.(35-25)

En este estudio se demostro el alto poder de inhibicion (> 60 %) de la
migracion de larvas de H. contortus, lo que puede atribuirse a los compuestos
secundarios de las plantas evaluadas. Aunque queda por determinarse su tota-
lidad y concentracion. Moreno©®) evalué el efecto in vitro de hojas secas sobre
la migracion de larvas infectantes L, de Haemonchus contortus, Cooperia sp.,
Haemonchus placei y Trichostrongylus columbriformis. Callitris endlicheri inhibid
consistentemente la migracion de los nematodos estudiados. Las especies de ne-
matodos de H. contortus presentan un porcentaje de inhibicién de la migracién
larvaria de 88 a 89.83 %, con una dosis de 5y 30 mg/mL, respectivamente. Estos
estudios in vitro sugieren la existencia de propiedades antihelminticas en algunas
de las especies vegetales estudiadas.
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Al igual que en este estudio, donde los extractos acuosos de A. indica y M. olei-
fera tuvieron un efecto sobre la inhibicién de la migracion larvaria de H. contortus,
otros estudios reportaron que son plantas versétiles, que han mostrado resultados in-
teresantes en el control integrado de plagas de cultivos en el sector ganadero.(37 38)
Existen estudios especificos que reportan actividad nematicida de las plantas,(12:27)
donde la inhibicién de la migracion larvaria es del 95 % cuando se utilizan extractos
acuosos de Gliricida sepium.®9) M. oleifera presenté un tamizaje fitoquimico de
alcaloides, glucdsidos, flavonoides, esteroides, terpenoides, saponinas, taninos y
antraquinonas.(“9) Mientras, A. indica es una planta con numerosos terpénicos (di-
terpenos) y mas de cincuenta tetranortriterpenoides: azadiractina, nimbolida, dcido
nimbico, azadirona, nimbina, etc.

La més interesante es la azadiractina, que se comporta como antinutriente
para insectos, bacterias y nematodos.(*!) Otros estudios han utilizado Gliricida
sepium, una planta con gran variedad de efectos secundarios. Los metabolitos,
como saponinas, taninos y alcaloides,(“?) asi como entre 3.6-4.6 % de las con-
centraciones de taninos condensados.(*®) Estas diferencias en la capacidad ovicida
y la inhibicion de la migracion larval en diferentes estudios in vitro pueden estar
asociadas con el origen del material vegetal.

La composicion quimica de una planta puede variar considerablemente entre
plantas de una misma especie debido a diferencias genéticas y ambientales, el
estado fenolodgico, los proceso de cosecha, el método de secado de la muestra,
la técnica de extraccidn, entre otros.(*4) En este sentido, es necesario un control
estricto. Se recomienda la calidad del material a evaluar.(*>)

En general, los tipos de soluciones y métodos de extraccién pueden afectar en
gran medida la actividad de los compuestos boténicos, como se observa con los
extractos hidroalcohélicos, que contienen algunas sustancias quimicas orgénicas no
polares con mayor polaridad que los extractos acuosos y tienen mayor solubilidad
en el contenido lipidico.(*®)

Conclusiones

Los extractos acuosos de Azadirachta indica y Moringa oleifera no afectaron la
eclosion de huevos de Haemonchus contortus. Sin embargo, a medida que las
larvas se desarrollaron hasta L, la motilidad disminuy6 del 98 al 100 % utilizando
la concentracion més baja de ambos extractos. En cuanto a la migracién larvaria,
ambos extractos tuvieron efectos nocivos sobre las larvas infectantes (L;) con una
tasa de inhibicion del 67 por ciento.
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