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RESUMEN

Se realiz6 la presente investigacion con el objetivo de evaluar el efecto ovicida del
extracto hidroalcohdlico y sus fracciones de las hojas de Azadirachta indica (arbol de
Neem) contra huevos de Haemonchus contortus bajo condiciones in vitro, para tal
efecto hojas jévenes y maduras fueron colectadas de diferentes arboles en el
Municipio de Iguala Guerrero, y asi procesarlas en el laboratorio. Dicho extracto
integro (E-HA) y sus fracciones (acuosa, F-Aq y organica, F-AcOEt) fueron
confrontados ante huevos de H. contortus. Los tratamientos fueron el E-HA, F-Aq, F-
AcOEt utilizando diferentes concentraciones (10, 5,2.5, 1.25 mg/mL). Adicionalmente
se utilizd metanol al 2% como control negativo (C-) e Ivermectina (5 mg/mL) como
control positivo (C+). La actividad ovicida fue determinada mediante el ensayo de
inhibicién de la eclosién de huevos (IEH), bajo condiciones in vitro. Se utilizaron
placas de micro titulacion de 96 pozos, con cuatro repeticiones (n=4). El disefio
experimental fue un completamente al azar y la comparacién de medias se realizo
con una prueba de Tukey. Los tratamientos que tuvieron efecto dependiente de la
concentracion se sometieron a un analisis de regresion para estimar las
concentraciones letales (CL50 y CL90) mediante el sistema probit (SAS, 2006). El E-
HA y la F-Agq mostraron una actividad ovicida del 99.02 y 95.62%, respectivamente.
Mientras que la F-AcOEt exhibié un efecto inhibitorio de la eclosion de huevos de
99.3% con 2.5 mg/ mL. Las CL50 y CL90 del extracto integro fueron 0.65 y 3.78
mg/mL, respectivamente. Para la F-Aq, se requieren 1.40 mg/mL para inhibir el 50%
de la eclosién de huevos y para llegar al 90% fueron necesarios 5.17 mg/mL. Las
CL50y CL90 de la fraccién AcOEt fueron 0.19 mg/mL y 1.92 mg/mL. De acuerdo con
los resultados observados en este estudio, el extracto hidroalcohdlico de Azadirachta
indica y sus fracciones podrian ser una fuente alternativa para el control de

nematodos gastrointestinales en ovinos.

Palabras clave: Inhibicion, Haemonchus contortus, extracto hidroalcoholico integro
y sus fracciones de Azadirachta indica.



ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the ovicidal effect of a hydroalcoholic extract
and its fractions from Azadirachta indica (Neem tree) leaves against Haemonchus
contortus eggs, under in vitro conditions. Fresh leaves (young and mature) were
collected from different trees at the Municipality of Iguala Guerrero, and were
processed in the laboratory. An hydroalcoholic extract (HA-E) and its fractions
aqueous, (F-Aqg), and organic (F-AcOEt) were confronted with H. contortus eggs. The
treatments were the extract and fractions at 10, 5, 2.5, 1.25 mg / mL. Additionally, 2%
methanol was used as a negative control (C-) and Ivermectin (5 mg/ mL) as a positive
control (C +). The egg hatching inhibition test was performed under in vitro conditions.
96-well microtiter plates were used, with four replications (n= 4). The experimental
design was completely randomized and the comparison of means was carried out with
a tukey test, the calculation of lethal concentrations (LC50 and LC90) were estimated
with the probit system (SAS, 2006). The HA extract and the Aq fraction displayed an
ovicidal effect of 99.02 and 95.62%, respectively. Meanwhile, the F-AcOEt exhibited
an egg hatch inhibitory effect of 99.3% with 2.5 mg / mL. The LC50 and LC90 of HA
extract were 0.65 and 3.78 mg / mL, respectively. For the aqueous fraction (F-Aq), it
was required 1.40 and 5.17 mg / mL to achieve an ovicidal effect of 50 and 90%,
respectively. The LC50 and LC90 of the AcOEt fraction were 0.19 mg / mL and 1.92
mg / mL. According to the results observed in this study, the hydroalcoholic extract of
Azadirachta indica and its fractions could be an alternative for the control of

gastrointestinal nematodes in sheep.

Key words: Inhibition, Haemonchus contortus, whole hydroalcoholic extract and its

Azadirachta indica fractions.



. INTRODUCCION

Las parasitosis son consideradas como uno de los problemas sanitarios mas
importantes en los sistemas de produccidon ovina y caprina (Menderos y Bachero
2013; Morgan et al., 2013). A nivel mundial, las especies de parasitos pertenecientes
a los nematodos gastrointestinales (NGI) que predominan en los sistemas pastoriles
son principalmente Haemonchus contortus (gusano del abomaso), Trichostrongylus
colubriformis, T. axei y Ostertagia circumcincta (Zapata et al.,2016). Estos NGI
afectan la salud y el bienestar de los animales manifestando sintomas como diarrea,
pérdida de apetito, anemia leve o severa y mortandades elevadas (Mederos y
Banchero, 2013). El uso frecuente de drogas antihelminticas como Unico método de
control ha presionado a los parasitos hacia la seleccién de cepas resistentes a las
mismas, por lo que en los Ultimos afios la resistencia antihelmintica se ha
transformado en uno de los problemas sanitarios de mayor importancia en los
rebafos ovinos en todo el mundo (Mederos y Banchero, 2013). Un efecto indirecto
generado por el uso indiscriminado de los antiparasitarios es la amenaza a la
integridad ambiental, de tal manera que existen antecedentes que confirman que el
uso de antiparasitarios provoca cambios en los organismos colonizadores de la
materia fecal de animales tratados con estos productos y también se puede generar
presencia de residuos toxicos en alimentos (Moya y Escudero, 2015). Ante esta
situacion se buscan métodos alternativos de control de NGI en pequefios rumiantes.
La creciente prevalencia de NGI resistentes a los principales antihelminticos
comerciales disponibles en el mercado ha redefinido las practicas para su control, y
en este contexto se estan desarrollando nuevas estrategias (Ortiz-Ocampo et al.,
2016) como el uso de vacunas (Medina et al., 2014), hongos nematéfagos (Garcia et
al., 2016 ; Sagueés et al 2011; Mendoza de Gives et al., 2018) rotacion de potreros
(Caballero et al., 2011) y el uso de plantas con potencial antiparasitario (Pérez-Pérez
et al., 2014; Olmedo-Juérez et al., 2017).



.  JUSTIFICACION

El uso de los recursos forrajeros locales para la alimentacion y el cuidado de la salud
del ganado es una estrategia altamente rentable y sostenible (Hernandez et al., 2014,
Pérez-Pérez et al., 2014). Entre tales recursos se encuentran los arboles y arbustos
forrajeros nativos, que ademas de aportar nutrientes de buena calidad, producen
metabolitos secundarios que han evidenciado efecto nematicida sobre los NGI del
ganado (Pérez-Pérez et al., 2014). Diversos estudios realizados con algunas
especies arbdreas pertenecientes a la familia Leguminosae y Meliaceae, han
mostrado que contienen constituyentes quimicos con efecto antihelmintico (Castillo-
Mitre et al., 2017, Garcia-Hernandez et al., 2019). Azadirachta indica es una especie
arborea conocida como Neem que pertenece a la familia de las Meliaceae (Berenguer
et al.,, 2013). En la medicina tradicional se ha utilizado para el tratamiento de
diferentes enfermedades tales como diabetes (Sanni et al., 2019), y enfermedades
gastrointestinales (Blum et al., 2019). Productos naturales que contiene esta especie
vegetal han sido reportados con una importante actividad antimicrobiana y
antiparasitaria (Igbal et al., 2010; Rajedaran et al., 2019). Por lo que en la presente
investigacion fue enfocada a la comprobar la actividad ovicida de A. indica sobre el

parasito Haemonchus contortus.
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. HIPOTESIS

El extracto hidroalcohdlico de hojas deshidratadas de Azadirachta indica contienen
propiedades antihelminticas que inhiben los procesos de eclosion de huevos del

parasito nematodo Haemonchus contortus
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IV. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto ovicida del extracto hidroalcohdlico de hojas de Azadirachta indica

contra huevos de Haemonchus contortus bajo condiciones in vitro

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Obtener un extracto hidroalcohdlico de Azadirachta indica y obtener sus
fracciones acuosa y organica

v Evaluar el porcentaje de inhibicion de la eclosién de huevo de Haemonchus
contortus bajo diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de
Azadirachta indica.

v' Evaluar el porcentaje de inhibiciéon de la eclosion de huevo de Haemonchus
contortus bajo diferentes concentraciones de la fraccién acuosa del extracto
hidroalcohdlico Azadirachta indica.

v' Evaluar el porcentaje de inhibicion de la eclosion de huevo de Haemonchus
contortus bajo diferentes concentraciones de la fraccién organica del extracto

hidroalcohoélico de Azadirachta indica.
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V. REVISION DE LITERATURA

5.1. Produccion de ovinos
5.1.1. Produccion de ovinos a nivel mundial

Segun los datos proporcionados por la FAO (2019), en el afio 2014 se registré un
inventario de 1, 128, 335, 444 cabezas de ganado ovino en el mundo, mientras que,
para el afio 2017 se tuvo un incremento llegando a 1, 202, 430, 935 cabezas, lo que

representa un aumento del 6.5% (Figura 1).
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Figura 1. Poblacién mundial de ganado ovino hasta el afio 2017 (FAO, 2019).

El continente africano y asiatico poseen mas del 70% de las cabezas de ganado ovino
en el mundo, por otro lado, en el continente americano se concentra una menor
poblacion con solo 81,307,871 cabezas que representan el 6.76 % de la poblacién
mundial (figura 2)
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Figura 2. Poblacién de ganado ovino por continente en 2017 (FAO, 2019).

China es el pais que concentra el mayor nimero de ganado ovino con el 13.41% del
total, debido a la densidad de poblacién que presenta y al amplio territorio que
comprende esta nacion, dentro de los paises con mayor produccion se encuentran
Australia con 6.00% de la poblacién, india 5.24% y Nigeria 3.53%. (Figura 3). FAO
(2019).
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Figura 3. Distribucién de ovinos en el mundo por paises en el afio 2017 (FAO, 2019)
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Figura 4. Poblacion ovina en el continente americano de 2014 a 2017 (FAO, 2019).
De los 5 continentes el americano ocupa el dltimo lugar respecto a la produccion de
ovinos, puesto que, en el 2014 se reportd una poblaciéon de 83,969,540 cabezas

mientras que para el 2017 se obtuvo solo 81,307,871 cabezas lo que represento una
baja del 6.8% de la produccion (Figura 4).
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Figura 5. Distribucion de poblacion ovina en paises del continente americano en
2017 (FAO, 2019).
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En el continente americano, México se encuentra en el cuarto lugar con 10.94% de
produccién de cabezas, siendo Brasil el pais con mayor produccion en el continente
con 17, 976, 367 cabezas lo que representa el 22.10%, seguido por Argentina con
14, 842, 957 que equivale a 18.25%, y Peru con 11, 338, 424 que representa el
13.94% de la poblacion (Figura 5).

5.1.2. Inventario de ovejas en México

De acuerdo con los ultimos datos publicados por SIAP (2020), la poblacién ovina en
México para 2019 fue de 8, 708,246 de cabezas, donde el Estado de México es la
entidad donde se concentra mayor existencia de ganado ovino a nivel nacional.
aportando el 12 % del inventario nacional. Segun los datos proporcionados por el
SIAP (2019), México ha tenido un aumento del 3.8%, que corresponde con el alta en
la produccion en el afio 2010 donde se pasé de 8,105,562 a 8,708,246 cabezas de
ovinos en 2019 (Figura 6). Este incremento en la poblacién puede ser debido a los
avances en los sistemas de produccién, ademas de la aceptacién que ha tenido la
carne de ganado ovino para el consumo, ya sea en forma de cortes de gran calidad

como en platillos tradicionales.
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Figura 6. Poblacion ovina en la republica mexicana del afio 2010 al 2019 (FAO, 2019)
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El primer Estado productor es el Estado de México con un total de 1,379,974 cabezas
y le siguen en orden de importancia Hidalgo con 1,131,718; con Veracruz 708,853 y
Zacatecas con 509,491 (Figura 7).

% CABEZAS

Zacatecas
12%

Estado de
mexico
Puebla 32%

13%

708,853

Veracruz
17%

Hidalgo
26%

Figura 7. Principales estados de la Republica Mexicana productores de ovinos en
2019 (SIAP, 2020).

5.2. Sistemas de produccién

Mufioz et al. (2015) mencionan que en México existe alrededor de un total de 53 338
unidades de produccién de ganado ovino, de acuerdo con Orona et al. (2014), el 52%
en la region centro, con gran parte de razas de lana productoras de carne Suffolk,
Hampshire, Rambouillet y Dorsetel, el 23 % en la zona sur con ganado de pelo
(cruzas de Pelibuey, Black Belly, Katahdin y Dorper); en la regién occidente,
alrededor del 14% son razas de pelo cruzadas con ovinos de lana y por ultimo el 11
% restante se localiza en la region norte, donde existen basicamente inventarios de

cruzas de ganado de pelo.
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México, es uno de los principales paises productores de ganado en el mundo, pero
los sistemas de produccion presentan problemas de manejo, alimentacién deficiente,
sobrepoblacion, sobrepastoreo y nivel tecnolégico bajo que determinan produccion
deficiente (Martinez et al., 2018). La ovinocultura se lleva a cabo en diferentes
regiones, esto depende de las condiciones climaticas, disponibilidad de recursos
CcOmo son acceso a tierra, disponibilidad de insumos y tecnologia utilizada, mercado
y nivel socioecondémico de los productores (Vazquez et al., 2018). Estos sistemas
van desde los altamente tecnificados donde mantienen a los animales en completa
estabulacion, hasta los trashumantes que mantienen los animales totalmente en

condiciones extensivas y no utilizan tecnologia (Vélez et al., 2016).

Los sistemas de produccién que predominan son los de tipo semi-intensivo e
intensivo; sin embargo, estos se localizan entre los mas tecnificados del pais y estan
basados en la estabulacion. Estos sistemas se caracterizan por uso de altas
cantidades de grano, asi como el empleo de razas pesadas y sus cruzas con razas
de pelo para lograr una alta ganancia diaria de peso y conversién alimenticia con una
viabilidad econdmica sujeta a un alto precio de venta, asi como al costo y
disponibilidad del grano. Por otro lado, en la region tropical del pais se encuentran
una gran variedad de sistemas de produccién agricolas y pecuarios los cuales en su
mayoria conforman un sub-sistema dentro de la unidad de produccion (Macedo y
Castellanos, 2004).

De acuerdo a Vazquez et al. (2018) en el centro del pais prevalece el sistema de
produccion extensivo de zonas rurales de montafia sierra y valle, ya que el objetivo
principal de estas unidades de produccién es el ahorro y la capitalizacién
generalmente el tipo genético de los ovinos utilizados son cruzas de Suffolk, Criollos
y otras razas, la alimentacion depende de la vegetacién natural, residuos de
cosechas, asi mismo la mano de obra sobre el manejo del rebafio que se emplea es

totalmente de tipo familiar.
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5.2.1. Sistema extensivo

En México, el sistema extensivo se desarrolla en agostaderos y pastizales nativos
siendo una de las fuentes principales que solventan la alimentacion del ganado ovino,
estas estan compuestas por diversas variedades de pastizales y matorrales de
diferentes especies forrajeras entre las que se encuentran gramineas, leguminosas
y cactaceas generalmente libres de fertilizantes. Una de las ventajas que tiene este
sistema es que permite bajos costos de produccion por kilogramo de carne de una
buena calidad. La sanidad y la infraestructura es minima y generalmente la mano de
obra es totalmente familiar. Una de las desventajas que presenta este sistema es que
el bajo desarrollo de los ovinos por la mala calidad de los forrajes, es decir, los
pastizales poseen baja proporcion de nutrientes como son la proteina, energia,
minerales, y vitaminas; y esta estrechamente relacionado al estado fisiol6gico de la
vegetacion entre mas madura sea sera mayor la pared celular, provocando una
disminucién de la digestibilidad. Asi mismo, los pequefios rumiantes se enfrentan a
diversas enfermedades tales como bacterianas, virales y parasitarias, en
consecuencia, provocando desequilibrios nutricionales causando mortalidad en
corderos la cual se agudiza debido al mal manejo de practicas sanitarias (Sanvicente,
2018). Por esta razon es necesario implementar practicas estratégicas en este
sistema de produccién, como ofrecer suplementos energéticos, proteicos y
minerales, una alternativa es el uso de bloques nutricionales, la cual es una estrategia
viable para la suplementacién en este sistema productivo (Sanvicente, 2018). Por
otro lado, este sistema basa la alimentacion en pastoreo de areas marginadas donde
el rebafio se mantiene como una sola unidad. Sin embargo, el uso de tecnologias y
el manejo son deficientes, el empadre se da forma continua es decir no hay limite,
generalmente el macho pasa con las hembras todo el tiempo. Por otro lado, el tamafio
del rebafo varia de acuerdo al tamafio de la unidad de produccion que va desde 10
hasta mas de 1000, estos sistemas tienen como objetivo la produccion para abasto

o pie de cria (Martinez et al., 2017).
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5.2.2. sistema semi-extensivos

Este sistema se basa en gran parte en pastoreo, principalmente como fuente de
alimento, la diferencia en relacién al anterior, tal vez radica en que las extensiones
utilizadas no son tan grandes como el caso anterior y comparativamente utilizan
tecnologia e insumos en mayor escala. Sin embargo, estos sistemas se caracterizan
por estar mas organizados en estos aspectos de la utilizacién asi mismo pueden
presentar combinaciones de objetivos con diferentes alternativas de manejo y

tecnologia (Martinez et al., 2017).
5.2.3. Sistema intensivo

Son aquellos en que se realiza un control de forma que permite tener mejores
rendimientos productivos en menor tiempo posible, donde existe inversion de capital,
uso de tecnologia avanzada y asesoria técnica profesional, en este sistema de
produccion los animales se encuentran la mayor parte de su vida estabulados. Este
sistema requiere de instalaciones donde cada corral debe tener una zona de sombra,
comederos, bebederos y saladeros. Generalmente es utilizado en engorde intensivo
y en produccion de animales de alto valor genético (Cruz, 2010). Asi mismo, se
incluyen sistemas de engorda para corderos en corral, también sistemas de
cria/engorda con el uso de pastos mejorados bajo un manejo intensivo y finalizacién
de corderos en corral (Martinez et al., 2017). El espacio requerido por cabeza es de

1.20 m? a 3.50 m?, segun se trate de corderos o animales adultos (Cruz, 2010).
5.3. Parasitos gastrointestinales en pequefios rumiantes

Los parasitos gastrointestinales provocan grandes pérdidas en la produccion y salud
animal (Rodriguez et al., 2001), son considerados de los mas importantes debido a
gue afectan en su mayoria a animales jovenes (Gonzalez-Gardufio et al., 2011). Se
encuentran entre las causas mas frecuentes que ocasionan ineficiencias productivas
y economicas en los sistemas pecuarios del pais, disminuyen considerablemente la
produccion de los animales, provocando trastornos digestivos que interfieren en la

nutricion y desarrollo normal de los animales (Moreno et al., 2010), estas
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enfermedades afectan generalmente animales jovenes en desarrollo, los sintomas
gue se presentan son baja ganancia de peso y un crecimiento lento llegando a
ocasionar la muerte de los animales (Gonzalez et al.,, 2001).Los parasitos mas
comunes son clasificados como nematodos o gusanos redondos, cestodos, tenias y
trematodos. Estos se distribuyen a lo largo del tracto gastrointestinal, pero presentan
afinidad a una estructura en particular (abomaso, intestino delgado, intestino grueso
y pulmones) donde se desarrolla un cuadro patolégico particular, esta condicion

permite diagnosticar la presencia del agente etiologico del que se trate (Rios, 2011).

En el cuadro 1 se muestran los principales NGI que prevalecen en los pequefios

rumiantes asi como su localizacion dentro del organismo del animal

Cuadro 1. Clasificacion de los parasitos gastrointestinales segun la seccion

gastrointestinal en la que se desarrollan.

Localizacion Parasito

Haemonchus spp.
Abomaso Trichostrongylus spp.

Teladorsagia spp.

Trichostrongylus spp.

Nematodirus spp.
Intestino delgado Cooperia spp.

Bunostomum spp.

Strongyloides spp.

_ Trichuris spp.
Ciego I
Skrjabinema spp.

Oesophagostomum spp.
Colon )
Chabertia spp.

http://www.uno.org.mx/sistema/pdf.
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La infeccion por nematodos gastrointestinales (NGI) es una de las parasitosis mas
comunes y representa un serio problema a nivel mundial, debido al creciente
desarrollo de resistencia antihelmintica, se ha creado la necesidad de desarrollar y
utilizar productos antihelminticos alternativos dirigidos a su control para reducir
pérdidas (Moreno et al., 2010).

5.4. Clasificacion de los parasitos gastrointestinales en pequefios rumiantes
5.4.1. Trichostrongylus spp.

Este género comprende especies muy pequefias (Quiroz, 2005). Urquhart et al.,
(2001) mencionan que su tamafno es de menos de 7 mm de longitud (Figura 8), estos

parasitos son muy frecuentes en animales domésticos (Cepeda, 2017).

Figura 8. Gusanos adultos Trichostongylus spp. (Taylor, 2015).

Por otro lado, algunas de las especies mas frecuentes en los rumiantes son:

Trichostrongylus axei: las cepas de esta especie en fase larvaria son las
responsables de la parasitosis, provoca lesiones en la mucosa y en las glandulas
estomacales dando lugar a una reduccién de albumina y el aumento de seroglobinas

y pepsinégeno en la sangre. Este parasito, generalmente en estado adulto, no se
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alimenta de sangre, aunque la irritacion sobre la mucosa provoca accion inflamatoria,
asi mismo son muy patégenos para rumiantes, su tamafio es bastante pequefio este
se encuentra en el abomaso, aunque rara vez en el intestino delgado de ovinos,
caprinos y bovinos. En caballos, cerdos y burros se encuentra en el estbmago e
intestino delgado (Cepeda, 2017). En esta especie, el macho mide aproximadamente
de 2.3 a6 mmy las hembras de 3.2 a 8 mm de largo, en la hembra la cola es afilada,
carecen de solapa vulvar y los huevos son ovoides, los machos poseen espiculas

cortas, robustas y retorcida (Cepeda ,2017).

Trichostrongylus vitrinus: se encuentra en el intestino delgado normalmente en el
duodeno y rara vez en el abomaso de ovejas y cabras, bovinos, el macho mide de 4

a7 mmy lahembrade5 a8.1 mm de longitud.

Trichostrongylus colubriformis: se encuentra en el intestino delgado (figura 9), aunque
podria alojarse en algunas ocasiones en el abomaso, el macho mide 4.3 a 7.7 mmy

las hembras de 5 a 8.6 mm de largo

Figura 9. Trichostrongylus colubriformis. A. bolsa copuladora; B region vulvar; C
cauda de la hembra (Quiroz, 2005).
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Ciclo bioldgico: las especies de Trichostrongylus tienen un ciclo directo el desarrollo
del huevo a larva ocurre después de 2 semanas tras la ingestion de la L3. (Cepeda
,2017). Estas penetran las criptas epiteliales de la mucosa desarrollando tuneles que
tienen parasitos en crecimiento, posteriormente liberan vermes jovenes, los cuales
causan hemorragia y edema provocando perdida de proteinas a la luz del sol
intestinal (Urquhart et al., 2001). las infestaciones por Trichostrongylus son
frecuentemente asintomaticas. No obstante, bajo condiciones de estrés o
desnutricion, las infecciones masivas producen inapetencia, diarrea, los animales

pierden rapido peso pudiendo llegara a causar la muerte.
5.4.2. Haemonchus contortus

Es uno de los nematodos gastrointestinales de mayor importancia, es considerado el
parasito mas patdégeno en los pequefios rumiantes ya que afecta a la productividad
de ovinos en diferentes regiones del mundo (Luck et al., 2017). Este se aloja en
abomaso, su longitud oscila entre los 10 a 30 mm. La capacidad hemat6faga de este
parasito se puede observar en su intestino en una coloracion rojiza. Las hembras
adultas llegan a producir de 5,000 a 10,000 huevos al dia que son expulsados con

las heces al exterior del huésped. (Bernal y Camargo, 2016).

Ciclo bioldgico: es de tipo directo, y su fase infectante es la larva L3 o tercer estadio
(figura 10).

Figura 10. Representacion esquematica del ciclo de vida de Haemonchus contortus
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Fase exdgena: los huevos son expulsados junto con las heces de 1-2 dias se
desarrolla el embrién del parasito dentro del huevo donde eclosiona una larva de
primer estadio (L1). Después de un breve periodo de inmovilidad o letargo (algunas
horas) las larvas sufren el cambio, es decir, la primera muda, cambiando su envoltura
de queratina, transformandose a larvas de segundo estadio (L2), estas larvas se
alimentan de los residuos de la materia fecal y bacterias, después de 2-3 dias las
(L2) evolucionan al tercer estadio (L3) en esta etapa se considera como larva
infectante ya que esta podra infectar a un nuevo hospedero. La etapa (L3) posee la
envoltura de la (L2) de esta manera ayuda a protegerse de la deshidratacion y
factores externos como frio, calor y resequedad, logrando sobrevivir en la superficie
del suelo, la L3 no requiere alimentarse, debido a que contiene granulos lipoides que
le aportan la energia necesaria por un periodo aproximado de nueve meses, para

infectar al hospedero (Aguilar-Caballero et al., 2013).

Fase endogena: las L3 infectan a los hospederos durante el pastoreo, ya que estas
se encuentran en las gotas de rocio de los pastos, posteriormente la L3 pasa por el
tracto gastrointestinal en donde se desprende de su vaina, por estimulos del
hospedador como: pH (2 a 4), CO2, enzimas y temperaturas entre 37-39°C, para
poder modificar su morfologia y convertirse en el primer estadio endoparasitico
denominado cuarto estadio (L4) o larva histiotrofica. Posteriormente, la L4 evoluciona
a L5 (aumentando su tamafio de 8 10 veces) a los 10 dias de post-infeccion y
presenta caracteristicas morfolégicas especificas de dimorfismo sexual. Una vez
terminado el desarrollo, los nematodos adultos poseeran 32 caracteristicas sexuales

que permitan diferenciar machos (espiculas), y hembras “vulva” (Mora, 2016).

Haemonchus contortus en pequefios rumiantes: la hemonchosis repercute
negativamente en la eficiencia biolégica y econdmica de los rebafios ovinos, la
severidad de la infeccion varia de acuerdo al estado nutricional del animal y al nimero
de parasitos presentes (Mufioz-Guzman et al., 2015). El grado de alteraciones
fisiol6gicas que ocasionan los nematodos gastrointestinales depende de la infeccion,

la inmunidad, la edad, los géneros involucrados y el medioambiente, los cuales
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conllevan trastornos en el consumo de alimento, una deficiente digestion y absorcion
(Medina et al., 2014) por lo que, cuando el grado de infeccion es severo, se observa
retraso en el crecimiento, desnutricion, baja conversion alimenticia, anemia, pérdida
de apetito, bajos indices de fertilidad y en algunos casos, muertes en animales
jovenes, aunado a esto, el costo de los medicamentos y servicios veterinarios (Mufioz
Guzman et al., 2015).

5.4.3. Cooperia spp.

Quiroz (2005), menciona que en estos nematodos poseen una cuticula que tiene
alrededor de 14 a 16 estrias longitudinales, con lineas transversas estriadas al
extremo anterior del cuerpo. La bolsa copuladora tiene 2 grandes rayos laterales y
un rayo dorsal pequefio, no tiene papilas prebursales. Las espiculas son gruesas y
cortas y terminan en una sola punta generalmente tienen bordes parecidos a alas.
Carecen de gubernaculo, la vulva se localiza detras de la linea media del cuerpo y
puede estar cubierta por un labio. se considera que Cooperia no es hematofaga, pero
provoca irritacion por la accibn mecanica sobre la mucosa del duodeno. Existen
diferentes especies entre ellas se encuentran Cooperia curticei, Cooperia oncophora,
Cooperia pectinata, Cooperia punctata, Cooperia spatulata, Cooperia surnabadada,

Cooperia macmasteri, entre otras.
5.4.4. Ostertagia o Teladorsagia spp.

Teladorsagia circumcincta y Teladorsagia trifurcata se localizan en el abomaso de
ovejas y cabras. Son gusanos que miden 14mm de longitud su cavidad bucal es corta
y amplia y poseen de 2 a 3 espiculas cortas. Los machos llegan a medir 9mm vy las
hembras 12mm, la bolsa copuladora esté integrada por 2 grandes I6bulos laterales y
un dorsal ademas de otro accesorio dorsal ubicado simétricamente en los laterales,
en las hembras una solapa muy fina protege a la vulva. (Cepeda, 2017). La vulva se
encuentra en el quinto posterior del cuerpo puede estar y no protegida por un labio
cuticular, sin embargo, también se denomina gusano café del abomaso y se conocen
mas de 35 especies entre las mas comunes se encuentran Ostertagia ostertagi que

localiza el abomaso de ovinos, caprinos, bovinos y otros animales domésticos,
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aunque esta especie se encuentra principalmente en bovinos y rara vez en ovinos y
caprinos, el macho mide 6.5 a 7.0 mm de largo la hembra mide de 8.3 a 9.2 mm de
largo, sin embargo, se le considera como el nematodo gastrico mas importante en
climas templado; en zonas tropicales y subtropicales de México. Ejerce una accion
expoliatriz hematéfaga y la mecanica es irritativa al llegar a su madurez y salir de las
glandulas gastricas. Ostertagia occidentalis se encuentra el abomaso, en ovinos y
caprinos ocasionalmente en el intestino delgado. EI macho mide 12 a 16 mm en
hembras aldn no se conocen, Ostertagia trifurcata se encuentra en el abomaso rara
vez en el intestino delgado de ovinos y caprinos el macho mide de 6.7 a 7 mm las

hembras son indistinguibles de las de Ostertagia circumcicta (Quiroz, 2005).
5.4.5. Nematodirus spp.

Su cuerpo es delgado presenta el extremo anterior atenuado anteriormente la boca
es de forma circular, encerrada por una sierra denticulada de cuticula de la cual hay
un circulo interno de grandes 6 papilas seguido por un circulo externo de 8 papilas
pequefias, el extremo anterior es vesiculado. En la porcién dorsal del estomago se
localiza un diente en la cuticula hay 18 estrias longitudinales, pero sin papilas
cervicales, la bolsa copuladora tiene dos grandes I6bulos laterales uno dorsal
pequefio por otro lado en la superficie interna de la bolsa copuladora hay estructuras
redondas y ovaladas (Quiroz, 2005). Las espiculas son largas y delgadas, y en sus
extremos estan unidas por una membrana a lo largo o solamente en su punta. Las
espiculas son simples y no presentan gubernaculo. La vulva se abre en la parte
posterior del cuerpo. La cola de la hembra es cénica y esta truncada. hay alrededor
de 28 especies entre ellas se encuentran Nematodirus spathiger, Nematodirus
helvetianis, Nematodirus filicollis (Figura 11). Nematodirus abnormalis, Nematodirus

lanceolatus, Nematodirus davtiani.
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Figura 11. Nematodirus filicollis A. extremo posterior del macho; B. punto de las
espiculas fusionadas; C. extremo anterior; D. extremo posterior de la hembra; E.
bolsa copulatriz de N. battus; F. punta de espiculas fusionadas; G. extremo caudal
de la hembra (Quiroz ,2005).

N. battus, N. spathiger y N. filicollis suelen ser parasitos mas comunes que afectan a
los ovinos de las cuales en las dos ultimas han sido identificadas en algunas regiones
del pais. Sin embargo, la edad de los corderos influye mucho para el desarrollo de la
infeccion debido a la resistencia que se presenta en las especies de este género
(Valenzuela et al., 1991).

5.4.6. Bunostomum trigonocephalum

La bunostomosis es una helmintiasis causada por el nematodo B. trigonocephalum,
cuyos adultos habitan en el intestino delgado de ovinos, a menudo, con otros
parasitos gastrointestinales en infecciones mixtas, las infecciones generalmente son
diagnosticadas por el hallazgo de los tipicos huevos en muestras de materia fecal.
Sin embargo, el diagndstico especifico y sensible de infecciones por NGI del ganado
respalda el control eficaz de la enfermedad, que es de gran relevancia ya que la

resistencia antihelmintica es un problema importante (Paredes et al.,2015).
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Se caracteriza por tener en el extremo anterior con direccion dorsal, la capsula bucal
es de forma infundibular, con dos placas cortantes de forma semilunar en el borde
ventral; adem@s ésta posee dos lancetas cerca de la base hay un par de pequefias
lancetas subventrales en la pared dorsal de la pared. La vulva se localiza en posicion
anterior a la linea media del cuerpo, por otro lado, la bolsa copuladora esta
ligeramente con el I6bulo dorsal asimétrico y los I6bulos laterales se contindan
ventralmente, las espiculas son iguales (Quiroz, 2005). La prevalencia varia segun
las condiciones climaticas y ecologicas; tiende a desarrollar y sobrevivir mejor en

climas célidos (Paredes et al.,2015).
5.4.7. Oesophagostomum spp.

Es una infestacion parasitaria debido a la presencia de varias especies de nematodos
del género Oesophagostomum (Quiroz, 2005). Son gusanos robustos y blanquecinos
con un cilindro estrecho, capsula bucal y mide 1-2 cm de largo (Figura 12) el cuerpo
es ligeramente curvado. Un surco cervical ventral se encuentra cerca del extremo
anterior del gusano, y la cuticula anterior se dilata para formar una vesicula cervical
(Taylor et al., 2015). Clinicamente se caracteriza por diarrea, mala digestion y falta
de desarrollo. La trasmision se realiza por el suelo y la infestacion se da por la

ingestion de larvas y se encuentra ampliamente distribuida (Quiroz, 2005).

Figura 12. Gusanos adultos de Oesophagostomum venulosum (Taylor et al., 2015).

29



Ciclo bioldgico: la fase pre-parasitaria generalmente es estrongiloide, el huevo
eclosionay libera la larva de la primera etapa, posteriormente esta muda a la segunda
etapa y después a la tercera etapa que es la etapa infecciosa. La infeccion se da por
la ingestion de la L3, sin embargo, no hay etapa de migracion en el cuerpo, aunque

existe evidencia limitada de que la penetracion de la piel es posible.

La larva muda de nuevo y las larvas de la cuarta etapa adhieren a la pared del
intestino la L4 emerge a la superficie de la mucosa y migrar a colon y desarrollarse a
la etapa adulto. El periodo es de 5 a 7 semanas. en la reinfeccidn las larvas pueden

permanecer retenidas como L4 en nddulos (Taylor et al., 2015).

TN TrS

s A BELITLERS

4
H

Figura 13. Anterior de Oesophagostomum venulosum que muestra la vesicula

cefélica inflamada (Taylor et al., 2015).
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5.5. Control tradicional de nematodos gastrointestinales

5.5.1. Control quimico

Tradicionalmente, los parasitos gastrointestinales han sido controlados
efectivamente a través del uso de farmacos comerciales, clasificados en las
siguientes familias: Benzimidazoles, Imidazotiazoles/Tetrahidropirimidinas y la familia
de las lactonas macrociclicas (cuadro 2) (Rios, 2011). Sin embargo, es importante
destacar que en muchos casos estos tratamientos no son muy efectivos,
principalmente debido al mal uso de los productos comerciales, productos caducados

y manejo de la dosis, llegando a generar resistencia (Rios, 2011).

Cuadro 2. Grupos principales de antihelminticos usados para el control de

pardsitos gastrointestinales en ovinos

Grupo y nombre Dosis mg/kg Via de administracion

Benzimidazoles

Tiabendazol 44 Oral
Albendazol 5 Oral
Febendazol 5 Oral
Oxfendazol 5 Oral
Febantel 6 Oral
Tiofanato 50 Oral
Netobimin 7.5 Oral

Imidazotiazoles
Levamisol 45 Oral, intramuscular
Lactonas macro ciclicas
Ivermectina 0.2 Subcutanea
Moxidectina
Doramectina

(Mora, 2016)
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5.6. Resistencia antiparasitaria

El control de los paréasitos del tracto digestivo tradicionalmente se ha basado en el
uso masivo de farmacos antihelminticos (Szwako et al., 2017). El uso indiscriminado
de antiparasitarios ha ocasionado la generacion de resistencia de los parasitos,
toxicidad y reacciones adversas a la aplicacion de estos medicamentos (Moya y
Escudero, 2015). En los ultimos afios se ha demostrado la presencia de resistencia
hacia los principales ingredientes activos usados como desparasitantes (Lopez et al.,
2015).

A pesar de que existen diferentes clases de farmacos usados para el control de
parasitos gastrointestinales, desafortunadamente, la resistencia antihelmintica se
estd desarrollando en todas las formulas quimicas, principalmente por su
administracion incorrecta. Por otro lado, la resistencia antihelmintica se deriva de la
seleccion activa hecha por los antihelminticos, de los genes que regulan los
mecanismos fisioldgicos y bioquimicos responsables de evadir el efecto letal de los
farmacos (Mejia., 2014).

Diversos estudios se han realizado y han encontrado resistencia de diferentes
especies de nematodos gastrointestinales, los nematodos que han presentado mayor
resistencia han sido Haemonchus contortus y Trichostrongylus (Aguilar-Caballero et
al., 2013). Actualmente la resistencia antiparasitaria de los nematodos
gastrointestinales se presenta en todo el mundo, en México este problema estaba
ubicado solamente en el sur y centro del pais entre algunos estados, sin embargo,
actualmente se ha demostrado que el fenomeno se ha diseminado en la zona norte
del pais (Medina et al., 2014).

Los animales mas susceptibles se encargan de mantener y aumentar la poblacion de
parasitos, por esta razén, cualquier estrategia o combinacion de éstas, que aumente
la capacidad del huésped para sobreponerse del desafio parasitario (seleccion,
resistentes/tolerantes a la vacunacion, aumento del estado nutricional) carecen de la
sensibilidad necesaria para tomar acciones tempranas contra la resistencia
(Armando-Nari, 2002).
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La utilizacion de los antihelminticos con una efectividad mayor de 95% contra las
cargas parasitarias permite controlar la poblacién parasita y su efecto nocivo en la
productividad del hospedero, aunque existen casos de resistencia natural en
parasitos gastroentéricos a productos desparasitantes. Por otra parte, el uso
frecuente de éstos, aumenta los costos de produccion y el manejo, por lo que los
productores se resisten a usarlos. Esto hace necesario la busqueda de otras
alternativas de control, de las cuales las mas prometedoras son el desarrollo de
vacunas antihelminticas, hongos nematofagos, aumentar la resistencia del huésped

(Diaz et al., 2000) y el uso de extractos naturales (Pérez-Pérez et al., 2014).
5.7. Alternativas de control de los parasitos gastrointestinales

Debido a los problemas productivos y economicos que implica la parasitosis
gastrointestinal en los animales, donde la resistencia antihelmintica es causada por
el mal manejo de los antihelminticos a niveles aceptables para desarrollar un
potencial productivo del ganado, actualmente se estan buscando métodos
alternativos para el control de los NGI capaces de reducir de manera eficaz las cargas
parasitarias (Aguilar-Caballero et al., 2013). El atributo de los métodos alternativos
de control es reducir la dependencia con respecto a los antihelminticos comerciales,
lo que significa menos tratamientos por afio al animal, lo que permite preservar
parasitos susceptibles en la misma granja. Asi mismo estos pueden ser usados por
los productores con problemas existentes de resistencia antiparasitaria. Ante el
problema de la parasitosis surgen los métodos alternativos del control como el uso
eficiente de antiparasitarios, manejo de pastoreo, utilizacion de razas resistentes y
vacunas, por otro lado, el control biolégico con hongos con actividad nematéfaga,
agujas de cobre, manejo nutricional, desparasitacion selectiva bajo el uso del método
FAMACHA, asi mismo, el uso de plantas con propiedades antihelminticas se ha
convertido en una de las alternativas de mayor interés en los ultimos afios (Salgado
et al., 2017).
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5.7.1. Manejo de pastoreo

El manejo de pastoreo consiste en disefiar estrategias que ayuden a disminuir la
posibilidad de contacto entre las formas infectantes que se encuentran en refugio
dentro de las pasturas y el hospedero ( Castells, 2004), el ganado que se explota en
pastoreo mantiene una relacion directa con el medio ambiente, lo que provoca que
aparezcan enfermedades parasitarias causadas por nematodos gastrointestinales,
estas enfermedades son de las principales causas de pérdidas econémicas en
ameérica latina y otras regiones pecuarias del tropico y subtrépico del mundo (Medina
et al., 2014). Estas estrategias han sido eficaces en reducir la contaminacion de
larvas infectantes de parasitos gastrointestinales en pasturas, ya que la no
coincidencia de los parasitos y los animales en los potreros en un momento critico
para el siclo de vida le produce un gasto creciente de las reservas de las larvas
infectantes, ademas, se exponen a la accion directa de los rayos solares y la
desecacion disminuyendo de esta forma las poblaciones parasitarias disponibles en
los potreros, es importante tomar en cuenta que la reduccién de las cargas
parasitarias por esta alternativa de control nunca llega a cero y es necesario un
periodo prolongado de tiempo para que el método sea efectivo, sin embargo, a pesar
de esta desventaja, se llegan a alcanzar disminuciones considerables del uso de
antiparasitarios (Cuellar-Ordaz, 2017).

Por otro lado, este sistema ha sido una alternativa para el control de nematodos
gastrointestinales que permite reducir la cantidad de larvas disponibles en los
potreros, estas técnicas de pastoreo se agrupan en técnicas preventivas, de evasion
y dilucién incluyendo el pastoreo alterno, la rotacién entre potreros y el descanso de

las pasturas dentro de las estaciones del afio. (Caballero et al., 2011 b).

Pastoreo alterno: este sistema se basa en el principio de que especies diferentes de
rumiantes el desarrollo de nematodos es diferente, por lo que en el tiempo en que se
pastorea con bovinos no se produce contaminacién para los ovinos ya que los niveles
de oferta de L3 disminuye principalmente por la accion de los factores climaticos y el
tiempo. Una de las desventajas de este sistema implica una priorizacion del manejo

sanitario por encima del manejo nutricional, por lo que, se debe orientar a momentos
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muy puntuales y estratégicos tomando en cuenta el estado fisioldgico de los animales

gue pastorean (Castells-Montes, 2004).

Pastoreo rotativo: el principio de este sistema es que los animales no ocupen siempre
toda el area de pastoreo, sino que, en momentos determinados, exista areas que se
mantengan libres de animales, asi mismo, los tiempos de pastoreo pueden variar
dependiendo la calidad y disponibilidad del forraje. Si bien en estos sistemas las
cargas parasitarias aumentan los periodos de descanso pueden ser extremadamente
largos para hacer declinar drasticamente los niveles de contaminacion de las
pasturas. El periodo de descanso de los potreros varia dependiendo el clima de la
region, por ejemplo, los periodos de descanso de los potreros en climas templados
pueden llegar a ser de hasta 90 dias para lograr cortar el ciclo de los parasitos,
mientras que, en climas tropicales se han encontrado buenos resultados con periodos
de pastoreos de cuatro dias y descanso de 30 dias. Una de las ventajas que tiene
este manejo es la continua reduccion de la contaminacion de las pasturas con la

consecuente disminucidn del uso de antiparasitarios quimicos (Cuellar-Ordaz, 2017)
5.7.2. Control Bioldgico

Hongos nematé6fagos: El uso de hongos nematoéfagos predadores han mostrado un
gran potencial para el control de nematodos gastrointestinales (Torres-Acosta et al.,
2012; Mendoza de Gives et al., 2018). Estos hongos son microorganismos que tienen
la capacidad para capturar, atacar, matar y destruir a nematodos debido a presentan
organismos especializados para llevar a cabo esta accion; existen mas de 300

especies.

Como ya se menciond, existe una gran diversidad de hongos nematéfagos, no solo
con respecto a la distribucion taxondmica, sino también con respecto a las estructuras
de captura formadas, tan es asi que, el tipo de estructuras de captura depende de
las especies o incluso de las cepas, asi como, de las condiciones ambientales tanto
biéticas como abidticas. El factor biético mas importante son los nematodos vivos,
gue inducen la formacion de estructuras de atrapamiento al tocar el micelio

(Nordbring-Hertz, et al., 2006) teniendo en cuenta el modo en que utilizan el recurso
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nutritivo, estos se pueden dividir en endoparasitos, ovicidas y depredadores, asi
mismo la mayoria de estos hongos pueden sobrevivir en materia organica muerta,
atacar otros hongos (micoparasitos), colonizar raices de plantas o ser producidos en
laboratorio en medios nutritivos. (Fernandez et al., 2019). Por otro lado, los hongos
nematofagos consisten en una gran variedad y diversidad de hongos capaces de
infectar y alimentarse de nematodos, estos hongos son habitantes del suelo (Orozco
et al., 2009).Los hongos exhiben ciertas ventajas para ser aprovechadas, tienen un
ciclo de vida corto con respecto a la de los parasitos con alta actividad reproductiva;
algunos son especificos otros quedan en una fase saprofitica en ausencia de sus
hospedadores y no son patdgenos para los animales adicionalmente presentan
adaptaciones morfoldgicas que les permite capturar larvas de los nematodos (Florez,
2015). Las formas de administracion de estos hongos hasta el momento ha sido en
granos y cereales, blogues minerales, bloques energéticos y pellets de alginato
(Sagues et al., 2011).

-
N

Figura 14. Formacién de trampas y captura de nematodos por Artrhobotrys
oligospora (Nordbring-Hertz et al., 2006).
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Clasificacion de hongos nematofagos de acuerdo a su modo de accion:

Hongos endoparésitos 0 endozoicos: estos hongos producen esporas para infectar
nematodos, las esporas pueden ser zoosporas méviles como es el caso de catenaria
spp., este se enquista en el nematodo adhiriéndose a él, penetrando la cuticula o
como en caso de Drechmeria coniospora y Harposporium spp. donde sus conidios
son ingeridos por nematodos para desarrollarse y alimentarse del nematodo (Mejia,
2014).

Figura 15. (h) Zoosporas de Catenaria sp, (f) nematodo infectado por conidiosporas

de D. conidiospora (Nordbring-Hertz et al., 2006).

Hongos ovicidas o parasitos de huevos: estos hongos pueden ser usados para el
control biolégico de los nematodos parasitos y especialmente para nematodos
fitopatdogenos (patdgenos de plantas), en su mayoria son saprofitos por lo que no

depende de la presencia de huevos en el medio.

Existe un grupo de hongos cultivados en el parasitismo de huevos de nematodos
entre los que se encuentran Verticillium chlamydosporium este es capaz de infectar
huevos de Ascaris lumbricoides (Sagues et al., 2011). Estos se adhieren e invaden a
los huevos de los nematodos por medio de dos mecanismos: el primero es por la
simple penetracion de la hifa a través de la cascara del huevo, la segunda es a través
de la formacion de un érgano especifico de penetracién que se desarrolla en la hifa
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al entrar en contacto con la cascara del huevo, una vez dentro el contenido es
digerido. Los géneros mas comunes son Pochonia y Paecilomyces spp. (Mejia,
2014).

Figura 16. Hongos ovicidas o parasitos de huevos de nematodos (Pochonia spp.y
Paecilomyces spp) (Departamento de Ciencias del Mar y Biologia Aplicada,

Universidad de Alicante).

Hongos depredadores o atrapadores de nematodos: de acuerdo a Sagues et al.
(2011), son hongos saprofitos que forman un sistema micelar extensivo en el medio

y emplean como recurso nutritivo las fases de vida libre de nematodos.
5.7.3. Método FAMACHA

El método FAMACHA surge en Sudafrica como una estrategia para el control
parasitario, se basa en la identificacién de los animales con anemia clinica mediante
la inspeccion de la mucosa ocular (Arece y Lépez., 2013; Arece et al., 2007). Malan
y Van Wyk (1992), documentaron la existencia de correlacion entre el color de la
conjuntiva ocular, valor del hematocrito, y el nivel de infestacién “por H. contortus, asi
como, la asociacion del color de la mucosa ocular con el valor de hematocrito lo que
permitié establecer distintos niveles de anemia causados por H. contortus (Morales
et al.,2010), estos hallazgos permitieron desarrollar un método de control

antiparasitario denominado FAMACHA.
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Este método se basa en el tratamiento antiparasitario selectivo de los animales, en
funcion de la coloracion de la mucosa conjuntiva que esta relacionada con diferentes
grados de anemia. El cuadro 3 muestra los diferentes tonos del color varian de rojo
intenso hasta los niveles palidos, que muestra las posibles tonalidades relacionadas

con el estado anémico del animal (Rodriguez et al., 2015).

Cuadro 3. categorias clinicas de la coloracion observada en la conjuntiva del ojo

Categoria clinica  Color Hematocrito Recomendacién

de desparasitar

1 Rojo >28 No
2 Rojo-rosado 23-27 No
3 Rosado 18-22 o?
4 Rosado-blanco 13-17 Si
5 Blanco <12 Si

Método FAMACHA, Instituto Dominicano de investigaciones Agropecuarias y

Forestales, https://www.aecid.org.do.

El objetivo del método FAMACHA, es tratar el minimo de animales posible y con
menos frecuencia, basado en el examen de la tincion de la conjuntiva ocular
procediendo a desparasitar aquellos animales que presenten coloracién menor de 3.
Sin embargo, esta estrategia solo funciona frente a infestaciones donde esté presente
el género H. contortus por ser un nematodo hemat6fago que ocasiona anemia severa
en animales (Arece et al., 2007; Rodriguez et al., 2015), Esta técnica puede ser usada
como herramienta para identificar clinicamente al interior del rebafio a los animales
resistentes y resilientes y sensibles infestaciones parasitarias principalmente por H.

contortus.
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FAMACHA

GUIA DE ANEMIA E
: Optimo

{no aplicar
desparasitante)

Aceptable
(no aplicar
desparasitanie)

Punto intermedio

(aplicar o desparasitar
a criterio del productor)

Peligroso
(aplicar
desparasitante

Fatal
(aplcar

desparasitante
urgentemente)

Figura 17. Escala grafica descriptiva de la coloracion de la mucosa ocular (Tomado
de la red)

Seleccién de razas resistentes

Las selecciones de los animales mas aptos han producido numerosos biotipos de
animales nativos de diferentes zonas del planeta que han desarrollado un grado
importante de resistencia contra la infeccién por NGI. Es sabido que a nivel mundial
existen diferentes comportamientos frente a las parasitosis entre animales de una
misma raza y entre razas, es decir, algunos son mas resistentes y otros mas
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susceptibles, este comportamiento tiene una base genética estimada como la
heredabilidad que va de mediana a baja (INTA, 2015).

Este método de control de nematodos gastrointestinales se basa en la identificacion
de animales resistentes, resilientes y tolerantes, asi como, animales susceptibles
(INTA, 2015).

Animales resistentes: es la habilidad del animal para resistir el establecimiento de las
larvas infectantes de los parasitos digestivos (L3) o sobre el posterior desarrollo de
dichas larvas al estado adulto, los animales resistentes ademas de limitar la carga
parasitaria, disminuyen el nivel de postura de las hembras (Morales et al.,2010), los
animales resistentes no son completamente refractarios a la enfermedad solo
albergan menos parasitos que los animales susceptibles y por lo tanto eliminan
menos huevos en las heces y practicamente no presentan sintomas de la parasitosis
(Cuellar-Ordaz, 2017).

Animales resilientes: un animal resiliente es aquel que tiene la habilidad de mantener
niveles productivos aceptables aun albergando altas cargas parasitarias y
clinicamente el animal se presenta saludable (Morales et al.,2010). No
necesariamente los animales que eliminan menos huevos tiene la misma capacidad
de recuperacion, incluso animales con alta resistencia pueden tener baja capacidad
de recuperacion, por lo tanto, para poder evaluar de forma integral algun tipo racial
es necesario considerar la resistencia y resiliencia de los animales (Cuellar-Ordaz,
2017). Esta caracteristica puede ser medida en diferentes formas segun el parasito
en estudio como ejemplo, para H. contortus se puede usar el hematocrito (Castells,
2004).

Animales tolerantes: es la habilidad que tienen los animales de mantener niveles

productivos aceptables, pero sin la intervencion del sistema inmunitario.

La resistencia de un animal a los parasitos gastrointestinales se puede determinar
directamente a través de genética molecular o indirectamente a través de genética
cuantitativa, la genética molecular apunta sobre todo al estudio del complejo principal
de histocompatibilidad que se encuentra estrechamente relacionado a la respuesta
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inmune. Por su pate la genética cuantitativa se basa en estudiar la respuesta
fenotipica del animal y estudiar el componente genético de dicha respuesta, esta se
puede determinar a través de la carga parasitaria directamente por el recuento de los
parasitos o indirectamente a través del recuento de huevos por gramo de heces
(HPG), estudio del hematocrito (Ht), titulacion de anticuerpos, estudio de los

antigenos lifoncitarios y recuento de eosindfilos (Castells-Montes, 2004).
Agujas de oxido de cobre

Estas han sido utilizadas para controlar principalmente a los parasitos del abomaso.
Es decir, sirven como tratamiento antiparasitario contra Haemonchus contortus,
Trichostrongylus axei o Teladorsagia circumcincta. Sin embargo, es importante
usarse con mucho cuidado ya que el uso excesivo puede ocasionar problemas de
intoxicacion por cobre (torres-Acosta., et al 2014). Medina et al. (2014), mencionan
gue cuando se administra 6xido de cobre por via oral, pasa a través del rumen y se
aloja en pliegues del abomaso, donde libera iones de cobre que ejercen un efecto
antihelmintico, asi mismo otros autores (Aguilar et al., 2011; Galindo et al., 2011),
han encontrado que las agujas de O0xido de cobre reducen cargas parasitarias entre
un 75% y 90%, por lo tanto las particulas de 6xido de cobre son una opcién
estratégica para el control de NGI que permite reducir el uso de antiparasitarios
guimicos especialmente cuando se asocia con otra estrategia de control (Cuellar-
Ordaz, 2017) .

Extractos
Extractos secos

Son aquellos que presentan una gran consistencia seca y son facilmente de
pulverizar, estos se obtienen por evaporacion del disolvente y desecacién del residuo,
una caracteristica de es estos extractos es que no deben presentar humedad mayor
del 5% asi mismo tienen una concentracion muy superior de principio activo que la
droga original, son preparados bastante estables, aunque en ocasiones resultan
higroscépicos (Carrion y Garcia, 2010) y de facil manipulacion y se les pueden utilizar

para preparar tinturas de extractos fluidos (Amaguafia y Churuchumbi, 2018). Se
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elaboran a partir de los anteriores por evaporacion en vacio hasta consistencia de
masa espesa filante, éstos presentan de 15 a 25% de humedad, la concentracién es
igual o superior a 2:1 por este mismo proceso o liofilizacion se obtienen extractos

secos cuya concentracion es aproximada de 5:1 (2:1 a 10:1) Guerra, (2005).
Extractos fluidos o liquidos

Los extractos fluidos también conocidos como extractos, liquidos son preparados de
drogas vegetales que contiene alcohol como disolvente o como preservante o ambos,
estos son preparados de tal manera que cada mililitro contiene los constituyentes
extraidos de 1 gramo de material crudo que representa. (Amaguafna y Churuchumbi,
2018). Se obtienen por percolacién con alcohol al 70° y posterior concentracion a
vacio con estandarizacion hasta 1:1, generalmente primero se realiza una extraccion
exhaustiva en la que se obtiene el 80% como liquido y el resto se concentra a vacio

hasta la consistencia del blando y se mezclan estandarizando 1:1 Guerra, (2005).
Extractos blandos

Tienen una riqueza superior a la droga de partida, estos se obtienen evaporando el
disolvente hasta obtener un producto de textura semisolida (Amaguafia y
Churuchumbi, 2018). El disolvente suele ser agua o mezclas hidroalcohdlicas. Los
extractos blandos son poco estables y resultan dificiles de manipular; por lo que no

se utilizan.
5.7.3. Uso de extractos naturales para el control de parasitos

La fitomedicina es una actividad milenaria (Cuellar-Ordaz, 2017), las plantas
medicinales y sus extractos han sido utilizados en la medicina tradicional durante
muchos afios por los hindues, chinos, griegos y romanos con diferentes fines,
ejemplo, rodenticidas , insecticidas y conservacién de viveres, asi mismo, las
formulaciones basadas en plantas se utilizaron para combatir insectos plaga (Celis et
al., 2008), de igual manera, las partes de las plantas o extractos ricos en metabolitos
secundarios han sido utilizados para combatir el parasitismo en muchas partes del
mundo y en un sinnimero de casos, esos productos aun se utilizan (Guerrero-

Gonzalez, 2018). Productores marginados generalmente nativos, han identificado
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plantas que mejoran la condicion y el estado de salud de sus animales, estas plantas
son consideradas bioactivas, por sus propiedades antiparasitarias (Cuellar-Ordaz,
2017).

Los extractos vegetales son compuestos producidos por la obtencion de sustancias
biologicamente activas presentes en los tejidos de plantas silvestre o cultivadas
(Santamaria et al.,, 2015), obtenidos a partir de procesos fisicos, quimicos y
microbioldgicos (Lopez-Garrido et al., 2016). La extraccion por medio del uso de
solventes es uno de los procesos mas eficientes, ya que, este proceso permite la
obtencién selectiva de cierto grupo de compuestos secundarios, entre los solventes
mas utilizados esta el alcohol, agua, mezcla de estos u otro solvente selectivo
(Santamaria et al.,, 2015). Estos productos tienen un amplio espectro de efectos
farmacoldgicos, mostrando diversas propiedades como antiinflamatorios,
antioxidantes, anticancerigenos y antiparasitarios, con efecto biocida en contra de
una amplia gama de microorganismos como bacterias, hongos, virus, protozoarios,

insectos, plantas y nematodos (Garcia-Lujan et al., 2010).

El cambio del concepto hacia una produccion ganadera mas sostenible ha
despertado el interés en el area de la etnoveterinaria con el uso de los extractos
naturales como alternativa para el control de parasitos, ya que permite el consumo
de carne o leche durante el tratamiento, ademas, pueden ser utilizados en hatos y
rebafios con presencia de resistencia a los compuestos quimicos que normalmente

se utilizan (Munguia-Xéchihua et al., 2013).
5.8. Plantas con propiedades antihelminticas

Los usos de recursos locales como los arboles y arbustos forrajeros han tenido una
gran importancia para la alimentacion del ganado, son benéficos para la salud ya que
aportan nutrientes (Pérez-Pérez et al., 2014). Ademas, tomando en cuenta el uso
tradicional de plantas medicinales en paises en desarrollo se han realizado estudios
in vito e in vivo para investigar el efecto terapéutico de diferentes especies de plantas
como antihelminticos alternativos para el control de infecciones parasitarias

gastrointestinales en rumiantes, ya que se les han encontrado propiedades
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antiparasitarias que se deben a la presencia de metabolitos secundarios (Ferreira et
al., 2013). Desde el punto vista podrian ser una alternativa econémica y sustentable
para el control de parasitos reduciendo el uso de quimicos en los sistemas de
produccion (Barrabi y Arece, 2013; Garcia-Hernandez et al., 2019). De esta manera
han sido propuestas el uso de plantas ricas en fitoquimicos como método de control

en nematodos gastrointestinales en rumiantes (Moya y Escudero, 2015).

Algunos aspectos importantes que se debe considerar para la utilizacion de plantas
con potencial antihelmintico, son los posibles efectos adversos de los compuestos a
quien se le atribuyen propiedades antiparasitarias, los cuales en algunos casos
pueden opacar los efectos terapéuticos. Otro elemento importante a considerar es
gue la concentracion de los principios activos de las plantas puede tener cambios
dependiendo de factores como la parte de la planta utilizada, la estacion del afio en
gue la planta es recolectada y las condiciones del suelo en que crece (Moya y
Escudero, 2015).

Investigaciones a nivel mundial y nacional han evaluado diferentes especies de
plantas arbéreas y arbustivas que han presentado accién antihelmintica ante algunos
parasitos gastrointestinales, si bien las plantas no eliminan por completo las
parasitosis tienden a reducir su reproducciéon y con ello ayudan a disminuir el uso de
productos quimicos, por lo tanto, el uso de estas plantas en el sistema de
alimentacion de los animales podria representar una opcion viable para controlar las

nematodiasis del ganado (Santiago, 2020).

Entre las especies que se han evaluado recientemente se encuentra Caesalpinia
coriaria (Garcia-Hernandez et al., 2019; De Jesus-Martinez et al., 2018), Acacia
cochliacantha (Olmedo—Juéarez et al., 2017; Castillo-Mitre et al., 2017), Lysiloma
acapulcensis (Olmedo- Juéarez et al., 2014; Garcia Hernandez et al.,2016), Acacia
farnesiana (Zarza-Albarran et al., 2020; Srikanth et al., 2017), Pithecellobium dulce
(Olmedo Juérez et al., 2014), Tamarindus indica (Assefa et al.,, 2017), Larrea
tridentata (Garcia et al., 2018), Gliricidia sepium (Pérez- Pérez et al., 2014), Annona
muricata (Ferreira et al., 2013) , Azadirachta indica (Szwako et al., 2017).
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Uno de los principales retos que enfrenta el uso de plantas medicinales en el
tratamiento de enfermedades es que muchos de los compuestos bioactivos que
poseen no han sido completamente identificados, asi mismo, las concentraciones de
sustancias bioactivas utilizados in vitro no siempre corresponden a la
biodisponibilidad en el animal vivo, ademas, se debe considerar que algunos de los
compuestos activos pueden tener efectos negativos, razon por la cual es necesario
validar los efectos antiparasitarios en relacion a su potencial efecto anti nutricional y

otros efectos secundarios (Guerrero-Gonzalez, 2018).
5.9. Compuestos secundarios de las plantas

Los compuestos secundarios engloban sustancias quimicamente muy diversas y
establece como contraposicion a los productos del metabolismo primario, que
aparecen en el citoplasma de todas las células vegetales y cuyas diferencias entre
plantas son Unicamente de indole cuantitativo (Ramos et al., 1998). En las plantas
existe una gran diversidad bioquimica de compuestos secundarios que no son
estrictamente esenciales para las principales funciones de la planta tales como su
crecimiento y reproduccion (Guerrero-Gonzalez, 2018), sin embargo, tienen
funciones especificas, sirven como atrayentes o repelentes de animales o insectos,
como pigmentos de flores y frutos y en algunos casos son sintetizados como
respuesta a los ataques de los herbivoros (Avalos y Pérez, 2009).

Este tipo de compuestos de han agrupado en principalmente en cuatro clases

principales: Terpenos, Compuestos fenolicos, Glucdsidos y Alcaloides.
5.9.1. Terpenos

Estos compuestos llamados también terpenoides o isopropanoides, se clasifican por
el namero de unidades de isopreno (C5), éstos se sintetizan a partir de compuestos
primarios por dos rutas, acido mevaldnico y metileritritol fosfato (Sepulveda-Jiménez
et al., 2004). Este grupo de terpenos incluye hormonas (giberelinas y acido
abscisico), pigmentos carotenoides (carotenos y xantofilas), esteroles (ergosterol,
sitosterol, colesterol), derivados de los esteroles (glicosidos cardiacos), latex y

aceites esenciales y se les ha dado un uso como aromas y fragancias, por otro lado,
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se les ha dado un uso medicinal por sus propiedades anticarcinogénicas,

antiulcerosas, antimalariales y antimicrobianas (Avalos y Pérez, 2009).
5.9.2. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se componen de una molécula basica denominada fenol
compuesta de un anillo aroméatico unido a un grupo hidroxilo, dentro de este grupo se
encuentra una gran variedad de compuestos con caracteristicas especificas los
cuales se clasifican en: fenoles simples, fenoles &cidos, cumarina, flavonoides y

taninos (Pefnarrieta et al., 2014).

Fenoles simples: son compuestos que tienen 2 o 3 grupos hidroxilos en el anillo
aromatico estos compuestos presentan actividad antioxidante ademas de una
actividad bilégica importante ya que actia como antibiético y antiparasitario (Vélez-

Terranova et al., 2014)

Fenoles acidos: este grupo de fenoles se divide en dos grupos los acidos
hidroxibenzoicos y los acidos hidrixicindmicos estos compuestos presentan una alta
capacidad antioxidante, adema&s han mostrado capacidad antigenotoxica y

antiproliferativa en células (Vélez-Terranova et al., 2014).

Cumarinas: estos compuestos contienen un anillo aromatico unido a un heterociclo
oxigeno, se consideran compuestos fendélicos en particular cuando un grupo hidroxilo
esta unido a un esqueleto de estructura cumarina, a estos compuestos se les ha

encontrado actividad antioxidante, asi como propiedades antibacterianas.

Flavonoides: son compuestos polifendlicos que comprenden 15 &tomos de carbono
con 2 anillos arométicos conectados por un puente de tres carbonos dentro de la
importancia de estos fenodlicos se encuentra la reduccion de metano (Vélez-
Terranova et al.,, 2014), ademas se ha reportado un fuerte efecto antiparasitario
(Olmedo-Juarez et al., 2017), este grupo de compuestos secundarios son uno de los
mas prometedores como alternativa antiparasitaria natural para el control de

nematodos gastrointestinales en pequefios rumiantes.
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Taninos: los taninos son un grupo de compuestos secundarios de las plantas (Avalos
y Pérez, 2009). Estos tienen la capacidad de unirse con otras macromoléculas como
son las proteinas y los hidratos de carbono mediante fuerzas covalentes y no
covalentes (Olivas, 2015) su nombre deriva del prefijo tan sustancias, pero se
agrupan debido a que tienen algunas caracteristicas en comun a pesar de que no se

encuentran bien definidos los taninos se dividen en hidrolizables y condesados.

Taninos Hidrolizables: los taninos hidrolizables (TH) son polimeros heterogéneos los
cuales incluyen acidos fendlicos como acido gélico y azucares simples estos se
hidrolizan mas facilmente debido a que son méas pequefios que los condensados
(Avalos y Pérez, 2009). Estos se hidrolizan quimicamente en presencia de acidos,
bases o0 enzimas y estan constituidos por un nicleo compuestos cuyos grupos
hidroxilo se encuentran esterificados con &cidos carboxilicos fendlicos (Ramos et al.,
1998).

Los TH han mostrado una gran importancia debido a sus propiedades nutracéuticas
ya que cuentan con propiedades bioquimicas que al ser consumidas por los
individuos ayuda y tiene beneficios para la salud (anti-diabética, anti-mutagénica y
antimicrobianas, anti-tumorales y antibiéticos (Olivas, 2015). y a diferencia de los
taninos condensados (TC), los productos de su degradacion pueden absorberse en
el intestino delgado y ser potencialmente téxicos para los rumiantes, especialmente
cuando se suministran en grandes cantidades o cuando no se tiene un periodo previo
de adaptacion (Waghorn, 2008).

Taninos condensados: Huang et al. (2010), definen a los taninos condensados como
compuestos de oligomeros y polimeros de unidades flavonoides unidos mediante
enlaces C-4 'Y C-8, su peso molecular varia en el rango de 500 a 2000 Dalton. (Avalos
y Pérez, 2009) Por lo tanto, estos no pueden ser hidrolizados, pero si oxidados. Este
término se ha utilizado para referirse a todos aquellos compuestos naturales que son
convertidos en antocianidinas después de ser calentados con acidos (Martinez-Moya,
2001). Tienen la caracteristica de ser insolubles en solventes no polares y solubles

en aguay alcohol, ambos se encuentran principalmente en hojas de arboles, arbustos

48



y leguminosas herbaceas (Avalos y Pérez, 2009). En la nutricion de rumiantes
influyen bastante ayudan a mejorar la ganancia de peso, la produccion de lana y la
eficiencia reproductiva de los ovinos alimentados con forrajes de las regiones asi
mismo ayudan a disminuir los nematodos gastrointestinales, esto depende de la
concentracion en la planta entre el 5-10% de MS de la concentracién de TC en la
planta disminuyen la digestibilidad y el consumo del forraje mientras que en 2 'y 4%
favorece en la absorcidn intestinal de las proteinas debido a la reduccion de la
protedlisis de la microflora ruminal (Marquez, 2008). Estos tienen propiedades fisicas
y quimicas ayudan al organismo de quien los consume por las propiedades
antioxidantes, quimio- terapéuticas, anti-inflamatorias y antimicrobianas (Olivas,
2015). Por otro lado, tienen la capacidad de ligarse a las proteinas de los forrajes en
el rumen después de la masticacion de tal manera que cuando las concentraciones
de proteina cruda sobrepasan los requerimientos tienden a disminuir la degradacion
de la proteina y mejora su comportamiento, sin embargo, si la concentracion de la
dieta es baja en proteina cruda y el nivel de fibra es alto esto puede tener efectos
perjudiciales (Marquez, 2008). Afectando la digestion del alimento provocando menor
crecimiento de los animales debido a que producen la sensacion del llenado del

rumen debido a la fermentacién
5.10. Azadirachta indica (Neem)

El arbol del neem tiene como nombre cientifico Azadirachta Indica y pertenece a la
familia Meliaceae, este arbol ha sido reconocido por sus propiedades medicinales,
de ahi que recibe diferentes nombres como arbol omnipotente, planta milagrosa,
hierba definitiva entre otros nombres (Osuna, 2001). Extractos de este arbol se han
utilizado ampliamente como tratamientos para promover la salud desde la antigtiedad

debido a su amplia variedad de propiedades terapéuticas (Rahmani et al., 2018)
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Figura 18. Arbol de Azadirachta indica y sus diferentes partes a) Arbol, b) Hojas, ¢)
Frutos, d) Flores (Rahmani et al., 2018).

En el cuadro 4 se encuentra la clasificacion taxonédmica de Azadirachta indica.

Cuadro 4. Clasificacion botanica de Azadirachta indica

Reino Plantae

Sub-reino Viridaeplantae

Division Magnoliophyta = Angiospermas dicotiledéneas
Clase Equisetopsida

Sub-clase Magnoliidae

Super-orden Rosanae

Orden Sapindales

Familia Meliaceae

Género Azadirachta

Especie Azadirachta indica

(Cruz y Del Angel, 2004).
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5.10.1. Origen

El &rbol de Neem es originario de la India y de Birmania, en el Sur de Asia y de la
India esta planta crece naturalmente en los bosques de las regiones mas secas de la
region (Rua, 2017).

5.10.2. Distribucion

El arbol de Neem se adapta y crece bien en zonas de clima tropical y subtropical, en
la actualidad se encuentra distribuido en mas de 78 paises, en América se encuentra
en paises como Trinidad y Tobago, Jamaica, Puerto Rico, Islas Virgenes, Surinam,
Guyana, Barbados, Cuba, Republica Dominicana, Haiti, Guatemala, Nicaragua,
Honduras, Bolivia, Ecuador, Argentina y Brasil. En México fue introducido en 1989 y
actualmente se encuentra distribuido en varios estados como Yucatan Veracruz,
Oaxaca, Morelos, Chiapas, Guanajuato, Sonora, Tabasco, Tamaulipas, San Luis

Potosi, Durango y Baja California Sur (Fernandez y Del Angel, 2004).
5.10.3. Descripcion morfologica

Es un arbol de porte medio, alcanza una altura de 15 a 30 metros y tiene una corona
grande redonda, generalmente de un tamafio de 10 a 20 metros de diametro. Cuenta
con ramificaciones extensas; corteza moderadamente gruesa y pequefios tubérculos
esparcidos. Tiene una raiz pivotante de un crecimiento y desarrollo rapido que
alcanza hasta el doble de altura del arbol y es resistente a la sequia, la cual le permite
vivir en suelos pobres y extraer nutrientes del subsuelo profundo. Las hojas se
agrupan en foliolos de 35 cm de largo cada foliolo presenta 7 pares, es peciolada con
forma acerrada entre 7 a 10 cm de largay de 3 a 4 cm de ancho, generalmente
cuando son retofios jovenes presentan un color rojo cobrizo mientras que cuando
maduran adquieren un color verde oscuro con una separacion entre hojas de 3 a 4
cm agrupadas en 35 foliolos, su flor es pequefia de 5 mm, blanca, bisexual y crece
en racimos de hasta 22 cm de largo de manera axilar, la floracion depende de las
condiciones climéaticas y la fecundidad de la cantidad de iluminacion recibida asi como

de la humedad del suelo, en clima tropical normalmente la floracion se presenta hasta
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el segundo afio entre los meses de abril y mayo. El fruto se produce en racimos, al
inicio de la formacion de la cascara es color verde con endocarpio blanco y duro;
cuando madura la cascara presenta un color amarillento, el fruto tiene una
maduracion des uniforme, es posible que en una misma rama se encuentren frutos
maduros o inmaduros. En México la mayoria de frutos se maduran de julio a
septiembre (Rua, 2017).

5.10.4. Usos

A Azadirachta indica se le atribuyen diversas propiedades debido a que cuenta con
una gran cantidad de metabolitos secundarios con presencia de actividad bioldgica
(Brenes y Pérez, 2017). Tiene muchas bondades y se ha utilizado desde tiempos
remotos como tratamiento medicinal, los primeros registros que se han encontrado
datan de hace aproximadamente 4 500 afos (Szwako et al., 2017). El cultivo del
Neem se ha realizado principalmente para mejorar la fertilidad, ayudando a
neutralizar suelos &cidos, ademas permite la conservacion del agua al mejorar la
filtracion en el suelo, y evitar la erosion y es resistente a las sequias (Rua, 2017). Por
otro lado, esta planta tiene un alto nivel de adaptacion en diferentes zonas y suelos.
Las diferentes partes de este arbol como sus hojas, frutos y semillas se han
aprovechado por sus propiedades medicinales y se han utilizado para diferentes
propésitos (Rahmani et al., 2018). Una de las propiedades que presenta es que tiene
la capacidad de combatir plagas (Brenes y Pérez, 2017). El efecto que ha tenido
sobre las plagas es que afecta de manera significativa el comportamiento en el
crecimiento, desarrollo y fisiologia de los insectos por lo que conlleva a la reduccién
de dafio en los cultivos, la azadiractina no mata a los insectos de forma inmediata ni
directa, pero actua de otras formas ya que repele y reduce la alimentacién de muchas
especies de plagas, asi mismo regula el crecimiento ya que reduce el nivel de
hormonas del crecimiento y la fecundidad. Por otro lado, aumenta la proporcion de
huevecillos estériles de esa manera limita el desarrollo de huevecillos, pupas y tazas
de crecimiento. Sin embargo, los efectos del neem son mezclados ya que su grado
de accion depende de la especie de insecto y del desarrollo en el que se encuentre

(Cruz y del Angel 2004). El neem también actla como un excelente nematicida,
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larvicida; asi mismo tiene la capacidad de inhibir la eclosion de huevos debido a que
se le ha dado uso como materia prima para la elaboracion de herbicidas de manera
natural (Brenes y Pérez, 2017). Asi mismo, se le ha dado uso para tratamientos para
combatir infecciones y enfermedades en la piel como Ulceras, reumatismo y
esguinces (Rua, 2017). Brenes y Pérez (2017), mencionan que también le ha dado
uso para artrosis, artritis, inflamacion, picaduras de insectos, enfermedades oculares.
Cabe mencionar que tratamientos de Cancer en el sudoeste de Asia se han usado
para reducir tumores donde se utilizan inyecciones que son aplicadas alrededor de

los tumores donde mostraron una reduccion notable del tamafio (Ozuna., 2001).

El aceite de las semillas es el medicamento més importante desde el punto comercial,
Su mayor uso se ha dado como antiséptico y antiparasitario, mientras que el tallo y la
corteza de la raiz tienen propiedades astringentes y tonicos, principalmente se
utilizan para aliviar el vémito, nduseas y fiebre. Los frutos se han utilizado como
purgante emoliente y son Utiles para el control de parésitos intestinales y
enfermedades del tracto urinario (Rua, 2017). Entre otros usos se le ha empleado
como material para la construccion, combustibles y lubricantes (Garcia et al., 2017).
Las semillas contienen una alta concentracion de azadiractina que se considera como
un fitotéxico de amplio espectro, de bajo efecto residual, sin toxicidad alguna que

puedan afectar al ser humano y al medio ambiente.

Garcia et al. (2017), mencionan que se han aislado alrededor de 24 principios activos
con presencia de actividad bioldgica sobre artrépodos. En las semillas se han
identificado ademas Salamina, meliantriol, nimbina, nimocinolida y isonimocinolida.
La diversidad de principios activos reduce la aparicién de resistencia debido a ello
varios investigadores sefialan la necesidad de informaciébn més precisa sobre los
principios quimicos contenidos en los extractos del neem, su mecanismo de accion y

la eficacia en el control contra garrapatas.

Se han aislado varios compuestos organicos de las diferentes partes del arbol que
se han utilizado como medicamentos y pesticidas, de los cuales 25 compuestos han
resultado bilégicamente activos (Rua, 2017). Uno de los compuestos mas

importantes que se han aislado es la Azadiractina que tiene una estructura similar a
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la hormona de los insectos llamada Ecdisona la cual controla los procesos de
metamorfosis (Szwako et al., 2017). Este compuesto le ha proporcionado a la planta
la capacidad para prevenir enfermedades de plagas en los cultivos, asi como en los
animales ayudando a combatir diferentes padecimientos relacionados a la presencia
de acaros, hongos, nematodos, bacterias y virus, por esta razon, se le ha dado el uso

para la obtencion de productos en medicina humana y veterinaria (Rua, 2017).

El arbol del Neem ha evidenciado efectos antiparasitarios debido a sus principios
activos generalmente contra endoparasitos (Barrabi y Arece, 2013). Se ha
identificado que el modo de accién de los compuestos bioactivos del Neem, afectan
a los paréasitos principalmente de cuatro maneras: la primera, actia reduciendo la
capacidad de alimentacion de los parasitos, la segunda manera es que actia como
regulador del crecimiento del parasito, en tercer lugar, actia como esterilizante y la
tltima forma es que actda como inhibidor de la accion motriz debido a la inhibicién
de la sintesis de quitina (Szwako et al., 2017). Los compuestos bioactivos del Neem
son de facil degradacion por lo que no dejan residuos toxicos y no hay acumulacion
de éstos en la cadena alimenticia tampoco en el suelo u otras plantas (Szwako et al.,
2017).

Diferentes estudios han evaluado la actividad in vitro de los extractos acuosos de las
hojas y semillas sobre el porcentaje de la reduccién de la eclosion de huevos y
mortalidad larvaria de Haemonchus contortus. Barrabi y Arece (2013), evaluaron
concentraciones que fueron de 500, 250 y 125 mg/mL donde se realizd una prueba
in vitro obteniendo como resultados que el extracto acuoso de las semillas tuvo mayor
efectividad en la concentracion de 500 mg/ml, logrando reducir en un 99.1% la
eclosion de huevos y el 88% en el desarrollo de larvas hacia la L3. Sin embargo, el
extracto acuoso de las hojas inhibié mas de un 80% en la eclosion de huevos y un

70% en el desarrollo de larvas
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Sitio experimental

La investigacion se llevd a cabo en las instalaciones del Centro Nacional de
Investigacion Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad (CENID-SAI) del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, ubicado en la
Carretera Federal Cuernavaca-Cuautla No. 8534 Col. Progreso, C.P Jiutepec,
Morelos / A.P. 206 CIVAC.

Futbol Répido Progreso @

| Deportivo Nissan

- CENID - PAVET

Figura 19. Localizacion de la zona de estudio (CENID-SAI)

Las instalaciones del laboratorio de Helmintos se localizan a una latitud norte de
18°53’'06.85” y una longitud oeste de 99°09'24.01”, a 1369 metros sobre nivel del mar
(msnm) con un clima subhimedo, con temperaturas maximas y minimas de 32°C a

21.5°C, y una precipitacion pluvial media de 900 mm.
6.2. Material vegetal

Se colectaron hojas frescas de siete sitios diferentes donde crece de manera natural
el arbol de Neem (Azadirachta indica), en el Municipio de Iguala, Guerrero.
Posteriormente se sometieron a un proceso de secado bajo la sombra durante una
semana y finalmente las hojas se molieron en un molino semi-industrial a un tamao

de particula de 1 mm.
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6.3. Preparacion y biparticién del extracto hidroalcohdlico

Se utilizaron 200 g de hojas de (Azadirachta indica) las hojas molidas se sometieron
a un proceso de maceracion con una mezcla de agua y metanol (70:30 v/v) en
relacion (1:10) durante 24 horas, posteriormente el material liquido se pasé mediante
diferentes filtros, utilizando gasa, algodén y papel filtro, con la finalidad de obtener un
extracto libre de material vegetal. Posteriormente el extracto hidroalcoholico (E-HA),
fue divido en dos partes: una fue para obtener un extracto integro y la otra se sometio
a una biparticion con acetato de etilo (relacion 1:1 v/v) con la finalidad de obtener una
fraccidn acuosa (F-Aq) y una organica (F-AcOEt). Los solventes tanto del E-HA y las
fracciones se eliminaron por destilacion a presion reducida con la ayuda de un rota
vapor (BUCHI R-300, Suiza). Después de este proceso, las muestras se llevaron a
congelacion (-80 °C) durante 24 h y en seguida se llevaron a su sequedad total por
procesos de liofilizacion. Finalmente, el E-HA, F-Aq y F-AcOEt se mantuvieron en

refrigeracion a 4 °C hasta su posterior uso.

Biparticion
(F-Aqy F-AcOEt)

liofilizacion Eliminacidn de solventes

Figura 20. Preparacion y biparticion del extracto hidroalcohdlico
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6.3.1. Disolucién del extracto y fracciones

Se peso un vial de forma individual para el extracto y cada una de las fracciones, se
etiqueto con el nombre, peso del vial y peso del extracto o fraccion. Se colocaron 10
mg de extracto o fraccion y después se le colocaron 500 pL de agua para el extracto
hidroalcohdlico y la fraccion acuosa, mientras que la fraccion organica se diluyé con
solucion de metanol al 4 % y se removieron suavemente hasta disolverse

completamente.
6.4. Material biologico

Se utilizaron huevos de Haemonchus contortus que se obtuvieron de un ovino
(macho) de la raza Pelibuey con un peso de 35 kilogramos como donador, infectado
de manera experimental con larvas infectantes (Ls) del parasito monitor (350 Ls por

Kg de peso vivo).
6.4.1. Extraccion y limpieza de huevo

Se recolectaron heces directamente del recto del animal, posteriormente se
colocaron en un vaso de precipitado con un poco de agua y Se maceraron
completamente, después se colocaron las heces en tamices de mayor a menor
abertura 200, 100, 75y 37 um, haciendo un lavado con agua corriente hasta eliminar
la mayor cantidad de residuos fecales, del tamiz con didmetro menor se recolectaron
con una pipeta 40 ml de concentrado de huevos en un tubo falcon. En 8 tubos falcon
se depositaron 6 ml de solucién salina al 42 % y 5 ml a partir de los 40 ml recuperados
del concentrado de huevos. Posteriormente se sometieron a un lavado por
centrifugacion (5 minutos a 3600 rpm), después de ese proceso se forma un anillo
blanquecino (donde se concentran los huevos) entre la solucion salina y el agua que
contiene los huevos, como producto del gradiente de densidad, con una pipeta se
succion6 cuidadosamente el anillo. Toda la solucion de huevos se coloco en un tubo
falcon limpio y se lavaron nuevamente con agua corriente en el tamiz de 37 micras
para eliminar la presencia de solucion salina. Finalmente se recolectaron 11 mL de

concentrado con los huevos y se sometieron por 5 minutos a la centrifuga para formar
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un pellet y recuperar los huevos que se depositaron en un tubo limpio y se aforo a 5

mL.

Para el calculo de la concentracion de huevos por ml se colocaron 10 alicuotas de 5
ML en un portaobjetos que se llevo al microscopio para el conteo de huevo y proceder
a la preparacion de los bioensayos. Se realizO un ajuste hasta obtener un

concentrado de 100 + 10 huevos de H. contortus contenidos en 50 pL.

Figura 21. Obtencion del material biol6gico (huevos de Haemonchus contortus)

6.4.2. Bioensayo de inhibicion de la eclosion de huevos de Haemonchus

contortus

El ensayo de inhibicion de la eclosion de huevos se realizo bajo condiciones in vitro.
Se utilizaron placas de micro titulacion de 96 pozos, con cuatro repeticiones (n=4).
Los tratamientos fueron las concentraciones (10, 5, 2.5, 1.25 mg/mL) del extracto
hidroalcohdlico (E-HA), fraccibn acuosa (F-Aq) y fraccién organica (F-AcOEt).

Adicionalmente se utiliz6 metanol al 2% como control negativo (C-) e lvermectina (5
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mg/ml) como control positivo (C+). A cada pozo se depositaron una cantidad de 100
+ 10 huevos contenidos en una solucién acuosa de 50 uL, y 50 uL del E-HA, F-Aq,

F-AcOEt y controles segun corresponda.

Figura 22. Confrontacion de un extracto hidro-alcohdlico contra huevos del

nematodo parasito Haemonchus contortus

Las placas fueron incubadas a temperatura de laboratorio (20-28 °© C) durante 48 h.
Después de ese periodo de tiempo, se procedio a realizar la lectura total de forma
individual de cada pozo en un microscopio (Motic a 10X), con la finalidad de contar
el numero de huevos o larvas (L1 y L2) y determinar el porcentaje de Inhibicion de la
eclosién de huevos (%IEH) de cada tratamiento utilizando la siguiente férmula:

%IEH= [(nUmero de huevos) / (hamero de L1y L2 + huevos)]*100
6.5. Disefio estadistico
6.5.1. Variables del experimento
Las variables de este experimento fueron: el porcentaje de inhibicién de la eclosion

de huevos expuestos a los diferentes tratamientos del extracto de hoja de
(Azadirachta indica).

6.5.2. Modelo estadistico

Los datos fueron analizados con un disefio completamente al azar mediante el

analisis de varianza (ANOVA) utilizando un modelo general lineal (GML) con el
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programa estadistico SAS. La comparacion de medias se realizdé con una prueba de
Tukey, el célculo de las concentraciones letales (CL50 y CL90) se estimaron con el
sistema probit (SAS, 2006).

Yij= p+ti +é&jj

Yij= variable de respuesta al i-ésimo tratamiento, en la j-ésima repeticion .
p=media general

ti= efecto del i-ésimo tratamiento i

€ij = error estandar
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VIl. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente trabajo correspondientes al porcentaje de
inhibicion de la eclosibn de huevos de H. contortus atribuidos al extracto
hidroalcoholico de Azadiractha indica, asi como su fraccion acuosa (F-Aq) y fraccion
organica (F-AcOEt) se muestran en el cuadro 5. Donde el extracto hidroalcoholico
alcanzé el 99.02% de la inhibicidn de la eclosion de huevos con 10 mg/ mL, mientras
gue la fraccion acuosa (F-Aq) sOlo alcanzo el 95.62%, en tanto que la fraccion
organica (F-AcOEt) alcanzo 99.3% con 2.5 mg/ mL. Como era de esperarse, los
controles negativos (agua destilada y metanol al 2%) permitieron una eclosion mayor
a 95%, mientras que el control positivo (lvermectina 0.5%) inhibié el 100% de la
eclosion.

Cuadro 5. Resultados de la inhibicion de la eclosion de huevos (%IEH) de

Haemonchus contortus causados por el extracto hidroalcohdlico y dos de sus
fracciones (acuosa y organica) de Azadirachta indica

Promedio de huevos y

Tratamientos larvas recuperados %IEH: d.e
Huevos Larvas

Agua destilada 1.25 74.5 1.59+1.45

Metanol 2% 4.25 84.62 4.3+5.3f

Ivermectina (0.5%) 115.25 0 1002

Extracto hidroalcohdlico o (E-

AH) mg/mL

10.0 102 1 99.02+0.812

5.0 90.75 10 89.99+3.96%

2.5 88.25 14.75 85.53+3.03"

Fraccion acuosa (F-Aq) mg/mL

10.0 97.5 4.25 95.62+2.74%

5.0 99.5 6.25 94.08+1.24%

2.5 62.25 30.5 66.90+5.43¢

1.25 43.75 48 47.52+5.36°

Fraccion organica (F-AcOEt)

mg/mL

10.0 97.5 4.25 95.62+2.74%

5.0 88 0.75 99.18+1.072

2.5 98 0.75 99.30+0.842

1.25 43 16.0 74.63+17.68%

Coeficiente de variacion 7.33

R? 0.988

Medias con distinta literal dentro de la misma columna indican diferencia significativa (P<0.05).
d.e=desviacion estandar.
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En la figura 23, se muestran las concentraciones letales CL50 y CL90 del extracto

hidroalcoholico de Azadirachta indica, donde la concentracién minima para inhibir el

50% de la eclosion de huevos fue de 0.65 mg/mL, mientras que para inhibir el 90%

fueron necesarios 3.78 mg/mL.

PROBABILIDAD

09 CLgo= 3.78 (3.24-4.39)
0.8
0.7
0.6
05 CLs,= 0.65 (0.30-0.99)
0.4
0.3
0.2

0.1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
CONCENTRACION (MG/ML)

Figura 23. Concentraciones letales 50 y 90 requeridas para inhibir la eclosion de

huevos de Haemonchus contortus expuestos durante 48 horas de un extracto
hidroalcohdlico (E-HA) de Azadirachta indica.
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En la figura 24, se muestran las concentraciones letales CL50 y CL90 de la fraccion
acuosa (F-Aqg) de Azaridactha indica, donde la concentracion minima para inhibir el
50 % de la eclosion de huevos fue de 1.40 mg/mL, mientras que para inhibir el 90%

fueron necesarios 5.17 mg/mL.

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5

Cloy= 5.17 (4.66-5.85)

CLy,= 1.40 (1.24-1.55)
0.4

0.3
0.2
0.1

PROBABILIDAD

0 2 4 6 8 10 12 14 16
CONCENTRACION (MG/ML)

Figura 24. Concentraciones letales 50 y 90 requeridas para inhibir la eclosion de

huevos de Haemonchus contortus expuestos durante 48 horas a la fraccion acuosa
(F-Aqg) de Azadirachta indica.
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En la figura 25 se muestra las concentraciones letales CL50 y CL90 de la fraccion
organica (F-AcOEt) de Azadirachta indica, donde la concentracion letal minima fue

de 0.19 mg/mL, mientras que para inhibir el 90% fueron necesarios 1.92 mg/mL.

0.9 =1.92(1.43-2.39)
0.8
0.7
0.6
05 0= 0.19 (0.06-0.37)

0.4

PROBABILIDAD

0.3
0.2

0.1

0 2 4 6 8 10 12 14
CONCENTRACION (MG/ML)

Figura 25. Concentraciones letales 50 y 90 requeridas para inhibir la eclosién de
huevos de Haemonchus contortus expuestos durante 48 horas a la fraccién organica
(F-AcOEt) de Azadirachta indica.
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VIIl. DISCUSION

Los resultados encontrados en el presente estudio, muestran evidencia de las
propiedades ovicidas que tienen las hojas de Neem (Azadirachta indica) sobre
huevos del parasito Haemonchus contortus. Se encontré actividad ovicida tanto en el
extracto hidroalcohélico (E-HA) como en las fracciones (F-Aq y F-AcOEt, Cuadro 5).
Las evaluaciones realizadas permitieron alcanzar un 100% de inhibicion de la
eclosion de huevos con E-HA, y cercana al 100% con 10 mg/mL de la F-AcOEty 5
mg/mL de F-Aq (Cuadro 5). Diferentes estudios han reportado efecto antiparasitario
de las hojas del Neem (Dublin et al., 2012; Barrabi-Puerta y Arece-Garcia, 2013; Cruz
etal., 2017), con resultados variables, esto podria deberse a diferentes razones como
el tipo de extracto, método de recoleccién del material utilizado, asi como el estado
fenolégico de la planta, que podria modificar el tipo y concentracion de compuesto
activo (Moya y Escudero, 2015). Las concentraciones crecientes que se utilizaron en
este estudio mostraron un efecto inverso al porcentaje de eclosién, es decir, a medida
gue se incremento la concentracidon de extracto o fraccion disminuy6 la eclosion de
huevos, efecto similar a lo reportado por Barrabi-Puerta y Arece-Garcia (2013). Se
ha probado también el efecto antiparasitario de las hojas del Neem en estudios in
vivo, encontrando reducciones de la excrecion de huevos de 78.72% a los 21 dias
pos tratamiento (Carrera, 2019), por su parte Cruz et al. (2017), reportaron reduccion
importante en la excrecion de huevos de nematodos gastrointestinales tras la

administracion de 0.8 g/kg de extracto acuoso de hojas de Neem.

La mayor actividad biolégica del Neem se encuentra presente en las hojas y semillas
(Avalos, 2014). Se han aislado diferentes compuestos bioactivos de las hojas del
Neem, a los que se les atribuye el efecto nematicida ya sea como ovicida o larvicida.
Diferentes autores sefialan como metabolito responsable a la Azadirachtina, presente
en los extractos acuosos (Barrabi-Puerta y Arece-Garcia, 2013; Cruz et al., 2017),
sin embargo, otros estudios han evaluado extractos etanélicos y metandlicos y han
reportado efectos nematicidas, similares a los encontrados en el presente estudio,
tanto para el extracto hidroalcohdlico, como para sus fracciones, lo que sugiere el

efecto nematicida de otros compuestos, (Costa et al., 2008). Lopez-Garrido et al.
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(2016), encontraron actividad insecticida de extractos obtenidos con diferentes
solventes, lo que confirma lo sugerido por Costa et al., (2008) y lo encontrado en este

estudio.

Se han aislado aproximadamente 24 principios activos con actividad biolégica en las
semillas de Neem, como salanina, meliantriol, nimbina, nimocinolida e
isonimocinolida (Garcia et al., 2017), por su parte, Avalos (2014), reporto la presencia
de compuestos fendlicos, terpenos, esteroides y alcaloides, asi mismo, se ha
reportado la actividad biolégica de algunos flavonoides de las hojas. Esta diversidad
de principios activos reduce la aparicion de resistencia, por ello, varios investigadores
sefialan la necesidad de informacion precisa sobre los principios quimicos en los

extractos del Neem, su mecanismo de accion y eficacia (Garcia et al., 2017).

El mecanismo de accion de los extractos de las plantas sobre huevos de NGI no esta
totalmente dilucidado (Pérez et al., 2014), sin embargo, existen reportes sobre los
mecanismos de accion de los compuestos del Neem, una caracteristica es que no
mata por contacto, sino que actia afectado a los parésitos principalmente de 4
formas; como antialimentario, regulador de crecimiento del parasito, como
esterilizante, asi como, inhibidor de accion motriz por la inhibicion de la sintesis de
quitina (Szwako et al., 2017); ademas, afectan la fecundidad, la ovoposicion y la
viabilidad de los huevos (Carrera., 2019). Para la mayoria de los autores, los efectos
antihormonales y antialimentarios del Neem son debido a la azadiractina, tanto que
se considera que del 72 al 90 % de la actividad biol6gica depende de este compuesto
(Pupo, 2004). Los extractos de las plantas que contienen saponinas, pueden
disminuir la tension superficial del huevo y por lo tanto inhibir la eclosion (Pérez et al.,
2014).
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IX. CONCLUSION

De acuerdo con los resultados observados en este estudio, el extracto hidroalcohdlico
de Azadirachta indica y sus fracciones constituyen una fuente alternativa para el
control de nematodos gastrointestinales en ovinos. Sin embargo, aunque se han
realizados diferentes estudios para evaluar la actividad antiparasitaria del arbol del
Neem, los resultados siguen siendo contradictorios, por lo que son necesarias

evaluaciones futuras que precisen los mecanismos de accion de esta planta arborea.
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