UNIVERSIDAD AUTONOMA DE ESTADO DE HIDALGO
INSTITUTO DE CIENCIAS AGROPECUARIAS

DOCTORADO EN CIENCIAS AGROPECUARIAS

TESIS DOCTORAL

ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DE Cyrtocarpa procera KUNTH SOBRE
NEMATODOS GASTROINTESTINALES QUE AFECTAN LA PRODUCCION
OVINA

Para obtener el grado de

Doctora en Ciencias Agropecuarias

PRESENTA

M en C. Xochitl De Jesus Martinez

Directora
Dra. Nallely Rivero Pérez
Codirector

Dr. Agustin Olmedo Juéarez

Tulancingo de Bravo, Hidalgo, México, mayo de 2025



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE ESTADO DE HIDALGO
INSTITUTO DE CIENCIAS AGROPECUARIAS

DOCTORADO EN CIENCIAS AGROPECUARIAS

TESIS DOCTORAL

ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DE Cyrtocarpa procera KUNTH SOBRE
NEMATODOS GASTROINTESTINALES QUE AFECTAN LA PRODUCCION
OVINA

Para obtener el grado de

Doctora en Ciencias Agropecuarias

PRESENTA
M en C. XOCHITL DE JESUS MARTINEZ
Directora
Dra. Nallely Rivero Pérez
Codirector
Dr. Agustin Olmedo Juéarez
Asesores
Dr. Adridn Zaragoza Bastida
Dr. Jaime Olivares Pérez

Dr. Benjamin Valladares Carranza

Tulancingo de Bravo, Hidalgo, México, mayo de 2025



09/ mayo/2022
Asunto: Autorizacién de impresion

Mtra. Ojuky del Rocio Islas Maldonado
Directora de Administracién Escolar
Presente.

El Comité Tutorial de la TESIS del programa educativo de posgrado titulado
“ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DE Cyrtocarpa procera KUNTH SOBRE
NEMATODOS GASTROINTESTINALES QUE AFECTAN LA PRODUCCION OVINA”,
realizado por la sustentante XOCHITL DE JESUS MARTINEZ con niimero de cuenta
467903 ° perteneciente al programa de DOCTORADO EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS, una vez que ha revisado, analizado y evaluado el documento
recepcional de acuerdo a lo estipulado en el Articulo 110 del Reglamento de
Estudios de Posgrado, tiene a bien extender la presente:

AUTORIZACION DE IMPRESION

Por lo que el/la sustentante debera cumplir los requisitos del Reglamento de
Estudios de Posgrado y con lo establecido en el proceso de grado vigente.

Atentamente
“Amor, Orden y Progreso”
Tulancingo de Bravo, Hidalgo a 09 de mayo de 2025

El Comité Tutorial

F

U=

Dr. Agustin Olmedo
judrez /.
)

Dr. Jaime Olivdres Pérez

lladares
Carranza



DEDICATORIA

Mi tesis la dedico con todo mi amor y carifio.
Principalmente a DIOS por haberme permitido llegar y concluir mis estudios.

Con carifio y amor principalmente a mis padres que me dieron la vida y me han apoyado
constantemente y brindandome todo su amor, por todo esto les agradezco de todo corazon el

que estén conmigo a mi lado.

A mis hermanas que siempre me han apoyado, por escucharme y aconsejarme en todo

momento, gracias por todo.

Y principalmente a mis angelitos que sé que me cuidan desde el cielo, a mi abuela Rosa y mi
hermano Blas, que fueron participe y testigos de este proceso, que me apoyaron en todo

momento, hasta el cielo mil gracias por haberme regalado y dejarme bonitos recuerdos.

Por ultimo, MdJPA, por haberme apoyado en este ultimo proceso, por darme palabras de

aliento “tu puedes, te falta poco”, muchas gracias, MEY y familia.

A mis amigos, gracias por estar siempre (Helmintos e I[CAp).



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias (CONAHCYT) por
brindarme el apoyo de la (Beca Nacional de Posgrado, XDe-JM 833615), obtenida durante

el proceso de mis estudios de doctorado.

Se agradece al Laboratorio de Bacteriologia del Area Académica de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo por proporcionar el material

bioldgico y permitir mi formacion profesional.

Al comité tutorial por su apoyo brindado durante mi formacion del doctorado.

A mi familia por apoyarme en todo momento y no dejarme sola.

Y a todas las personas que me brindaron su apoyo durante mi formacion del doctorado.
*INIFAP.

*UNAM.

*CIBIS.

*FMVZ #1.



Indice

INDICE DE CUADROS ...coivimiiimiiinesiesessssesssssssessses st v
INDICE DE FIGURAS ....ccoevtturimiimeiiessssesssssessss st \Y
RESUMEN ...ttt ettt ettt s e s b et e e st e ebe e be e st e sbeenbeeneesneenteaneeas VI
ABSTRAC ...ttt b bbb ns VIl
I, INTRODUCCION......c.oosieiiieetetseeetieieses s sesssses s s ssssss s s s sasessenss s ssssas s ssnensenaesenss 1
II. ANTECEDENTES ..ottt ettt ne s 3
2.1. Importancia de la ovinocultura a nivel mundial y nacional............cccccovviiniiiiiiiinniinnns 3
2.2. Generalidades de los Nematodos gastrointestinales ............oovveviveiiiieniiieniiie e 4
2.2.1. HACIMONCHUS COMEOTIUS .....cvveeiiiiieiiiii ettt 6
2.3. Uso de antihelminticos contra nematodos gastrointestinales ............cccoovvvverveieriveneennens 8
2.4. Resistencia antihelmMINtiCa ........ooueiiiiiiiiiiieeie e see e 10
2.5. Alternativas para el control de nematodos gastrointestinales............cccoovervrieeriernnnnn. 11
2.5.1. DesparasitaCion SEIECIVA........uiuuiiiureiiiieiiiiiessieeesieeesiee e sbee e ee b e e sraeeeens 11
2.5.2. Uso de particulas de CODTE.........oeiiiiiiiiiiiiieiiceiee e 11
2.5.3. Estrategia nutricional basada una dieta proteica............ccocvrverrieiieesieesiee e 12
2.5.4. Uso de hongos nematOfagos ........cccovevuiiiiiiiiiiiiiicie e 12
2.5.5. USO @ VACUNAS ....eouviieiiiiieiiiie ettt ettt et e s e e nne e 13
2.5.6. Uso de plantas ricas en metabolitos secundarios con efecto antihelmintico....... 14
2.6. Técnicas para la obtencion de eXtraCto..........ccovvvvirieririenieenie e 15
2.6.1. Métodos de EXtraACCION.....cciuuiiiiiiieeiiie ettt 15
2.60.2. MACETACION ...ttt ettt b et e bt et e st et e nb e e e e b e e e b e e nnn e 15
2.7. Fraccionamiento quimico del extracto hidroalcohOlico ...........ccceviiiiiiiiiiiiicie, 15
2.8. Identificacion de compuestos mediante cromatografia en capa fina (TLC) y por HPLC
.............................................................................................................................................. 16
2.9. Efecto nematicida de compuestos secundarios mediante pruebas in vitro € in vivo ..... 17
2.9.1. Inhibicion de la Eclosion de Huevos (% IEH) ......cocoiieiiiniiiiiee 17
2.9.2. Inhibicion del Desarrollo Larvario .........ccoceveiieieiiiieniiee e 18
2.9.3. Inhibicidn del DeSenvaine ...........coccueeiiiieiiiieiiiie e 18
2.9.4. Mortalidad Larvaria (ML) .......cccoiiiiiiiieiee e 18

2.9.5. Reduccion del recuento de huevos en heces y reduccion de larvas en un modelo
71 VEVO 1iiiiii ittt 19

2.10. Descripcion y clasificacion taxondmica de Cyrtocarpa procera ................cccceuveuenne. 19



2.10.1. Origen y distribucion NACIONAL ..........ccuvviiiieiiiieiiiie e 20

2.10.2. Usos y propiedades MmediCinales.........ccevvviiiiiiiiiiiiiiiiie e 21
.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ......cccooiiiiiiiitie e 23
Iv. JUSTIFICACION ......oooeviveeieeersieeeesesisse s esissessesasss s s st ens s ssns s sanensneesans 24
V. HIPOTESIS ..ottt 25
VI, OBIETIVOS ...ttt ettt et et sreenbeaneesneesneanee s 26
VII.  MATERIAL Y METODOS .....ocoiuiiiiiiisiessesteeesteisssses s sesessen s sesessessensssn s 27

7. 1. Lugar del @STUAIO .....veivieiiiieiiiei e 27

7.2. Colecta del material vegetal ..........ccoooveiiiiiiiiiii 27

7.3. Obtencion de los extractos hidroalcohOlicos .........coovviiiiiiiiiiiiiicic e 28

7.4. Fraccionamiento del extracto hidroalcohOlico ..........cccooviiiiiiiiiiiicic 30

7.5. Fraccionamiento de la fraccion organica (F-ACOEL) .......ccoviiiiiiiiiiiiciec 30

7.6. Identificacion de COMPUESLOS .....uviviueiiiiiieiiieeiiiessiee st esire e sbee e e s snree e 31

7.7. Obtencion del material BiolOZICO .......veiviiiiiiiiiiie e 32

7.7.1. Obtencion de huevos de Haemonchis CONtOFIUS .............cevoevceiieeiiiiriieeniennens 32
7.7.2. Obtencion de huevos de nematodos de vida libre ...........ceovvviiiiiiiciicienn 32
7.7.3. Obtencion de larvas de Haemonchus CORtOFIUS ..........c..coevvviceiiieiiisiiiieeniennen, 33
7.7.4. Obtencién de larvas de nematodos de vida libre .........ccocceeviiiiiiiiiiiciie e, 33
7.8. Pruebas de inhibicion de la eclosion de huevos ..........ccccccviiiiiiiiiiciicic 34
7.9. Prueba de mortalidad 1arvaria...........cccoeeiiiiiiiiiiiic e 34

7.10. Determinacion de citotoxicidad de los extractos hidroalcohoélicos de C. procera en

el modelo biolOgico a Artemia SAliNG...............cccovvviiiiiiiiiiiiii 35
7.11. Evaluacion de la actividad antihelmintica in vivo del extracto que presento mejor
actividad en el @NSAYO i71 VITFO .........cccueiiiiiiiiiiic e 35
VIIL.  ANALISIS ESTADISTICO ....vouiirirriiiieeeneeseeeseseesssssessssssessssessssssssssesenens 37
IX.  RESULTADOS ... .ottt sttt ssae e sbe e nbeesbeeenree s 38
9.1. Rendimiento de EXtraACLO ........ueiiirieiiieeiiie ettt 38

9.2. Evaluacion antihelmintica de los extractos hidroalcohdlicos de las diferentes partes

aéreas de C. procera CONra H. CONLOTLUS .........couvuiiiiieiiiiieiiii e 38
9.3. Ensayo quimico biodirigido a partir de la F-ACOEt...........cccooeviiiiiiiiiiiic 43
9.4. Identificacion y cuantificacion de nematodos gastrointestinales de vida libre ......... 47

9.5. Evaluacion antihelmintica de los extractos hidroalcohélicos de C. procera contra una
cepa de nematodos de vida lIDIe........c.eoiiiiiiiiiiiii e 48

II



9.6. Citotoxicidad de los extractos hidroalcohdlicos de las diferentes partes aéreas de C.

procera utilizando el modelo de Artemia SAling .............ccococovviiiiiiiiiiiiiniie e, 50
9.7. Identificacion de compuestos bioactivos del extracto hidroalcohdlico del fruto
COMPIELO A€ C. PFOCEIA ...t e 51
9.8. Actividad antihelmintica del extracto con mejor actividad in vitro en un ensayo in
VEVO 1ttt ettt E et 54
X. DISCUSION ..ottt 55
XL, CONCLUSIONES ... .ottt ettt n et anne s 65
XIL ANEXOS ettt h et bbbttt b e reene s 85
13.1. ARTICULOS ...ttt sttt sbe et e et e e nae e 85
13. 2. PARTICIPACIONES EN CONGRESOS ........oooiiiiiiiiiiecee e 91
13.3. ESTANCIAS NACIONALES ..ottt e 97

III



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Géneros de nematodos gastrointestinales que afectan a pequefios rumiantes. ..... 4

Cuadro 2. Clasificacion taxondomica de Cyrtocarpa procera..............ccccuvveeiiieenieenineennns 20
Cuadro 3. Rendimientos de los extractos hidroalcohoélicos de las diferentes partes aéreas de
(O o (1ol F TP PP P O PPPRPPPPPRP 38

Cuadro 4. Porcentaje de inhibicion de la eclosion de huevos de Haemonchus contortus
expuesto a extractos hidroalcoholicos de diferentes partes aéreas de Cyrtocarpa procera .39
Cuadro 5. Porcentaje de mortalidad larvaria de Haemonchus contortus expuesto a
extractos hidroalcoholicos de diferentes partes aéreas de Cyrtocarpa procera. .................. 40
Cuadro 6. Porcentaje de inhibicion de la eclosion de Haemonchus contortus expuesto al
extracto hidroalcoholico y fracciones (F-Aq y F-AcOEt) de Cyrtocarpa procera. ............. 41
Cuadro 7. Porcentaje de mortalidad larvaria de Haemonchus contortus contra el extracto
hidroalcohdlico, fracciones (F-Aq y F-AcOEt) de Cyrtocarpa procera. ..............ccccocuveuee.. 42
Cuadro 8. Porcentaje de inhibicion de la eclosion de huevos de Haemonchus contortus (%
IEH) expuestos a subfracciones (reuniones) obtenidas a partir de la fraccion orgénica de
CYFIOCATDA PPOCET Q. ...ttt 44
Cuadro 9. Concentraciones efectivas 50 y 90 requeridas para inhibir la eclosion de huevos
de Haemonchus contortus expuestos a un extracto hidroalcoholico (E-HA), dos fracciones
(acuosa, F-Aq y orgénica, F-AcoEt) y reuniones bioactivas de C. procera. .............c.......... 45
Cuadro 10. Porcentaje de mortalidad de larvas infectantes de Haemonchus contortus (%
Mortalidad) expuestas a subfraccion (reuniones) obtenidas a partir de la fraccion organica
de CYrtoCarpa PrOCETA. ............coucvoeiiiieiiieeeeee e 46
Cuadro 11. Concentraciones letales 50 y 90 requeridas para matar larvas de Haemonchus
contortus expuestos a un extracto hidroalcoholico (E-HA), dos fracciones (acuosa, F-Aqy

organica, F-AcoEt) y reuniones bioactivas de C. procera...........cccccoeeviviiniieiniienninennnnn. 47
Cuadro 12. Huevos por gramo de heces (HPG) de nematodos gastrointestinales en las
unidades de produccion ovina de la comunidad de Morelita, Guerrero, México................. 48
Cuadro 13. Porcentaje de inhibicion de la eclosion de huevos de nematodos de vida libre
contra extractos hidroalcohdlicos de Cyrtocarpa procera. ...............cccccoovivviiiiniinicninnnnn, 49
Cuadro 14. Porcentaje de mortalidad larvaria de extractos hidroalcohélicos de C. procera
contra nematodos de vida libre. .........ccoooviiiiiiiiiiii 50
Cuadro 15. Porcentaje de eficacia del extracto hidroalcoholico del fruto completo de
CYFTOCATDA PYOCETA. ... 54

1Y%



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo bioldgico de Haemonchus CONtOrtUs. ...........ccoccuveiiiiieiiiiiiiienieii e 8
Figura 2. Distribucion de Cyrtocarpa procera, a nivel nacional, reportados por Dévila-
Aranda et al. (2018) y Vaca (2020), fuente (CONABIO, 2024).......c.ccovemiiiiiiiniiiiienieeiens 21
Figura 3. Reportes de ejemplares ante el Sistema Nacional de Informacion Sobre
Biodiversidad (SNIB), usos naturista y coleccionistas fuente (CONABIO, 2024).............. 21
Figura 4. Identificacion y numero de Voucher 33983, de Cyrtocarpa procera .................. 28
Figura S. Proceso para la obtencion de los extractos hidroalcohoélicos de C. procera........ 29
Figura 6. Fraccionamiento de la fraccion organica (F-AcOEt) e identificacion de
COTPUESTOS. 1rvteeiuurriresitrrteessutrreesaattreeesasbeeeeassbee e e e s bae e e e e assbe e e e e s be e e e e aabbe e e e s ansbeeeeanbneeesnnbneeeennn 31
Figura 7. Ubicacion de las unidades de produccion de la comunidad de Morelita,
Municipio de Tlapehuala, GUETTETO...........ociiiiieiieiii e 33
Figura 8. Identificacion de nematodos gastrointestinales de vida libre............cccccoeviennes 47
Figura 9. Concentraciones letales 50, de Artemia salina, expuesta a diferentes extractos
hidroalcoh6licos de Cyrtocarpa proCera. .............ooooiveiiiioiiiiiiiiiiieeieeie e 51
Figura 10. Cromatogramas del extracto hidroalcohdlico del fruto completo de Cyrtocarpa
procera, analizadas por HPLC. ... 52
Figura 11. Cromatograma de la fraccion orgénica de Cyrtocarpa procera analizado por

5 1 & 5P SPRRPORPR 52

Figura 12. Cromatograma de las subfracciones de Cyrtocarpa procera (C1R15-C1R18),
analizados POT HPLC........cooiiiiiiiiii e 53



RESUMEN

Las parasitosis internas en pequefios rumiantes en condiciones de pastoreo son causadas
principalmente por nematodos gastrointestinales (NGI), los cuales afectan su salud, asi como
su condicidn corporal, pardmetros productivos y reproductivos. El control de estas parasitosis
se ha basado con productos o formulas quimicas y debido al uso frecuente e indiscriminado
ha llevado al desarrollo de resistencia a dichas formulas quimicas (antihelminticos). En la
actualidad se han explorado nuevas estrategias para el control de las parasitosis, por ejemplo,
el uso de extractos de plantas que muestren un efecto antihelmintico. El objetivo de la
presente investigacion fue evaluar la actividad antihelmintica de Cyrtocarpa procera Kunth
sobre nematodos gastrointestinales que afectan la produccion ovina e identificar los
metabolitos secundarios responsables de la actividad. Se evalu6 el efecto antihelmintico de
extractos hidroalcohdlicos (E-HA) de diferentes partes aéreas de C. procera (hoja, pulpa,
corteza y fruto completo) sobre NGI de importancia en la produccion ovina. Todos los E-HA
mostraron efecto ovicida y larvicida, destacando al E-HA del fruto completo, el cual mostré
un efecto inhibitorio de la eclosion mayor al 80% a 3 mg/mL y un efecto larvicida superior

al 70% a 100 mg/mL.

En la prueba de citotoxicidad de los E-HA de C. procera, utilizado Artemia salina, se
determino toxicidad media del E-HA del fruto completo y el E-HA de hoja no presento efecto
citotoxico. La caracterizacion fitoquimica del E-HA del fruto completo permitio la
identificacion de acido galico, derivados del 4cido galico (galatos), rutinosido de kaempferol,
polifenol, acido protecatecuico, flavona, flavonol y glucosido de leutolina. En la presente
investigacion se evaluo la actividad antihelmintica en un ensayo in vivo, se administr6 del E-
HA de fruto completo C. procera en jerbos (Meriones unguiculatus) a una dosis de 600 mg
por kilogramo de peso vivo, se observé un efecto del 33 % de reduccion de larvas L4 de H.
contortus. Se concluye que los resultados obtenidos demuestran que los extractos
hidroalcohdlicos de Cyrtocarpa procera, poseen compuestos secundarios con efectos
antihelminticos contra huevos y larvas de Haemonchus contortus, la cual podria ser una

alternativa para el control de nematodos gastrointestinales que afectan a pequefios rumiantes.

Palabras clave: Cyrtocarpa procera, Haemonchus contortus, actividad antihelmintica,
pequeiios rumiantes.
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ABSTRAC

The internal parasitic in small ruminants under grazing conditions are caused by
gastrointestinal nematodes (GIN), which affect the health of animals as well as their body
condition, productive and reproductive parameters. The control of these parasitosis has been
based on products or chemical formulas such as anthelmintics and due to frequent and
indiscriminate use has led to the development of resistance to such chemical formulas
(anthelmintics). New ones have been explored today, new strategies for the control of
parasitosis, for example, the use of plant extracts that show an anthelmintics effect. The
objective of this research was to evaluate the anthelmintic activity of Cyrtocarpa procera
Kunth on gastrointestinal nematodes affecting sheep production. The anthelmintic effect of
was evaluated of hydroalcoholic extracts (HA-E) from different aerial parts of Cyrtocarpa
procera (leaf, pulp, bark, and complete fruit) on GIN of importance in sheep production. All
HA-E showed ovicidal and larvicidal effects, highlighting to the complete fruit HA-E, which
showed an effect inhibitory effect hatching greater than 80% at 3 mg/mL and a larvicidal
effect greater than 70% at 100 mg/mL.

In the cytotoxicity test of the C. procera HA-E using Artemia salina, median toxicity was
determined the HA-E the of complete fruit and of the leaf does not present cytotoxic effect.
The phytochemical characterization of the HA-E of the completed fruit allowed the
identification the gallic acid, gallic acid derivatives (gallates), kaempferol rutinoside,
polyphenol, protecatechuic acid, flavone, flavonol, and leutolin glucoside. In the present
investigation it was evaluated the anthelmintic activity in an in vivo assay, was administered
by the HA-E the complete fruit the C. procera in gerbils (Meriones unguiculatus) at a dose
of 600 mg per kilogram of live weight, an effect was observed 33% larvae reduction L4 of
the H. contortus. It is concluded that the results obtained demonstrate that hydroalcoholic
extract of C. procera possess secondary compounds with anthelmintic effects against eggs
and larvae of H. contortus, which could be an alternative for the control of gastrointestinal

nematodes affecting small ruminants.

Keywords: Cyrtocarpa procera, Haemonchus contortus, small ruminants.
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I. INTRODUCCION
La ovinocultura es una actividad ganadera importante a nivel mundial, debido a que los
ovinos son animales pequenos, de facil manejo y prolificos. Siendo una actividad que genera
gran impacto en la economia y alimentacion de comunidades indigenas y de pequefios
productores (Moreno y Grajales 2017; Cardona-Tobar 2020). La produccion de ovinos a nivel
nacional en 2023 fue de alrededor de 68,451.270 toneladas de cabezas, con un consumo de
2,872 toneladas de carne (SIAP, 2021; INEGI, 2025).
Los ovinos en condiciones de pastoreo son susceptibles de infectarse de algunos géneros
parasitarios, como los nematodos gastrointestinales (NGI). Las parasitosis por NGI, son
consideradas uno de los principales problemas sanitarios, que genera pérdidas econémicas
en las unidades de produccidn, principalmente en sistemas extensivos y semi- intensivos, en
zonas tropicales y templadas NGI (Vargas- Bello-Pérez et al., 2023).
Los NGI son parasitos cilindricos que pueden infectar el tracto digestivo. En este grupo se
encuentran Haemonchus contortus, Nematodirus spp., Oesophagostomum spp., Cooperia
spp., Strongyloides spp., Teladorsagia spp., Chabertia spp., Bunostomum spp., Trichuris
spp., Dictyocaulus spp. y Haemonchus contortus, este Gltimo considerado como el parasito
de mayor prevalencia a nivel mundial, afectando principalmente a ovinos y caprinos,
causando Hemoncosis (Asmare et al., 2016).
Haemonchus contortus es un parasito patogeno que se localiza principalmente en el abomaso
de los pequefios rumiantes, mostrando alta patogenicidad por sus habitos hematdfagos,
provocando pérdida de peso, falta de apetito, anemia, debilidad, emaciacién, edema
submandibular y en ocasiones la muerte (Rodriguez-Vivas et al., 2017; Salemon, 2018).
Debido a los efectos negativos de los nematodos gastrointestinales en pequefios rumiantes,
se ha intensificado el uso de farmacos antihelminticos con la finalidad de controlar las
enfermedades parasitarias y disminuir su impacto negativo en la salud, produccion y
reproduccién animal, sin embargo, como efecto colateral se han identificado cepas de

nematodos resistentes a farmacos (Torres- Acosta et al., 2012; Medina et al., 2014).

Existen reportes que indican que el uso indiscriminado de productos quimicos ha generados
mecanismos de resistencia en los parasitos, también se ha informado de las adaptaciones a

las variaciones en el clima y las especies de hospedero.



Debido a lo anterior se buscan nuevas alternativas novedosas y sostenibles para la prevencion
y control de parasitosis (Rodriguez-Martinez et al., 2018; Zajickoya et al., 2020), dichas
alternativas deben mostrar efectos biolodgicos positivos, ser sostenibles, econdmicas,
amigables con el medio ambiente, accesibles para los productores y efectivas en el control
de parasito y poblaciones resistentes, para minimizar el uso de productos quimicos (Skrebsky
et al., 2008; Espinosa-Moreno et al., 2016).

Se han reportado estudios mostrando efectos biologicos in vitro e vivo de plantas
pertenecientes a diferentes familias de las cuales el 57 especies pertenecen a la familia
Astereaceae, 28 especies de Fabaceae, 21 especies de Lamiaceae y 14 especies de
Euphorbiaceae, la mayoria mostrando efectos bioldgicos favorables debido a su contenido
de metabolitos secundarios, identificindose compuestos como: monoterpenos, diterpenos,
sesquiterpenos, triterpenos y esteroles, asi como glicolipidos, flavonoides, derivados
fenolicos, porionas, cumarinas, acidos grasos, alcaloides y lignanos (Sharma et al., 2017).
Cyrtocarpa procera (Chucimpun), es un arbol que estd ampliamente distribuido en la region
de tierra caliente de Guerrero, cuya corteza, fruto y lefia son utilizados por los seres humanos,
como parte de la medicina tradicional mexicana, para tratar enfermedades del tracto digestivo
y como cicatrizante (Rojas et al., 2010; BNMT 2017; Blancas-Vazquez et al., 2020). Existen
reportes que los rumiantes son capaces de consumir en el campo su biomasa (follaje y/o
frutos). Por estos antecedentes, es que surge el objetivo de evaluar la actividad antihelmintica
de los extractos de Cyrtocarpa procera Kunth sobre nematodos que afectan la produccion
ovina e identificar los metabolitos secundarios responsables de la actividad, para proponerlo
como posible alternativa de tratamiento en enfermedades provocadas por nematodos

gastrointestinales (NGI).



II. ANTECEDENTES

2.1. Importancia de la ovinocultura a nivel mundial y nacional

La ovinocultura es una de las practicas ganadera, para criar ovejas y obtener productos como
carne, lana y leche, asi como para mejorar razas y promover la salud animal. A nivel mundial,
México ocupa el lugar 31 como productor de carne en canal de ovino con 68,451.270
toneladas de cabezas, con lo cual contribuy6 con el 0.7 por ciento de entre 178 naciones;
entre 178 naciones; China, aport6 2.6 millones de toneladas con 26.1 por ciento del volumen

mundial (SIAP 2023).

En México, para el afio 2023, la produccion de ovino es de 126.501 cabezas de ganado y la
produccion de caprinos es de 35.901 cabezas de ganado (INEGI 202). En México se ha
reportado la produccioén de carne de ovino representa aproximadamente el 1% de la carne
total producida (SADER 2025). La ganaderia y en especifico la produccién con rumiantes,
es la actividad productiva mas esparcida en el medio rural, la mayoria de ellas se realiza sin
excepcion en todas las regiones agroecoldgicas del pais y ain en condiciones adversas del
clima. Se estima que el 58.3% de la superficie del territorio de la Republica Mexicana se

aprovecha para desarrollar la ganaderia (INEGI 2022).

La ovinocultura en México es desarrollada bajo sistemas de produccidon extensiva en su
mayoria, su alimentacion se basa en el pastoreo a orilla de caminos y pastizales en zonas de
conservacion y donde el clima y las condiciones ambientales son propicias para la
proliferacion de las parasitosis. Aunque también se cuenta con sistemas de alimentacion
mixtos, los cuales disponen de forrajes, entre ellas algunas leguminosas o gramineas, que son
producidos en las tierras de los productores. Esta actividad es un medio de ingreso y fuente
de alimentos para numerosas familias rurales, principalmente en las zonas aridas y semidridas
del norte de México y en la Sierra Madre del Sur entre Puebla, Hidalgo, Oaxaca, Guanajuato,

Zacatecas y San Luis Potosi (Herrera-Haro et al., 2019; INEGI 2022).

Por otra parte, la ovinocultura también es de suma importancia para la obtencion de lana, que
se utiliza en la industria textil, y para la produccion de leche, que se transforma en diversos

productos lacteos (SIAP, 2021), donde los sistemas de produccién de cabra se encuentran



principalmente bajo pastoreo extensivo sin suplementos alimenticios durante todo el afio

(Salinas-Gonzalez et al., 2016).

2.2. Generalidades de los Nematodos gastrointestinales
Las parasitosis gastrointestinales son consideradas uno de los principales problemas
sanitarios que aquejan a las unidades de produccion (UP) de ovinos y caprinos, generando
pérdidas econdmicas en las UP. Las enfermedades parasitarias causadas por NGI, son los
problemas mas frecuentes que enfrentan las UP, repercutiendo principalmente en la salud y
el bienestar de los ovinos y caprinos a nivel mundial y esto trae como consecuencia

importantes pérdidas econdmicas para la actividad ovina y caprina (Charlier ef al., 2014).

Loa NGI son endoparasitos pertenecientes al Phylum Nematelmintos y a la Clase Nematoda,
incluye el grupo més numeroso de parasitos en los animales domésticos y el hombre. Las
parasitosis que afectan a pequefios rumiantes pueden estar presentes diversos tipos de NGI
(Cuadro 1), los cuales se alojan en diferentes partes del aparato digestivo, principalmente en
el abomaso e intestino grueso, algunos de ellos son altamente patogenos, debido a sus habitos
de hematofagos, asi como sus mecanismos de sobrevivencia que tienen para evadir la

respuesta de defensa de sus hospederos (Luna-Palomera et al., 2010; Fthenakis et al., 2015).

Cuadro 1. Géneros de nematodos gastrointestinales que afectan a pequefios rumiantes.

Organos Genero Alteraciones
Haemonchus spp. Anemia, gastritis, pérdida de peso, muerte.
Teladorsagia spp. Anemia, diarreas acuosas, disminucién de apetito.
Ostertagia spp. Anemia, nédulos en el abomaso, disminucion del
Abomaso gy
pepsindgeno.
Trichostrongylus Gastritis, ulceras profundas, diarreas severas
spp.
Cooperia spp. Enteritis, anemia, diarreas.
Trichostrongylus Diarreas, edemas, pérdida de peso.
Intestino SPP. e
delgado Nematodirus spp. Enteritis, dlarregs negras a_verde oscura, retraso en el
crecimiento, hipoproteinemia.
Bunostomum Enteritis
Strongyloides Enteritis y anorexia.
. Oesophagostomum Diarreas, disminucion del apetito, anemia.
Intestino . . . o) . . .
grueso Trichuris Diarreas, congestion, afeccion en el nivel de proteinas

plasmaticas en sangre (hipoproteinemia).




Los nematodos tienen un ciclo directo (es decir, no hay huésped intermediario), los NGI se
reproducen en el animal y ovopositan huevos (70—150 pum), los cuales son expulsados al
medio ambiente caen al suelo o pasturas los cuales permanecen en los pastos en forma
parasitaria capaz de sobrevivir (huevo larvado o larva infectante) hasta ser ingeridos por los
animales. Algunos nematodos tienen caracteristicas reproductivas prolificas, debido a que
una hembra adulta y madura sexualmente puede llegar a ovopositar de 5,000 a 10,000 huevos

por dia. (Quiroz, 2006).

Estos huevos caen al suelo y eclosionan, cada huevo libera larvas de primer estadio (L1), que
se desarrolla y mudan a larvas de segundo estadio (L2), estos dos estadios permanecen en el
suelo, las cuales se alimentan de microorganismos. Durante la transicion de la segunda muda,
aparecen las larvas de tercer estadio (L3), que son las larvas "infectantes" que migran al
forraje, las cuales son ingeridas por los animales que se encuentran pastando. Una vez
ingeridas, penetran en la pared del estdmago o intestinos y se desarrollan a larvas (L4)
preadultos y adultos, los cuales comienzan a reproducirse aproximadamente a los 16-21 dias
pos-infeccion. Los nematodos adultos alojados en los 6rganos blanco pueden permanecer
viables dentro del animal durante varios meses (1-3) antes de morir naturalmente, pueden ser
expulsados y eliminados por el sistema inmunoldgico o por antihelminticos (Quiroz, 2006;

Besier et al., 2016).

Los NGI poseen la capacidad de entrar en un estado de hipobiosis, cuando las condiciones
ambientales no son las favorables para la supervivencia de sus estadios infectantes, este
mecanismo consiste en detener el crecimiento de sus larvas (mantenerlas inactivas), hasta
que las condiciones sean las adecuadas. El comportamiento y caracteristicas bioldgicas de
los nematodos afectan la condicién corporal, afectando a los animales mas jovenes,
retrasando su desarrollo y productividad dependiendo del tipo de parasitos presentes

(Varadyova et al., 2018).

Los NGI, causas alteraciones en los animales, presentando diferentes signos clinicos en
ocasiones causan anemia, edemas sub-mandibular, irritacion sobre la mucosa duodenal,
enteritis, diarrea negra a verde oscura, hipoproteinemia, emaciacion, pelo hirsuto, apatia y

retraso en el crecimiento, postraciones y en ocasiones la muerte. Algunos parasitos



presentaran signos especificos que permitan aproximarse a un diagnostico etiologico

(Quiroz, 2006).

2.2.1. Haemonchus contortus

Haemonchus contortus es un nematodo que parasita el abomaso de los pequefios rumiantes,
en ocasiones afecta a bovinos, ovinos y caprinos y en ocasiones a rumiantes silvestres
(Arsenopoulos et al., 2021). Es uno de los parasitos que se desarrolla en areas tropicales y
subtropicales, afectando la salud y la produccion en pequefios rumiantes a nivel mundial

(Besier et al., 2016).

Es uno de los principales parasitos con mayor prevalencia, con alto grado de patogenicidad,
ya que ocasiona graves dafios al hospedero; posee una lanceta para erosionar la mucosa del
abomaso del huésped, se alimenta principalmente de sangre y tiene una alta prolificidad, los
pequefios rumiantes presentan algunos signos como: pérdidas de peso, falta de apetito,
disminucion de la condicion corporal, anemia, debilidad, emaciacion, edema en regiones
bajas del cuerpo, susceptibilidad a otras enfermedades y la muerte en animales, causadas por

los NGI (Silva-Soares et al., 2018; Villegas-Castafieda et al., 2024).

Este parasito por sus habitos alimenticios, es facilmente detectable a simple vista en su
estadio adulto a la necropsia, ya que presenta una coloracion rojiza, esta coloracion se alterna
con el color blanco de los cordones sexuales enrollados alrededor del tubo digestivo, lo que
le confiere al parasito un color peculiar, dando un aspecto del cuerpo en espiral, conocido

como “palo de barberia” (Besier et al., 2016).

Los machos adultos son largos y pueden llegar a medir entre 10-20 mm de largo y de 0.1-15
mm de ancho y la hembra de 18-30 de largo y 0.4-0.5 mm de ancho. El macho presenta la
bolsa copuladora en dos lobulos laterales simétricos largos y un ldébulo dorsal pequefio
asimétrico en forma de “Y” invertida, posee un par de espiculas de 450-500 um de longitud,
presentando cada uno un pequefio gancho en su extremidad dorsal. En las hembras se
presenta una vulva cubierta por una lengiieta supravulvar prominente y larga; pueden poner
de 5,000 a 10,000 huevos al dia dentro del hospedero, los cuales son expulsados en las heces
al exterior de hospedador, los huevos son eclosionados y emergen las larvas de la primera
etapa (L1), posteriormente se desarrolla la segunda etapa (L2), para posteriormente se

desarrolle de la fase (L3) infectante, esta fase puede suceder entre 3 dias a 4 semanas; estas



larvas cuentan con una cuticula que las protege de las condiciones adversas del medio
ambiente para que luego pueda migrar a la parte superior de los pastos, la oveja que se
encuentra en pastoreo ingiere dichas larvas infectantes, estas se mueven del rumen hacia el
abomaso, penetrando la mucosa gastricas, es ahi donde pasa a L4. Las L4 se alimentan de
sangre y mudan al estadio adulto en donde se da el acoplamiento y la posterior expulsion de
huevos. Las L4 en su etapa temprana tienen la capacidad de hacer hipobiosis, inactivando su
desarrollo y evadiendo la respuesta inmune del hospedador hasta que las condiciones del
interior y exterior sean las adecuadas para reanudar su desarrollo incrementando la

produccion de huevos (Biaser et al., 2016; Zajac, A. M., y Garza, J. 2020).

Haemonchus contortus, es considerado como el parasito que genera mayores pérdidas
econdmicas en las unidades de producciones ovinas y caprinas, por sus habitos hematdfagos,
provoca cuadros clinicos de anemia e hipoproteinemia y es capaz de producir lesiones en la
mucosa gastricas, como resultado de la penetracion y crecimiento de las larvas en su interior.
La hemoncosis puede ser visible en los animales infectados pudiéndose observar la palidez
de las mucosas oculares, anorexia, niveles de hematocrito inferiores a 15 %. Al salir las
primeras larvas, se aprecian alteraciones en la mucosa, esto produce una lisis en las células
epiteliales, estimulando la rapida division celular y originando una marcada hiperplasia con
engrosamiento de la mucosa, edema submucoso y aumento de células plasmaticas. A los 35
dias se ven claramente pequefias Ulceras con hemorragias capilares. La infeccion en el
abomaso da lugar a la disminucioén de la secrecion de 4cido clorhidrico, que facilita el
incremento del pH gastrico y esta modificacion altera la digestion proteica ya que el
pepsinodgeno no se transforma en pepsina, afectando el proceso digestivo perdiendo el efecto
bacteriostatico del pH bajo, lo que aumenta el nimero de bacterias y facilita la aparicion de

diarreas (Besier et al., 2016; Zajac y Garza, 2020).

Estas consecuencias se podrian deber a la facultad que tienen los NGI para realizar
hipobiosis, proceso bioldgico del parasito en el que efectia durante su desarrollo en un punto
preciso de sus estadios larvarios (L3 y L4) que depende de elementos facultativos del
hospedero y de factores climaticos (Morgan y van Dijk, 2012; Zajac y Garza, 2020). El
impacto de los NGI trae como consecuencia elevadas pérdidas econdmicas, debido a la

reduccién de la ganancia de peso (hasta un 50 %), las muertes (20-50 %) (Luna-Palomera et



al.,2010), asi como a los gastos por la intervencion del médico veterinario y los tratamientos
utilizados para su control (Lopez y Mendoza, 2011; Silva-Soares et al., 2018; Villegas-
Castafieda et al., 2024).

Ciclo biologico

Haemonchus contortus tiene un ciclo de vida directo (Figura 1). Se transmite horizontalmente
a través del pastoreo en pastizales naturales por larvas de tercer estadio (L3). Tiene un ciclo
de vida de dos fases, una de vida libre y una parasitaria dentro del abomaso del hospedador.
Los huevos caen al suelo a través de las heces de los rumiantes parasitados, infectando asi
los pastizales. Luego, los huevos eclosionan a larvas de primer estadio (L1), continuando a
larvas de segundo estadio (L2). Las larvas de tercer estadio (L3), que es la forma infectiva
de este parasito, es el siguiente estadio evolutivo. Después de que las larvas L3 han sido
captadas por un rumiante, migran al sitio de predileccion, el abomaso, donde se convierten
en pardsitos adultos, expresando su actividad hematofaga (Besier et al., 2016; Zajac y Garza,

2020).
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Figura 1. Ciclo biol6gico de Haemonchus contortus.

2.3. Uso de antihelminticos contra nematodos gastrointestinales
En México se comercializan una variedad de antihelminticos que se utilizan como una
alternativa terapéutica para el control de nematodos gastrointestinales en pequefios rumiantes

(Charlier et al., 2014).



Los antihelminticos son drogas sintéticas, las cuales deben de ser toxicos para el parasito,
causando un dafio en el proceso metabdlico del parasito, los antihelminticos deben tener
propiedades farmacocinéticas inherentes a los compuestos, estos compuestos deben tener un

efecto positivo en los NGI a diferentes dosis (Martinez-Lara 2007).

Existen diferentes presentaciones de antihelminticos, la mayoria de estos compuestos son
altamente efectivos y selectivos para el control de NGI, y se caracterizan por su amplio
margen de seguridad, amplio espectro y ser efectivos contra las diferentes formas y estadios
del parasito (inmaduras y maduras). Los antihelminticos deben de ser usados y elegidos
adecuadamente, con base a criterios y conocimiento del médico veterinario, con la finalidad
de obtener respuestas favorables y no causar dafios en los animales, por otro lado, minimizar

el uso inadecuado y evitar resistencia a los antihelminticos (OIE, 2022).

Los antihelminticos se clasifican de acuerdo con su modo de accion en: 1.- Bencimidazoles
(BZ), 2.- Imidazotiazoles (IMZ) y 3.- Lactonas macrociclicas (LM), alguno de estos
antihelminticos tiene la funcidon de deterioran la estructura, la integridad o el metabolismo

celular (Vercruysse & Claerebout, 2014).

Los benzimidazoles: son inhibidores en el transporte de glucosa, que al ser ingeridos por los
parasitos, son captados por las células del esdfago e intestino y estos compuestos se unen a
la subunidad alfa de la proteina B-tubulina, evitando la polimerizacion entre las subunidades
alfa y beta, provocando que los microtiibulos no puedan formarse, provocando un efecto letal
para huevos y larvas presentando un efecto toxico ocasionando la muerte de los nematodos

(adultos y larvas) en estado hipobidtico (Jackson & Hoste, 2010).

Los imidazoles actiian selectivamente como agonistas de los receptores colinérgicos
(nicotinicos), activando los receptores nicotina-acetilcolina de las membranas células
musculares ganglionares de los NGI, otro modo de accidn, bloqueando la accion de la enzima
fumarato reductasa, reduciendo la sintesis de ATP, afectando la actividad normal de las

células musculares y paralisis espastica (Holden-Dye y Walker, 2014)

Las lactonas macrociclicas, son moléculas que se unen selectiva e irreversiblemente a las
subunidades de los canales i6nicos de glutamato de cloro (GluCl), activados por diferentes

neurotransmisores, provocando la hiperpolarizacion de la membrana de la célula muscular o



neuronal, provocando asi la parélisis o muerte por inanicion y expulsion de los NGI

(Vercruysse et al., 2014).

Sin embargo, Uribe-Herrera et al. (2022), reportan un estudio del desarrollo de farmacos
antihelminticos los cuales puedan ser selectivo, diferencial y complementario de los modelos
parasitarios, abriendo la puerta a una comprension mds cercana de los mecanismos de

interaccion parasito-hospedero y permitiendo establecer dianas terapéuticas alternativas.

2.4. Resistencia antihelmintica

La Resistencia Antihelmintica (RA), es uno de los mayores problemas que afecta a nivel
mundial, en el control efectivo de las parasitosis causadas por NGI, afectando la economia
se los sectores pecuarios como el bienestar animal (Olazaran-Jenkins et al., 2019). Esta
situacion se ha convertido en un problema a nivel mundial, la RA se ha presentado en
diferentes paises con condiciones climatoldgicas en zonas templadas, calidas y tropicales

(Torres-Acosta et al., 2012).

La resistencia se presenta cuando un numero de NGI tolera una mayor dosificacion del
producto antihelmintico. Otros aspectos ligados a la RA, la especie animal (pequefios
rumiantes o bovinos), también influye la edad de los animales (jovenes o adultos), la
dosificacion de los antihelminticos (mala dosificacion y administracion), la cinética del
antihelmintico, la frecuencia del uso y aplicacion de los antihelminticos, las cargas
parasitarias, la capacidad de transmitir los genes de resistencia de los parasitos supervivientes
a su progenie por medio de polimorfismos en nucleo6tidos especificos, entre otros factores
que favorecen el desarrollo y predisponer en mayor o menor media el desarrollo de RA (Gaba

et al.,2012; Domke et al., 2012; Septulveda-Vazquez et al., 2018: Stewart et al., 2020).

La situacion actual que atraviesa México respecto al aumento y distribucion de casos de RA
en diferentes regiones geograficas del pais, ha causado grandes pérdidas productivas,
reproductivas y econdmicas, debido al uso indiscriminado de los antihelminticos disponibles
y usados por los productores, como por ejemplo benzimidazoles (mebendazol, fenbendazol
y albendazol), lactonas macrociclicas (ivermectina y moxidectina) y derivados del
imidazotiazoles (levamisol), cuyo efecto se ha visto comprometido por el desarrollo de

resistencia a cada uno de ellos (Mondragon-Ancelmo et al., 2019). Ejemplo de esto es la
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variacion en el gen de B-tubulina, que genera resistencia ante benzimidazoles, otros estudios
han demostrado que la RA, otros mecanismos diferentes ante las tetrahidropirimidinas como
el pirantel por medio de cambios estructurales en el receptor nicotinico o mecanismos de

mutacion (Mayoral-Pefia et al., 2017; Claerebout et al., 2020; Stewart et al., 2020).

2.5. Alternativas para el control de nematodos gastrointestinales

2.5.1. Desparasitacion selectiva

Para contrarrestar la problematica de la RA, se han desarrollado estrategias orientadas a la
desparasitacion selectiva, la cual es una estrategia donde se selecciona a los animales que
requieran ser desparasitados, la cual se basa en el grado de anemia que presenten los animales
a través de la palidez de las mucosas, dejando una parte del rebafio sin desparasitar para
reducir la presion de seleccion de NGI resistentes a los AH. Los animales resistentes tienen
la habilidad de resistir al establecimiento y posterior desarrollo de la infeccion parasitaria,
mediante procesos inmunitarios; los individuos resilientes tienen la capacidad de albergar o
soportar un cierto numero de parasitos adultos, disminuyendo el nivel de produccion de
huevos de H. contortus. Existen otras metodologias para mejorar las técnicas de
desparasitacion selectiva, como, por ejemplo: Método de FAMACHA®©O, medicion de la
condicién corporal (CC) y la técnica (HPG) conteo de huevos por gramo de heces (Charlier

et al., 2014; Aguerre et al., 2018; Reyna-Fuentes ef al., 2023).

2.5.2. Uso de particulas de cobre

Es otro método alternativo para el control de NGI, el uso de particulas de cobre sirve para
controlar principalmente parasitos del abomaso incluyendo a H. contortus y otros NGI. Las
particulas de cobre son administradas en forma de bolos alimenticios o en forma de capsulas,
las cuales llegan al abomaso y se oxidan con el medio acido, liberando iones de cobre. Estas
particulas de cobre permiten la reduccidon y el uso de antihelminticos comerciales. Sin
embargo, estas particulas de cobre tienen un efecto de 35 dias, estas particulas deben de
usarse con ciertos cuidados y su uso excesivo puede provocar problemas como intoxicaciones

(Galindo-Barboza et al., 2011; Torres-Acosta et al., 2014).

Existen algunos reportes del uso de particulas de cobre, principalmente contra H. contortus.
Estas particulas de cobre liberan iones que ejercen un efecto antihelmintico, la

implementacion de estas particulas ha demostrado ser efectivos y permiten utilizarse para el
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control de H. contortus, evitando la presencia del fendmeno de resistencia antihelmintica
(Medina et al., 2014). Por otro lado, se ha demostrado que la combinacion de particulas de
cobre con Albendazol mejora la eficacia antihelmintica y podria representar una alternativa

de control parasitario hacia poblaciones de NGI con RA (Burke et al., 2016; Soli et al., 2010).

2.5.3. Estrategia nutricional basada una dieta proteica

El uso de dietas iso-proteicas, de estrategia nutricional es una parte importante implementar
programa de control NGI, ayudando a prevenir las infecciones parasitarias. Dietas
balanceadas a base de energia bruta y proteina buta, asi como en minerales en pequefios
rumiantes, permite reducir las cargas de NGI, sobre todo en ovejas que pastorean en pastos
de bajo valor nutricional. Por otra parte, los requerimientos de proteina, es necesario para
tener un buen aporte de este nutriente en la dieta, ya que es de importancia para la respuesta
inmune, y reparar el tejido de la mucosa intestinal (Hoste et al., 2016; Burke y Miller, 2020;

Quadros y Burke, 2024).

Bricarrello et al., (2005), reportan el efecto positivo en la suplementacion con proteina
metabolizable, mostrando una reduccion de las cargas de NGI en corderos, resistiendo a los
efectos fisiopatoldgicos por la infeccion de H. contortus. Se observd el aumento del
contenido de proteina en la dieta, por lo tanto, puede beneficiar la resistencia y la resiliencia

de los NGI.

2.5.4. Uso de hongos nematofagos

Los hongos nemat6fagos son usados como una estrategia para el control de NGI,
interrumpiendo el ciclo bioloégico del parasito. Los hongos nematdfagos son
microorganismos que tiene la capacidad de atacar, matar y digerir nematodos en diferentes

estadios de los NGI, huevos, larvas y adultos (Mendoza-de Gives y Torres-Acosta, 2012).

Actualmente se han realizado estudios de control bioldgico usando a los hongos nematéfagos
dentro de los cuales se encuentran Arthrobotrys musiformis, Arthrobotrys oligospora,
Clonostachys rosea y Duddingtonia flagrans. Se han reportado que la funcion de estos
hongos es que producen una red de aspecto tridimensional que atrapa a las larvas y las
destruye, se menciona que algunos hongos pueden combatir los diferentes estadios de los
NGI, que se encuentran en la materia fecal de los pequefios rumiantes (Healey et al., 2018;

Szewc et al., 2021; Rodrigues et al., 2024; Quevedo et al., 2022).
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Por otra parte, Rodrigues et al. (2024), reporta que las enzimas extracelulares (proteasas)
presentes en los hongos, son las encargadas de dicha actividad, los hongos son una estrategia

prometedora para el control bioldgico de NGI.

2.5.5. Uso de vacunas

El desarrollo de vacunas: (Barbervax) derivada de ag’s de superficie del recubrimiento del
intestino de los nematodos; recombinante (rHC23) inmunizacién de corderos con un ag
somatico en contra de H. contortus, (HCTTR) “transtiretina” derivada de productos de
excrecion y secrecion de H. contortus, han sido de suma importancia para muchos
inmunoparasitdlogos, la implementacién del uso de la vacunacién induce una inmunidad
protectora, uno de los métodos mas rentables para controlar las infestaciones de NGI (Hain
y Harryson, 2005). El uso de vacunas debe estar respaldada por conocimiento e
investigaciones de como interactia la vacuna en el hospedero-parasito, la respuesta

inmunitaria en la proteccion y la biologia del propio parésito (Nisbet et al., 2016; Emery et

al., 2016).

Las vacunas son una alternativa viable, con la finalidad de disminuir el uso de
antihelminticos. Sin embargo, la efectividad encontrada ain no ha sido totalmente
satisfactoria. Se ha reportado desde décadas pasadas en distintas razas de ovinos, en ensayos
y estudios de los antigenos de H. contortus, el antigeno H11 fue aislado del intestino del
parasito, el cual ha mostrado buena efectividad en la inmunidad de los ovinos hasta por mas
de cinco meses, algunos reportes mencionan que la vacuna genera una respuesta inmune de

proteccion sin causar ningun dafio al hospedero (Nisbet ez al., 2016).

El desarrollo de vacunas se ha generado en diferentes especies de helmintos como
Teladorsagia circumcincta, Ostertagia ostertagi, Cooperia oncophora 'y Fasciola hepatica,
en rumiantes), algunas vacunas contra estos nematodos, (ASP) son proteinas ASP “proteinas
secretadas asociadas a la activacion” obtenidas de los productos de excrecidon-secrecion de
los nematodos adultos, (QuilA) son proteinas recombinantes del pardsito combinado con el
adyuvante, (ddASP) vacuna basada en una proteina ASP purificada de los productos
de excrecion-secrecion de los parésitos adultos, lo cual algunos autores recomiendan que

estas vacunas requiere mas investigaciones con la finalidad de determinar aspectos de
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bioseguridad animal, como de amplio espectro de efectividad, evaluacion de diferentes vias

de administracion (Quiroz et al., 2011; Matthews et al., 2016; Tian et al., 2020).

2.5.6. Uso de plantas ricas en metabolitos secundarios con efecto antihelmintico

El uso de plantas o extractos ricos en metabolitos secundarios se ha utilizado para combatir
enfermedades ocasionadas por parasitos (Casanova-Pérez et al., 2024). Existe evidencia de
los efectos antiparasitarios de estos metabolitos secundarios sobre NGI, protozoarios y
algunos parasitos externos. La diversidad de compuestos secundarios presentes en las plantas
se debe a varios factores como, por ejemplo, el fenotipo de la planta (fenotipo y variedad),
los diferentes factores ambientales (radiacion solar y disponibilidad de agua), como también
influye el crecimiento, desarrollo, madurez, condicion nutricional del suelo, depredacion y
las enfermedades que las afectan. Por otra parte, la produccion de estos metabolitos estad
relacionada con los mecanismos de defensa propios de la planta, las caracteristicas del suelo,
clima y otros factores, puede presentar componentes genético o variaciones en el genotipo,
también puede ser modificado por caracteristicas bidticas y abidticas (Jan ef al., 2021;

Ghadirnezhad-Shiade et al., 2023).

Estas modificaciones pueden presentar alteraciones bioquimicas causadas por el cambio de
patrones de asignacion de recursos que reflejen las diferentes demandas fisiologicas
asociadas con el crecimiento, la defensa y la reproduccion (Vazquez-Flores et al., 2012;
Ghadirnezhad-Shiade et al., 2023; Salam et al., 2023). Otros compuestos tienen funcidon
protectora frente a predadores, actuando como repelentes, proporcionando a la planta sabores
amargos, haciéndolas indigestas o venenosas. Intervienen en los mecanismos de defensa de
las plantas contra una gran variedad de patégenos, actuando como pesticidas naturales. Se
agrupan en cuatro clases principales: Terpenos entre los que se encuentran las hormonas,
pigmentos o aceites esenciales; Compuestos fendlicos como cumarinas, flavonoides, lignina
y taninos; saponinas, glicosidos cardiacos, glicosidos cianogénicos y glucosinolatos; y

alcaloides (Adak & Kumar, 2022; Naji et al., 2024).

Se ha establecido el uso de plantas bioactivas, que han demostrado afectar de forma efectiva
a gran mayoria de la poblacion de parésitos en diversas etapas de su ciclo de vida. Dichas
propiedades bioactivas se atribuyen a los metabolitos secundarios de las plantas, motivo por

el cual estudios recientes han sugerido que su utilizacion como nutracéuticos con propiedades
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antihelminticas (Sepulveda-Vazquez et al., 2018; Ortiz-Pineda et al., 2020). Se han realizado
hasta el momento estudios in vitro € in vivo en los cuales se evalud la actividad antihelmintica
de los taninos condensados evidenciando la alteracion de la cuticula tras la exposicion a dicho
metabolito, ademas de retardar el desarrollo larvario (Hoste et al., 2006; Ortiz-Ocampo et

al., 2016; Sepulveda-Vazquez et al., 2018).

2.6. Técnicas para la obtencion de extracto
2.6.1. Métodos de extraccion

Se define como la accion de la separacion o extraccion para obtener principios activos de las
diferentes partes de una planta (raiz, hojas, flores, tallos), dejando el resto lo mas integro
posible, algunos métodos por mencionar son: decoccion, infusion, lixiviacion, destilacion y
maceracion. Estos métodos de extraccion se basan en las diferentes solubilidades de los
diversos solventes y los compuestos que tienen la planta, existen diferentes solventes y se
puede utilizar solventes como el éter de petroleo y cloroformo, estos solventes se clasifican
como de baja polaridad, sin embargo, también se pueden utilizar acetato de etilo, etanol y
acetona, estos solventes se clasifican de mediana polaridad y alta polaridad, entre otros

(Azwanida, 2015; Abubakar y Haque, 2020).

2.6.2. Maceracion

Es un proceso de extraccion solido-liquido, donde la materia prima posee una serie de
principios activos, los cuales son extraidos de cada parte de la planta en la parte liquida, que
son los que se pretenden extraer de la materia prima. Este proceso de maceracion genera dos
productos que pueden ser empleados dependiendo de las necesidades de uso, el solido
ausente de esencias o el propio extracto. La naturaleza de los compuestos extraidos depende
de la materia empleada, estos principios activos, son complejos fitoquimicos (metabolitos
secundarios), podemos encontrar gran variedad y diferentes concentraciones, por lo que sus
beneficios son variados, también dependera del liquido de extraccion (Doughari 2012; Verde-

Star et al., 2016).

2.7. Fraccionamiento quimico del extracto hidroalcohdlico
El fraccionamiento fitoquimico bioguiado es una liberacion extractiva segmentada mediante
un gradiente de polaridad ascendente. Al seleccionar un disolvente se debe considerar la

facilidad de manipulacion, precio, seguridad y riesgos en cuanto a una posible contaminacion
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ambiental. Mediante el uso de este disefio se pretende aprovechar la selectividad y

especificidad de los disolventes extractores (Jones y Kinghorn, 2012).

Los procesos de separacion involucran la division de la mezcla en un nimero discreto de
fracciones. Se refiere a la separacion de metabolitos de mezclas de naturaleza quimica
compleja, para obtener fracciones de compuestos afines, con caracteristicas y propiedades
similares. La mayor parte de los métodos de fraccionamiento aprovechan la naturaleza
quimica de los compuestos que se van a separar, especificamente las diferencias en polaridad
y acidez-alcalinidad. El fraccionamiento de extractos crudos vegetales implica la utilizacion
de métodos altamente especializados, esto se hace con el prop6sito de optimizar recursos y
técnicas y aumentar la eficiencia de las metodologias (Chiocchio et al., 2021). El uso de
mezclas de disolventes como, por ejemplo, agua/metanol (70/30) permite obtener
compuestos fendlicos polares y de mediana polaridad que han evidenciado importante efecto

antihelmintico (Olmedo-Juérez et al., 2017).

2.8. Identificacion de compuestos mediante cromatografia en capa fina
(TLC) y por HPLC

La cromatografia en capa fina por sus siglas en inglés (TLC) es un método de afinidad que
se utiliza para separar los compuestos de una mezcla, es un método de separacion muy
versatil que se puede implementar para el analisis cuantitativo y cualitativo de las muestras
(Lefebvre et al., 2020).

La TLC, tiene una fase estacionaria consta de una capa fina de material adsorbente,
normalmente gel de silice u éxido de aluminio, que recubre una superficie de placa inerte,
normalmente vidrio, plastico o aluminio, en ella se deposita una pequefia cantidad de la
muestra en un extremo de la placa, se coloca verticalmente en una camara cerrada con un
disolvente organico (fase movil). La fase movil se desplaza hacia arriba por la placa por
capilaridad y los componentes de la muestra migran distancias variables en funcion de sus
afinidades diferenciales por las fases estacionaria y movil (Abdelmohsen et al., 2022;
Coskun, 2016).

Cuando el disolvente llega a la parte superior de la placa, ésta se retira de la cAmara de

desarrollo y se seca. Los componentes separados aparecen como puntos en la placa, y se
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evalla el factor de retencion (FR) de cada componente. Es una técnica que al ser trabajada
de manera adecuada puede generar analisis éptimos, con resultados selectivos, eficientes y
robustos, que dependiendo de la complejidad de la muestra y el analisis que se deba realizar,
puede convertirse en una técnica total o complementaria. La TLC puede analizar cualquier
clase de sustancias: plaguicidas, esteroides, alcaloides, lipidos, nucleétidos, glucosidos,
carbohidratos y &cidos grasos (Coskun, 2016; Kowalska y Sajewicz, 2022; Vallejo-Rosero
etal., 2021).

La técnica de cromatografia liquida de alta resolucion o de alta presion (HPLC, por sus siglas
en inglés), basicamente estad conformada por un equipo, el cual tiene diversas aplicaciones,
es una técnica automatizada, la cual permite analizar de forma répida y eficiente la
separacion, cuantificacion y deteccidn de particulas encontradas en las muestras, el cual envia
sefiales de la columna, esta columna se encarga de separar particulas pequefias a una presion
de entrada relativamente alta, las cuales son procesadas y emiten sefiales electronicas de
algunas caracteristicas de algunos componentes generando picos en un cromatograma, esta
técnica se puede optimizar mediante el ajuste de multiples variables en el método como por
ejemplo: pH de la fase movil, concentracion del buffer, flujo, temperatura de la columna,
longitud de onda del detector, entre otras caracteristicas (Bucar, 2013; Kagan y Flythe, 2014;
Coskun, 2016).

2.9. Efecto nematicida de compuestos secundarios mediante pruebas in
vitro e in vivo

Evaluaciones in vitro

Los métodos de evaluacion in vitro de antihelminticos incluyen: inhibicion de la eclosion de
huevos, inhibicioén del desarrollo larvario, inhibicidon del desenvaine, y mortalidad larvaria;
estas pruebas in vitro aportan informacion relevante para la identificacion de nematodos
resistentes y susceptibles (Coles et al., 2006). Estas técnicas se utilizan para la evaluacion de
extractos, compuestos puros o antihelminticos con reportes de resistencia, por otra parte,

estas técnicas son de bajo costo y permite la obtencion de resultados.

2.9.1. Inhibicion de la Eclosion de Huevos (% IEH)

Evaltia el efecto de un antihelmintico para inhibir la eclosion de huevos de parasitos de

algunos extractos de plantas, compuestos puros o para evaluar el efecto o la resistencia de
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algunos farmacos con actividad antihelmintica, desafiados contra algunos nematos

gastrointestinales de interés en la salud humana y veterinaria Coles et al. (2006)

2.9.2. Inhibicion del Desarrollo Larvario

Esta prueba consiste en exponer los parasitos de NGI en estadio de larvas uno (L1) y dos
(L2) con los antihelminticos, extractos, fracciones y/o compuestos durante cinco o siete dias
con la finalidad de evaluar el efecto del desarrollo larvario sobre las larvas L1 y L2 y que se
impida que logren desarrollarse a larvas infectantes (L3). La técnica consiste en alimentar las
larvas L1 y L2 con una solucidn nutritiva a base de medio Earle fortificado con extracto de
levadura y anfotericina B. Pasado el tiempo de desarrollo larval se hace un conteo de las
larvas L3 de todos los tratamientos incluyendo a los controles negativos y positivos (Hubert

y Kerboeuf, 1992; Assis et al., 2003).

2.9.3. Inhibicion del Desenvaine

Esta prueba consiste en exponer larvas infectantes de H. confortus (con vaina) a
antihelminticos de referencia, extractos, fracciones y/o compuestos utilizando diferentes
concentraciones por un tiempo de tres horas a 23-26 °C. El principio de esta técnica es
ocasionar que las larvas L3 no se desprendan de su vaina y por ende no podran desarrollarse
al siguiente estadio. Como controles negativos se usan larvas expuestas a hipoclorito al 2%
y PBS (pH 7.4) mismas que se van a desenvainar durante un periodo de tiempo de a 20 a 60

minutos (Jackson y Hoste, 2010).

2.9.4. Mortalidad Larvaria (ML)

La prueba de ML sirve para evaluar el efecto larvicida que producen los extractos a base de
plantas, compuestos puros o para evaluar el efecto o la resistencia de algunos farmacos con
actividad antihelmintica como, por ejemplo; benzimidazoles (Bz), desafiados contra algunos
nematodos gastrointestinales de interés en la salud veterinaria, algunos autores manejan
criterios de evaluacion: larvas muertas, son aquellas que se observaron rectas y sin
movimiento y larvas vivas se clasificaron en dos categorias: enrolladas y en movimiento

(Demeler et al., 2010; Reyes-Guerrero et al., 2020)

Ensayos in vivo

La evaluacion en un modelo in vivo, se realizan principalmente en organismos vivos, por

ejemplo, animales de laboratorio u animales domésticos Los ensayos in vivo es un método
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de investigacion que consiste en experimentar y para probar la seguridad de sustancias o
materiales. Las cuales deben de ser implementadas en los animales de diferentes formas de
administracion, implantes, via subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, via oral, etc. Estas
pruebas son realizadas a menudo y con frecuencia, con la finalidad de examinar sus efectos,

antes de ser utilizadas y evitar efectos toxicos o dafios (Tang C, Prueksaritanont T. 2010).

2.9.5. Reduccion del recuento de huevos en heces y reduccion de larvas en un modelo in
vivo

Son técnica para evaluar la eficacia de los antihelminticos, el cual consiste en hacer un
muestreo previo de numero de huevos por gramo de heces antes y después de un tratamiento.
que se usa para evaluar la eficacia de los antihelminticos en ovinos. Los cual ayuda en los
resultados obtenidos en el HPG de heces y el niimero de huevos podria ser un indicador
estimado a la cantidad de parasitos presentes en el animal, en la reduccion de larvas, se

observa una reduccion de larvas (Coles ef al., 1992; Cabaret J, Berrag B. 2004).

2.10. Descripcion y clasificacion taxonomica de Cyrtocarpa procera

Cyrtocarpa procera Kunth, pertenece a la familia Anacardiaceae, cominmente llamado:
Chupandillo, Chupandia, Baricoca, Copalcocote, Chucumpun, Machocote, Maxcocote, Palo
de chupandia, Coco de cerro, es un arbol originario de México (Cuadro 1). Este arbol se
encuentra en climas de las selvas altas perennifolias y las selvas bajas caducifolias hasta los
ambientes perturbados, donde funcionan como colonizadoras tempranas, o las zonas costeras
tipo manglar, asi como en zonas xerofilas, se localizan entre los 1200 y 1500 metros de
altitud. Cyrtocarpa procera esta asociada a las areas calientes y secas debido a que se
considera que es un arbol nativo, este arbol se encuentra cerca de arboles como lo son
copaleras (Bursera spp.), cazahuateras (Ipomea arbocens); cubatas (Acacia spp); huizaches
(Acacia farnesiana) y también en la barranca vegetacion rapida (Medina-Lemos et al., 2009;

Rojas et al., 2010; Schulze-Kaysers et al., 2015).

Es un arbol de hasta 8§ m de alto, de corteza escamosa y madera suave, de color plrpura.
Hojas compuestas, alternas, pubescentes, 20-30 cm de largo. Flores en paniculas axilares, 6
cm de largo, 5 pétalos de color blanco, 3 mm de largo, las flores comienzan a brotar en los

meses de marzo y mayo (Mitchell y Daly, 1991).
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El fruto es tipo drupa, esféricos, de aproximadamente tres centimetros de diametro, carnosos,
pubescentes, cuya cascara es de color amarillo cuando estdn maduras de 2-3 cm de largo, los
cuales maduran entre los meses de agosto y septiembre, estos frutos son consumidos como
fruta de tiempo o temporada. Su pulpa es agridulce, también de color amarillo y un hueso
ovalado de color café, en el interior de éste se encuentra entre una y dos semillas que tiene
un sabor parecido al coco, los frutos estan cubiertos de pelos. Si no presenta frutos o flores,
se puede confundir con algunas especies de Bursera sin corteza exfoliante, pero se distingue

por su corteza escamosa (Martinez-Millan et al., 2005; Red México, 2020).

Cuadro 2. Clasificacion taxonémica de Cyrtocarpa procera

Taxonomia

Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales
Familia Anarcardiaceae

Genero Cyrtocarpa

(Red de Herbarios Mexicanos Taxonomico,2025).

2.10.1. Origen y distribucion nacional

El habitat principal de este arbol es la region de Tierra Caliente, aunque se encuentra
distribuido en los estados de Nayarit, Jalisco, Michoacan, México, Puebla, Morelos, Guerrero
y Oaxaca (Fonseca, 2005), debido al clima que predomina en estos estados y el tipo de
bosques secos caducifolios y subcaducifolios, donde se han reportado diversos usos,

principalmente culinarios y medicinales.

20



Figura 2. Distribucion de Cyrtocarpa procera, a nivel nacional, reportados por Davila-
Aranda et al. (2018) y Vaca (2020), fuente (CONABIO, 2024).

Méxicosd il

Figura 3. Reportes de ejemplares ante el Sistema Nacional de Informacién Sobre
Biodiversidad (SNIB), usos naturista y coleccionistas fuente (CONABIO, 2024).

2.10.2. Usos y propiedades medicinales

Algunas partes de C. procera son utilizadas con fines terapéuticos para trastornos del aparato
digestivo (diarrea y disenteria), dolor lumbar, muscular y renal, como cicatrizante, en el
tratamiento de afecciones en la piel y del aparato respiratorio (Argueta, 1994; Rodriguez-

Lopez et al., 2006, Canales, 2005).

Por otra parte, se reporta que la corteza de C. procera, se ha usado en la medicina tradicional
como decoccidon acuosa e infusién, ya que posee propiedades curativas en trastornos
digestivos como disenteria y diarrea, enfermedades renales, dolores de muelas, entre otras.
Estos usos varian de acuerdo con la region (Medina-Lemos ef al., 2009; Rojas et al., 2010;
Schulze-Kaysers et al., 2015). En cuanto a la informacioén farmacologica, se ha explorado la

actividad antiulcerogénica de extractos de corteza de C. procera en lulceras gastricas
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inducidas por etanol en un modelo de rata y la actividad antibidtica de un extracto metanolico
contra una gran variedad de bacterias Gram positivas y Gram negativas Rosas-Acevedo et

al. 2011).

Existen investigaciones en las cuales se reporta actividad bioldgica de plantas de la familia
Anacardidcea. Canales et al., (2005), indica actividad bioldgica contra bacterias Gram
positiva (Enterecoccis faecalis, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis) y Gram negativas
(Sallmonella typhy, Pseudomonas aeruginosas y Escherichia coli). Rosas et al., (2006),
reportan actividad antiulcerogénica de extractos de C. procera en un modelo de tlcera aguda
inducida por etanol absoluto, mostrando que el extracto metandlico fue el mas activo DEs
de 45.54 mg/kg. Sin embargo, Rodriguez-Lopez et al., (2006), reportan la evaluacion de
toxicidad de extractos de corteza (hexanico, diclorometano y acetonico), sobre 4. salina

mostrando una DLso de 0.21, 2.1 y 22.75 mg/mL respectivamente.

Cyrtocarpa procera pertenece a la familia Anacardidcea, de acuerdo con la literatura
consultada se ha reportado el aislamiento e identificado algunos compuestos de plantas
pertenecientes a la misma familia. Rodriguez- Lopez et al. (2006) y Rosas- Acevedo ef al.
(2011), reportan en un estudio fitoquimico el aislamiento e identificacion de algunos esteroles
como B -amirina y P -sitosterol, y los &cidos grasos 1,3-propil-dipentadecanoato, 3-
hidroxipropil-9-octadecenoato, pentadecilbenzeno, eicosilbenceno, docosano, heptacosano,
dotriacontano y 2,6,10-trimetiltetradecano. Martinez-Elizalde et al. (2009), reporta la
presencia de fenoles y carbohidratos. Por otra parte, Eleno-Medina (2010), reporta que el
fruto contiene fenoles, flavonoides y taninos. Rodriguez- Canales et al. (2020), reportan la
presencia de compuestos polifendlicos, en particular los flavonoides que se identificaron,

como crisina, naringenina, kaempferol y catequina.
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las parasitosis, son un problema que afecta la salud animal y que pone en riesgo actividades
agropecuarias como la ovinocultura. La resistencia antihelmintica en nematodos
gastrointestinales que afectan a los ovinos esta relacionada con los farmacos disponibles en
el mercado y cuyo uso es continuo para el tratamiento y control de enfermedades causadas
por tales microorganismos. Se ha demostrado que algunas plantas que se utilizan en la

medicina tradicional, ricas en metabolitos secundarios, presentan actividad antihelmintica.
Bajo este contexto surge la siguiente pregunta de investigacion:

(Los extractos hidroalcoholicos obtenidos de las diferentes partes aéreas de Cyrtocarpa
procera, contienen metabolitos secundarios capaces de causar inhibicion de la eclosion y
mortalidad larvaria de nematodos gastrointestinales mediante estudios quimicos bio-

dirigidos?
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IV. JUSTIFICACION

El uso incorrecto de desparasitantes en unidades de produccion de pequefios rumiantes es
considerado el factor mas importante para el desarrollo, seleccion y diseminacion de parasitos
resistentes a los antihelminticos; esto ha generado una problematica en el sector salud a nivel
nacional y mundial, ocasionando resistencia a las féormulas quimicas (Marie-Therese y Jean-
Marie, 2014; Selzer y Epe, 2021). Es por ello se buscan alternativas de tratamiento obtenidas
a partir de extractos de plantas con diversas propiedades biologicas, incluidas propiedades
antihelminticas. Una de estas alternativas es Cyrtocarpa procera, especie arborea que
pertenece a la familia de Anacardiaceae, cuyos frutos se destinan para el consumo humano,
la corteza, hojas y tallos se utilizan como antioxidante natural, asi como para el tratamiento
de heridas y trastornos digestivos (Nawwar ef al., 2011). Contiene una gran variedad de
metabolitos secundarios con reportes previos de actividad antihelmintica (Nawwar et al.,
2011; Schulze-Kaysers et al., 2015; Rodriguez-Canales et al., 2020). Por lo que resulta
relevante determinar la potencial actividad antihelmintica de C. procera, asi como identificar

el o los metabolitos secundarios responsables de dicha actividad.
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V. HIPOTESIS

Los extractos hidroalcoholicos y fracciones de Cyrtocarpa procera (hoja, pulpa, corteza y
fruto completo) contienen metabolitos secundarios que presentaran actividad antihelmintica

sobre nematodos que afectan la produccién ovina.
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VI. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antihelmintica de extractos de Cyrtocarpa procera Kunth sobre
nematodos gastrointestinales que afectan la produccion ovina e identificar los metabolitos
secundarios responsables de la actividad, para proponerlos como posible alternativa de

tratamiento en enfermedades provocadas por nematodos gastrointestinales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Evaluar la actividad antihelmintica de los extractos hidroalcohdlicos de hoja, pulpa,
corteza y fruto completo de C. procera sobre NGI de importancia en la produccién
de ovina.

» Determinar la citotoxicidad de los extractos hidroalcohdlicos de hoja, pulpa, corteza
y fruto completo, fracciones y/o compuestos obtenidos a partir de C. procera,
utilizando el modelo de Artemia salina.

» ldentificar mediante ensayos biodirigidos, la fraccion y/o compuesto responsable de
la actividad antihelmintica.

» Evaluar la actividad antihelmintica in vivo del extracto que presentdé mejor actividad

en el ensayo in vitro.

26



VII. MATERIAL Y METODOS
7.1. Lugar del estudio

La presente investigacion se realizd en el laboratorio de Bacteriologia del Instituto de
Ciencias Agropecuarias- UAEH, en colaboracion del laboratorio Helmintologia del Centro
Nacional de Investigacion Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad (CENID SAI-
INIFAP), Morelos y el Centro de Investigacion Biomédica del Sur, IMSS.

7.2. Colecta del material vegetal

Se colecto el material vegetal de las diferentes partes aéreas de C. procera, durante los
meses de abril, mayo, agosto y septiembre; las hojas, frutos y corteza, el material vegetal
se colecto en la comunidad de Morelita Municipio de Tlapehuala, en la Region de Tierra
Caliente del Estado de Guerrero, localizada a 235 metros sobre el nivel del mar; entre los
paralelos 18°13" y 18°19" de latitud norte y los 100°171" y 100°34 de longitud oeste
respecto al meridiano de Greenwich, con un clima es Céalido subhtimedo (Aw0), con lluvias

en verano. (INAFED 2021).

Una muestra de partes aéreas de C. procera (hoja y fruto) fue depositada en el Herbario del
Centro de Investigacion en Biodiversidad y Conservacion (CIByC), Universidad

Auténoma del Estado de Morelos asignandole el nimero de Voucher 33983 (Figura 4).

Las partes aéreas de C. procera (hoja, pulpa, corteza y fruto completo), fueron colectadas
y se trasladaron en hieleras al laboratorio para evitar cambios fisicoquimicos (Salem et al.,
20006). Posteriormente se sometieron a un proceso de secado bajo la sombra a temperatura
25-28 °C, y fueron molidas en un molino semi industrial (Willey) para obtener particulas

de un tamano de 1 mm de diametro.
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Instituto Nacional de lovestigaciones Forestales. Agricolas y
Pecuanas (INIFAP)

ANACARDIACEAE SHSARERO
Cyrtocarpa procera Kunih
Det. Gabriel Flores F., 2021

Ngo Tlapehusia Moreiita
Coond. 18270061 N. 100 562981 W

Figura 4. Identificacion y numero de Voucher 33983, de Cyrtocarpa procera

7.3. Obtencion de los extractos hidroalcohodlicos

Los extractos E-HA fueron obtenidos mediante la técnica de maceracion siguiendo la

metodologia de Olmedo-Juarez et al. (2017) y Cortés-Morales et al. (2023).

Se utiliz6 material vegetal de las diferentes partes aéreas de C. procera en diferentes
proporciones (hoja 300g, pulpa 222¢, corteza 457g y fruto completo 5000g), se mezclaron
con una solucion hidroalcohdlica (70:30 agua y metanol), usando una relacién masa
volumen de 1:10 (un gramo de material vegetal: 10 mL de solucion hidroalcohdlica. Se
dejaron reposar durante 48 y 72 h, a temperatura ambiente y en ausencia de luz, una vez
transcurrido el tiempo de reposo, los extractos liquidos fueron filtrados utilizando gasa,
algodon y papel filtro Whatman® (No. 42), con la finalidad de obtener un extracto libre de

material vegetal, y posteriormente fue concentrado a presion reducida en un evaporador
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rotatorio (Buchi R-300, Suiza) a 50 °C, para eliminar el solvente. Este paso permitid

obtener un E-HA semisdlido (Figura 5), mismo que fue llevado a sequedad total por

procesos de liofilizacioén y fueron almacenados para su posterior uso (Zarza-Albarran et
al., 2020).

Solucion hidroalcohdlica agua/metanol (70/30)

Filtracion

Extraccion de Liofilizacion
solvente

Figura 5. Proceso para la obtencion de los extractos hidroalcohdélicos de C. procera
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7.4. Fraccionamiento del extracto hidroalcohoélico
Parte de los extractos HA secos (90%), hoja 29.01 g, pulpa 22.22 g, corteza 38 gy 517.14

g de fruto completo, fueron reconstituidos en 2700 mL de agua destilada y enseguida se
sometieron a una separacion liquida-liquida (biparticién) con 2700 mL de acetato de etilo
usando un embudo de separacion (Cortes-Morales et al., 2023). Este proceso permitio
obtener una fraccion acuosa (F-Aq) y una fraccion orgéanica (F-AcOEt), mismas que fueron
concentradas a presion reducida usando un evaporador rotatorio. El extracto y fracciones

fueron almacenados a 4 °C hasta su evaluacion biologica y analisis fitoquimico.

7.5. Ensayo biodirigido del extracto hidroalcohdlico que mostro mejor actividad

(Fruto completo)

Se realizo la evaluacion antihelmintica de las fracciones acuosa y fraccion de acetato de
etilo, obtenidas de la biparticion del E-HA del fruto completo, esta prueba consistié en la

evaluacion de inhibicion de la eclosion y la prueba de mortalidad larval.

Una vez obtenido los resultados de la evaluacion de ambas fracciones se procedio a seguir
con las evaluaciones de las subfraccion (reuniones) de la fraccion de acetato de etilo del

fruto completo, el cual mostro mejor actividad antihelmintica.

7.5. Fraccionamiento de la fraccion organica (F-AcOEt)

Se realizd el fraccionamiento de la fraccion de acetato de etilo del fruto completo,
obteniéndose 5.8 g (F-AcOEt) los cuales se purificaron por cromatografia en columna
abierta (60 cm x 4.5 cm) previamente envasada con 5 g de silica (fase normal, malla 70-
230, Merck). La extraccion se llevo a cabo usando un sistema de gradiente que consistio
en Hexano/Acetato de etilo como fase mévil y 5% de polaridad ascendente. Se recolectaron
alicuotas de 100 mL, y luego del analisis por TLC, se agruparon de acuerdo con su similitud
quimica en dieciocho reuniones finales de las cuales solo se evaluaron cuatro C1R15-

C1R18, debido al contenido del material (Figura 6).
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Extracto hidroalcoholico
Fruto completo

L 2

Evaluacion antihelmintica

2

Biparticion del E-HA Actividad
antihelmintica
A
[ \ /
Fraccion Acuosa (F-Aq) Fraccion orgénica (F-AcOEt)

4

Columna 1, 12 sistemas

HPLC |—» (48) reuniones
Similitud (18) subfracciones.

A

C1R15 C1R16 C1R17 C1R18
Acido galico Acido galico Flavona Acido elagico
Acido protocatecuico Acido elagico Flavonol

Glucoésido de quercetina
Glucdsido de luteolina

Figura 6. Fraccionamiento de la fraccion organica (F-AcOEt) e identificacion de
compuestos.

7.6. I1dentificacion de compuestos

La identificacion de compuestos bioactivos de los extractos, fracciones (F-Aqy F-AcOEt) y
sus reuniones, con mejor actividad nematicida (C1R15-C1R18) de C. procera, fueron
analizados por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en ingles),
utilizando un equipo Waters 2695 (Waters Corporation, USA) y una columna supelcosil LC-
F (4.6 mm x 250 mm, 1.d., 5-um tamano de particula; Sigma, Aldrich, Bellenfore, PA USA)

para la separacion quimica. La fase movil consistié en una solucidén acuosa con 5 % de acido
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trifluoroacético (Solvente A) y acetonitrilo (Solvente B). El sistema de gradiente fue el
siguiente: 0-1 min, 0 % B; 2-3 min, 5 % B; 4-20 min, 30 % B; 21-23 min, 50 % B, 24-25
min, 80 % B; 26-27 min 100 % B; 28-30 min, 0 % B. La tasa de retencion fue mantenida a
0.9 mL min-1, con un volumen de inyecciéon de 10 uL. La absorbancia fue medida en un
rango de 270-330 nm. La identificacion de compuestos mayoritarios se realizo con base a los
tiempos de retencion y espectros emitidos por cada pico basandose en la biblioteca de
compuestos y se usaron estandares de referencia (4cido galico y acido elagico) (Wagner y

Bladt, 2001).

7.7. Obtencion del material biologico

7.7.1. Obtencion de huevos de Haemonchus contortus

Los huevos de H. contortus se obtuvieron de un ovino de raza Pelibuey de cuatro meses de
edad con un peso vivo de 25 Kg fue infectado de manera experimental con larvas infectantes
(L3) del parasito H. contortus (cepa INIFAP, 350 L3/ kg de PV del animal) fue usado como
donador. Una vez el animal infectado se realiz6 un monitoreo al dia 18 hasta el dia 21 dia de
pos-infeccion. Confirmada la infeccion, se procedid a la colecta de heces diariamente, las

cuales fueron colectadas directamente del recto (30 g).

Los huevos de H. contortus fueron concentrados mediante diferentes tamices (75 y 37 um de
diametro), para recuperar, concentrar y obtener una solucion de huevo limpio, se sigui6 la
metodologia descrita por (Von Son-de Fernex et al., 2017). Se determind y ajustd la
concentracion de huevos limpios entre 100+15 huevos en 50 pl de agua, posteriormente se

usaron en los experimentos in vitro.

7.7.2. Obtencion de huevos de nematodos de vida libre

Se muestrearon cinco unidades de produccion ovina de la comunidad de Morelita, Municipio
de Tlapehuala, Guerrero (Figura 7), dichas unidades albergaban en promedio de 16 a 25
animales, de los cuales, se muestrearon Unicamente animales con baja condicion corporal,
pelo hirsuto, mucosas palidas, con presencia de diarreas y una edad mayor de 3 meses. Las
muestras fueron colectadas directamente del recto e identificadas por animal. Posteriormente
las muestras fueron trasladadas en hieleras a una temperatura de 4°C para evitar que los
huevos de NGI eclosionaran, las cuales fueron transportadas al Laboratorio de Bacteriologia

del Instituto de Ciencias Agropecuarias- UAEH para su analisis. Las muestras se examinaron
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mediante la técnica de flotacion para observar y cuantificar los huevos de helmintos en el
microscopio mediante la técnica de MacMaster (Rivero-Pérez et al., 2018). Posteriormente

se procesaron y se realizaron pruebas in vitro correspondientes: (%IEH y %M).

Colecta del material
Biologico cepa de

Figura 7. Ubicacion de las unidades de produccion de la comunidad de Morelita, Municipio
de Tlapehuala, Guerrero

7.7.3. Obtencion de larvas de Haemonchus contortus

Para la obtencion de L3, se colectaron heces diariamente de un ovino infectado, las heces las
cuales se homogenizaran con agua corriente y hule de espuma. Los coprocultivos se dejaron
en reposo durante siete dias a temperatura ambiente (25-21 °C), durante este periodo de
manera manual, se removio el medio para una mejor oxigenacion (Liébano et al., 2011).
Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedid a montar la técnica de Baermann para
recuperar las larvas L3 de H. contortus, las cuales se lavaron con solucion salina saturada,
hasta eliminar la mayor cantidad de materia organica. Las larvas limpias fueron
desenvainadas en una solucion de hipoclorito de sodio al 3 % durante 3 minutos; para
eliminar los restos de hipoclorito de sodio las larvas fueron lavadas 3 veces con 3 mL de agua
destilada. Se determind y ajustd la concentracion de larvas entre 100£15 larvas en 50 pL de

agua destilada (Olmedo-Juarez et al., 2017).

7.7.4. Obtencion de larvas de nematodos de vida libre

Una vez procesadas las muestras de heces por animal, se realizé una mezcla de los cinco
ranchos, posteriormente se realizé un coprocultivo que se dejo incubar durante 17 dias, con
el objetivo de recuperar larvas infectantes (L3) de los NGI. Después del periodo de
incubacion se procedid a recuperar las L3 mediante la técnica de migracion larvaria de

acuerdo con lo descrito por Liébano-Hernandez et al. (2011).
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7.8. Pruebas de inhibicion de la eclosion de huevos

Para esta prueba se utilizaron huevos de dos cepas de NGI, una cepa monoespecifica de
Haemonchus contortus y una cepa de nematos de vida libre (VL); siguiendo las metodologias

propuestas por Olmedo-Juarez et al. (2017) y Rivero- Pérez et al. (2018).

Los bioensayos se realizaron en placas de micro-titulacion de 96 pozos, se depositaron 50 uLL
de una solucion de agua destilada con 10015 huevos de H. contortus o vida libre / pozo,
posteriormente se agregaron 50 pl. de cada extracto o fracciones a diferentes

concentraciones.

Se utilizé como control positivo tiabendazol (0.1 mg/mL) y como controles negativos agua
destilada y metanol al 3%. Las placas se incubaron a una temperatura de 30 °C por 48 h en
una camara humeda. Transcurrido el tiempo se procedio a realizar la lectura total de cada
pozo, observando 10 alicuotas de 10 pL en el microscopio, con el objetivo 4x de cada pozo,
y se determind la cantidad de huevos y larvas en cada alicuota. Para determinar el porcentaje

de inhibicion de la eclosion de huevos se utilizo la siguiente formula:

_ [(numero de huevos) /
W IEH = (numero de larvas + numero de huevos)] *100

7.9. Prueba de mortalidad larvaria

Se utilizaron L3 provenientes dos cepas, una monoespecifica de Haemonchus contortus 'y
una cepa de nematos de vida libre (VL); de acuerdo con metodologia descrita por Olmedo-
Juarez et al., (2017) y Rivero- Pérez ef al. (2018), las cuales se colocaron en placas de
micro titulacién de 96 pozos, a cada pozo se le agregd una solucion de 50 pLL que contenia
larvas L3 (100 = 15) y 50 puL de extracto, fracciones y/o compuestos, se utiliz6 como
control positivo Ivermectina (5 mg/mL) y como control negativo agua destilada y metanol
al 4%. La placa se incub6 en una camara humeda a 30° C por 72 h. Transcurrido este tiempo
se realizo la lectura de la placa, colocando 10 alicuotas de 10uL para diferenciar y
contabilizar las larvas vivas de las muertas con ayuda del microscopio Optico con el

objetivo 4x. Para determinar el porcentaje de mortalidad se emple6 la siguiente formula:

[(numero de larvas muertas)
%MORTALIDAD = : * 100
(numero de larvas vivas + numero de larvas muertas)]
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7.10. Determinacion de citotoxicidad de los extractos hidroalcohdlicos de C. procera en
el modelo biologico a Artemia salina

Se utiliz6 a Artemia salina como modelo de citotoxicidad de los extractos HA. Se pesaron
y eclosionaron 0.1 g de quistes de A. salina en una solucidn salina se pesaron 35g/L y en
una incubadora con aireacion constante durante 24 h a una temperatura de 25 °C. Una vez
eclosionados se colocan en placas de 96 pozos, en cada pozo se le agrega una solucion de
100 puL que contenia nauplios (10 + 5), con las concentraciones de los E-HA a evaluar y se
utilizdé como control positivo Tween 80 (Sigma, P1754), como control negativo, solucion
salina, cada tratamiento se realizé por triplicado. La placa se incubd en una camara himeda
a 25-30° C por 24 h; transcurrido el tiempo de incubacion con la ayuda de un microscopio
se observo cada uno de los pozos para contar el nimero de organismos vivos y muertos

(Solis et al.,1993).

7.11. Evaluacion de la actividad antihelmintica in vivo del extracto que presento mejor
actividad en el ensayo in vitro

Se utilizé la metodologia descrita por Higuera-Piedrahita et al., (2021), con algunas
modificaciones: se utilizaron 30 jerbos (Meriones unguiculatus), machos y hembras de 21 a
28 dias de edad aproximadamente, proporcionados por el Instituto Nacional de Salud Publica
(INSP), Cuernavaca, Morelos. El periodo de duracion del estudio consto de 26 dias, los

animales se alojaron en jaulas, los cuales se les proporciono alimento y agua a libre acceso.
Cronograma del ensayo
Dia 0: Los jerbos se desparasitaron con albendazol Smg/kg (0.15mg/jerbo).

Dia 8: Se les administro dexametasona (0.05 mg/kg PV/24 h* 3 dias), con la finalidad de

disminuir la respuesta del sistema inmunolégico del jerbo.

Dia 11: Se infectaron los jerbos, con una dosis de 5,000 L3 de H. contortus (colectado en el
CENID-SALI, INIFAP), las larvas L3 fueron desenvainadas con hipoclorito, posteriormente

se les administro via oral una suspension de 50 pL. que contenian 5,000 L3.

Dia 14: Se administro el tratamiento del E-HA del fruto completo, el cual fue administrado
por via oral durante tres dias consecutivos a (DLoo mg/kg PV); se utiliz6 como control
positivo ivermectina comercial a 0.5 mg/kg PV (Ivomec® Boehringer Ingelheim); y como

control negativo agua.
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Dia 26: S realiz6 la necropsia y el recuento de nematodos para evaluar la posible reduccion

de la carga parasitaria. Se calculé mediante la siguiente formula:

grupo Control — Tratamiento

% Eficacia = ( )*100

grupo Control
C= Grupo control

T= Tratamiento
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VIII. ANALISIS ESTADISTICO
Estudios in vitro
» Los datos obtenidos de las evaluaciones in vitro fueron analizados mediante un
ANOVA bajo un disefio completamente al azar. Cuando se determinaron diferencias
estadisticas significativas se realizd una comparacion de medias por Tukey (P<0.05),
utilizando en paquete estadistico SAS version 9.0.
» Las concentraciones letales CLso y CLoo se determinaron mediante un analisis de

regresion usando el procedimiento PROBIT del paquete estadistico SAS.

Estudio in vivo
» Los resultados del experimento in vivo se analizaron mediante un disefio
completamente al azar, con medidas repetidas en el tiempo (PROC MIXED). Se
realiz6 una comparacion de medias entre tratamientos mediante la prueba de Tukey a

un valor de significancia de P<0.05.
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IX. RESULTADOS

9.1. Rendimiento de extracto

En el cuadro 3, se muestran los porcentajes obtenidos del rendimiento de cada una de las
partes aéreas una vez finalizado el proceso de obtencion del extracto libre de solvente y
liofilizado. Donde se puede observar que el mejor rendimiento fue del E-HA de pulpa (30.16
g), seguido del E-HA del fruto completo (11.49g), seguida de hoja (9.67g) y corteza (8.53g).

Cuadro 3. Rendimientos de los extractos hidroalcohdlicos de las diferentes partes aéreas de
C. procera.

Partes aéreas Material vegetal (g) E-HA (9) Rendimiento (%)
Hoja 300 29.01 9.67
Pulpa 222 66.97 30.16
Corteza 457 39.02 8.53
Fruto completo 5000 574.6 11.49

g: gramos, %: porcentaje.

9.2. Evaluacion antihelmintica de los extractos hidroalcohdlicos de las diferentes partes
aéreas de C. procera contra H. contortus

Porcentaje de inhibicion de la eclosion de los E-HA de las diferentes partes aéreas de
C. procera, contra una cepa monoespecifica H. contortus

En el cuadro 4, se muestran los resultados obtenidos de la prueba de IEH, donde se pueden
observar diferencias estadisticas entre los tratamientos y las concentraciones. Se puede
observar que uno de los mejores tratamientos es el del fruto completo, donde se observa un
efecto del 100% IEH a una concentracién a 3.00 mg/mL, mostrando una similitud con el
control del Tiabendazol, donde no mostro diferencias estadisticas significativas. Seguido de
pulpa donde se muestra un efecto del 100 % a una concentracion del 50 mg/mL. Se puede

observar una disminucion del efecto de las concentraciones de los E-HA.
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Cuadro 4. Porcentaje de inhibicion de la eclosién de huevos de Haemonchus contortus

expuesto a extractos hidroalcoholicos de diferentes partes aéreas de Cyrtocarpa procera

Tratamiento

Extractos % IEH D.E.

Hoja Pulpa Corteza Fruto
Concentraciones completo
Agua destilada 4.53+2.6f 2.34+2 8" 3.87£1.3° 3.75+0.8°
Tiabendazol 1002 1002 1002 97.95+0.5?
200 1002 - - -
100 67.75+3.3° - 93.10+2.7° -
50 51.75+0.6° 1002 38.48+2.7° -
25 40.24+0.79  95.50+1.0*  26.10+4.6¢ -
12.5 19.50+0.7¢ 73.50+1.0° - -
6.25 - 64.25+2.7° - -
3.12 - 63.50+2.3¢ - -
3.00 - - - 1002
1.56 - 52.25+4.9¢ - -
1.50 - - - 98.02+2.12
0.78 - 22.00+2.7¢ - -
0.75 - - - 92.32+91.9°
0.37 - - - 58.35+2.2°
0.18 - - - 10.48+5.2¢
Coeficiente de variacion 6.11 3.82 5.21 4.01
R? 0.99 0.99 0.99 0.99

abedef nyiferentes literales entre columnas indican diferencias estadisticas significativa entre concentraciones
(P<0.05). (-): No evaluado. D.E= desviacion estandar.

Porcentaje de Mortalidad Larval de los extractos hidroalcohdlicos de las diferentes
partes aéreas de C. procera contra H. contortus

En el cuadro 5, se puede observar el porcentaje de mortalidad larvaria expuestas a los E-HA

de las diferentes partes aéreas del C. procera, donde se muestra que existen diferencias

significativas entre tratamientos. Sin embargo, se observa una mortalidad del 96.70 % M a

una concentracion de 150 mg/mL del E-HA del fruto, sin presentar diferencias estadisticas

significativas con el control positivo tiabendazol.
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Cuadro 5. Porcentaje de mortalidad larvaria de Haemonchus contortus expuesto a extractos

hidroalcoholicos de diferentes partes aéreas de Cyrtocarpa procera.

Tratamiento Extractos % M D.E.
Hoja Pulpa Corteza Fruto
Concentraciones completo
Agua destilada 2.74+9 3.63+1.5° 3.87+1.3° 3.75+0.8°
Ivermectina 1002 1002 1002 97.95+0.52
200 81.60+8.0°  97.48+1.82  82.93+3.1° -
150 82.21+8.4° 96.94+4.02 42.76+1.4° 96.70+1.52
100 78.40+8.1°  78.44+75° 21.60+2.2¢  86.91+6.8%
50 20.4840.6°  10.51+5.4c  9.08+1.1° 55.34+12.4%
25 - - - 9.16+2.7°
Coeficiente de variacion 4.22 6.59 8.33 11.46
R? 0.99 0.99 0.99 0.98

abed Dyiferentes literales entre columnas indican diferencias estadisticas significativa entre concentraciones
(P<0.05). (-): No evaluado. D.E= desviacion estandar.

Evaluacion antihelmintica del extracto hidroalcohélico y fraccione acuosa (F-Aq) y
fraccion acetato de etilo (F-AcOEt), contra H. contortus

Porcentaje de inhibicion de la eclosion del extracto hidroalcoholico y fracciones (F-Aq
y F-AcOE?t) del fruto completo de C. procera, contra H. contortus

En el cuadro 6, se muestran los resultados obtenidos del extracto y fracciones del fruto
completo de C. procera, el cual se observo una mejor actividad in vitro. El E-HA y la F-
AcOEt mostraron un efecto inhibitorio a de la eclosion de huevos del 100% a 3 y 1 mg/ mL,

respectivamente, sin presentar diferencias estadisticas significativas con tiabendazol.
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Cuadro 6. Porcentaje de inhibicion de la eclosion de Haemonchus contortus expuesto al
extracto hidroalcohdlico y fracciones (F-Aq y F-AcOEt) de Cyrtocarpa procera.

Promedio de huevos y

Tratamiento larvas recuperados % IEH = D.E.
Huevos Larvas
Agua destilada 5.62 118.12 3.75+0.8
Metanol (3%) 5.25 117.50 3.82+0.631
Tiabendazol (0.1 mg/ mL) 147.50 4.25 97.95+0.5%¢
Extracto hidroalcoholico (E-HA, mg/mL)
3.00 131.13 0.00 1002
1.50 129.25 2.75 98.02 + 2.11%¢
0.75 100.25 8.62 92.32 +91.9°
0.37 57.62 42.25 58.35 + 2.2f
0.18 9.75 84.50 10.48 + 5.2
Fraccion acuosa (F-Ag, mg/ mL)
3.00 112.37 9.00 92.57 + 1.25%
1.50 96.87 18.00 84.14 + 3.83¢
0.75 74.12 38.75 65.26 + 3.59¢
0.37 29.50 79.25 27.31 + 3.269
0.18 6.00 92.25 6.09 + 1.861
Fraccion organica (F-AcOEt, mg/ mL)
1.00 141.70 0.00 1002
0.50 129.20 0.40 99.79+0.232
0.25 135.40 0.40 99.67+0.212
0.12 122.00 2.10 98.89+0.89%°
0.06 42.00 67.90 25.9145.04¢
0.03 17.40 100.00 15.13+1.61"
Coeficiente de variacion 4.05
R? 0.99
abcdefgh

Diferentes literales entre columnas indican diferencias estadisticas significativa entre concentraciones
(P<0.05). (-): No evaluado. D.E= desviacion estandar.
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Porcentaje de mortalidad larvaria del extracto hidroalcohdlico y fracciones (F-Aq y F-
AcOEY) del fruto completo de C. procera, contra H. contortus

En el cuadro 7, se observan los porcentajes de mortalidad larvaria del E-HA y sus fracciones
del fruto completo. La fraccion organica mostro el 78.97 % Mortalidad a una concentracion
de 50 mg/mL, en comparacion del E-HA se puede observar un porcentaje de mortalidad
larvaria del 86.91 %M a una concentracion de 100 mg/mL. La fraccién acuosa mostrd un
efecto larvicida del 24.05% a 20 mg/mL, se observan diferencias estadisticas entre los

tratamientos y concentraciones de las fracciones acuosa y orgédnica contra ivermectina

(p=0.0001).

Cuadro 7. Porcentaje de mortalidad larvaria de Haemonchus contortus contra el extracto
hidroalcoholico, fracciones (F-Aq y F-AcOEt) de Cyrtocarpa procera.

Promedio larvas recuperadas

Tratamiento (mg/mL ) % Mortalidad + D.E.

Vivas Muertas
Agua destilada 224.25 1.25 3.75+ 0.8f
Metanol (4%) 196.75 4.50 4.38+1.34°
Ivermectina (5 mg/mL) 0.96 103.75 97.95+0.5°
Extracto HA
150 4.00 118.33 96.70 + 1.51%
100 13.75 132.00 86.91 + 6.82"
50 62.00 84.25 55.34 + 12.47¢
25 101.00 10.50 9.16 + 2.75f9
Fraccion acuosa
50 67.75 42.25 39.19+14.04%
40 75.00 40.25 34.92+2.08°
30 81.00 27.25 25.24+3.58¢
20 48.00 15.25 24.06+1.35¢
10 53.00 4.50 7.86+2.35°
Fraccién orgéanica
50 24.25 90.75 78.97 £ 4.33¢
40 93.25 137.25 62.90+7.33¢
30 108.25 132.00 55.55+2.73%
20 94.00 99.00 43.62+2.494
10 85.25 24.25 22.09 + 2.58°
Coeficiente de variacion 10.44
R? 0.98

abede nyiferentes literales entre columnas indican diferencias estadisticas significativa entre concentraciones
(P<0.05). (-): No evaluado. D.E= desviacion estandar.
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9.3. Ensayo quimico biodirigido a partir de la F-AcOEt

Porcentaje de la inhibicion de la eclosion contra huevos de H. contortus

En el cuadro 8, se observan los resultados obtenidos de la evaluacion del %IEH del
fraccionamiento de la F-AcOEt a partir del E-HA del fruto completo de C. procera contra H.
contortus. Donde se puede muestra que hay diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos (p=0.0001). Las fracciones C1R15, C1R16 y C1R17, mostraron un efecto de
inhibicién de la eclosion de huevos por arriba del 95% a una concentracion de 0.12 mg/ mL.
En comparacion de la fraccion C1R18 mostro un efecto inhibitorio del 39.43 %IEH. Se puede
observar que hay diferencias estadisticas significativas entre el control de tiabendazol y las

concentraciones superiores a 0.5 mg/mL.

Concentraciones efectivas del E-HA, fracciones (F-Aq y F-AcOEt) y subfracciones
(C1R15, C1R16, C1R17 y C1R18) del fruto completo de C. procera

En el cuadro 9, se muestra las concentraciones efectivas del extracto hidroalcoholico,
fracciones y reuniones (mg/mL), donde podemos observar una CEso= 0.35 y CEgo= 0.75
respectivamente para el EHA, seguido de la fraccion acetato de etilo CEso= 0.11 y CEgo=
0.27, como también se observa un efecto para las reuniones C1R17= CEso= 0.027 y CEgo=

0.12, seguida de la CIR16= CEso=0.75 y CEg9o= 0.11.
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Cuadro 8. Porcentaje de inhibicion de la eclosién de huevos de Haemonchus contortus (%
IEH) expuestos a subfracciones (reuniones) obtenidas a partir de la fraccion orgéanica de
Cyrtocarpa procera.

Tratamiento Promedio de huevos y larvas

recuperados % IEH £ D. E.

Huevos Larvas

Agua destilada 2.77 89.68 2.61+0.73
Metanol (3%) 2.33 89.97 2.39 +0.64/
Tiabendazol (0.1 mg/ mL) 95.04 0.56 97.25 + 3.93%
Reuniones (mg/ mL)
C1R15
1 90.58 0.00 1002
0.5 87.41 0.08 99.78 + 0.43?
0.25 88.50 0.58 99.26 + 1.00?
0.12 83.75 6.25 91.24 + 2.98°
0.06 46.50 58.50 43.10 + 6.72¢
0.03 7.83 50.58 14.86 + 2.90%"
0.01 4.37 79.75 4.27 +1.34"
C1R16
1 86.08 0.00 1002
0.5 88.91 0.00 99.78 £ 0. 422
0.25 88.58 0.75 99.16 £ 0. 70?
0.12 82.00 2.00 97.63 + 1.28%
0.06 27.25 72.58 26.56 + 2.63¢
0.03 6.08 50.58 11.18 + 0.63"
0.01 6.12 82.62 7.05 + 0.65"
C1R17
1 75.50 0.00 1002
0.5 90.00 0.00 97.97 +1.14%
0.25 97.00 1.00 98.71+1.23¢
0.12 91.50 4.25 97.17 +1.01%
0.06 40.00 74.50 62.73 + 7.98°¢
0.03 70.00 23.25 63.60 + 4.72°
0.01 27.00 76.50 21.00 + 2.45°9
C1R18
1 100.62 0.25 99.75 £ 0. 502
0.5 93.62 0.62 99.15 + 0.402
0.25 89.12 6.62 93.10 + 1.97%®
0.12 46.00 70.50 39.43 + 3.37¢
0.06 24.87 79.62 23.94 + 2.08°f
0.03 16.37 87.37 16.34 + 2.569"
0.01 5.75 93.25 17.27 + 1.549"
Coeficiente de variacion 4.25
R? 0.99

abedefeDiferentes literales en cada columna indican diferencias estadisticas significativa (P<0.05). D.E.=
desviacion estandar.



Cuadro 9. Concentraciones efectivas 50 y 90 requeridas para inhibir la eclosion de huevos
de Haemonchus contortus expuestos a un extracto hidroalcohdlico (E-HA), dos fracciones
(acuosa, F-Aq y orgénica, F-AcoEt) y reuniones bioactivas de C. procera.

_ CEso Int_ervalo de CEoo Intervalo de confianza
Tratamientos (mg/ mL) confianza (95%) (mg/ mL) (95%)
Inferior ~ Superior Inferior ~ Superior
E-HA 0.35 0.33 0.37 0.75 0.71 0.81
F-Aq 0.65 0.61 0.70 2.05 1.87 2.27
F-AcOEt 0.11 0.10 0.11 0.27 0.25 0.29
C1R15 0.062 0.05 0.06 0.12 0.11 0.13
C1R16 0.075 0.07 0.07 0.11 0.11 0.12
C1R17 0.027 0.02 0.02 0.12 0.11 0.14
C1R18 0.138 0.12 0.14 0.27 0.25 0.29

E-HA: extracto hidroalcohdlico F-Aq: fraccion acuosa F-AcOEt: fraccion organica, C1R: identificacion de
las subfracciones (15,16,17 y 18). CE: concentraciones efectivas.

Porcentaje de Mortalidad larvaria (% M)

En el cuadro 10, se muestran los resultados obtenidos de la prueba de mortalidad larvaria
desafia con las reuniones obtenidas de la fraccion acetato de etilo, donde podemos observar
diferencias estadisticas entre los tratamientos y las concentraciones. Se puede observar un
efecto de mortalidad en la C1R17 del 60 % M a una concentracion de 15 y 10 mg/mL, seguida
de la CIR15 de 58 % a una concentracion de 5 mg/mL, sin embargo, las otras subfracciones
solo mostraron el 10 y 30 % M a concentraciones a 10y 15 mg/mL, estos resultados muestran

diferencias estadisticas con el tratamiento control ivermectina.



Cuadro 10. Porcentaje de mortalidad de larvas infectantes de Haemonchus contortus (%
Mortalidad) expuestas a subfraccion (reuniones) obtenidas a partir de la fraccion organica de
Cyrtocarpa procera.

. Promedio de larvas recuperadas % Mortalidad +
Tratamiento DE.
(mg/mL) Vivas Muertas
Agua destilada 299.12 3.93 1.30 £ 0.219
Metanol (4%) 237.62 7.93 2.32 +0.66™
Ivermectina(5 mg/mL) 1.56 267.37 99.42 + 0.50?
Reuniones (mg/mL)

C1R15

15 49.00 68.75 58.37 +0.91°
10 156.25 197.75 55.85 + 2.37°
5 177.00 153.75 46.51 +0.77°
2.5 211.75 40.25 15.88 + 1.58°
Cl1R16

15 70.5 37.75 34.99 + 6.64¢
10 186.75 40.75 18.00 £ 1.57°
C1R17

15 41.00 61.00 60.06 + 4.24°
10 177.00 226.00 60.25 + 4.06°
5 167.50 227.00 57.47 £3.27°
2.5 254.50 207.50 45.14 £ 3.27°
ClR18

10 102.50 12.25 10.75 + 6.18°f
5 106 4.75 3.08 + 1.53M
Coeficiente de variacion 8.84

R? 0.98

abedefe Dyiferentes literales en cada columna indican diferencias estadisticas significativa (P<0.05). D.E=
desviacion estandar.

Concentraciones letales del E-HA, fracciones y subfracciones del fruto completo

En el cuadro 11, se muestra las concentraciones efectivas del extracto hidroalcoholico,
fracciones y reuniones (mg/mL), donde podemos observar una CLso=47.89 y CLoo= 100.88
respectivamente para el E-HA, seguido de la fraccion acetato de etilo CLso= 25 y CEgo=
107.71, como también se observa un efecto para las reuniones C1R15= CLs¢= 8.35 y CLoo=

31.09, seguida de la C1R17= CLso= 7.37 y CF9o= 75.19
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Cuadro 11. Concentraciones letales 50 y 90 requeridas para matar larvas de Haemonchus
contortus expuestos a un extracto hidroalcohdlico (E-HA), dos fracciones (acuosa, F-Aq y
orgénica, F-AcoEt) y reuniones bioactivas de C. procera.

CLso (mg/ Intervalo de confianza CLoo (Mg Intervalo de confianza
Tratamientos s0{mg (95%) o{mg (95%)

mL) - - mL) - -

Inferior  Superior Inferior  Superior

E-HA 47.84 45.44 50.17 100.88 95.22 107.71
F-AcOEt 25.00 23.80 26.26 107.73 96.38 122.45
C1R15 8.35 7.76 9.06 31.09 26.00 38.76
C1R17 7.37 6.63 8.28 75.19 53.32 118.85

E-HA: extracto hidroalcohdlico F-Aq: fraccion acuosa F-AcOEt: fraccion organica, C1R: identificacion de
las subfracciones (15 y 17). CL: concentraciones letales.

9.4. Identificacion y cuantificacion de nematodos gastrointestinales de vida libre

Los ovinos de las unidades de produccion de la comunidad de Morelita, presentaron una
prevalencia del 100% de NGI. Se identificaron (Figura 8), los géneros Haemonchus spp.,
Ostertagia spp., Trichostrongylus spp., Oesophagostomum spp., Toxocara spp., y Monieza
spp (cestodo). El recuento de huevos por gramo de heces se utilizo para establecer los niveles
de infeccién mediante el método de McMaster (cuantitativo) considerando los valores de

referencia de Hansen et al., (2016).

Chabertia Spp.‘\ Trichostrongylus spp.

%

Trichuris spp. -

g

fg L2

Toxocara spp. - Haemonchus spp.

Ostertatgia spp.

o

Figura 8. ldentificacion de nematodos gastrointestinales de vida libre

En el cuadro 12, se observar los niveles de infeccion de NGI, en la cinco Unidad de

Produccion, en la UP 1, se puede observar un alto nivel de NGI (2, 070 HPG), seguida de la
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(UP 2y UP 5), donde muestran niveles moderados (833 y 980 HPG) y por ultimos a las (UP
2 y UP 4), mostrando una infestacion leve (595 y 650 HPG).

Cuadro 12. Huevos por gramo de heces (HPG) de nematodos gastrointestinales en las
unidades de produccién ovina de la comunidad de Morelita, Guerrero, México.

Nivel de infestacion Valores de referencia UP1 UP uUP uUP uUP
2 3 4 5

Negativo 0
Leve 50-800 595 650
Moderado 800-1200 833 980
Alto >1200 2,070

UP: unidades de produccion.

9.5. Evaluacion antihelmintica de los extractos hidroalcohodlicos de C. procera contra
una cepa de nematodos de vida libre

Porcentajes de inhibicion de la eclosion de huevos de nematodos de vida libre contra
extractos hidroalcohdlicos de las diferentes partes aéreas de C. procera

En el cuadro 13, se observan los resultados obtenidos de la evaluacion antihelmintica in vitro
de los E-HA contra huevos de nematodos de vida libre de C. procera. Los cuales se muestra
que el mejor tratamiento fue el fruto completo, donde se observa que a una concentracion del
1.5 mg/mL se logréo observar un porcentaje de inhibicion del 83.25 %, presentando
diferencias estadisticas entre los diferentes tratamientos (p=0.0001). mostrando diferencias
estadisticas significativas con el tratamiento control ivermectina respectivamente, como
también se observa diferencias con los demas tratamientos, los cuales se necesitan

concentraciones mayores para mostrar un efecto de IEH.
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Cuadro 13. Porcentaje de inhibicion de la eclosion de huevos de nematodos de vida libre

contra extractos hidroalcohdlicos de Cyrtocarpa procera.

Concentracion (mg/mL)

Tratamientos %IEH = D.E.

Hoja Pulpa Corteza  Fruto completo

Agua destilada 10.33+0.882  10.33+0.88¢  10.00+0.74°  10.00+0.74f
Ivermectina (5 mg/mL)  94.66+1.23* 94.66+1.23%® 93.50+2.47°  93.50+2.47°
200 98.66 +0.56° 100? 100? -

100 81.3343.18° 98.66+2.13*® 96.50+ 0.23% -

50 54.66+£2.64° 97.33+2.63® 47.25+5.14° -

25 4733+ 0.82¢ 97.00+2.632  15.00+1.344 -

12.5 32.33+ 1.40°  93.00+ 2.02% - -

6.25 27.38+ 1.517 89.28+ 6.08° - -

3.12 14.48+ 0.92F 41.25+5.41°¢ - -

3.00 - - - 83.25 +1.80°
1.5 - - - 82.75+1.62°
0.75 - - - 74.50+1.58°
0.37 - - - 65.00+3.624
0.18 - - - 49.25+3.09¢
Coeficiente de variacion 3.15 4.13 4.04 4.34

R? 0.99 0.99 0.99 0.99

abedefe Dyiferentes literales en cada columna indican diferencias estadisticas significativa (P<0.05). D.E=
desviacion estandar.

Porcentajes de mortalidad larvaria de los extractos hidroalcohdlicos de las diferentes
partes aéreas de C. procera contra nematodos de vida libre

En el cuadro 14, se observa el porcentaje de mortalidad larvaria de los E-HA, donde
podemos observar que el E-HA de pulpa muestra un efecto del 100 % de IEH a una
concentracion de 100 mg/mL, seguida del E-HA de hoja del 98% a la misma concentracion,

mostrando diferencias estadisticas significativa entre tratamientos y concentraciones.



Cuadro 14. Porcentaje de mortalidad larvaria de extractos hidroalcoholicos de C. procera

contra nematodos de vida libre.

Tratamientos %M =D.E.

Concentraciones Hoja Pulpa Corteza Fruto
(mg/mL)

completo
Agua destilada 5.44+1.85"  5.44+1.85° 4.67+2.15¢ 4.67+2.15°¢
Ivermectina 5 100? 100? 100? 100?
200 08.18+1.51% 100? 67.69+4.93° -
100 95.53+ 1.37% 100? 30.77+10.19°  71.02+6.69°
75 - - - 39.44+5.67°
50 94.41+4.16° 98.68+1.19*  6.71+3.89¢  27.73+5.17¢
25 92.68+3.65%¢ 93.13+3.10°  3.08+1.58¢ 8.78+3.61¢
12.5 88.90+6.01%¢ 93.24+4.01° - -
6.25 86.44+1.22° 93.4445.56 - -
3.12 58.40+1.42¢ 30.39+3.32° - -
1.5 44.58+1.43° 28.50+2.30° - -
Coeficiente de variacion 3.70 3.76 14.11 10.64
R? 0.99 0.99 0.98 0.98

abedef Dyiferentes literales en cada columna indican

diferencias estadisticas significativa (P<0.05). D.E=

desviacion estandar.

9.6. Citotoxicidad de los extractos hidroalcohdlicos de las diferentes partes aéreas de C.
procera utilizando el modelo de Artemia salina

En la figura 9, se observan los resultados obtenidos de la prueba de citotoxidad. EI E-HA de
hoja mostré una CLsg de 2.37, seguido de pulpa y corteza con valores de CLsg 0.62 y 0.46
mg/mL, respectivamente. Estos extractos se consideran de poca toxicidad. El E-HA del fruto
mostro un CLsg de 0.23 mg/mL del fruto completo, lo cual indica que el extracto tiene un
efecto de mediana toxicidad. De acuerdo con la clasificacion propuesta por Mentor et al.
(2014), los extractos con CLsp >0.1mg/mL se consideran de mediana toxicidad, por lo tanto,
el E-HA del fruto completo es de mediana toxicidad.
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Figura 9. Concentraciones letales 50, de Artemia salina, expuesta a diferentes extractos
hidroalcohodlicos de Cyrtocarpa procera.

9.7. Identificacion de compuestos bioactivos del extracto hidroalcohdlico del fruto
completo de C. procera

En la figura 10 y 11 se muestran los cromatogramas de HPLC del extracto HA y F-AcOEt.
El perfil quimico observado en estos cromatogramas indican que los principales
constituyentes son polares (tiempos de retencion de 4 a 11 min), de acuerdo con los espectros
de absorcion UV (A, nm) y la comparacion con estandares de referencia se observo la
presencia de acido galico (1) en el tiempo de retencion (tr) de 7.26, 7.31 min y un espectro
UV de 270 nm, asi como derivados del acido gélico (galatos) con (tr= 8.03-8.51 min;
UV=270nm), rutinosido de kaempferol (2, tr=8.9 min; UV=270 nm), un polifenol (3,
tr=9.16, 9.33, 9.46min; UV=270 nm) y una flavona (tr=10.40min; UV=270nm).
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Figura 10. Cromatogramas del extracto hidroalcohdlico del fruto completo de Cyrtocarpa

procera, analizadas por HPLC.
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Figura 11. Cromatograma de la fraccion organica de Cyrtocarpa procera analizado por

HPLC.

En la figura 12 se muestran los cromatogramas de HPLC de las subfracciones CIR15-C1R18.

De acuerdo con los espectros de absorcion UV (A, nm) y a la comparacion con los estandares

de referencia se observo la presencia de acido galico (1) en el tiempo de retencion (tr) 7.650

min y espectro 270 nm, asi como (2) acido protocatecuico con (tr) 8.533 miny UV=270 nm,
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(4) flavona con (tr) 8.667 min y UV= 270 nm, flavonol (tr) 9.967 y UV= 270 nm y glucosido
de leutolina (tr) 9.467 y UV=270 nm.
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Figura 12. Cromatograma de las subfracciones de Cyrtocarpa procera (C1R15-C1R18),
analizados por HPLC.



9.8. Actividad antihelmintica del extracto con mejor actividad in vitro en un ensayo in
vivo

Actividad antihelmintica del E-HA del fruto completo

En el cuadro 15, se muestra el porcentaje de reduccion de larvas L4 de H. contortus en jerbos
tratados con un extracto HA de frutos completos de C. procera. donde se puede observar un
porcentaje de reduccion del 33.33 %, en comparacion con el control positivo. Donde se puede

observar diferencias estadisticas significativa entre tratamientos (p=0.0001).

Cuadro 15. Porcentaje de eficacia del extracto hidroalcohdlico del fruto completo de
Cyrtocarpa procera.

Tratamiento Larvas recuperadas £+ D.E. 9% Eficacia
Agua destilada 1054+19.97 0*
Mebendazol (20 mg/ kg de PV) 0.33+0.57 99.68°
EHA- C. procera (600 mg/ kg de PV) 70+23.81 33.33?
Coeficiente de variacion 30.7

R? 0.89

3 Diferentes literales en cada columna indican diferencias estadisticas significativa (P<0.05). EHA: Extracto
hidroalcohélico.
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X. DISCUSION

En México, la produccion de pequeios rumiantes se ve afectadas por nematodos
gastrointestinales (NGI), los cuales representan uno de los principales problemas sanitarios
a nivel mundial, las caracteristicas climatoldgicas, especialmente en las regiones tropicales y
subtropicales, favorecen la proliferacion de estos parasitos (Torres-Acosta et al., 2008 y Arce
et al., 2012). Los nematodos gastrointestinales alteran la salud y produccion animal, estos
parasitos, debido a su elevada prolificidad, adaptabilidad y resistencia a condiciones

climaticas adversas, que favorecen su alta prevalencia.

El uso de antihelminticos para el control de NGI se ha implementado desde hace décadas,
pero en la actualidad el uso de estas formulas quimicas ha traido consecuencias, como la

resistencia a antihelminticos y el elevado costo de los tratamientos (Benavides-Ortiz ef al.,

2009).

Las plantas medicinales son una fuente rica en metabolitos secundarios que aportan diversas
funciones bioquimicas y biolodgicas (Jayawardene et al. 2021). Gonzales-Cruz et al. (2018),
Zarza-Albarran et al. (2020), Herath et al. (2021), mencionan que las plantas poseen
metabolitos secundarios los cuales cumplen diferentes funciones en la planta y también
presentan 1982 propiedades benéficas en la salud de los seres humanos como

anticancerigenos, antioxidantes, bactericidas, antinflamatorios y antihelminticos, etc.

Algunas investigaciones reportan que existe una amplia variedad de plantas con propiedades
antihelminticas principalmente de las familias Fabaceae (46.42%), Ericaceae (14.29%),
Asteraceae (7.14%) y Rhamnaceae (5.35%), las cuales contienen metabolitos secundarios
como taninos hidrolizables, fenoles, terpenos, flavoniodes alcaloides, cumarinas y lignano,
que han tenido un efecto positivo sobre H. contortus, el NGI con mayor prevalencia en

pequeiios rumiante(Hoste y Torres-Acosta, 2011; Bahuguna et al., 2017; Santos et al., 2019).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion son de gran relevancia en el area de
salud animal, ya que representan una alternativa en el control de nematodos gastrointestinales
en ovinos, que apoyara en el control y tratamiento de enfermedades causadas por NGI y
limitara el uso indiscriminado de antihelminticos, con lo que se busca disminuir el riesgo de

que se desarrollen mayor cantidad de NGI resistentes a farmacos.
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Respecto al rendimiento el extracto de pulpa 30.16%, presentd el mejor rendimiento, sin
embargo, no existen reportes de la planta en estudio y pocos reportes de otras especies de la
misma familia. Existen reportes de otras plantas, los cuales reportan los rendimientos de
extractos a base de diferentes partes aéreas, Garcia et al. (2016), reportan el 18.45 % de
rendimiento de extractos metanolico de hojas de Ricinus communis L., mientras que en el

presente estudio se encontr6é un rendimiento de 9.67 % para el extracto de hoja.

Por otra parte, Bandeira y colaboradores, (2022), reportan el rendimiento de diferentes
extractos de hojas de Podocarpus lambertii, para el extracto metanoélico fue de 14.9 %y 9.76
% para el extracto etanolico, datos similares a los reportados en el presente estudio, para hoja

9.67%.

Dirar y colaboradores (2019), indicaron que el uso de diferentes solventes podra presentarse
variaciones en el rendimiento de los extractos, lo que se atribuye a la naturaleza y la cantidad
de metabolitos secundarios extraidos. En el mismo estudio observaron que los extractos de
agua, 50% EtOH y 70% EOH tuvieron un mayor rendimiento, lo que puede deberse a la
solubilidad de los carbohidratos polares y gluc6sidos de los metabolitos secundarios en estos
solventes Dirar et al. (2019), este mismo autor menciona que el método de extraccion, tipo
de extracto, método de recoleccion del material, asi como el estado fenoldgico de la planta,
podrian modificar el tipo y concentracion de metabolitos secundarios (Moya y Escudero,

2015).

Por otro lado, el contenido de metabolitos secundarios se ve modificado por el genotipo de
la planta (especie y variedad), las caracteristicas ambientales (radiacion solar y reservas de
agua), la hora de recoleccion, las fases de la luna, velocidad en el crecimiento, la madurez,
el estado nutricional del suelo, el estrés de la especie, la depredacion y enfermedades

(Waterman y Mole, 1994).

Las plantas son una rica fuente de nuevos compuestos antihelminticos, lo cual se ha
demostrado en investigaciones in vitro € in vivo (Pena-Espinoza et al., 2016). Los resultados
obtenidos en la presente investigacion revelan que los extractos hidroalcohdlicos de C.
procera muestran un efecto positivo sobre H. contortus, observandose el 100 % inhibiendo

la eclosion de huevos a 3, 50 y 200 mg/mL, de los extractos hidroalcohoélicos del fruto

56



completo, pulpa y hoja respectivamente. Lo que indica que C. procera contiene metabolitos

secundarios que limitan el desarrollo de los nematodos gastrointestinales.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion indican que el extracto hidroalcoholico
del fruto completo muestra un efecto inhibiendo el desarrollo del huevo de H. contortus, asi
como la fraccion organica. Zarza-Albarran et al. (2020), reportan este mismo efecto con las
vainas de Acacia farnesiana, a una concentracion del 3.12 mg/mL, datos superiores a los
reportados en el presente estudio. Por otra parte, Paez-Ledn et al. (2023), reportan un
porcentaje de IEH del 85.88 % a una concentracion de 20 mg/mL, datos superiores a los

reportados en el presente estudio.

El efecto antihelmintico observado con la fraccion acetato de etilo fue similar a lo reportado
por Arango-De la Pava et al. (2024), con los extractos de n- hexano y extracto de acetato de
etilo de Artemisia cina (Asteraceae) contra H. contortus, la cual presento una CL90 de 3.30
mg/mg. Por otor lado Cortes-Morales et al. (2022), reportan el fraccionamiento del extracto
hidroalcohdlico de B. montalvoana, (partes aéreas Fabaceae) y al evaluar la fraccion orgdnica
se observd un efecto ovicida del 99.1 % a una concentracion 0.08 mg/mL. Resultados
superiores a los reportados en el presente estudio, el cual se observé un efecto por arriba del
90 % a una concentracion de 0.12 mg/mL, para C1R15, CIR16, C1R17 y CIRIS,

respectivamente.

Diversos autores han propuesto posible mecanismo de accion de los extractos sobre
diferentes estadios de vida de H. contortus, los cuales pueden inhibir la reaccion de enzimas
presentes en la membrana del huevo necesaria para eclosionar, asi como impidiendo la
formacion de larvas al interferir con el desarrollo de la morula por lo que las larvas no se
pueden desarrollar completamente y no logran eclosionar (Vargas-Magaia et al., 2014; Chan-

Pérez et al., 2016).

Referente a la mortalidad larvaria, el extracto hidroalcohoélico, fracciones y subfracciones,
presentaron efecto a diferentes concentraciones, la fraccion orgénica muestra 78.97 % a una
concentracion de 50 mg/mL, seguida del E-HA 96.79% a una concentracion 150 mg/mL.
Datos similares a los reportados por Jasso-Diaz et al. (2022), quienes determinaron
mortalidad larvaria a concentraciones 150 y 200 mg/mL, observandose valores de mortalidad

del 60y 75 % respectivamente.
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Con base en los resultados obtenidos de la presente investigacion e investigaciones previas,
se corrobora que las plantas de la familia anacardidcea in vitro poseen propiedades
antihelminticas sobre nematodos gastrointestinales que afectan a ovinos y caprinos (Pal et
al., 2008; Nery et al., 2010; Ndouwe et al., 2017; Davuluri et al., 2020). Algunas
investigaciones reportan que podria presentarse una variacion en los efectos in vitro, al
evaluar extractos provenientes de la misma planta, esto podria estar relacionado con la
presencia de componentes activos en los extractos o de los mismos componentes en

diferentes concentraciones en distintas partes de la planta (Kumarasingha et al., (2016).

Con la finalidad de evidenciar el efecto antihelmintico, del extracto hidroalcohoélico de C.
procera, sobre NGI de vida libre, se colectaron muestras de heces de diferentes unidades de
produccion ovina, a partir de las cuales se identificaron Haemonchus spp, Nematodirus spp,
Oesophagostomum spp, Cooperia spp, Strongyloides spp., Teladorsagia spp,, Chabertia
spp,, Bunostomum spp,, Trichuris spp, y Dictyocaulus spp,, parasitos que impactan de forma
negativa en el bienestar, salud y produccion animal en unidades de produccidon ovina,
alrededor de todo el mundo (Makovcova et al., 2009), dichos NGI también fueron reportados
como los mas prevalentes por Lopez Ruvalcaba et al. (2013), en ovinos de pelo, mientras
que Herrera et al., (2013), reportan a Haemonchus contortus como el nematodo con mayor
prevalencia (66.3%), seguido de Oesophagostomum spp., (38.9%), Trichostrongylus spp.,
(34.7%) y Ostertagia spp., (24.2%). Valladares-Carranza et al. (2024), reportan que son estos

mismos géneros de NGI los que infectan con mayor frecuencia a ovinos del Estado de México

Respecto a la cantidad de huevos por gramo de heces de nematodos de vida libre, los ovinos
mostraron infecciones leves (50-800 HPG), moderadas (800-1200 HPG) y altas (mayores de
1200 HPG). Herrera et al. (2013), reportan en un estudio la frecuencia de la infeccion por
nematodos gastrointestinales en ovinos y caprinos, mostrando que el 15.7% de los rumiantes
presentaron cargas parasitarias de 700 o mas huevos por gramo (HPG), las cuales son
consideradas como altas. Datos menores a los reportados en el presente estudio. Ensuncho-
Hoyos et al. (2014), determinaron la cantidad de HPG promedio, ovinos destetados, hembras
vacias, hembras prefiadas, hembras lactantes y sementales, los cuales mostraron una cantidad
de HPG de 738, 435, 440, 1726 y 535 HPG, respectivamente, estos resultados coinciden con

los reportados en el presente estudio, sin embargo, no se realizd la clasificacion por
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categorias. Ninamancco y colaboradores (2021), reportan de 190 y 29 HPG, datos menores

a los reportados en el presente estudio.

Las infecciones por nematodos en pequefios rumiantes esta influenciada por varios factores
inherentes al hospedero, pardsito y medio ambiente, tales como la edad, sexo, tipo de manejo,
potencial biodtico y diferencias climéticas, entre otros (Roeber et al., 2013; Taylor et al.,
2016), se ha documentado que los animales poseen mecanismos naturales de defensa contra
los nematodos gastrointestinales: la resistencia basada en estrategias inmunologicas que el
animal posee en su codigo genético o que pueden adquirirse al enfrentar una infeccion
parasitaria, para ejercer control sobre los nematodos; y la capacidad de estar parasitados,
recuperarse y/o adaptarse a la infeccion sin disminuir la productividad (Aguilar-Caballero et

al., 2008).

En la presente investigacion se evalu6 la inhibicion de la eclosion de huevos de nematodos
de vida libre, los cuales muestran que el extracto del fruto completo gener6 el 83.25 % IEH
a 3.00 mg/mL. Rodrigues et al. (2020), reportaron actividad antihelmintica del extracto de
metanolico y sus fracciones de hexano, diclorometano, acetato de etilo e hidro-metanol de
hoja de pifia BRS Boyra frente a huevos y larvas infectantes de nematodos gastrointestinales
(Haemonchus spp., Oesophagostomum spp.y Trichostrongylus spp.), reportando el 100 y
99.40 %IEH con 1.13 y 0.45 mg/mL, datos superiores a los reportados en la presente

investigacion.

Antonio-Irineo ef al. (2021), reportan la actividad de extractos acuosos de Gliricidia sepium,
Leucaena leucocephala, Guazuma ulmifolia y Bursera simaruba a concentraciones de 0.75,
1.00 y 1.25 mg/mL, observando %IEH del 68.0, 85.0 y 77.0%, respectivamente. Algunos
estudios han reportado que los metabolitos secundarios, como lectinas, terpenos, alcaloides,
saponinas, flavonoides y taninos interactian con las funciones vitales, uniéndose a
estructuras del parasito e inhibiendo la eclosion de los huevos, el desarrollo, motilidad y
desenvaine larvario, sin embargo, también se ha reportado que éstos tienen la capacidad de

unirse a las proteinas estructurales de origen parasitario (von Son-de Fernex et al., 2016).

Rivero-Pérez et al. (2019), reportan la evaluacion de la actividad antihelmintica del extracto

hidroalcohdlico de vaina de Leucaena leucocephala (VLL) sobre nematodos
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gastrointestinales de ovinos, obteniendo un 22 % ML a 6.25 mg/mL. Datos inferiores a los

reportados en el presente estudio, en el que se evidencia mas del 85% ML.

En otros estudios realizados por Rodrigues et al. (2020), quienes reportaron actividad
antihelmintica de hoja de pifia BRS Boyrd frente a nematodos gastrointestinales
(Haemonchus spp., Oesophagostomum spp. y Trichostrongylus spp.), quienes observaron el
4% ML a una concentracion de 5 mg/mL del extracto de hexano. Datos menores a los
reportados en el presente estudio, en el que se observo el 80 % ML a concentracion de 6.25
mg/mL, de hoja y pulpa. Lopez y colaboradores (2015), reportan un efecto larvicida del 99%
ML de los extractos de D. tortuosum a 28mg/mL y el de L. diversifolia a 38mg/mL. Estos
datos son superiores a los reportados en el estudio, mostrando un efecto del 95% a

concentraciones de 50 mg/mL

Con la finalidad de evidenciar el posible efecto citotoxico de los extractos, se realizo la
prueba de citotoxicidad con el modelo de Artemia salina, modelo ampliamente utilizado para
conocer algun efecto perjudicial que los metabolitos secundarios contenidos en los extractos
pudieran tener sobre el estado de salud del animal o ser humano (Ntungwe et al., 2020). En
el presente estudio se clasificé la toxicidad de los extractos evaluados en los estudios in vitro
e in vivo (Figura 6). En general no se encontro alta toxicidad para todos los extractos por lo
cual pueden ser administrados de forma segura en los animales experimentales. Este tipo de
estudios con el modelo de A. salina representan una herramienta importante en este tipo de
estudios. Meyer ef al. (1982), menciona que los bioensayos de A. salina se consideran utiles
para evaluaciones preliminares de toxicidad general, y se correlacionan con la actividad

citotoxica contra algunas enfermedades en humanos.

Al respecto Krishnaraju et al. (2005), reporta la citotoxicidad de extractos acuosos de plantas
medicinales mediante una prueba de letalidad de A. salina, donde reporta que Pistacia
lentiscus exhibid una potente letalidad de una CL50 de 2.5 pg/mL; seguida de Aristolochia
indica (Aristolochiaceae), Boswellia serrata (Burseraceae), Ginkgo biloba (Ginkgoaceae),
Garcinia cambogia (Clusiaceae) y Semecarpus anacardium (Anacardiaceae), mostraron una
CL50 de 13, 18, 21, 22 y 29.5 mg/mL, respectivamente. Krishnaraju et al. (2005), menciona
que el bioensayo de A. salina es un método simple, confiable y conveniente para evaluar la

bioactividad de plantas medicinales y respalda su uso en la medicina tradicional. Omeke ef
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al. (2018), mencionan que los extractos hidrometanolicos de corteza, raiz, tallo y hojas,
utilizando el modelo citotoxicidad y toxicidad de 4. salina, reportando una CL50 de 336.34,
338.72,486.36 y 657.62 ppm, respectivamente, por lo que estos autores determinan que 4.

occidentale contiene compuestos bioactivos que pueden ser citotdxicos in vitro.

En el estudio realizado por de Sousa et al., (2015), reportan actividad tdxica, citotoxica,
mutagénica y antimutagénica de liquidos de cascara de anacardo naturales contra A. salina,
con valores de CL50 inferiores a 1000 pg/mL y aunque los compuestos iCNSL y tCNSL de
la cascara de anacardo, tuvieron diferentes valores de CL50, se considera que ambos han

mostrado efectos toxicos en la prueba de toxicidad aguda con A. salina.

En el estudio de Ntungwe et al. (2020); reportan que 4. salina, es un modelo que en la
actualidad se utiliza para detectar citotoxicidad, asi como para la deteccion de toxicidad
general de productos sintéticos, semi-sintéticos y naturales; y poder extrapolar en lineas
celulares y estudiar nuevos tratamientos, implementando moléculas de origen vegetal y
sintético para la prevencion o tratamiento de tumores o cancer y en otras enfermedades que
causan dafios en el ser humano, con la finalidad de que dichas propiedades no causen algin
daio y puedan ser toleradas en el sistema bioldgico, sin embargo se necesita de mas estudios
y pruebas, para la evaluacion de toxicidad de compuestos orgénicos y sintéticos (Santos et

al., 2022)

Los experimentos bioguiados, son esenciales y constituyen la base para identificar el
mecanismo de accion de los compuestos vegetales y los agentes activos con actividad de
antihelmintica en plantas o alimentos candidatos, de acuerdo con Hernandez-Bolio et al.
(2018). Respecto a la composicion quimica de C. procera, estudios fitoquimicos previos de
corteza, reportan el aislamiento e identificacion de algunos esteroles como 3 -amirina y B -
sitosterol, y los &cidos grasos 1,3-propil-dipentadecanoato, 3-hidroxipropil-9-octadecenoato,
pentadecilbenceno, eicosilbenceno, docosano, heptacosano, dotriacontano y 2,6,10-
trimetiltetradecano (Rodriguez-Lopez et al., 2006; Rosas-Acevedo et al., 2011). En el
presente estudio, al realizar el ensayo quimico bioguiado, y de acuerdo con los
cromatogramas obtenidos; los compuestos reportados en el E-HA, fracciones y
subfracciones, fueron acido eldgico y acido galico. Sin embargo, Rodriguez-Canales y

colaboradores (2020), reportan la presencia de crisina, naringenina, kaempferol y catequina.

61



En otro estudio reportan el aislamiento y caracterizacion de metabolitos secundarios de
Antrocarion klaineanum (Anacardiaceae), entre los que se encuentra un derivado de
glucocerebrosido, dos cumarinas, acido elagico y dos esteroides. (Amang a Ngnoung et al.,
2023). Por otra parte, Rudiana et al. (2021), reporta actividad antioxidante en un extracto
metanolico de corteza del tallo de 4. occidentale, en el cual se identificaron epigalocatequina

y compuestos derivados de galato.

Patel y colaboradores (2015), mencionan que el efecto antihelmintico del 4cido gélico sobre
nematodos podria deberse a su unién a proteinas libres que se encuentran en el tracto
gastrointestinal, lo que provoca la muerte del parasito. En el mismo estudio los autores
reportan que los polifenoles actian como antihelminticos impidiendo la generacion de

energia en el parasito, a partir de la fosforilacion oxidativa (Mali ef al., 2007; Patel, 2015).

En este sentido, algunos autores reportan el posible mecanismo de accion de compuestos,
como, el acido gélico el cual tiene afinidad por las proteinas presentes en los huevos de los
nematodos, como las glicoproteinas de la superficie externa de la cuticula, a las cuales el
grupo hidroxilo del 4cido galico pueda unirse inhibiendo la eclosién de huevos (Engstrom et
al., 2016; Garcia-Hernandez et al., 2019). También se ha reportado que puede presentarse un
sinergismo entre algunos compuestos, capaces de inhibir la eclosion de huevos de NGI,
proceso atribuido a la adhesion de compuestos y al dafio que pueden causar en estructuras de
la cuticula, lo que puede modificar la permeabilidad de la membrana (von Son-de Fernex et

al, 2015).

Antonio-Irineo y colaboradores (2021), han hipotetizado que los metabolitos secundarios de
las plantas: 1) desestabilizan la membrana y, por ende, incrementan la permeabilidad a los
demas compuestos presentes en los extractos, los cuales actuarian sobre las proteinas
intracelulares del huevo, inhibiendo tanto su crecimiento como su eclosion, 2) Inhiben
reacciones enzimaticas que permiten la formacion larvaria al afectar la morula directamente
y 3) Inhiben la actividad enzimatica requerida en la membrana del huevo para favorecer la

eclosion.

Por otra parte, existen algunos reportes de los posibles mecanismos de compuestos fendlicos
contra larvas L3, existe una interaccion de los compuestos con las proteinas externas de las

larvas, las cuales se unen mediante enlaces de hidrogeno e integraciones hidrofobicas, las
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cuales tienen la capacidad de formar complejos con el colageno de la cuticula del parasito
(Hagerman et al., 1998; Fetterer, R.H. & Rhoads, M.L, 1993; Jer6nimo et al., 2016).
Zirintunda y colaboradores 2022, reportan que acidos fenolicos como el 4cido galico, acido
clorogénico, acido cafeico y acido rosmarinico, tienen efectos sobre vias de sefalizacion y
de expresion genética que conducen a la muerte de formas larvarias o adultas de helmintos

(Zirintunda et al., 2022).

Acevedo-Ramirez y colaboradores (2020), reportan que en larvas L3, se observo la
separacion de la vaina, principalmente en las regiones cervicales y caudal, causadas por la
ruptura de la cuticula. En un estudio mas reciente, reportan el posible mecanismos de accion,
mediante un analisis de colocalizacion con microscopia confocal de barrido laser, en el que
se demostro que los metabolitos secundarios como la isokaempferida (flavonol) y el acido p -
cumdrico (4cido hidroxicindmico) atraviesan el complejo de tres capas de los huevos de NGI,
incluidos los de H. contortus, sin romperlos, uniéndose a la superficie de la cuticula de los

embriones y causando su muerte (Cortes-Morales et al., 2024).

Las evaluaciones in vivo utilizando modelos animales para desarrollar experimentos, ha sido
de gran relevancia para la evaluacion biologica de productos de origen vegetal, el modelo
jerbo se ha utilizado para determinar la eficacia antihelmintica de extractos de plantas o sus
moléculas activas (Krauss et al., 2016; Higuera-Piedrahita et al., 2021; Valderas-Garcia et
al., 2022). En el presente estudio se evalu6 la dosis de 600 mg/kg PV del EH-A de C. procera,
el cual disminuy¢ la cantidad de larvas en un 33.33%. Squires et al. (2011) evaluaron dos
extractos, hexanico y acuoso de hojas de Artemisia annua a una concentracion de 600 mg/kg
de PV, sobre Haemonchus contortus, reportando una reduccion del 24.7 y 2.1%
respectivamente. Palacios-Landin et al. (2015), reportan la actividad nematicida de extractos
simples y combinados de bulbos de Allium sativum (n-hexano) y flores de Tagetes erecta
(acetona) a 40 mg/mL, con una reduccién de la carga parasitaria del 68.7% y 53.9% de

manera simple y de 87.5% combinados.

Zamilpa et al. (2019), reportan el efecto nematicida in vitro de los extractos de n-hexano de
Chenopodium ambrosioides y Castela tortuosa (E-Cham y E-Cato), demostrando que la
administracion individual a una concentracion 40 mg/kg PV de los extractos E-Cato y E-

Cham redujo la carga parasitaria en jerbos (27.1% y un 45.8%, respectivamente), ademas de
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observar un aumento del 57.3% en la eficacia antihelmintica cuando los extractos se
administraron en combinacion. Higuera-Piedrahita et al., (2021) reportan la actividad de los
extractos hexanico, acetato de etilo y metanolico de Artemisia cina, mostrando porcentajes

de reduccion del 100%, 5.22% y 5.97%.

Con respecto a la literatura consultada, existen pocos reportes de C. procera con actividad
antihelmintica y otras actividades biologicas. Los hallazgos encontrados en la presente
investigacion sugieren que los extractos de C. procera podrian afectar el proceso del
desarrollo y crecimiento del parasito en el hospedador. Sin embargo, es importante considerar
que la eficacia de los extractos crudos en condiciones in vivo puede verse modificada por los
mecanismos de distribucion y biotransformacion de los compuestos luego de pasar por el
tracto digestivo, ademas de otros factores que pueden alterar la efectividad de los extractos

crudos en pruebas in vivo sobre NGI (Bahuaud ef al., 2006).

Las plantas son una fuente importante de nuevas moléculas bioactivas y pueden ser ttiles en
el control integrado de parésitos, lo que conduciria a la reduccion del uso de antihelminticos

sintéticos.
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XI. CONCLUSIONES

» El extracto hidroalcohodlico del fruto completo de C. procera, sus fracciones y
subfraccion (CIR15 y C1R17) presentaron el mejor efecto sobre la inhibicion de la
eclosion de huevos y mortalidad larvaria de H. contortus y cepas de NGI de vida libre.

» El extracto hidroalcohdlico del fruto completo mostrd un efecto de toxicidad media
en el modelo de Artemia salina.

» Los compuestos identificados en la presente investigacion fueron: acido galico
(CIR15) y acido elagico (CIR17), como responsables de inhibir la eclosion de
huevos y provocar la mortalidad larvaria de H. contortus y NGI de vida libre.

» El E-HA de fruto completo de C. procera en jerbos (Meriones unguiculatus) a una
dosis de 600 mg por kilogramo de peso vivo, reduce en un 33.33% la carga parasitaria

de H. contortus.

Considerando los resultados obtenidos en el presente experimento el EHA del fruto completo
de C. procera podria ser una opcion en el tratamiento de las parasitosis causadas por NGI
incluyendo a H. contortus en unidades de produccion ovina. En futuras investigaciones se

sugiere analizar el posible mecanismo de accidn tanto sobre huevos como sobre larvas.
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ABSTRACT

Thisstudy evaluated the ovicddal and larvicidal effects of a hydroalcohaolicextract (HAE) and two
fractions —one aqueous {Ag-F) and the other organic (EtOAc-F)—from dehydrated Cyrtocarpa
procema leaves on Hacmonchus comfories. In addition, the primary compounds in the HAE and
the fractions were identified. The egg hatching snhibstson ("% EHI) and L3 larval mortalsty (%
Mortality) tests were performed. The treatments used in the EHI test were HAE (125200 mg
in Chiet mbL 'L Ag-F (5 and 10 mg mL *), and E2OAC-F (0.62-10 mg mlL “k for Larval mortality, HAE (50-
200 mg mL ‘) Ag-F (2040 mg mL '), and EtOACc-F {2580 mg mL ). Thaabendazole (0.1 mg ml
2 ) and ivermectin (5 mg ml ‘) were used as positive controls, while methanol (3 '%) and distilled

bar 34, 20 water were negative controls. The results were analyzed using a completely randomized
rublished in Agrecisncis
. design and an ANOVA . The main compounds in the extract and fractions were adentified usang
high-performance liquid chramatography. The HAE had a 100 "% ovicdal effect at the highest
concentration tested, while EfOAc-F had a neardy 100 % ovicidal effect at 1 25 mg mlL *, and Ag-F
displayed the lowest ovicdal e¢ffect. Regarding larval mortality, the HAE exerted a larviadal

cffect dose to 80 % at 100 mg ml*, while ErOAc-F displayed a larval mortabity of 7147 % at 20

mg mbl'. The chemical analysis sndicated the presence of gallic acid, denvatives of gallic acid
(gallates), kaempferol rutinoside, quercetin glycoside, and luteolin glyveoside. This study shows
evidence of the ovicadal and karviadal properties of C. procera, which could make it useful as a

natural anthelmintic in the control of H. confortus,
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2.- In vitro OVICIDAL AND LARVICIDAL ACTIVITY OF A HYDROALCOHOLIC
EXTRACT AND ITS FRACTIONS FROM Cyrtocarpa procera FRUITS ON Haemonchus
contortus
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords:
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Hasmomnefuss contornes
Fenaolic acids
Anthelmintic

Thiz study describes the in vito anthelmintic affect of a hydroalooholic extract (HA-E) and ito fractions from
Cyrivcarpe procera froits against Heemonchus contorus egge and infective lamae. The HA-E was subjected to
bipartition wsing ethyl acetate, which resulted in an aqueous fraction (Ag-F) and an organic fraction (Ee0Ac-FL.
The HA-E and both fractions were tested using the egg hatching inhibition assay (EHIA) and the laral mortalit:
teat (LMT). Practionation of the EtO#c-F was achieved using different

ic procesces, ie., open gl

colummm and HPLC analymiz. Fractionation of the BrOdc-F gave 15 subfractiona (C1R1-CIR13), and those thar
chowed the highest viekls (CIR15, CIR16, CIR17 and C1R1E) were mubjected to anthelmintic asanye. The HAR
amil the EtO#c-F dicplayed 10073 egg hatching inhibition at 3 and 1 mg/ml, regpectively, whereas Ag-F exhibited
92.57% EHI at 3 mg/ml. All subfractions tested chowed owicidal affect. Regarding the larval mortality tect, HA-E
anid BtOAc-F exhibited a larvicidal afect higher than 50% at 50 and 30 mg/ml, recpectively. The subfractions
that chowed the highest larval mortality againet H. contortus were C1R1S5 and C1R17, with larval mortalities of
53.57% and 60.23% ar 10 mg/ml. respactively. Chemical analyziz of these bicactive subfractions (C1R15 and
C1R17) rewealed the precence of gallic acid, protocatechuic acid, and ellagic acid. Thiz study shows evidence
about the ovicidal and larvicidal properties of C. procers froits that could make these plant productz to be
conzidered az a natural potential anthelmintic agents for controlling haemonchoaiz in goac and cheep.

1. Inooducdon

In zmall ruminants, intemal parazites represent a serious problem in
focks maintained in grazing syrtems, particularly in areaz with high
temperamre and humidity levels, such az the tropics and submopics
(Zajarc and Garza, 2020). Gasmointestinal nematodes (GIN) are parasites
with high prevalence in the theep and goat industry (Gonzalez-Garduno
et al., 2014; Zajac and Garza, 2020). Hoemonchus comorius is one the
main GIN and inhabits the abomazum of the animals, where it exerts a
hematophagous habit and, as a consequence, causes internal
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hetpe://doi_org/10.1016,5.exppara 3024, 106777

hasmorrhages, anaemia amnd, in acute infections, the death of itz host
(Fiptze and Prichard, 2016; FKaplan, 2020). Currently, the main strategy
for controlling GIN is the use of commercial anthelmintics such as
benzimidazoles, macrocyclic lactones and imidazothiazoles. However,
the incorrect use of these drigs has induced the parasites to develop
self-defence mechanizms that allow them to survive the anthelmintie
doses recommended by the manufacturer. Thiz mechanism is known as
anthelmintic resistance and represent: a difficult challenge for the
livestock industry (Clasrebout et al, 2020).

In thiz context, zearching for other altermatives for parasite control,
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3.- SECONDARY COMPOUNDS FROM Cyrtocarpa procera BARK INHIBITS THE
BIOLOGICAL CYCLE OF Haemonchus contortus: In vitro OVICIDAL AND
LARVICIDAL STUDIES
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ARTICLEINTO ABSTRACT

Koywarde Cyriscerpa procers i 4 trew from the Anacardiacese (mmily that heo varfous biclopical propectios vk s sati-

Cyrmecarpa procers et I thela e i1 virn ovicadal and larvicsdad effect of 8 hydro-

Senll nasivsnts sicnbolic extract (HA-E) and rwo of ity fractioes {organic: BACO-F s Ag-¥) trrn detry Tk of

T — C procera on e, were A , the sxtract and fractions were snalysed

Asribetrumtc

Tree tuck phy By Righ-per Lquiz (L) for of major
The MA sxtract showed 8 100 % ovicadad sfSect with the {100 mg/ml), wiile
the BAO - sffuc: close 1o 100 W starting ot 290 mg/mi with & Ag fracison &
lower ovicidal effect was obtained. In the lurved tagoe, & preaier Sarvickial sfiect mas olnerved In the ErAcd
fraction conpared 10 that obesrved 2 HAE sad Ag-F did mot affect larvald visbillty. The magor compounds wee
pallic acid and two palioy! Sertvatives. it & coochadod Sat S bark of S C. procery tres conitates sscondary
comnponnds ot affecs (he eggs amd Larvas of M cossorna; , B s weny thae 1o the effect,
the fractiorstion of HA-E & nocesasy to obtats s mome phy and wan
it dewelop In viva research.

1. Introduction 201 2). The main strategy to control parasites in livestock is through the

use of anthelmintic drugs such as benrimidazoles, salicylanilides, mi-
Hoemonchus contortas is 3 hematophagous nematode that lives inthe  dazothiazoles and macrocyclic lactones (Besier of ol 2010
abomasum of small ruminants. it causes a reduction in growth and Reves-Guerrero et al., 2020)

fecundity rates, as well as an increase in animal mortality (Flay ot al
2022). This parasite i one of the gastrointestinal nematodes (GIN), most
pnvdmnbutmﬂamngmﬂmmnﬁuq:almdmnl
areas and even in temperate xones and causes significant economic
losses in the livestock sector (Besier of al 2016 Olivares-Peres et al.

-

Frequent exposure has promoted the selection of parasites resistant
to the chemical anthelmintics used (Prichand, 1994). Other altermative
forms of control are investigated to reduce the environmental Impact
and the problem of anthelmintic resistance (ToresAcota Hoste,
200), such as the use of copper particles (Hibeim-Dolenga ef al | 2023),

Zeonll addremser: (lmedo agusting it gob sy, soizedoid grosdl com (A, Oistedo-Jusrex), jatmesiese el agro o, ol hammadl com (J. Oliveares-

Perex)

Enpe ol org/ TN L indrg, 20041 19977

Rocwived 30 May 2024 Necetved n revised Sorm 17 Aupest 2004; Accopeed 20 Aupes 2004

Avuilabde online 31 Augest 2024

OU26- 66000 2024 Elsevier BV, All rights sre reserved, ncluding Shose for sext and data minieg, Al training, and simie echnobogie.

https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2024.119477
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13. 2. PARTICIPACIONES EN CONGRESOS

1.- CONTROL DE LAS NEMATODIASIS EN PEQUENOS RUMIANTES Y ALGUNAS
ENFERMEDADES AGRICOLAS CAUSADAS POR NEMATODOS

2.- EFECTO NEMATICIDA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE Cyrtocarpa
procera SOBRE NEMATODOS GASTROINTESTINALES DE CAMPO EN OVINO

3.- EVALUACION NEMATICIDA DE UN EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE
SEMILLAS DE Cyrtocarpa procera CONTRA Haemonchus contortus

4.- HOJAS DE Cyrtocarpa procera EJERCEN EFECTO OVICIDA CONTRA
Haemonchus contortus. FALTA

5.- EVALUACION NEMATICIDA DE DOS EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE
Cyrtocarpa procera (HOJA'Y PULPA) CONTRA HUEVOS DE Haemonchus contortus

6.- CORTEZA DE Cyrtocarpa procera INHIBE LA ECLOSION DE HUEVOS DE
Haemonchus contortus
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REUNIONES
cientificas

OTORGCA LA PRESENTE

CONSTANCIA

DE JESUS MARTINEZ XOCHITL, AGUSTIN OLMEDO JUAREZ,
PEDRO MENDOZA DE GIVES, MARIA EUGENIA LOPEZ
ARELLANO, NALLELY RIVERO PEREZ, ADRIAN ZARAGOZA
BASTIDA, JAIME OLIVARES PEREZ

Por su participacion con el trabajo denominado:

EVALUACION NEMATICIDA DE DOS EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE CYRTOCARPA
PROCERA (HOJA Y PULPA) CONTRA HUEVOS DE NKMONCHUS CONTORTUS

DR. LUI EL RODRIGUEZ DEL BOSQUE
Vicepresidente del Comité Organizador Nacional

VILLAHERMOSA TABASCO, 09 AL 12 DE NOVIEMBRE DE 2022
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13.3. ESTANCIAS NACIONALES

1.- Estancia Centro de investigacion (INIFAP-CENID SAI).

2.- Estancia Centro de Investigacion Biomédica del Sur- IMSS.
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~ Agricultura inifap e

arie de Agriculture y Desarrolio Rurel —— - P

Centro Nacional de Investigacién Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad
Jefatura de Operacién

Asunto: Carta aceptacién de Estancia de Investigacidn

Jiutepec Morelos a 16 de mayo 2025

DRA. NALLELY RIVERO PEREZ

PROFESORA INVESTIGADORA DE TIEMPO COMPLETO
AAMVZ-ICAP-UAEH

PRESENTE

Por este medio me permito informarle que la Maestra XOCHITL DE JESUS MARTINEZ con nimero de
cuenta 467903 de la Universidad Autdnoma del Estado de Hidalgo, ha concluido satisfactoriamente su
Estancia de Investigacidn, donde realizé bioensayos para determinar la actividad antihelmintica de
algunos extractos de plantas, cubriendo un periodo del 23 de junio 2022 al 30 de julio de 2024.

La maestra estuvo a bajo la direccion del Dr. Olmedo Judrez Agustin, investigador titular C, adscrito a
este Centro Nacional de Investigacidn Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad (CENID-SAI) sede jiutepec
del Instituto Naclonal de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), quien serd la persona
autorizada para la firma de los formatos adiclonales.

Sin mas por el momento quedo de usted.

-

y 8 ’.‘:.';: _'.I. s
m HERRERA LOPERIID

u«LUO ANIMAL
|NOCU'DAD

Coep LIC. OLGA LILIA MARIN CERVANTES. - jefs del departaments de Operacién en CENID-SAL
DR AGUSTIN OUNEDO JUAREL - Iswesupader Tiuier € en of CEMD SAL sede hutepec

Cep AROEVD
THLSIMA*PRGD
& 2025 Cametera Fodend Cuomavaca-Cusutia No. 8554 J Col. Progreso CP. 6254 M Morelos Tel [S5] 387) 8700
oot o o e e 2 A e T TR e A .4 6 R At
h Indigcna
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OFICIO No. Ref. 31613/2022/209 Xochitepee Morelos, a 12 septiembre de 2022

GOBIERNO DE
' MEXICO s Ry
DESCONCENTRADA ESTATAL MORELDS

CENTRO DE INVESTIGACION BIOEDIA EL SUR

Dira. Mallely Rivero Perer
Profesora mvestigadora de Tiempo Compleio
AAMVE-ICAP-UAEH

PRESEMTE

Por este medio me permito informarle que la 8 en C. Xochitl De Jesus Martinez, estudiante del tercer semestre del Doctorado
en Clencias Agropecuanas de la UAEH con numero de matricula 467903, ha concluido satsfactonamente su Estancia de
Investigacion en ¢l Centro de Investizacion Bromedica del Sur, realzando €] aislamiento y caractenizacion de los compuestos
mayoritanos de su provecto de tesis titulada = Actividad antibacteriana v anithelmintica de Cvrfocarpa procera Kunth sobre
patdzenos que afectan la produccion ovina”™. Xochitl estuve desarrollando estas actividades en un penodo del 09 de agosto al
09 de septicmbre del 2022,

Sin mas por ¢l momento, aprovecho la ecasion para enviarle un cordial zaludo.

Alentamente

—

Dr. Alejandro Zamilpa Alvarer
Director del CIBIS
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