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[11.RESUMEN

Las enfermedades causadas por nematodos gastrointestinales (NGI) en pequefios caprinos
representan un problemaanivel mundial, ya que af ectan significativamente su productividad
y generan pérdidas economicas. El uso prolongado e inadecuado de antihelminticos
convencionales ha favorecido la aparicion de resistencia, 10 gue ha impulsado la busgueda
de dternativas como los metabolitos secundarios de plantas, entre ellos|os aceites esenciales.
El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad antihelminticadel aceite esencia de
clavo de olor (Syzygium aromaticum) frente a NGI de caprinos naturalmente infectados. El
aceite se obtuvo por destilacion por arrastre de vapor. Se analizaron muestras fecales
mediante técnicas de flotacion y McMaster paralaidentificacion y cuantificacion parasitaria.
L os huevos recuperados se purificaron y utilizaron para evaluar la inhibicion de la eclosion
y la mortalidad larvaria en placas de 96 pozos, empleando ivermectina (5 mg/mL) y
tiabendazol (0.1 mg/mL) como controles positivos. Se identificaron Haemonchus spp.,
Nematodirus spp., e Eimeria spp. El aceite esencial mostré un efecto ovicida dependiente de
la concentracion, alcanzando 100 % y 99.30 % de inhibicion a2 %y 1 %, respectivamente,
comparable con los controles. En larvas L3, se observo hasta 100 % de mortalidad a 6 %,
con eficacia similar a la ivermectina y superior al tiabendazol. En conclusion, el aceite
esencial de S aromaticum present6 actividad antihelmintica in vitro, con mayor efecto
ovicida que larvicida, por lo que podria considerarse una alternativa complementaria; sin
embargo, se requieren estudios adicionales para confirmar su seguridad y eficacia en

condiciones in vivo.

Palabras clave: Nematodos, cabras, Syzygium aromaticum, porcentaje de lainhibicion dela

eclosion, mortalidad larvaria, aceite esencidl.



V. ABSTRACT

Gastrointestinal nematode (GIN) infections in small ruminants represent a global problem,
as they significantly affect productivity and lead to economic losses. The prolonged and
improper use of conventional anthelmintics has promoted the development of resistance,
driving the search for alternatives such as plant secondary metabolites, including essential
oils. The aim of this study was to evaluate the in vitro anthelmintic activity of clove essentia
oil (Syzygium aromaticum) against GIN from naturally infected goats. The essentia oil was
obtained by steam distillation. Fecal samples were analyzed using flotation and McMaster
techniques for parasite identification and quantification. Recovered eggs were purified and
used to assess egg hatch inhibition and larval mortality in 96-well plates, using ivermectin (5
mg/mL) and thiabendazole (0.1 mg/mL) as positive controls. Haemonchus spp., Nematodirus
spp., and Eimeria spp. were identified. The essential oil showed a concentration-dependent
ovicidal effect, reaching 100% and 99.30% inhibition at 2% and 1%, respectively,
comparable to the controls. In L3 larvae, up to 100% mortality was observed at 6%, with
efficacy similar to ivermectin and higher than thiabendazole. In conclusion, S. aromaticum
essential oil exhibited in vitro anthelmintic activity, with greater ovicidal than larvicidal
effects, suggesting its potential as a complementary aternative; however, further studies are

required to confirm its safety and efficacy under in vivo conditions.

Keywor ds. Nematodes, goats, Syzygium aromaticum, egg hatch inhibition, larval mortality,

essential oil



1. INTRODUCCION

La produccion caprina representa una actividad socioecondmica de gran importancia,
especialmente en regiones aridas y semidridas donde otras especies presentan limitaciones
productivas. (Tajonar et al., 2021). A nivel mundial, la poblacidn caprina se estimaen 1100
millones concentrandose principal mente en paises en desarrollo, donde constituye unafuente
esencial de proteina animal y sustento para comunidades rurales (Lu & Miller, 2019). En
Meéxico, la caprinocultura tiene un papd relevante dentro del sector pecuario, con un
inventario aproximado de 8.8 millones de animales. Los estados como Puebla, Oaxaca, San
Luis Potosi, Guerrero y Zacatecas son |os estados con mayor produccion caprina (SADER,
2015), desarrollandose principalmente bajo sistemas extensivos y doble propdsito con bajo
nivel tecnoldgico (SIAP, 2023).

Para €l estado de Hidalgo la produccion caprina es de gran relevancia economicay social,
especialmente en zonas semiaridas donde se concentra aproximadamente el 33.1% de la
produccion estatal (INEGI, 2023). Liderael municipio de Metztitlan: con una produccion de
70.8 toneladas seguido por Ixmiquilpan y Zimapan (SIAP, 2023). Se considera que uno de
los principales problemas sanitarios que afectan la productividad de los caprinos son las
enfermedades causadas por nematodos gastrointestinales (NGI) ya que ocasionan pérdidas
econodmicas principamente por la disminucién en la ganancia de peso, reduccion en la
produccion de leche, deterioro de la condicién corporal y, en casos severos, mortalidad
(Zvinorovaaet al., 2016 ).

L as pérdidas productivas ocurren porque lo NGI comprometen la absorcién de nutrientes ya
que utilizan a caprino como principal fuente de obtencion de aimento gque les permite
sobrevivir (Craig, 2018). Entre los NGI de mayor importancia destaca Haemonchus
contortus, parasito hemat6fago que se localiza en e abomaso, reconocido por su ata
prolificidad y capacidad para generar anemia severa. Su ciclo biolégico directo y su
adaptacion a climas cdlidos y humedos favorecen su persistencia en sistemas extensivos,
(Barrabi & Arece 2013).



Durante muchos afos las enfermedades causadas por NGI se han tratado con en € uso de
antihelminticos sintéticos sin embargo € mal uso de estos ha ocasionado que los parasitos
presenten resistencia y reduciendo su eficacia y aumentando costos en la produccion
(Caracostantogolo et al., 2012). Esta situacion nos lleva ala busqueda de estrategias que nos

ayuden areducir el uso de farmacos convencionales.

En labusqueda de tratamientos alternativos se ha propuesto el uso de metabolitos secundarios
de plantas, un gjemplo son los aceites esenciales, diversos estudios han comprobado la
actividad biol 6gica de estos destacando propiedades como bactericida, antiviral y fungicidas
(Hotez et al., 2008; Panda et al., 2022). Entre | as plantas con propi edades farmacol 6gicas de
interés destaca €l clavo de olor (Syzygium aromaticum) su interés radica en el alto contenido
de eugenol gque este contiene y que entre sus usos se | e atribuyen propiedades antimicrobianas
y antihelminticas (efectos ovicidas y larvicidas) ya que gercen su efecto en la membrana
celular de los parasitos comprometiendo su viabilidad (Millezi et al., 2014).

Por lo anterior, € presente estudio tuvo como objetivo evaluar € efecto antihelmintico in
vitro del aceite esencia de Syzygium aromaticum sobre nematodos gastrointestinales de
caprinos'y proponer su uso como alternativa natural alos antihelminticos convencionales en

programas de control parasitario.



2. ANTECEDENTES
2.1 Produccion Caprina

Lacriade cabrasanivel mundial tiene unagran importancia socioecondmica, principalmente
en zonas rurales por la gran capacidad de adaptaci On que estas tienen a diversas condiciones
ambientales (Tgjonar et al., 2021). La produccion caprinaresulta esencial parael suministro
de carne, leche y queso en poblaciones vulnerables y de bajos ingresos en todo € mundo
(Gispert et al., 2019; Salgado et al., 2023). Al ser una de |as especies que mejor se adapta a
regiones aridas, son de utilidad como fuente principal de proteina paralos habitantes de estas
regiones en donde los recursos vegetales son limitados en calidad y cantidad (Zapata &
Mellado, 2021).

Las caracteristicas antes mencionadas son atribuidas a la rusticidad de los caprinos que las
hace capaces de rendir en condiciones desfavorables ademas de la conformacion
morfol 6gica, como alta capacidad pulmonar (determinada por su perimetro toracico) y patas
largas y fuertes, apropiadas para los largos periodos de pastoreo que experimentan
(Dominguez et al., 2018), requerimientos metabdlicos bajos y reducida masa corporal. A
nivel nutricional son selectivas en cuanto a consumo de plantas més nutritivas entre las
opciones disponibles, rechazando |as menos nutritivas, o que resulta en laingesta adecuada

de nutrientes y reduciendo laingesta de metabolitos secundarios (Egeaet al., 2016).

Lapoblacién mundia de cabras se estimaen 1100 millones, concentrando principalmente en
Asia, Africa, Europa y América Latina. China, India, Pakistan y Bangladesh lideran el
nimero de cabras, mientras que en América Latina, Brasil y México lideran. (Lu & Miller,
2019).

2.2 Caprinosen México

Los caprinos llegaron a México hace més de 400 afios, estos fueron introducidos por los
espanoles. La adaptacion del ganado caprino fue tan buena permitiendo que se expandieran
en gran parte del territorio nacional, volviéndose una actividad rentable (SADER, 2015).
Inicialmente las razas que trgjeron los espafioles incluian a la Murciano-granadina

(Granadina en México) y otras razas como la Blanca Celtibérica (Martinez et al., 2014).
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La poblaciéon caprina en México hasta € afio 2023 se conforma por 8,840,467,(SIAP),
destacan razas como la Alpina Francesa, Saanen, Toggenburg, LaMancha, Nubia, Boer y
sus cruces gue son las que principal mente se utilizan en la produccién. Los estados con mayor
poblacion caprina son: Puebla (15.4%), Oaxaca (12%); San Luis Potosi (10.5%); Guerrero
(7.9%), y Zacatecas (6.1%), (SADER, 2015).

En México lamayor parte de la ganaderia caprina es doble propésito (carne y leche), como
principal sistema de produccion destaca el sistema extensivo en un 70% el cual se encuentra
ampliamente distribuido en su mayor parte en zonas aridasy semidridasy en el que el uso de
la tecnologia es minimo o inclusive nulo asi como tampoco se hace un buen manegjo de los
pastizales ya que suelen ser zonas donde prevalece |la pobreza, por 10 que se aprovecha €l
tipo de vegetacion y por ultimo con un 25% la produccion es en sistemas intensivos y
semiintensivos ( Lu & Miller, 2019; Robles et al.,2020) .

El propdsito productivo (leche o carne) se encuentra distribuido en diferentes zonas
geogréficas. Zacatecas es €l principal estado productor de carne en canal de caprino y la
obtencion de la carne puede utilizarse para venta y/o autoconsumo (SADER, 2015)., en
regiones como Nuevo ledn, Regidén Lagunera y San Luis Potosi, la finalidad es ofrecer
platillos a base de cabrito (la cria de la cabra de hasta 4 meses de edad y menor a 10 kilos)
como € tradicional cabrito, estados como Jalisco y zacatecas con, labirria, e mole de caderas
en Puebla, Guerrero y Oaxaca, y labarbacoa en el Estado de México, Hidalgo y la Ciudad de
Meéxico ( Tgjonar et al.,2022).

En cuanto a la produccion de leche de cabra esta se utiliza para la elaboracion de cgjeta
dulces, natillas y obleas en donde el principal estado productor es Guangjuato, ademés se
aprovecha la piel del caprino para la realizacion de calzado fino (la produccion de quesos
frescosy tipo gourmet en Veracruz, Guanajuato, Region Laguneray Querétaro (Anzaldo, M.
2020).

Coahuila lidera como principal estado de produccion lactea con un 37.2%, seguido de
Durango, que representa el 21%, en tercer lugar, se encuentra Guanajuato, con 16.8% y con
menores porcentgjes de produccion se encuentra los estados de Nuevo Ledn, con 9.9%,
Jalisco, que presenta 3.7% y finalmente Zacatecas, con 3.2%. (SADER, 2021).



2.3 Caprinosen el Estado deHidalgo

La produccion caprina en el estado de Hidalgo representa una actividad pecuaria de gran
relevanciaecondémicay social, especia mente en zonas semiéridas con 9.74% de la superficie
estatal que resulta apta para € aprovechamiento de la vegetacion natural de los caprinos
(INEGI, 2023).

Con datos del Servicio de Informacion Agroaimentariay Pesguera (SIAP) correspondientes
al ano 2022, estos son |os principal es municipios productores de carne de caprino en Hidalgo
y concentran aproximadamente €l 33.1% de la produccién estatal. Lidera € municipio de
Metztitlan: con una produccion de 70.8 toneladas, Ixmiquilpan: ocupael segundo lugar, con
una produccién de 63.8 toneladas, Zimapan: se ubica en tercer con una produccion de 52.2
toneladas, Cardonal y Tasquillo destacan con una produccién de 43.2 y 27.8 toneladas
respectivamente.

En cuanto ala produccion de leche caprina, Tecozautlay Nopala de Villagran se describen
en este rubro con 57,189 y 3,928 litros de leche respectivamente en el 2020 (SIAP, 2020).

24 Enfermedades causadas por nematodos gastrointestinales

Las enfermedades causadas por nematodos gastrointestinales en pequefios rumiantes
representan una problematica a nivel mundial ya que afecta de manera significativa la
productividad del hospedador. Aquellos rumiantes que se encuentran en pastoreo sin duda
estdn més expuestos a estos parésitos (Charlier et al., 2020; Fitzpatrick, J.L, 2013) que
afectan de manera negativa a crecimiento, lafertilidad el pesoy lacalidad delacand vy €
aumento en la mortalidad, se considera una de las causas de pérdidas de mayor impacto

econdmico en los sistemas de produccién de pequefios rumiantes (Barrabi & Arece 2013).

Si bien como lo menciona Dominguez y colaboradores (2004), los caprinos son animales
caracterizados por su rusticidad, sin embargo, la productividad de estos se ven af ectados por
diferentes factores, como |o son una alimentacion deficiente, limitaciones en revisiones por

meédicos veterinarios y una ataincidencia en enfermedades parasitarias.

De acuerdo a Rosaningo & Gruner (2009) ,la principal causa de pérdidas econdmicas es por

los caprinos parasitados ya que disminuyen e consumo de alimento reduciendo asi la
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eficienciaalimentarialo que se ve reflgjado en una pérdida de aproximadamente 4 a 6 kg de
peso vivo por animal, esto si |o compramos con aquellos caprinos que tienen un programay
seguimiento de desparasitaci on adecuada, en cuanto a produccion lechera se estiman pérdidas
del 20% de la produccion total diaria de los animales que se encuentran parasitados
(Zvinorovaaet al ., 2016).

L as pérdidas productivas ocurren porque lo NGI comprometen la absorcion de nutrientes ya
que utilizan a caprino como principal fuente de obtencion de alimento que les permite
sobrevivir (Craig, 2018), afectando el desempefio productivo del caprino ya que estos se
ubican en diferentes partes ddl tracto digestivo de los rumiantes (por lo general, se habitlan
en abomaso, intestino delgado y, en menor medida , al intestino grueso), (Bricarello et al .,
2005) de manera general las enfermedades pueden ser mixtas, por uno 0 mas nematodos
causando cuadros clinicos que seran 0 no severos, 10 que depende e estado nutriciona del
animal, signos clinicos que pueden presentar son diarreas, anorexia 'y anemia (Badaso &
Addis 2015).

Los NGI més comunes en caprinos parasitan diferente sitio anatdmico En e abomaso
predominan Haemonchus contortus, Teladorsagia, Trichostrongylusaxei y T. colubriformis,
en e intestino delgado son més comunes Bunostomum, Cooperia spp., Nematodirus y
Trichostrongylus spp., y en € intestino grueso destacan Chabertia, Oesophagostomum y
Trichuris (Lopez et al., 2013; Mondragon et al., 2019). Esta distribucion anatémica explica
los distintos cuadros clinicos y € impacto productivo gque estos parasitos pueden generar en
los caprinos (Badaso & Addis 2015).

El ciclo de vida de los parasitos antes mencionados consiste en; 10s huevos son depositados
por las hembras y son excretados en las heces, estos eclosionan cuando se encuentran en
temperatura y humedad adecuadas (> 25 °C y 60-80 %) (University of Guelph, 2019),
pasando alarval (L1) lacual se alimenta principal mente de materia organicague obtiene de
las heces, posteriormente mudan alarva de segundo estadio (L2) y contintian alimentandose
para mudar a larvatercer estadio (L3) que es la forma infectante, esta conserva su cuticula
gue cumple lafuncién de ser una barrera protectora externa haciéndola menos susceptible a
condiciones ambientales o que la hace sobrevivir mas tiempo (inclusive meses a diferencia

deLly L2). Yaseadeformainmediata o tardia L3 migrafuerade las heces en condiciones

6



adecuadas (lluvia, inundaciones, rocio intenso) y seran ingeridas por el huésped durante €
pastoreo. Las larvas se expulsan en e rumen y se dirigen a su 6rgano diana donde penetran
la mucosa de esta manera mudan a larvas de cuarto estadio después de 1-4 dias (L4). En
condiciones normales de desarrollo, L4 migran de nuevo a lumen y mudan ala quinta etapa
del ciclo de vida dentro de 2-3 dias (adulto inmaduro), que luego se convierte en el adulto
maduro reproductivo para completar el ciclo de vida (McRae et al., 2014; Miller. et al.,
2012).

En condiciones ambientales extremas L4 entra en un estado de desarrollo detenido
(hipobiosis) en la mucosa gastrointestinal y puede mantenerse asi hasta por 4 meses,
momento en el que reanudan su desarrollo. El final de esta etapa coincide con cambios en €l

clima (primavera), lo que contribuye a su supervivencia (Pugh & Baird 2002).

N e
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Figura 1. Ciclo de vida de NGI: huevo morulado (1), huevo embrionado (2),
larva de primer estadio (3), larva de segundo estadio (4), larva de tercer estadio
o larvainfectiva (5) y larva de cuarto estadio o adulto (6) (Lopez-rodriguez et
al., 2023)

2.5 Haemonchus contortus

Se consideraque uno delos principal es parasitos presente en cabras y que se vinculapérdidas

de gran impacto econdmico y de mayor patogenicidad en el mundo es Haemonchus contortus
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(HC) (Adducci et al., 2022) a ser un parasito hematofago y a su alta prolificidad. Este
predomina en climas calidos y himedos (Arsenopouulos et al., 2021) pero se ha adaptado a
regiones aridas y semiéridas, se ha demostrado que HC es e agente causal que conduce al
29% de mortalidad, por |0 que se plantea |a problemética que generan los estrongilos parala
salud del ganado (Chikweto et al.2018).

Se atribuye la siguiente signologia a HC; pérdidas de peso, anorexia, disminucion de la
condicion corporal, anemia, debilidad, emaciacion, edema submandibular, susceptibilidad a

otras enfermedades y alta mortalidad en animales jovenes (Zvinorovaa et al.,2016).

2.6 Antiheminticos convencionales

El control de nematos gastrointestinales se harealizado durante décadas de manerarutinaria
utilizando antihelminticos sintéticos |os cuales se clasifican de acuerdo con su mecanismo de
accion, entre los mas utilizados se encuentra; Bencimidazoles (BZ), Lactonas Macrociclicas

(LM), Agonistas colinérgicos (imidazotiazoles) y Salicilanilidas (Lanusse C., et al, 2016).

2.6.1 Benzimidazoles

Dentro de esta familia se encuentra e febendazol, albendazol y tiabendazol que actlan
uniéndose ala subunidad 3 de la proteina tubulinainhibiendo la formacion de microtubul os,
lo que altera la estructura del citoesqueleto y con esto las principales funciones de estos
parésitos (division celular, motilidad celular, secrecion celular, absorcion de nutrientes y

transporte intracelular, lo que provoca pardisis y muerte (Kohler, 2001).

2.6.2 Imidazotiazoles

Los Imidazotiazoles actlan como agonistas colinérgicos, ya que gercen su accion sobre los
receptores nicotinicos de acetilcolina en la union neuromuscular de los nematodos, lo que
provoca gue se abran los canales idnicos y gque entre el sodio. Este proceso ocasiona la
despolarizacion de las células musculares, generando una contraccion continua que termina
en una pardlisis espastica facilitando la eliminacion del parasito. Estos farmacos son
principalmente eficaces contra las formas adultas de diversos nematodos gastrointestinal es,
entre elos Haemonchus, Ostertagia, Cooperia, Nematodirus, Bunostomum,

Oesophagostomum, Chabertia y Dictyocaulus (Santos et al., 2019).
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2.6.3 Lactonas macrociclicas

Las lactonas macrociclicas (LM), incluyen a las avermectinas y milbemicinas, que actlan
como agonistas selectivos de | os canal es de cloro dependientes de glutamato presentesen las
neuronasy en lamusculaturafaringeade los nematodos. Al unirse alos canales, incrementan
la permeabilidad de la membrana celular a ion cloro, o que provoca una hiperpolarizacién
de las células musculares y nerviosas del parésito o que ocasiona su inmovilizacién (Kotze,
2016).

2.6.4 Salicilanilidas

Las Sdlicilanilidas pertenecen a grupo quimico derivados del acido salicilico destacando el
closantel que es efectivo parael tratamiento contra H. contortus en pequefios rumiantesy una
alternativa para el uso en nematodos resistentes a ivermectina, benzimidazol, levamisol y al
morantel. EI mecanismo de accion sebasaen el desacoplamiento delafosforilacion oxidativa
lo que provoca una disminucién en laproduccion de ATP y conduce alamuerte del parasito.
(Gloeckner et al., 2010).

De acuerdo a los autores Anziani y Fiel, 2015 y Cooper et a., 2016 los antihelminticos de
manerageneral en caprinos se utilizan en dosis que son recomendadas para ovinosy bovinos.
Sin embargo en los caprinos, laabsorcion de estos farmacos es menor que en otros rumiantes,
los metabolizan y eliminan méas rapida. Los informes de resistencia alos antihelminticos han
aumentado en todo € mundo, resultado del uso frecuente e incorrecto de estos (Gilleard et
al., 2021).

2.7 Resistencia a antihelminticos

Las enfermedades parasitarias y la aparicion de resistencia a los antihelminticos (RA) son
problemas de importanciamundial tanto paralasalud animal y humana (Harhay et al. 2010).
Resultaen un problemapersistente y que vaen aumento (Molento, 2011). Se hadocumentado
en granjas del tropico humedo de México la multirresistencia a BZ, ivermectina, levamisol

en parasitos como Haemonchus (Herrera, et al., 2017).

LaRA sedefine como la capacidad que adquiere cierta poblacion de parasitos de tolerar dosis
toxicas de farmacos que de manera general causarian inhibicion del crecimiento o la muerte
9



para otras poblaciones de la misma especie (Suarez, 2001). De manera inicial €l parésito
inicialmente es susceptible a la accién terapéutica de un farmaco, y con € paso del tiempo
dgjan de serlo a ocurrir de modificaciones genéticas motivo de importancia ya que estas
maodificaciones resultan heredabl es siendo |a caracteristica mas importante de este fendbmeno
(Martinez, 2014; Medina et, al 2014).

LaRA se puede presentar como; resistencia multiple que es aquella cuando |os parasitos son
expuestos a grupos de antihelminticos diferentes con mecanismos de accion distintos y
resultan resistentes y la resistencia cruzada se presenta cuando € parasito desarrolla
resistencia a otros farmacos que comparten un mecanismo de accién similar aunque no se
hayan utilizado previamente (Marquez, 2003) (Torres et al., 2007).

Laresistencia antihelmintica (RA) se describe en la mayoria de las especies de nematos de
pequefios rumiantes, sefidando a HC como €l principal (Jackson & Coop, 2000; Kaplan,
2004).

2.8 Alternativas al uso de antihelminticos

Al presentarse resistencia antihelmintica y la toxicidad que estos generan en e medio
ambiente surge la necesidad de controlar las nematodiosis con nuevas estrategias que
principalmente se basen en usar de manera raciona los farmacos convencionales,
presentando también como alternativa los antihelminticos botanicos. (Caracostantogolo et
al., 2012). De acuerdo a Hoste et al. (1997) € control de nematodiosis se puede basar

utilizando tres principios:

2.8.1 Aumentar larespuesta contralosNGI,

Administrar una nutricién adecuada paralograr que |os animales se encuentren en equilibrio
metabdlico y homeostatico (Torres-Acostaet al., 2021), mejorando la alimentacion en cabras
aumenta su capacidad para tolerar nematodos gastrointestinales (resiliencia) asi mismo
fortalece el sistemainmune paraeliminar alos NGI (resistencia) (Hoste et al., 2006). Lo que

es relevante en la época de lluvias ya que abundan las fases infectantes de NGI en e medio.

Ofrecer una dieta enriquecida con proteina y energia permite fisioldgicamente disminuir

dafios fisiopatol6gicos a mejorar la resiliencia contra NGI generando ganancia de peso y
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reduccion de cargas parasitarias L a suplementaci 6n dietéticacon proteinay energiapermitido
un mantenimiento de la eritropoyesis activa o que nos ayuda a compensar la pérdida de
sangre, la produccion de moco en las células caliciformes, o la produccion de eosinéfilos y
mastocitos, o que mejoralaresilienciacontralos NGl y mejoralagananciade peso eincluso
reducir las cargas parasitarias (Gérate-Gallardo et al., 2015). Sin estos requerimientos
nutricionales ocurre una dishiosis |10 que genera nematodosis exacerbadas (Cortés et al.,
2020).

2.8.2 Reducir losNGI o agotar la fuente de contaminacion del ambiente

Partiendo del ciclo de NGI se toma en cuenta que el 95% de estos se encuentran, en las heces
los huevos y la fase larvaria 1 y 2, en pastos L3. Aproximadamente 5% restante de la
poblacion de NGI continua €l ciclo dentro de los hospederos en estadios de L4, L5 y adultos
(Bowmann, 2019). Agotar la fuente de infeccién significa mantener los pastos con cargas
parasitarias bajas |0 que se puede mangjar con € descanso de los pastos (planear con €

comenzo de laslluvias) (Navarre, 2019).

El uso alternativo de la tierra cultivo, asi como la renovacion anual o bianual de pastos
(Navarre, 2019), con esto se interrumpe € ciclo de los NGI al no tener hospederos. Dentro
de la rotacion de pastos se encuentra el Pastoreo rotacional, que brinda un descanso a los
pastos ayudando a su recuperacion y la exposicion prolongada a la luz solar permite que la
desecacion y muertede L3 (Burke & Miller 2020). También se puede redlizar pastoreo mixto;
ya que se ha observado que en el pastoreo entre caprinos y ganado bovino, se presenta una

eliminacién menor de huevos por gramo de heces (Bucher et al., 2021),

Otraformadereducir lo NGI esla colectade heces en |as praderas que resulta una aternativa
muy utilizada en criaderos de equinos lo que disminuye la fuente de contaminacion. Hasido
poco utilizada entre productores de pequefios rumiantes, sin embargo, es un beneficio para
los productores ya que puede ser vendido como estiércol y ser utilizado como abono (Corbett
et al., 2014).

El control bioldgico es una estrategia para disminuir |as poblaciones de NGI en las praderas
gue consiste en utilizar antagonistas natural es que reducen €l nimero de larvas a un nivel no

perjudicial para los hospedadores. Las aternativas mas utilizadas estan los artropodos
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coprofagos y los nematéfagos, como acaros, nematodos y hongos micromicetos (Aguilar-
Marcelino et al., 2020).

2.8.3 Reducir la poblacion delos NGI dentro del hospedero

Se sugiere € uso limitado de AH para aquellas etapas fisiol dgicas, o aguellos individuos del
rebafo, que realmente los necesitan. Realizar un uso racional de AH que se base enidentificar
la distribucion de cargas parasitarias en la poblacion realizando estudios
coproparasitoscopicos, de esta manera podemos identificar a la poblacion méas susceptible,
ademés de evaluar signos clinicos como, actitud, produccion lactea, ganancia de peso, color
de las mucosas y la condicion corporal utilizando € método de FAMACHA® y mediante
esto realizar desparasitacion selectiva para aquellos individuos que realmente o necesiten.
(Torres-Acosta et al. 2014).

Se propone e uso de antiparasitarios no convencionales que provienen de plantas
medicinales como fuente alternativa para el control de estos parasitos. La fitoterapia es una
propuesta que se ha estudiado con €l fin de controlar los NGI de los pequefios rumiantes
(Almeidaet al., 2006).

2.9 Usodeplantas como alternativa

A lolargo de lahistoria plantas como € clavo, € orégano, lamenta, €l tomilloy lacanelase
han empleado en la industria alimenticia como conservador y en la medicina tradicional,
principalmente por sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Numerosos estudios
confirman | as propi edades antibacterianas, antifungicas, antivirales y anticancerigenas de las
plantas especiadas (Shan et al., 2005).

Diversos estudios respaldan que |os compuestos de plantas (metabolitos secundarios), como
taninos condensados, flavonoides, esteroides, terpenoides, a cal oides y saponinas representan
unaopcion viable como antihelmintico (Hoste et al., 2006; Vargas et al., 2014), ya que se ha
demostrado que afectan en los procesos vitales del parasito siendo una aternativa en €l

control delos NGI en pequefios rumiantes (Medina et al., 2014).

Los metabolitos secundarios de las plantas pueden actuar mediante diferentes mecanismos,
como lainhibicién de las enzimas de eclosion de huevos, la competencia con receptores de
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membrana y la union a proteinas de la membrana (Chan et al., 2016). Los efectos
beneficiosos de las plantas medicinales se atribuyen a combinacion de metabolitos
secundarios presentes en ellas (Parekh et al., 2005).

2.10 Empleo de aceites esenciales como una alter nativa antihelmintica

Se define aceite esencial (AE) como un producto oloroso el cua se compone de metabolitos
secundarios y se pueden extraer de material vegetal (hojas, flores, talos, frutos, vainas,
semillas, raices y cortezas) y pueden ser obtenidos por diferentes méodos como
hidrodestilacion, destilacion al vapor o procesos mecanicos (Cadby et al., 2002).

Estas mezclas de metabolitos incluyen acoholes arométicos, acidos, ésteres, compuestos
fendlicos, cetonas, adehidos e hidrocarburos. Componentes terpénicos o terpenoides
constituyen hasta el 30 % del aceite (Bakkali et al., 2008).

Los AE han demostrado efecto oviciday larvicida en diferentes estudios in vitro, (Millezi et
al., 2014), debido a su caracter lipofilico, los AE tienen la capacidad de penetrar las
membranas e inclusive la barrera hematoencefdlica de los parésitos. Asimismo, estos
compuestos favorecen la generacion de estrés oxidativo en los parasitos, |0 que aumenta la
produccion de 6xido nitrico en el hospedador infectado y disminuyen la capacidad del
parésito para defenderse frente a las especies reactivas de oxigeno, o que conduce a un
aumento de la peroxidacion lipidica. En conjunto, estos mecanismos ocasionan alteraciones

severas en laintegridad de las membranas celulares (Garciaet al., 2017; Yoo et al., 2005).

En diversos estudios se ha comprobado la actividad biolégica de los AE destacando
propiedades como bactericida, antiviral y fungicidas (Hotez et al., 2008; Pandaet al., 2022),
también se han documentado que propiedades analgésicas, sedantes y antiinflamatorias.
Ademas, sus componentes son ampliamente empleados en la industria de alimentos,
cosmética, en laelaboracion de perfumes y productos de higiene dental (Becker, et al., 2020;
Lustigman et al., 2012; Panda et al., 2022).

2.11 Syzygium aromaticum

Syzygium aromaticum es un arbol de tamafio mediano (8-12 m), comunmente conocido como

clavo de olor que pertenece alafamilia Myrtaceae, originario delasislasMolucas, en €l este
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de Indonesia. La corteza del tronco y de las ramas principales es grisaceay lisa, con hojas en
forma de lanza y flores amarillentas, con un fuerte olor fendlico y un sabor acre, las yemas
florales constituyen |a parte comercializada de este arbol, y comienza después de cuatro afos
de plantacion. Estas se recolectan en lafase de maduracion, antes de lafloracién. (Kamatou
et al., 2012; Singh et al., 2012).

El principal uso del clavo de olor es para condimentar alimentos, pero destaca como planta
medicinal, su principal uso es paraaliviar € dolor de muela. En Oaxacay Guangjuato, se usa
calentando cierta cantidad de clavos machacados para posteriormente aplicarlos sobre la
muela que presenta dolor, se reporta que en Morelos suele usarse como tratamiento contra
las caries (INPI, 2021).

El clavo es una importante planta medicinal debido a su amplio espectro de efectos
farmacol 6gicos (antioxidante, antiespasmaodico, antibacteriano, antiparasitario y antiviral).
También se utiliza como analgésico, antiespasmadico y antiséptico genera en la practica
odontoldgica. (Barceloux 2008; Jirovetz et al., 2006).

2.11.1 Aceite esencial de Syzygium aromaticum

El clavo de olor es considerado una fuente natural de compuestos fendlicos, entre |os que se
incluyen flavonoides, &cidos hidroxibenzoicos, &cidos hidroxicindmicos y derivados del
hidroxifenilpropeno. Representa una de las fuentes mas ricas de compuestos fendlicos como
el eugenol, € acetato de eugenol y el acido gélico, € eugenol destaca como € principal
metabolito bioactivo, encontrandose en concentraciones que van de entre 9,381.70 y
14,650.00 mg por cada 100 g de materia vegetal fresco. Aproximadamente, el 89 % del
aceite esencial de clavo es eugenol, y entre el 5 % y e 15 % es acetato de eugenol y [3-
cariofileno (Jirovetz et al., 2006; Neveu et al., 2010).

El eugenol se encuentra en diferentes plantas como Myristica fragrans Houtt (Nuez
moscada), Cinnamomum verum J. (canela verdadera), C. loureirii Nees (Canela de Saigon),
Ocimum gratissmum Forssk (Albahaca) y Ocimum basilicum (Albahaca dulce). Sin
embargo, Syzygium aromaticum se considera la principal fuente natural de este compuesto y
es obtenido mediante destilacion a vapor (Barceloux, 2008; Zheng et al., 1992).
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El aceite que se extrae del clavo es de interés farmacol 6gico por la cantidad de eugenol que
contiene y que en la medicina tradicional se ha utilizado como tratamiento para trastornos
digestivos, como antiséptico, analgésico, antibacteriano, antifingico, anestésico,

anticancerigeno, antidiabético, antioxidante, antinflamatorio e insecticida (Kuete, 2017).

Diversos estudios mencionan que € eugenol es un agente antiparasitario con efectos
potenciales sobre el crecimiento, viabilidad y morfologia de diferentes parasitos, como
Giardia lamblia, Leishmania donovani y Trypanosoma cruzi (De Morais et al., 2014;
Machado et al 2011).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La produccion caprina es una actividad de gran importancia socioeconomica principal mente
en zonas aridas y semiaridas en donde las condiciones ambientales y los recursos son
limitados, por 1o que adoptan €l sistema extensivo de produccion, sin embargo, se enfrentan
a pérdidas econémicas significativas debido a la presencia de parasitos gastrointestinales |o

gue ocasionala disminucion en la produccion, retraso de crecimiento e incluso mortalidad.

L as enfermedades causadas por nematodos gastrointestinal es representan un desafio ya que
suelen presentarse de manera simultanea por uno 0 mas parasitos causando cuadros clinicos
de gravedad, en cuanto al control de estos parasitos se ha visto afectado por €l uso repetido e
indiscriminado de antihelminticos convencionales disminuyendo su efectividad vy
favoreciendo la resistencia de estos parasitos a diferentes principios activos farmacol gicos
ademés de generar residuos quimicos en los productos finales (carne y/o leche) y efectos
negativos sobre el medio ambiente. Situacién que limita las opciones antihelminticas lo que
aumenta los costos de produccion, generando pérdidas y debilitando las producciones de

estas zonas.

Ante esta problemética, surge la necesidad de buscar aternativas naturales para el control de
parésitos gastrointestinales y que estos no presenten los inconvenientes asociados a los
farmacos convencionaes. Parte de estas alternativas se encuentran en e uso de aceites
esenciales de plantas medicinales ya que entre la composicién de estas se encuentran
metabolitos secundarios con potencial antiparasitario. Uno de ellos es €l aceite esencial de
Syzygium aromaticum (clavo de olor) que ha demostrado propiedades antimicrobianas,
antifungicas y antihelminticas, que son atribuidas principalmente a su ato contenido de

eugenol.
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4. JUSTIFICACION

El control de las parasitosis se ha realizado durante afios de manera rutinaria con €l uso de
antihelminticos sintéticos. Sin embargo, en muchos casos se realizan de manera inadecuada,
sobre dosificando o0 de manera generalizada sin un diagnéstico previo, esto favorece a la
resistencia parasitaria. Generando impacto negativo en los productos finales (carne y /o
leche) asi como en e medio ambiente, lo que nos lleva a explorar aternativas naturales,
seguras y sostenibles que contribuyan a control de nematodos gastrointestinales sin los
inconvenientes asociados a los farmacos convencionaes, propiedades que podemos
encontrar en |os aceites esenciales de plantas medicinales ya que han cobrado relevancia por
la presencia de metabolitos secundarios con potencial antiparasitario. Dentro de ellos, €
aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor) que se podria representar un

tratamiento alternativo natural a un antihelmintico convencional.
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5. HIPOTESIS

El aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum) presentara actividad antihelmintica in

vitro contra nematodos gastrointestinal es de caprinos natural mente infectados.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Determinar la actividad antihelmintica del aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum)
contranematodos gastroi ntestinal es obtenidos de caprinos natural mente i nfectados, mediante
ensayos in vitro, para proponerlo como posible alternativa de tratamiento en unidades de

produccion caprina.

6.2 Objetivos especificos
1. Identificar morfoldgicamente de las poblaciones de nematodos gastrointestinales
presentes en caprinos.

2. Determinar e efecto ovicida del aceite esencia de Syzygium aromaticum sobre

nematodos gastrointestinales en caprinos (in vitro).

3. Determinar € efecto larvicida del aceite esencial de Syzygium aromaticum sobre
larvas L3 de nematodos gastrointestinales en caprinos (in vitro).
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7. MATERIALESY METODOS

7.1. Material vegetal
El clavo de olor (Syzygium aromaticum), empleado como material vegetal en e presente
estudio, es una especie de uso comercial y fue obtenido en un mercado local ubicado en el

municipio de Tulancingo, Hidalgo, M éxico.

7.2. Obtencion del aceite esencial
La extraccion ddl aceite esencia se llevd por medio de la técnica de arrastre de vapor,
empleando un equipo de destilacion tipo alambique (figura 2). Se utilizaron 250 gr de
material vegetal (clavo de uso comercial), 2.5 litros de agua destilada.

Figura 2. Alambique de cobre empleado parala extraccion del aceite esencia

7.3. Obtencién delas muestras.
Se realiz6 un muestreo en 25 caprinos de diferentes razas (alpina, Nubia y criolla),
procedentes del municipio de Epazoyucan, Hidalgo, con edades desde 0.5 meses a 6 anos,
las cuales han tenido desparasitaciones con productos comerciales como albendazol,
levamisol y closantel, @ momento de tomar la muestra no se habia redizado la
desparasitacion al menos por un periodo de 6 meses.

Se colectaron heces directamente del recto de caprinos, las cuaes fueron identificadas y
transportadas con refrigerantes a laboratorio de bacteriologia de ICAP-UAEH. La

identificacion de los nematodos gastrointestinales y la cuantificacion de huevos por gramo
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de heces (HPG) se realizé mediante la técnica de flotacion y McMaster respectivamente, de

acuerdo ala metodologia descrita por (Rivero-Perez et al., 2019).

7.4. Recuperacion de huevo de nematodos.

Las muestras que presentaron un HPG superior a 1500 fueron homogenizadas,
posteriormente, se tomaron 50 g de heces, |as cuales se lavaron con agua destiladay filtraron
a través de una serie de tamices de 200, 100, 75 y 37 um. Este procedimiento tuvo como
finalidad obtener una suspension concentrada de huevos en € Ultimo tamiz, eliminando en
su mayoria el contenido vegetal y la materia organica.

El material retenido en el ultimo tamiz fue lavado con 6 mL de solucion salina saturada en
un tubo falcon de 15 mL y centrifugado a 3000 rpm/ 3 min.

El sobrenadante fu eliminado y se recuperaron |os huevos, |os cual es se sometieron alavados
sucesivos con agua destilada hasta obtener huevos libres de residuos organicos, siguiendo la
metodologia descrita por (Rivero-Perez et al., 2019).Posteriormente, se prepard una
suspension de huevos limpios ajustada a una concentracion de 150-200 huevos en 50 pL.
Dicha concentracion se verificO mediante conteo directo en microscopio optico,

cuantificando el nimero de huevos presentes en 10 alicuotas de 5 pL cada una.

7.5. Evaluacion delainhibicion dela eclosion.
Se utilizé una placa de microtitulacién de 96 pozos, en la cua se colocaron 96 L de agua
destilada que contenian aproximadamente 150 huevos por pozo. Posteriormente, se adiciono
las concentraciones aeval uar del aceite esencia Syzygiumaromaticum (2 a0.01%), seobtuvo
un volumen final de 100 pL por pozo, con cuatro repeticiones por tratamiento. Como control
positivos, se utilizaron ivermectina (5 mg/mL) y tiabendazol (0.1 mg/mL), mientras que el

control negativo consistio en agua destilada.

La placa fue incubada a 30 °C durante 48 horas en una camara himeda. Transcurrido este
periodo, se realizd la lectura de la placa mediante la observacion en microscopio Optico
utilizando el objetivo 4x. Se analizaron 10 alicuotas de 10 UL por pozo, y serealizo el conteo
de huevos y larvas en cada alicuota con €l fin de determinar el nimero total de huevos y

larvas presentes.
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El porcentgje de inhibicidon de la eclosion de huevos se calcul6 empleando la siguiente

formula:

% de inBibicion de la eclosion de Buevos = 17 Hiieve * 1

DondelL1lesigua alarval

7.6. Recuperacion delarvasL 3.
Serealiz6 un coprocultivo con aquellas muestras de heces que presentaron mas de 1500 HPG;
este consistié en la mezcla de heces con agua destilada en un recipiente de plastico, a cua
se le agrego espuma de poliuretano, este se cubre con papel aluminio € cua debe
humedecerse diariamente con agua destilada, hasta cumplir un periodo de incubacion de 7

dias atemperatura ambiente 20-30 °C.

Unavez transcurrido €l periodo de incubacion, se realizé mediante la técnica de Bearman la
recuperacion de larvas infectantes (L3). Las larvas L3 se lavaron utilizando una solucion
salina saturada, se repitio este proceso hasta que se elimind la mayor cantidad de materia
organica, posteriormente fueron suspendidas en agua destilada en un tubo falcén 15 ml en €
cual se observé como se formaun pellet.

El pellet delarvas se sometid aun proceso de ecdisisinducido, utilizando hipoclorito de sodio
a 3% por un tiempo de 3 minutos, posteriormente se lavo con agua destilada para eliminar
los restos de hipoclorito de sodio. Mediante microscopio Optico serealizo € conteo delarvas,

para determinar y gjustar la concentracion la cual quedo entre 100-150 larvas en 82 L.

7.7. Evaluacion dela actividad antihelminticaen L 3.

Lasolucion delarvas previamente gjustada se colocd en unaplaca de 96 pozos, y sele agrego
12 uL. de aceite esencia de clavo a diferentes concentraciones (6- 0.04% respectivamente),
utilizando como control positivo ivermectina (5mg/ml), Tiabendazol (0.1mg/mL) y como
control negativo agua destilada. La placa se incubo en una camara hiumeda a 30° C por 48
horas.

Posteriormente se realizd la lectura de placa, observando 10 alicuotas de 10 pL. en €

microscopio Optico, con e objetivo de 4x, contabilizando larvas vivas y larvas muertas 4
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repeticiones por concentracion. Con la informacion obtenida se determind € porcentaje de

mortalidad utilizando la siguiente formula:

Larvas muertas = 100
Larvas totales

% de mortalidad =

7.8. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante un disefio completamente a azar a
travésde ANOVA. Lasdiferencias entre las medias se evaluaron mediante una comparacion
de medias por Tukey con un nivel de significancia del 95% (P<0.05). Los valores de las
concentraciones letales CLsp y CLgo Se determinaron mediante un anaisis PROBIT, usando

el programa Minitab 18.
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8. RESULTADOS

8.1. Aceiteesencial
El proceso de destilacion permitio obtener dos fracciones: hidrolato y aceite esencial, siendo
este Ultimo el de mayor interés para el presente estudio (Figura 3). Se recuperaron 2,000 mL
de hidrolato y 10 mL de aceite esencial de Syzygium aromaticum, lo que representd un

rendimiento de 10 mL por cada 250 g de material vegetal utilizado.

Figura 3. AE-CL, resultante del proceso de destilacion por arrastre de vapor

8.2. Morfologia

Se observé la presenciade diferentes morfol ogias de huevos de paréasitos entre ellos incluyen
huevos de nematodos de Haemonchus spp, Nematodirus spp y ooquistes de Eimeria spp, Sin
embargo, Haemonchus spp fue e de mayor prevalencia, con respecto a la liberacion de

huevos por gramos de heces, |os animal es presentaron entre 1000 y 8000 HPG.

ﬁ'@é@

100 pm 20 pm 100-um ¢ 100 um

Figura 4 A) Nematodirus spp. 10x, B) Eimeria spp.40x, C) Haemonchus contortus.10x
D) Cooperia spp.10x



8.3. Inhibicion de la eclosion
Los tratamientos convencionales mostraron una inhibicion casi total de la eclosion. La
ivermectina, a una concentracién de 5 mg/mL, alcanz6 un 100 % de inhibicion dela eclosion
de huevos (IEH), mientras que el tiabendazol, a0.1 mg/mL, present6 un 99.30 % de IEH. En
cuanto alos resultados obtenidos con € tratamiento AEL] CL, este mostrd un efecto ovicida
dependiente de la concentracién, observandose una disminucion del porcentgje de IEH
conforme se redujo la concentracion. A concentracionesde2 %y 1 %, e AE[] CL presento
valores de 100 % y 99.30 % de IEH, respectivamente, sin diferencias estadisticas en
comparacion con |os tratamientos convencionales, 1o que indica una eficacia comparable a

laivermectinay a tiabendazol (Cuadro 1).

Las concentraciones de 0.5 % y 0.25 % del AE[] CL mantuvieron su actividad ovicida,
alcanzando valores de 93.92 % y 85.34 % de |EH, respectivamente. Con base en € andlisis
del porcentgje de IEH, el AET] CL present6 una c@ncentracion ef ectiva media (CEsg) de 0.02
% y una CEgo de 0.33 % (Grafica 1).
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Cuadro 1. Porcentgje de inhibicion de la eclosion de huevos de nematodos de cabras
naturalmente infectadas, expuestos a aceite esencia de Syzygium aromaticum.

Tratamientos %IEH £ D.E
Agua 2.059+ 1.10'
| ver mectina 5 mg/mL 100 + 07
Tiabendazol 0.1 mg/mL 990.30 + 1.382
AE-CL Syzygium aromaticum (%)
2.0 100+ 02
1.0 99.30 + 0.80%
05 93.2 + 1.69%®
0.25 85.34 + 2.15°
0.12 77.70 £ 4.65°
0.06 56.81 + 3.91¢
0.03 50.56 + 1.42¢
0.01 34.33 + 6.42°
Valor de P 0.0001

Media + D.E= desviacion estandar. % Las medias que no comparten una letra son
significativamente diferentes.

CEg0=0.33 %

CEso=0.02 %

Porcentaje %IEH
a

0 0.5 1 15 2 2.5 3
Concentracion %

Figura 5. Concentracion efectiva CEsoy CEgo de AC-CL sobre huevos NG
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8.4. Mortalidad larvaria
Los tratamientos convencionales mostraron diferencias en su eficacia larvicida La
ivermectina (5 mg/mL) present6 la mayor eficacia, acanzando un 97.81 % de mortalidad
larvaria (%ML). En contraste, € tiabendazol (0.1 mg/mL) mostr6 una mortalidad
significativamente menor (69.71 %ML), lo que indica una reduccion en su eficacia frente a
las larvas evaluadas. Con respecto al tratamiento con AEL] CL, se observo un efecto dosis
dependiente sobre €l porcentaje de mortalidad larvaria. Las concentraciones mas atas (6.0
%, 3.0 % y 1.5 %) alcanzaron valores de 100 %, 95.12 % y 92.13 %ML, respectivamente,
sin diferencias estadisticas significativas en comparacion con ivermectina, y mostrando una

actividad superior alaobservada con tiabendazol. (Cuadro 2).

Paralamortalidad larvaria, el AE[1 CL present6 una concentracion letal media (Clso) de 0.19
% Yy una CLgo de 1.37 %, |0 que indica que a concentraciones rel ativamente bgjasdel AE[ 1 CL

es posible alcanzar una mortalidad del 50 % de las larvas (Gréfica 2).
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Cuadro 2. Porcentae de mortalidad larvaria de NGI, expuestos a AE-CL (Syzygium
aromaticum).

Tratamientos % Mortalidad + D.E
Agua 4.95+0.71"
| ver mectina 5 mg/mL 97.81+2.762
Tiabendazol 0.1 mg/mL 69.71 + 12,.92°¢
AE-CL Syzygium aromaticum (%)
6.0 100+ 02
3.0 95.12 + 0.942
1.5 9213+ 1.72%®
0.75 84.92 + 1.85
0.37 60.76+ 0.88°
0.18 41.65+ 1.04¢
0.09 27.53 + 1.46°
0.04 21.63+153°
Valor deP 0.0001

Media +, D.E= desviacion estandar. ™ |as medias que no comparten una letra son

significativamente diferentes

100 = g —»

30 1 CL,,=0.10%,

%% mortalidad larvaria (L3)

[ 1 2 3 4 & & T

Tratamlanto (%)

Figura 6. Concentracion letal CL50 y CL90 de aceite de clavo sobrelarvas NGl
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9. DISCUSION

L as parasitosis gastrointestinal es siguen representando una limitante sanitariaimportante en
la produccion caprina, particularmente debido a incremento de la resistencia a los
antihelminticos sintéticos, lo que ha motivado la exploracién de aternativas terapéuticas de
origen natural. En este contexto, los productos vegetales, como los aceites esenciales (AE),
han despertado interés por su potencial antihelmintico; por ello, un primer aspecto a
considerar en su evaluacion es e rendimiento obtenido, ya que este parametro resulta clave

para determinar su viabilidad y utilidad en el control parasitario (Strbac et al., 2022).

El método de obtencion del aceite esencia por arrastre de vapor en €l presente estudio
proporciond un rendimiento del 4.1 %, valor que, aungue inferior a lo reportado en otras
investigaciones —como €l 5.81 % de Haro-Gonzalez et al. (2021), € 7.06 % de Ratri et al.
(2020) y € 4.98 % de Chilev & Peshev (2025) se considera dentro del rango esperado para
esta especie. La variacion en el rendimiento puede atribuirse a factores relacionados con €l
material vegetal (origen geografico, condiciones de almacenamiento, tamafio de particula) y
a variables propias del método de extraccién, como e tiempo, la temperatura 'y € flujo de
vapor (El-Boukhary et al., 2025).

En e presente estudio se identificaron huevos de Haemonchus contortus, Nematodirus spp.
y ooquistes de Eimeria spp. El pardsito con mayor prevalencia fue H. contortus, cuya
presencia se asocia principamente a las condiciones templado-subhimedas (temperaturas
superiores a 25 °C y humedad relativa de 60-80 %), que favorecen e desarrollo y la
supervivencia de las larvas infectantes en € pasto (Quiroz-Romero, 2011; University of
Guelph, 2019). Estudios realizados en M éxico han reportado que H. contortus es el nematodo
maés frecuente en pequerios rumiantes, especialmente en sistemas de produccidn extensivos,
donde las infecciones suelen presentarse de forma mixta con especies del género
Trichostrongylus (Lopez et al., 2013; Mondragon et al., 2019).

Respecto ala evaluacion in vitro de lainhibicidn de la eclosion, el aceite esencia de clavo
(AE-CL) mostro un efecto ovicida dosis-dependiente. A concentraciones de 2.0 % y 1.0 %
se obtuvieron valores de 100 % y 99.30 % de inhibicidn de la eclosiéon de huevos (%I EH),
sin diferencias significativas frente a los controles positivos ivermectina (100 %) vy

tiabendazol (99.30 %). Estos resultados coinciden con estudios previos que indican que los
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aceites esenciales con alto contenido de compuestos fendlicos (especiamente eugenol)
poseen capacidad para inhibir la eclosiéon de huevos de nematodos. Por giemplo, Pessoa et
al. (2002) demostraron gque e aceite esencia de Ocimum gratisssmum y € eugenol puro
redujeron significativamente la eclosion de huevos de H. contortus a concentraciones de 1.0
%y 0.5 %, acanzando € 100 % de inhibicion. La eficacia observada en €l presente estudio
se respalda con los valores de CEsp (0.02 %) y CEgo(0.33 %), los cuales evidencian un ato
potencial ovicida, ya que concentraciones muy bajas fueron suficientes para inhibir

significativamente la eclosion.

A nivel morfoldgico, las alteraciones observadas en huevos y larvas —como deformaciones y
pérdida de integridad estructural— sugieren un mecanismo de accion directo del aceite
esencial sobrelacuticulay las membranas celulares. Se ha sugerido quelos aceites esenciales
pueden gjercer su efecto sobre los receptores de acetilcolinesterasa (AChE) presentes en
vertebrados e invertebrados, provocando un dafio neurotdéxico similar a de los
organofosforados (Lopez & Pascual, 2010).

En relaciéon con la actividad larvicida, también se observé un comportamiento
dosis-dependiente, alcanzando mortalidades del 100 %, 95.12 %y 92.13 % a concentraciones
de 6.0 %, 3.0 % y 1.5 %, respectivamente. Estos resultados fueron comparables a los
obtenidos con ivermectina (97.81 %) y superiores a los del tiabendazol (69.71 %). Sin
embargo, a concentraciones bajas |la mortalidad disminuy6 notablemente, 1o que indica una
menor susceptibilidad de las |arvas en comparacion con los huevos. Esto se confirmacon los
valores de CLsp (0.19 %) y CLoo (1.37 %), que muestran que se reguieren concentraciones
mas altas para alcanzar niveles elevados de mortalidad larvaria. Esta diferencia entre la CE
y la CL sugiere que los huevos son mas sensibles al tratamiento, posiblemente debido a
diferencias estructurales y fisiologicas entre ambas etapas del parésito. Estos resultados
concuerdan con estudios en los que aceites esenciales como el de menta (Mentha piperita) y
orégano han exhibido mortalidades larvarias superiores a 80 % en ensayos in vitro
(Pefia-Espinoza et al., 2016; Barbosa et a 2023).

Si bien el uso del AE-CL como antihelmintico en caprinos ha sido poco documentado, los
resultados obtenidos son consistentes con estudios previos que reportan efectos

dosis-dependientes en extractos de clavo. Sorour et al. (2018) evaluaron el AE-CL en conegjos
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como agente anticoccidial y hepatoprotector en un estudio in vivo, administrando 100
mg/kg/dia. Los autores reportaron una disminucion significativa en la produccion de
ooquistes a partir del dia 17 posinfeccion, 1o que sugiere un efecto parcial en el control dela
coccidiosis hepética. Aunque dicho estudio estaba dirigido a protozoarios, sus hallazgos son

consistentes con el potencia antiparasitario del AE-CL observado en el presente trabgjo.

La actividad antihelmintica del AE-CL puede atribuirse a la presencia de metabolitos
secundarios como taninos, flavonoides, terpenoides y acaloides (Hoste et al., 2006; Vargas
et al., 2014), los cuales actiian sobre lacuticuladel parasito o interfieren con su metabolismo.
En particular, compuestos como la quercetina y la luteolina han demostrado inhibir €
desarrollo larvario de H. contortus, lo que respalda los mecanismos observados en este
estudio.

Los resultados también coinciden con investigaciones realizadas en condiciones in vivo,
como la reportada por JezZek et al. (2021), quienes evaluaron € efecto de la suplementacion
con clavo molido (Syzygium aromaticum) en ovejas parasitadas. Administraron 1.8 g de
clavo recién molido por ovejaa diadurante 7 dias y observaron una disminucién del 40.7 %
en e recuento de huevos por gramo de heces (de 3270 a 1940). Asmismo, a una
concentracion de 10.0 mg/mL se obtuvo un 100 % de mortalidad larvaria en 2 minutos. Estos
hallazgos coinciden con los obtenidos en e presente estudio, donde se registraron altos
porcentajes de mortalidad larvaria a concentraciones elevadas del aceite esencial (100 % de
ML a6 % de AE-CL).

Por otra parte, Anggrahini et al. (2021) evaluaron el extracto de hoja de clavo contra
Ascaridia galli en avesde corral utilizando siete concentraciones diferentes (20-140 mg/mL).
Observaron un efecto dosis-dependiente: a concentraciones bajas (20 mg/mL) no hubo
diferencias significativas respecto a control, y la mayor mortalidad parasitaria se alcanzo
con 140 mg/mL tras 9 horas de exposicién. Este comportamiento coincide con los hallazgos
del presente trabgjo, en € gue se evidencié que a mayores concentraciones del AE-CL se
incrementalaactividad oviciday larvicida, mientras que aconcentraciones menores el efecto
es reducido (por gemplo, a la concentracion mas baja de 0.04 % se reporto un 21.63 % de
mortalidad larvaria).
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En conjunto, la evidencia sugiere que los derivados de Syzygium aromaticum eercen su
efecto antihelmintico mediante mecanismos que incluyen dafio directo a la cuticula y la
membranade |os parasitos (Dhanrg] & Veerakumari, 2014), ademés de posibles alteraciones
metabdlicas y estructurales. Esto respalda los cambios morfoldgicos observados en el
presente estudio y refuerza la hipotesis de que €l aceite esencial de clavo actla de manera

integral sobre diferentes estadios del parasito.
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10. CONCLUSION

El aceite esencial de Syzygium aromaticum presenté actividad antihelminticain vitro frente
anematodos gastrointestinal es de caprinos, destacando su efecto ovicidaen comparacién con
su actividad larvicida, por 1o que podria ser una aternativa complementaria para el control
de nematodos gastrointestinales en unidades de produccion caprina, sin embargo, se requiere

de estudios adicionales que garanticen su seguridad antes de pasar a un modelo in vivo.
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