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Resumen

Las infecciones por nematodos gastrointestinales estan ampliamente distribuidas y se
consideran una de las principales causas de pérdidas en produccién. La aplicacién de
tratamientos antihelminticos es muy frecuente y su uso inadecuado trajo como resultado la
seleccion de poblaciones de parasitos resistentes. Es conveniente introducir cambios en su
modo de uso asi como desarrollar herramientas alternativas al control quimico. El objetivo
de este trabajo fue evaluar el efecto antihelmintico de 104 extractos de vegetales autéctonos
sobre una cepa pura de Haemonchus contortus que es considerado el nematodo mas
patdgeno que afecta a los ovinos. Se efectuaron ensayos in vitro (test de inhibicion de la
eclosion de huevos y test de inhibicion de migracion larval) que permitieron seleccionar 26
extractos vegetales con efecto antihelmintico pertenecientes a las familias Rubiaceae,
Solanaceae, Zygophyllaceae, Polyganaceae, Leguminoaseae, Bignoniaceae,
Anacardiaceae, Lamiaceae y Euphorbiaceae.

Palabras-clave: extractos vegetales; antihelmintico; Haemonchus contortus; in vitro.

Abstract

Gastrointestinal nematode infections are widespread and are considered a major cause of
production losses. The use of deworming is very frequent and the misuse resulted in the
selection of populations of resistant parasites. It is very important to introduce changes in
their mode of use as well as develop additional tools to chemical control. The aim of this
study was to evaluate the in vitro anthelmintic effect of 104 native extracts plants against a
pure strain of Haemonchus contortus which is considered the most pathogenic nematode
that affects sheep. In vitro assays (egg hatch inhibition assay and larval migration inhibition
assay) where performed and allowed select 26 extracts plants with anthelmintic effect
belonging to the families Rubiaceae, Solanaceae, Zygophyllaceae, Polyganaceae,
Leguminoaseae, Bignoniaceae, Anacardiaceae, Lamiaceae y Euphorbiaceae.

Keywords: vegetable extracts; anthelmintic; Haemonchus contortus; in vitro.

Introduccién

Dentro de las enfermedades parasitarias que afectan a los ovinos en pastoreo, la
gastroenteritis verminosa constituye un grave problema a nivel mundial, cuyas pérdidas
directas estan relacionadas con la merma de produccion de carne, lana, leche, y, en casos
extremos, con la muerte de los animales severamente afectados. Esta afeccion es
ocasionada por nematodos parasitos pertenecientes a diversas familias y géneros que
afectan el abomaso e intestinos delgado y grueso, dentro de las que se destaca la
Trichostrongylidae (Haemonchus, Teladorsagia, Trichostrongylus y Cooperia) (Cordero del
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Campillo y Rojo-Vazquez, 1999). En las ultimas décadas el control antiparasitario tanto de
pequenos como de grandes productores se baso casi exclusivamente en el uso de drogas
antihelminticas. El uso frecuente e indiscriminado (en varias ocasiones asociado a su bajo
costo) condujo a la seleccidén de poblaciones de nematodos resistentes y a la posibilidad de
encontrar residuos en carne y leche, asi como también un efecto aun no dimensionado
sobre la fauna estercolera. Esta resistencia a los antiparasitarios se encuentra ampliamente
distribuida y en algunos lugares torna ineficiente la produccion animal, tal es el caso de
establecimientos en donde hay ausencia de respuesta al tratamiento frente a todos los
grupos quimicos. Esta situacion amerita plantear cambios en el modo de uso, asi como
también desarrollar herramientas alternativas o complementarias al control quimico. En este
sentido, la investigacion de extractos de plantas para el control de parasitos en medicina
veterinaria tuvo un crecimiento notorio en los ultimos 20 afios y desde entonces existe un
marcado interés para considerarlo dentro de las estrategias no quimicas para el control
antiparasitario. Estas plantas son denominadas bioactivas, ya que una gran variedad de
ellas como sus extractos, contienen compuestos quimicos capaces de producir variados
efectos terapéuticos, entre los que se informd sobre su capacidad como nematodicidas
(Athanasiadou, et al., 2001; Niezen, et al., 2002; Githiori, et al., 2006; Molan, & Faraj, 2010).
Dentro de ellas se destacan las plantas polifendlicas (Lotus spp., Zulla, entre otras) o la
corteza de ciertos arboles (Eucalyptus, Pinus, Acacia, Quebracho, entre oftros) que
contienen diferentes concentraciones de taninos condensados en su composicion. El
objetivo de este trabajo fue determinar la actividad antihelmintica de distintas
concentraciones de extractos sobre los estadios de huevo y larva de una cepa pura de H.
contortus para seleccionar posibles candidatos que pudieran sumarse al control de los
parasitos mediante el test de eclosion de huevos (EHA: egg hatching test) y el test de
inhibicion de la migracién larval (LMIA: larval migration inhibition assay). Estos extractos son
provenientes de representantes de la flora nativa Argentina que crecen en las regiones
fitogeograficas Yunga y Chaco. La seleccién realizada tiene como antecedente la
bioactividad obtenida durante los estudios de prospeccidén encarados entre los afios 1993-
2003 (Convenio INTA-Universidad de Arizona: Bioactive Agents from Dryland Plants of Latin
America; INTA-Argentina/University of Arizona-USA: International Cooperative Biodiversity
Group -ICBG-).

Metodologia

Lugar de la prueba y periodo de estudio

Esta experiencia formo parte de un proyecto de investigacion entre el Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) y la Universidad del Salvador. El procesamiento de las
muestras de materia fecal y el desarrollo de las técnicas in vitro se efectuaron en el Area de
Parasitologia del Instituto de Patobiologia, perteneciente al Centro de Investigacion en
Ciencias Veterinarias y Agrondémicas. El periodo de estudio se extendié entre los afios 2012
y 2014.

Plantas y extractos vegetales

En las regiones aridas y semiaridas del norte argentino se efectio una recoleccion de
especies nativas en busqueda de principios activos de interés medicinal, agroquimicos,
veterinario, etc. mediante el convenio previamente citado. El material biolégico que mostro
bioactividad crece de las provincias de Jujuy, Salta, Formosa, Chaco y Santiago del Estero,
y para su analisis se recolectaron 5 kg de material fresco que representa 1 kg de materia
seca de distintas partes de una misma especie (raiz, ramas, hojas, flores, frutos y corteza).
La separacion de cada parte de la planta tiene el objetivo de evaluar separadamente los
efectos que puedan poseer. Asimismo para contar con autentificacion taxondémica validada
se herborizé6 1 ejemplar de Herbario de cada especie con el objetivo de evaluar
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independientemente los efectos en cada una de ellas. Las muestras recolectadas se
desecaron a temperatura ambiente y luego fueron molidas. Para preparar los extractos, 20
gramos del material molido se mezclé con 200 ml de metanol hasta el dia siguiente. Luego
se filtré a través de papel y se llevo a sequedad en un evaporador rotatorio con vacio a una
temperatura de 40°C. Los extractos secos fueron redisueltos en metanol, a una
concentracién de 80 mg de materia seca/ml. Una alicuota de esta solucion se diluyd a 1/10
con dimetilsulféxido (DMSO), para luego ser esterilizada por filtracion a través de
membranas de 0,45 pm (Minisart, Sartorius). La concentracién final fue de 8 mg de materia
seca/ml. Los extractos se conservaron a -70°C hasta su uso.

Test de eclosién de huevos

Se incubaron una cantidad conocida de huevos de nematodos gastrointestinales (NGI) de
pocas horas de eliminados (frescos, no larvados) frente a concentraciones seriadas de un
extracto con potencial actividad antihelmintica (Coles et al., 1992; 2006; Coles, 2005; Molan
et al., 1999; 2000).

Técnica de aislamiento de huevos

Los huevos se recolectaron a partir de materia fecal fresca mediante el uso de arneses de
tela colocados en corderos infectados experimentalmente con una cepa pura de H. contortus
que presentaron un recuento de huevos por gramo de materia fecal (HPG) superior a 2.000.

El soporte utilizado en esta técnica fueron placas de cultivo celular Falcon™ de 24 pocillos
de fondo plano con tapa. Se evaluaron 6 concentraciones de cada extracto vegetal
(250pg/ml; 125ug/ml; 62,5 ug/ml; 31,25 ug/ml; 15,62 ug/mly 7,80ug/ml) con 3 réplicas cada
una, ademas de un Control negativo (huevos en agua destilada) que se analiz6 por triplicado
en forma simultanea y de un Control del efecto de DMSO. Inicialmente se agregaron en
cada uno de los pocillos 20 uyl de agua destilada con aproximadamente 100 huevos de H.
contortus. Luego se les adicionaron las distintas concentraciones de extractos vegetales
hasta alcanzar un volumen final de 2 ml en cada pocillo. Finalmente se agregaron los
controles negativos. Se identificaron las placas y se acondicionaron en estufa por 24 hs a
27°C y 85% de HR para permitir que los huevos eclosionaran al estadio de L1. En cada
pocillo se contabilizé la cantidad de huevos y de larvas L1 y se calculd el porcentaje de
eclosion para cada dilucién de extracto vegetal relacionando la cantidad total de L1 y de
huevos. La féormula empleada para calcular el porcentaje de inhibicion de la eclosiéon de
huevos en cada concentracion de extracto utilizada fue la siguiente:

100 x NUmero de huevos
Numero de huevos + larvas

% de inhibicidon de la eclosion de huevos =

Test de inhibicién de la migracion larval

El LMIA se basa en medir la capacidad migratoria de las larvas infectivas (L3) a través de
una malla de 28 ym luego de haber estado en incubacion con concentraciones seriadas de
un extracto vegetal con potencial actividad antihelmintica (Rabel et al., 1994). Se empled un
dispositivo de filtros realizado con tubos de acrilico transparente de 2 cm de largo y 8 mm de
diametro interno a los que se les adhirié una malla de nylon de 28 um en uno de sus
extremos que permite la migracion de las larvas.

Procedimiento

Al igual que lo realizado en el test de inhibicion de la eclosion de huevos, se evaluaron 6
concentraciones de cada extracto vegetal (250ug/ml; 125ug/ml; 62,5 pg/ml; 31,25 ug/mi;
15,62 pg/ml y 7,80ug/ml) con 3 réplicas cada una, ademas de un Control negativo (L; en
agua destilada) que se analiz6 por triplicado en forma simultanea y un Control del efecto del
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DMSO. En cada pocillo se colocaron aproximadamente entre 90 a 100 L3 infectivas
contenidas en un volumen de 20 ul de agua destilada, a los que se les agregé las diluciones
de extractos hasta alcanzar un volumen final de 2 ml en cada pocillo. Estas placas (placas
de incubacién) se llevaron a estufa para incubacion por 24 hs a 24°C y 85% de HR. Se
observd en microscopio invertido y se contabilizaron las larvas que migraron y las que no
pudieron hacerlo. Finalmente se calcul6 el porcentaje de larvas no migradas con respecto al
numero total de larvas mediante la siguiente formula:

% de inhibicion de la migracién larval = 100 x Numero de larvas no migradas
Numero total de larvas

Resultados

Test de inhibicién en la eclosion de huevos

Se evaluaron 53 extractos vegetales, y se observd una clara respuesta dosis dependiente,
dado que a las mas altas concentraciones (62,5 pg/ml) demostraron tener mejor efecto,
alcanzando valores de 25% de inhibicion de la eclosion de huevos. En la Tabla 1 se
presentan discriminados por Familias las diferentes cantidades de extractos vegetales
estudiadas en los cuales el porcentaje de inhibicidén en la eclosion de huevos de H. contortus
resultd superior al 25% en las concentraciones mas altas.

TABLA 1. Cantidad de extractos vegetales discriminados por Familias en los cuales
porcentaje de inhibicion en la eclosion de huevos resultdé superior al 25% en las
concentraciones mas altas.

Familia Cantidad de extractos vegetales con Total de extractos
inhibicién en la eclosiéon de huevos >25% estudiados (n=53)
Rubiaceae 5 7
Solanaceae 4 20
Zygophyllaceae 4 8
Polyganaceae 0 4
Leguminoaseae 6 11
Bignoniaceae 1 2
Anacardiaceae 1 1

Test de inhibicion en la migracion larval (LMIA)

Los resultados concuerdan con lo observado en el test EHA en cuanto a que los porcentajes
de inhibicion de los 70 extractos vegetales estudiados se incrementaron con el aumento de
las concentraciones, evidenciandose una clara respuesta dosis dependiente. En la Tabla 2
se presentan discriminados por Familias las diferentes cantidades de extractos vegetales
estudiadas en los cuales el porcentaje de inhibicion en la migracion larval resulté superior al
25% en las concentraciones mas altas.
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TABLA 2. Cantidad de extractos vegetales discriminados por Familias en los cuales
porcentaje de inhibicibn en la migracion larval resultd superior al 25% en las
concentraciones mas altas.

Familia Cantidad de extractos vegetales con Total de extractos
inhibicién en la migracién larval >25% estudiados (n=70)
Solanaceae 0 2
Leguminoaseae 5 41
Bignoniaceae 0 2
Anacardiaceae 0 1
Lamiaceae 0 1
Euphorbiaceae 0 3

Conclusiones

Se seleccionaron 26 extractos vegetales con efecto antihelmintico. Una evaluacién ulterior
deberia tener en cuenta: el efecto antihelmintico y la inocuidad de concentraciones mayores
a las utilizadas en estas experiencias, abundancia del vegetal en la naturaleza, palatabilidad,
posibilidad de cultivo y posibilidad de incluirlo en formulaciones de administracion
practicable.
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