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1. RESUMEN

Los Nematodos Gastrointestinales (NGI) son los principales parasitos
encontrados en los ovinos. Representan serios problemas a nivel mundial ya que
afectan la productividad del hospedador causandole importantes reducciones en
la tasa de crecimiento, en la fecundidad e incremento de mortalidad. El control
de parasitos se realiza fundamentalmente utilizando antihelminticos. Estos han
desarrollado resistencia por lo que se ha visto la necesidad de encontrar
alternativas terapéuticas. En nuestro pais uno de los nematodos mas prevalente
es Haemonchus contortus por lo que el objetivo del presente trabajo fue evaluar
la actividad antiparasitaria in-vitro del aceite esencial (AE) de B. trimera sobre
estadio de vida libre y parasitaria de este nematodo. Se obtuvieron huevos,
larvas infectantes (L3) y adultos de H. contortus a partir de abomasos obtenidos
de frigorificos. Se realizo el test de eclosion de huevo, motilidad larvaria y
motilidad en adultos, enfrentando los diferentes estadios a diferentes
concentraciones del AE (12,5%, 6,25%, 3,13%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19%,
0,10%, 0,049%, 0,025%, 0,013%, 0,006%). Para el test de inhibicién de la
eclosion se utilizé6 como control positivo Ricobendazol, para el test de motilidad
larvaria Levamisol y en el test de motilidad en adultos Moxidectin, como control
negativo en los tres test PBS+DMSO al 1%. Los dos primeros ensayos se
realizaron por triplicado incubando 72 horas en estufa a 26-28° C, mientras que
para motilidad en adultos por duplicados a temperatura ambiente. Para el test de
eclosion de huevo se observé efecto dosis-respuesta. La concentracion del AE
12,5%, inhibi6é la eclosion de huevos en un 89,17% siendo moderadamente
eficaz. Mientras que en el test de motilidad larvaria mantuvo las larvas infectantes
moviles en un 29,28% siendo de baja eficacia en este caso. El extracto de B.
trimera fue mas efectivo en el test de eclosion de huevos con respeto al test de
motilidad larvaria ya que el IC50 fue menor siendo de 0,3274% y 9,725%
respectivamente. Para motilidad en adultos se observdé que a las
concentraciones 12,5%, 6,25% y 3,13% con tiempos de inhibicion de motilidad
inferior al control positivo, se considerarian altamente eficaz. B. trimera para el
test de motilidad del adulto mostro ser altamente efectivo mostrando ausencia
de motilidad a menor concentracion 3,13% y menor tiempo. B. trimera presenta
actividad antihelmintica frente a H. contortus con efectividad alta frente a los
adulos, moderada frente a los huevos y baja frente a los larvas.



2. SUMMARY

Gastrointestinal Nematodes (GINs) are the main parasites found in sheep. They
represent serious problems worldwide as they affect host productivity causing
significant reductions in growth rate and fertility and they increase mortality.
Parasite control is performed primarily using anthelmintics, but they have
developed resistance, so there is a need to find therapeutic alternatives. In
Uruguay, one of the most prevalent nematodes is Haemonchus contortus.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the in-vitro antiparasitic activity
of B. trimera essential oil (AE) on the free and parasitic life stage of this nematode.
Eggs, infective larvae (L3) and adults of H. contortus were obtained from
abomasa from slaughterhouses. The egg hatching, larval motility and adult
motility tests were performed, facing different stages at different AE
concentrations (12.5%, 6.25%, 3.13%, 1.56%, 0.78%, 0.39%, 0.19%, 0.10%,
0.049%, 0.025%, 0.013%, and 0.006%). For the hatch inhibition test,
Ricobendazole was used as a positive control, Levamisole for the larval motility
test and Moxidectin in the adult motility test, as a negative control for all three
tests PBS + 1% DMSO. The first two trials were performed in triplicate by
incubating 72 hours in an oven at 26-28 ° C, while for motility in adults in duplicate
at room temperature. A dose-response effect was observed for the egg hatch
test. The concentration of AE 12.5% inhibited egg hatching by 89.17% being
moderately effective, while in the larval motile test the infective larvae were kept
mobile at 29.28%, with of low efficacy in this case. The B. trimera extract was
more effective in the egg hatch test with respect to the larval motility test, since
the IC50 was lower, being 0.3274% and 9.725%, respectively. For motility in
adults it was observed that at concentrations 12.5%, 6.25% and 3.13% with lower
motile inhibition times than the positive control would be considered highly
effective. B. trimera for the adult motility test showed to be highly effective
showing absence of motility at lower concentration 3.125% and less time. B.
trimera presents anthelmintic activity against H. contortus with high effectiveness
against adults, moderate against eggs and low against larvae.



3. INTRODUCCION

Los Nematodos Gastrointestinales (NGI) son los principales parasitos
encontrados en los ovinos. Representan serios problemas a nivel mundial ya que
afectan la productividad del hospedador causandole importantes reducciones en
la tasa de crecimiento, en la fecundidad e incremento de mortalidad (Nari y
Cardozo, 1987), ocasionando pérdidas econdmicas en los animales a pastoreo,
jugando el clima, temperatura y humedad un papel importante para el control
(Secretariado Uruguayo, 2013). Los NGI afectan la economia de los
establecimientos ganaderos debido al aumento de mano de obra, uso de
antihelminticos y pérdidas productivas como la mortandad, peso vivo, produccién
de lana y sanidad, limitando asi la produccion (Castells y col., 2013). Estudios
realizados tanto en Uruguay, como en Argentina han demostrado que las
especies que mas peérdidas ocasionan en los lanares son Haemonchus contortus
y Trichostrongylus colubriformis, los cuales se distribuyen por gran parte del
territorio (Suarez y col., 2007). Las pérdidas han sido cuantificadas, en aquellos
animales muy parasitados llegan a un 50% de mortalidad, hasta un 24% de
pérdida de peso vivo y 30% en la reduccién de la produccién de lana (Berreta y
col., 1998).

En nuestro pais H. contortus es el de mayor prevalencia, siempre y cuando las
condiciones sean las adecuadas en cuanto a temperatura y humedad (Bonino y
col., 1987). Teniendo gran importancia debido a que los animales mas
susceptibles son aquellos que corresponden a categorias jovenes y ovejas
recién paridas (Fernandez Abella, 1993). Después de los casos agudos y fatales
de haemochosis los animales que sobreviven se estima que pierden entre 250 y
500 g de peso de velldén sucio y entre 3 y 5 kg de carne por animal (Suarez y col.,
2007). H. contortus remueve cerca de 0,05 ml de sangre por dia, por ingestion y
extravasamiento, por lo tanto un ovino con 5000 paréasitos adultos puede llegar
a perder 250 ml de sangre por dia llevandolo a un cuadro severo de anemia en
poco tiempo (Manual Merck, 2007).

La erradicaciéon de los NGI resulta practicamente muy dificultosa, teniendo que
acudir a alternativas mas practicas como el control de las parasitosis y asi
intentar lograr una homeostasis que resulte compatible con la produccién
(Suérez y col., 2007). Para hablar del control de los parasitos gastrointestinales
existen distintas alternativas, no existiendo un unico tratamiento, teniendo que
valerse de varios aspectos como lo son la categoria, estado fisioldgico, condicion
climatica, condicién corporal, carga/ ha, especie, entre otras (Fernandez Abella,
1993).

Se ha logrado controlar las parasitosis en los ovinos mediante el uso de
antihelminticos, pero trayendo consigo diferentes problemas como lo es la
resistencia antihelmintica (RA) a diferentes drogas convirtiéndose en un
problema para los establecimientos y los productores (Castells y col., 2013). Uno
de los grandes desafios es lograr una interaccion entre el uso racional de las
drogas y la carga parasitaria, las pérdidas que ocasionan en el uso



indiscriminado de antihelminticos (ATH) durante muchos afios lo que ha
generado resistencia en los parasitos y otra consecuencia la presencia de
residuos en los tejidos de los animales (Cordero del Campillo y col., 2001) lo que
llevo a que los mercados extranjeros que son los principales demandantes del
rubro sean cada vez mas exigentes en cuanto a los niveles permitidos de
residuos de ATH (Nari y Cardozo, 1987).

Hace ya algunos afios se esté intentando buscar alternativas de control para los
NGI que apunten a disminuir el uso de ATH tradicionales, que lleven por lo tanto
a disminuir la aparicion de RA en los animales (Castells y col., 2013). Para esto
se han probado diferentes alternativas como lo son: el manejo de pasturas
seguras, seleccién de animales resistentes mediante genética, inmunitario por
medio de vacunas, 6rganos vivos como artropodos, hongos y microorganismos,
uso de pasturas que contienen taninos condensados, suplementacion proteica,
etc. (Secretariado Uruguayo, 2013). En los ultimos afios los métodos mas
frecuentes de control de los NGI han sido las diferentes estrategias de
dosificacion y los manejos de pastoreo consistiendo en la alternacion de
especies bovinas y ovinas o0 categorias (adultas y jévenes), pastoreo rotativo
donde se subdividen potreros llevando a la disminucién de la permanencia de
los animales en dichos potreros aumentando los periodos de descanso (Nari y
Cardozo, 1987). El uso de productos farmacoldgicos trae consigo muchas
ventajas, ya que existen productos muy eficaces en el mercado, pero también
trae desventajas ya que si se realiza incorrectamente puede generar RA
(Castells y col., 2013).

A nivel mundial se han probado otras estrategias mediante el uso de extractos
vegetales enfrentandolos a NGI de ovinos como lo es el extracto metanolico de
hojas de Gliricidia sepium en los cuales se pudo observar el efecto ovicida
inhibiendo la eclosion de los huevos de NGI (Perez-Perez y col., 2014). Por otra
parte tenemos el uso de la familia de Oreganum vulgare (orégano molido) el cual
demostré tener efecto antihelmintico, dando resultados alentadores ya que
disminuyd la carga parasitaria adulta por lo tanto la cantidad de huevos (Manquia
y col., 2013).

A su vez en Brasil también existen ensayos in vitro utilizando Moringa oleifera y
Gliricida sepium las cuales mostraron resultados alentadores sobre las fases
exdgenas de nematodos posiblemente por la interaccion de las lecitinas y los
taninos condensados contribuyendo a la inmovilizacion de una gran cantidad de
larvas interfiriendo en la movilizacién de las larvas infectantes L3 (Puerto Abreu
y col., 2014).

En este trabajo se planted el estudio del efecto de B. trimera, ya que contamos
con el antecedente del estudio realizado sobre NGI de Azanza y Solaro, (2016),
guienes obtuvieron resultados alentadores sobre el efecto del AE de B. trimera
sobre NGI. Por ello se plante6 profundizar en este sentido y estudiar en particular
el efecto sobre uno de los principales NGI por su prevalencia en nuestro pais, H.
contortus.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Taxonomia

Los NGI pertenecen al reino animal, Phylum Nemathelminthes y Clase
Nematoda (Tabla 1), en el cual podemos distinguir principalmente tres familias:
Trichostrongylidae, Strongylidae, Strongyloididae. En lo que respecta a H.
contortus pertenece a la familia Trichostrongylidae con localizaciéon en el
abomaso de los ovinos (Lapage, 1976).

Tabla 1. Taxonomia de los principales helmintos ovinos

PHYLLUM CLASE ORDEN FAMILIA GENERO ESPECIE
Nemathelminthes Nematoda Strongylida Trichostrongylidae Haemochus H. contortus
Trichostrongylus T. colubriformis

. axei

. vitrinus

Cooperia . curticei

. pectinata

Nematodirus . fillicolis

Ostertagia . circumcincta

. trifurcata

Strongylidae Oesophagostomum . venulosum

. columbianum

T
T
C
C
N
N. spathiger
O
@)
O
@)
S

Rhabditida Strongyloididae Strongyloides . papillosus

Fuente: Modificado de Rosa y Ribicich, 2012

4.2 Morfologia

Los machos de Haemonchus miden de 10 a 22 mm y las hembras de 18 a 30
mm. Son parasitos hematéfagos que en su estado larvario (larva 4 y 5) y adulto
provocan lesiones hemorragicas en el abomaso al dafiar la mucosa por medio
de una pequefa lanceta bucal. Estos parasitos extraen cantidades considerables
de sangre (aproximadamente 0,05ml de sangre diario, por cada ejemplar adulto
de éste parasito presente en el animal) lo que puede llevar a anemia si no es
controlado (Fiel y Nari, 2013). H. contortus se lo puede localizar en abomaso, las
hembras pueden ser visualizadas e identificadas por sus caracteristicas
morfologicas. Son de color rojo y blanco con un aspecto de “palo de barbero”,
teniendo un potencial bidético de 5000 a 10000 huevos por dia (Freyre y col.,
1995). En cuanto a T. colubriformis se localiza en intestino delgado con una
longitud promedio de 8 mm, alcanzando un potencial bi6tico de 100 a 200 huevos
por dia (Urribarren, 2015).
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4.3 Ciclo Biologico de Haemonchus contortus

El ciclo biol6gico de H. contortus comienza con la eliminacion de los huevos de
los nematodos por medio de las heces de los hospedadores hacia la pastura
(Figura 1). Pasan por estadios larvarios hasta llegar a la larva infectante (L3)
condicionado por el clima (temperatura y humedad). Esta fase externa tiene una
duracion aproximada de 5 a 6 dias (Quiroz y col., 2011). Luego se reconoce una
fase interna la cual ocurre por la infeccion de los animales con las larvas L3,
desarrollandose las larvas L4. Pasando a larvas L5 para luego diferenciarse en
adultos machos y hembras cerrando nuevamente el ciclo con la ovoposicion con
un periodo prepatente de 20 dias aproximados (Cordero del Campillo y col.,
2001; Suérez y col., 2007; Jacobs y col., 2016).

Los estadios larvales hasta forma infectante ocurren fuera del hospedador (en el
ambiente externo) (Fiel y Nari, 2013). La forma infectante ingresa al hospedador
via oral (Unica forma de infeccidn en los ovinos). Esta libera la cuticula de la larva
2 y van a situarse al érgano anterior donde vivira la forma adulta; pudiendo o no
ingresar a mucosa donde van a mudar y luego regresar al lumen como L4
pasando a L5 y finalizando en adulto (Boch y Supperer, 1988; Suéarez y col.,
2007).

Ciclo biologico

e Huevo

L1 —

Enrigee Lichano H. 2008

Figura 1. Ciclo Biolégico de H. contortus en ovinos.

Fuente: Quiroz y col., 2011

En la fase fuera del hospedero, aparecen en las heces, los huevos de H.
contortus, larva 1 (L1), larva 2 (L2), larva 3 (L3) forma infectante. Luego dentro
del animal pasa a Larva 4 (L4) y (L5) hasta la forma adulta, diferenciandose en

macho o hembra.
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4.4 Epidemiologia

Al referirnos a la epidemiologia cabe destacar que Uruguay es el unico pais de
Ameérica que tiene clima templado no registrandose demasiadas variaciones de
temperatura y humedad, por lo que los géneros parasitarios se distribuyen de
forma homogénea por todo el pais (Perrachon y col., 2001).

Los géneros de nematodos de los ovinos se los puede observar en diferentes
épocas durante el afio, o que va a depender de la situacién climatica (Quiroz,
2002). H. contortus es de clima méas calido apareciendo principalmente en
primavera y otofio, en el verano si las condiciones de humedad y temperatura
son las adecuadas se puede producir la enfermedad en cambio en el invierno la
enfermedad disminuye (Castells y col., 2013). Algunas larvas L4 tienen la
capacidad de realizar hipobiosis si las condiciones no son adecuadas (Soulsby,
1987; Foreyt, 2001).

Las infecciones por H. contortus depende de la ingestién de larvas infectantes,
del clima, tipo de pastura, dotacion animal y el tipo de pastoreo (Mederos, 2002).

El alza de lactacion es el aumento de eliminacion de los huevos de los
nematodos en las ovejas de cria cercana al parto y en la lactaciéon temprana, lo
gue representa un factor importante debido a la posterior contaminacién larvaria
en la pastura para los corderos que nacen. En la oveja cercana a parir 0 recién
parida ocurre un relajamiento de la resistencia inmunoldgica con produccion de
prolactina (que es inhibidor de la respuesta inmune), lo cual se puede acentuar
entre las 6-8 semanas posparto (Fiel y Nari, 2013).

En la Figura 2 se observa la mayor proporcién (43%) ocupada por H. contortus,
seguida por Trichostrongylus con un (26%) y Nematodirus un (11%) (Castells,
2004).

13



43%

1%

26%

m Haemonchus @ Trichostrongylus O Nematodirus

T. axel Ostertagia & Varios

Figura 2. Prevalencia de los géneros de Nematodos Gastrointestinales en
ovinos del Uruguay.

Fuente: Castells, 2004.

Con la necesidad de tener datos actualizados Castells y col. (2013) realizaron un
estudio por un periodo de 2 afos distribuido estratégicamente en 6 lugares
diferentes, abarcando el norte, sur, este y oeste del pais por medio de 192
necropsias parasitarias (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de participacion relativa anual acumulada de cada una de
las especies encontradas entre el otofio del 2007 y el otofio del 2009.

H. T. T. Cooperia T. 0.
contortus axei T. circumcincta colubriformis N. spathiger  sp. ovis venulosum

% 35,1 10,3 4,8 31,9 7,7 7,5 06 05

Fuente: Castells y col., 2013

Los resultados demuestran que H. contortus (35,1%) y T. colubriformis (31,9%)
siguen siendo los NGI mas prevalentes en el Uruguay con un 67% del total de
NGI. En este sentido ambos estudios realizados en el 2004 y 2013 indican que
se mantuvieron los porcentajes altos y que los mas prevalentes en Uruguay son
H. contortus y T. colubriformis.
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4.5 Patogenia

Las infecciones por NGI son causantes de una serie de manifestaciones
metabdlicas que llevan a un sindrome parecido a la subnutricion. Disminuyendo
la ingesta voluntaria de alimentacion (Fiel y Nari, 2013). La hemoncosis esta
caracterizada por una anemia, que se la puede atribuir a la pérdida de sangre
producida por los parasitos hematofagos dentro del abomaso. La pérdida de
sangre puede llegar a ser significativa clinicamente, antes de que la infeccion
sea detectable (Entrocasso y col., 2013).

En cuanto al mecanismo de alimentacion requiere que se sujete a la mucosa y
utilice su lanceta oral para cortar los capilares de la mucosa abomasal, ingiriendo
la sangre que fluye por medio de los capilares cortados. Por otro lado segregan
un anticoagulante en las lesiones, de modo que las mismas contindan sangrando
aun después que Haemonchus haya abandonado el punto de alimentacion (Nari
y Cardozo, 1987; Cordero del Campillo y col., 2001).

4.6 Sintomatologia

La sintomatologia exhibida por H. contortus es muy variada dependiendo de la
carga parasitaria y de la respuesta del hospedador donde se pueden generar en
curso agudo o cronico (Angulo-Cubillan, 2005). Pudiéndose observar
inapetencia, pérdida de peso, letargia, deshidratacién, pelo hirsuto, mucosas
palidas, edema y aumento de la frecuencia cardiaca y respiratoria, disminucién
del hematocrito (anemia) (Nari y Cardozo, 1987). En fases terminales se pueden
observar emaciacion y muerte del animal afectado (Lapage, 1976).

Se pueden observar dos tipos de haemoncosis, aguda y crénica. La
haemoncosis aguda ocurre generalmente cuando los ovinos desarrollan
repentinamente una anemia. En ausencia de tratamiento y si los animales siguen
pastoreando, empeoraran progresivamente. Cuando se realiza la deteccion de
glébulos, el hematocrito en un comienzo disminuye para luego estabilizarse, y
luego disminuyendo aun mas lo cual nos indica que el sistema eritropoyeético esta
afectado, produciéndole la muerte del animal si no es tratado correctamente. En
la necropsia se pueden encontrar de 2000 a 20000 Haemonchus contenidos en
el abomaso, teniendo un color pardo debido a la presencia de sangre en su
interior, también pudiéndose observar lesiones hemorragicas en mucosa del
abomaso (Nari y Cardozo, 1987).

Luego podemos encontrar haemoncosis cronicas las cuales se deben a
infecciones con un pequefio niumero de Haemonchus sumado a una mala
nutricion que persiste por largos periodos de tiempo. En estos casos de
haemoncosis cronica los ovinos pierden diariamente una pequefia cantidad de
sangre, sumado a esto existe una pérdida exacerbada de nutrientes debido a
una deficiente dieta rica en proteinas. Perdiendo peso progresivamente debido
a la movilizacibn de proteinas de origen muscular para asi proveer los
aminoacidos para sintetizar proteinas de vital importancia como lo son las
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proteinas del plasma la hemoglobina (Nari y Cardozo, 1987; Entrocasso y col.,
2013).

4.7 Diagnostico

En cuanto al diagnéstico la técnica McMaster es un método para diagnostico que
nos va a permitir reconocer de manera cuantitativa la cantidad de huevos que
son eliminados por los parasitos por gramo de materia fecal, pero como limitante
es que no vamos a poder diferenciar de manera exacta que especie o género de
parasito esta presente ya que la mayoria de los huevos de NGI son muy similares
(Thienpot y col., 1986; Munguia, 2010). Por este motivo es necesario realizar
otros analisis complementarios como la realizacion de cultivos fecales para asi
obtener larvas L1 las cuales podemos identificar por medio de sus caracteristicas
morfologicas (Fiel, 2005; Aguilar y col., 2011).

4.8 Tratamiento y control de Haemonchus contortus

Antes de implementar un esquema de tratamiento es recomendable realizar
analisis coproldgico para estimar la carga parasitaria e identificar los géneros,
para tomar la decision de la utilizacion de ATH, para saber si realmente hay que
tratar o no y que producto utilizar (Habela y col., 2002). Los antihelminticos mas
utilizados son Imidazotiasoles como el levamizol y tetramizol que combaten la
forma adulta y en menor medida la forma larvaria, los Benzimidazoles y las
Lactonas Macrociclicas (Habela y col.,, 2002). La gama de productos son
variados pero a pesar de esto se producen errores o fallas en los tratamientos
como dosificaciones equivocadas, subdosificaciones, aparicién de resistencia,
reinfeccidn, utilizacion de productos inapropiados, no conocer el potencial biético
del parasito, uso repetido del mismo farmaco y abuso de tratamientos (Fiel y
Nari, 2013).

Hay diferentes métodos para el control, en cuanto a H. contortus tenemos control
quimico (antihelmintico), de manejo mediante pasturas seguras, genético
utilizando animales resistentes, inmunitario por medio de vacunas, control
biolégico como lo son artrépodos y microorganismos, hongos, taninos
condensados, suplementacion proteica (Secretariado Uruguayo, 2013). Los mas
frecuente son las diferentes estrategias de dosificacion y los manejos de
pastoreo consistiendo en la alternacion de especies bovinas y ovinas o
categorias (adultas y jévenes) o rotativo donde se subdividen potreros llevando
a la disminucion de la permanencia de los animales en dichos potreros
aumentando los periodos de descanso (Nari y Cardozo, 1987).

En Uruguay mediante sistemas de 28 dias de permanencia y de 90 a 120 de
descanso ha generado buenos resultados. Sin embargo cuando las condiciones
climaticas son favorables para el Haemonchus los 28 dias pueden ser suficiente
para cerrar el ciclo dado que el periodo prepatente es de 20 dias aproximados.
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El pastoreo rotativo favorece el control de Haemonchus por el tiempo de
permanencia y de descanso. Cuando los tiempos de permanencia en los
potreros de los animales son cortos (menos de 7 dias) la reinfeccion no se
produce ya que cuando las larvas infectantes estan disponibles los animales no
estaran en ese potrero (Perrachon y col., 2001).

Las dosificaciones estratégicas estan pensadas en diferentes momentos de una
majada que va a ser. pre-encarnerada, pre-parto, sefialada y destete
(Secretariado Uruguayo, 2013). Las dosificaciones tacticas dependen del clima
si es calido o si es humedo durante el afio, la cantidad de lluvia, dandose
principalmente en primavera/otofio o veranos (Perrachon y col., 2001). Las
dosificaciones 2-3 semanas después de lluvias prolongadas; las categorias
recomendadas a dosificar son lanares jévenes (destetes, recrias) (Fiel y Nari,
2013).

En la actualidad el principal método de control de Haemonchus es mediante el
uso de diversos antihelminticos (ATH), por lo que el uso indiscriminado de ATH
ha generado resistencia en muchos de los productos actualmente en el mercado
(Marquez Lara, 2007), con diferentes mecanismos de accion, aunque las
avermectinas, los bencimidazoles y los agonistas nicotinicos son los grupos de
ATH mas utilizados en los ovinos en Uruguay (Mbarria y col., 1998; Martin y
Robertson, 2000). Lo cual resulta necesario buscar alternativas en busca de
nuevas estrategias que complementen el control quimico de H. contortus,
haciendo énfasis en disminuir el uso de medicamentos.

Un concepto importante a destacar son las poblaciones de refugio, que son
aguellas poblaciones que permanecen en vida libre (huevos y larvas de
Haemonchus), las cuales no son afectadas directamente por medio del uso de
productos quimicos ATH. Es por este motivo que el tamafio de la poblacion de
refugio juega un rol fundamental ya que a menor poblacion residual, mayor
posibilidad de adquirir RA (Nari, 2001; Fiel y Steffan, 2012).

Existe un método practico para evaluar clinicamente a los animales que
presentan anemia, generalmente causada por Haemonchus, conocido como
sistema FAMACHA®, permitiendo conocer indirectamente el estado de la
parasitosis presente en los animales en base a dicho sistema, pudiendo optar
por una toma de decision si aplicar tratamiento ATH o no. Se basa en la
visualizacion de la coloracién de las mucosas oculares y se la compara con una
escala de valores en cinco grados, pudiendo en dicho caso optar por aplicar un
tratamiento a aquellos animales que lo requieran (Bath y col., 2001).

Uno de los fenOmenos mas importantes a destacar es la RA que esta
ampliamente distribuida en todos los paises productores de ovinos. Se la puede
definir como una modificacion heredable que tienen los parasitos para poder
sobrevivir a dosis de ATH terapéuticas recomendadas (Craig, 1993; Jackson,
1993). Los factores que favorecen son, manejo inadecuado de ATH, como un
elevado uso de numeros de dosificaciones o la utilizacion repetida de una misma
droga, como también la introduccion de animales de predios que hayan
reportado casos de RA (Perrachon y col., 2001). Banchero y Mederos, (2013) a
partir de un estudio previo realizado por DILAVE “M. C. Rubino” en el afio 1994,
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se pudo determinar que la resistencia a los Benzimidazoles alcanzé un 80% en
los predios estudiados, mientras que en un 70% de los establecimientos también
presentaban resistencia a los Levamisoles y 1,5% a Ivermectina.

Algunos de los alimentos para animales (cultivos bioactivos) pueden ser
particularmente beneficiosos. Por ejemplo, forrajes ricos en taninos como la
alfalfa y trébol reducen el establecimiento de larvas infectantes de nematodos.
También protegen a la proteina de la degradacion microbiana en el rumen, lo
que aumenta el suministro de proteina vegetal para el cuajar. Muchas otras
plantas, por ejemplo, achicoria tienen actividad antiparasitaria, propiedades que
en teoria podrian ser explotadas, ya sea como forrajes en un programa de
pastoreo 0 como suplementos alimenticios, existiendo diferentes alternativas
para el control de NGI mediante el uso de plantas (Goldberg y col., 2011; Jacobs
y col., 2016).

En la actualidad se encuentran en estudio muchas plantas con propiedades
antihelminticas debido a sus principios activos. Constituyendo un método
ecologico para el tratamiento de los parasitos pudiendo contribuir en la
disminucién del uso de sustancias quimicas sintéticas (Arace Garcia y Barrabi
Puerta, 2013).

Se han realizado diversos estudios en Latino América con la utilizacion de
diversas plantas. Un ejemplo es el caso de Gliricidia sepium la cual mostré
buenos resultados en base a los compuestos de dicha planta como lo son los
Taninos y Saponinas que resultaron tener efecto ovicida frente a NGI (Pérez y
col., 2014). Por otra parte el uso de la familia de Oreganum vulgare (orégano
molido) demostré efecto antihelmintico, dando resultados alentadores ya que
disminuyd la carga parasitaria adulta por lo tanto la cantidad de huevos (Manquia
y col., 2013).

A su vez en Brasil también se han realizado ensayos in vitro utilizando Moringa
oleifera y Gliricida sepium las cuales mostraron resultados alentadores sobre las
fases exdgenas de nematodos posiblemente por la interaccion de las lecitinas y
los taninos condensados contribuyendo a la inmovilizacién de una gran cantidad
de larvas interfiriendo en la movilizacion de las L3 (Puerto Abreu y col., 2014).

Con respecto a Baccharis trimera existen antecedentes en Brasil que
demuestran tener propiedades antiparasitarias frente a Rhipicephalus microplus
(Duarte y col., 2013) y Schistosoma mansoni (Garcia y col., 2014). En nuestro
pais esta planta es una especie nativa. Dentro de la flora nativa, la familia
Astraceae es el grupo con mayor numero de especies, muchas consideradas
como malezas de la agricultura. EI género Baccharis cuenta con al menos 50
especies en Uruguay incluyendo las conocidas Chircas y Carqueja.
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4.9 Descripcién de Baccharis trimera (Carqueja)

Uruguay posee numerosas especies autéctonas, con antecedentes de uso
medicinales y con propiedades bioldgicas. Entre ellas B. trimera comUnmente
conocida como Carqueja, la cual presenta propiedades beneficiosas tales como;
antiasmatica, antibidtica, antinflamatoria, antidiabética, emoliente, estimulante
hepatica, estomacal, etc. Es un arbusto de color verde, con abundantes tallos
erectos, sin pelo, midiendo entre 50 a 70 cm de altura. Es una especie de ciclo
estival, perenne y dioico por lo que podemos encontrar plantas masculinas y
femeninas. Se caracteriza por ser muy ramosa con tallos con tres alas y hojas
triangulares muy reducidas (Varela y col., 2016). Las flores crecen en capitulos
pequefios, situandose en las porciones superiores de las ramificaciones. Los
capitulos femeninos son cilindricos mientras que los masculinos son
hemisféricos. También presentan frutos muy pequefos de 5 a 6 mm de longitud
gue presentan una corona de pelos denominada Pappus de pelos. Florece desde
febrero hasta abril, legando algunos afios hasta junio (Birriel y col., 2013; Fagro,
2016).

Es considerada una maleza que se distribuye por todo el territorio de la Republica
Oriental del Uruguay, encontrandose también en paises como Argentina, Brasil
y Paraguay. Es una maleza que no es muy palatable para el ganado tanto bovino
como ovino, sin embargo los brotes jovenes pueden ser consumidos por los
ovinos accidentalmente o en periodos de seca (Birriel y col., 2013; Fagro, 2016).

Comunmente se la utiliza por medio de infusiones con fines terapéuticos tales
como; litiasis hepéatica, colicos biliares, trastornos digestivos, foranculos,
urticaria, abscesos (Birriel y col., 2013). También estimula las defensas del
organismo, tiene actividad hipoglucemiante, diuréticas entre muchas otras
propiedades beneficiosas. En lo que respecta a sus componentes quimicos,
podemos mencionar compuestos fendlicos flavonoides, mono y sesquiterpenos,
tricétesenos, alcoholes, acetato de carquejilla y lactonas diterpenicas (Davies,
2004; Minteguiaga y col., 2015; Varela y col., 2016). En la Tabla 3 podemos
observar los compuestos quimicos del extracto de Baccharis trimera mas
importantes o relevantes con sus respectivas distribucion porcentual.

Tabla 3. Compuestos quimicos mas importantes o relevantes de Baccharis trimera con sus
respectivas distribuciones porcentuales.

Material Vegetal Principales compuestos (%)
Baccharis trimera Acetato de E)-p-
. B-pineno Palustrol B-felandreno (_ B Viridiflorol
Carquejilla ocimeno
(47,8) (91) (7,3) (6,2) (4,0) (3,9)

Fuente: Lombardo, 2015
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5. HIPOTESIS

El extracto de Baccharis trimera presenta actividad antihelmintica frente a H.
contortus.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Estudiar el efecto in-vitro de Baccharis trimera (carqueja) sobre Haemonchus
contortus.

6.2 Objetivos especificos

- Evaluar el efecto in-vitro sobre huevos de Haemonchus contortus.
- Evaluar el efecto in-vitro sobre larvas de Haemonchus contortus.

- Evaluar el efecto in-vitro sobre adultos de Haemonchus contortus.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Material vegetal

El material utilizado en este estudio fue aceite esencial (AE) de la
planta Baccharis trimera, perteneciente a la familia Astraceae, conocida
comunmente como (Carqueja) (Figura 3). EI material utilizado fue aportado por
la Prof. Pamela Lombardo del Depto. de Proteccion Vegetal de Facultad de
Agronomia de la UdelaR. ElI AE fue preparado por hidrodestilacion de hojas
y flores colectadas en la Estacion Experimental de Facultad de Agronomia
de Salto (31° 23" Sy 57° 43°0) por la Prof. Lombardo (Lombardo y col, 2016).

Figura 3. Baccharis trimera (Carqueja).

Fuente: Fagro, 2016.

7.1.1 Preparacién de las diluciones del aceite esencial (AE) de Baccharis
trimera

A partir de la soluciéon madre del AE se prepararon diferentes concentraciones
del AE, la primer dilucién del extracto fue preparado al 12,5% colocando en el
primer tubo eppendorf 155 yl del extracto madre en 1085 ul de Buffer Fosfato
Salino con un pH =7 (PBS) conteniendo 1% de Dimetilsulfoxido (DMSO al 1%).
Luego se coloco en los once tubos eppendorf 620 pl del diluyente (PBS+DMSO
al 1%). Se tomo6 620 pl del primer tubo para asi agregarlo al segundo tubo
eppendorf homogenizandolo, del segundo tubo también se tomaron 620 pl para
agregarlo al tercer tubo eppendorf y asi sucesivamente hasta completar las 12
diluciones del extracto de B. trimera como se muestra en la (Figura 4).
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Figura 4. Preparacion de diluciones realizadas del Extracto de Baccharis
trimera.

E1- primera dilucién del AE
E2- segunda dilucion del AE
E3- tercera dilucion del AE
E4- carta dilucion del AE
Es5- quinta dilucion del AE
Es6- sexta dilucién del AE

E7- séptima dilucion del AE
E8- octava dilucion del AE
E9- novena dilucion del AE
E10- décima dilucién del AE
E11- onceava dilucién del AE
E12- doceava dilucién del AE

7.2 Obtencidon de material parasitario

Se trabajé con 22 abomasos obtenidos de la playa de faena del Frigorifico
Dayman Meat en el departamento de Salto, procesando cada uno de los
abomasos inmediatamente en el Laboratorio de Parasitologia, Facultad de
Veterinaria, CenUR, Litoral Norte. Se procedio a colectar todos los adultos de H.
contortus mediante una pinza y colocandolos en un frasco conteniendo agua
destilada como se muestra en la Figura 5.

Para la obtencién de huevos de H. contortus, se procedio a realizar la seleccion
de las hembras de H. contortus clasificandolas mediante caracteristicas
morfoldgicas visualizandolas en estereoscopio (Martinez Grueiro, 2002; Arace
Garcia y col., 2014; Puerto Abreu y col., 2014), depositandolas en un frasco el
cual contenia agua destilada, posteriormente se colocaron las hembras de H.
contortus en un mortero, realizando el macerado de las mismas logrando romper
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el Gtero y asi liberar los huevos contenidos en dicho 6rgano. Se visualizé los
huevos mediante lupa estereoscopica y se procedié a la limpieza del material
dejando Unicamente los huevos de H. contortus en agua destilada. En un
volumen de 10 cm?® de agua destilada conteniendo los huevos de H. contortus se
realizé el conteo de los mismos. Para ello se hicieron 4 tomas de 100 ul cada
una. Antes de realizar cada toma se homogeneizé bien para que el conteo sea
representativo de la cantidad de huevos. Se realizaron el calculo del promedio
de huevos contados en las 4 muestras, y se estim6 16100 huevos en el volumen
inicial de 10 cm*

Para la obtencion de las larvas infectantes L3 de H. contortus, se utilizaron los
huevos obtenidos previamente, realizando un cultivo de larva mediante la técnica
Robert O Sullivan (Niec, 1968), dejandolo en estufa a 26-28°C durante un
periodo de 7 dias, controlando la humedad y temperatura diariamente, se lo
sacaba de la estufa todos los dias para airearlo y se dejaba temperatura
ambiente durante dos horas. Para el conteo de las larvas infectantes L3 de H.
contortus se parti6 de cuatro muestras de 100 pl tomadas mediante una
micropipeta. Se promediaron las cuatro muestras y se estimé el total de larvas
infectantes L3 de H. contortus que fue de 1600 larvas.

Figura 5. Obtencion de material parasitario
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7.3 Test de eclosion de huevos

Para la evaluacion de la eclosion de los huevos de Haemonchus se utilizaron
dos placas de cultivo celular de 24 pocillos (Nunclon, Denmark). Se coloco en
cada uno de los pocillos 200 pl de agua destilada conteniendo 100 huevos
aproximadamente por pocillos de H. contortus. A 6 columnas de cada placa se
le adicionaron 200 ul del extracto en 12 diluciones por triplicado (12,5%, 6,25%,
3,13%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19%, 0,10%, 0,049%, 0,025%, 0,013%,
0,0061%). Como control positivo se agregé 200 ul de Ricobendazol a la dosis de
12,5 mg/ml, (Ferreyra y col., 2002). Como control negativo PBS+DMSO al 1%,
ambos por triplicado para cada placa. En la Figura 6 se muestra esquematizado
los diferentes tratamientos utilizados y los controles en las placas.
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Figura 6. Test de eclosion de huevos de Haemonchus contortus.

Esquema de las placas de cultivo celular mostrando los 12 tratamientos
y los controles.

E1primera dilucion del AE E7- séptima dilucién del AE

E2- segunda dilucion del AE Es- octava dilucion del AE

E3- tercera dilucion del AE E9- novena dilucién del AE

E4- carta dilucién del AE E10- décima dilucion del AE

Es- quinta dilucion del AE E11- onceava dilucion del AE

Ee6- sexta dilucion del AE E12- doceava dilucion del AE

C (-) control negativo PBS+DMSO al 1% C (+) control positivo Ricobendazol (CRIC)
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Las placas fueron incubadas en estufa a una temperatura entre 26-28°C, en
camara humeda, adicionandole un film antes de tapar cada placa. A las 72 horas
se efectudé la lectura definitiva de manera aleatoria de los 48 pocillos
cuantificando los huevos no eclosionados y las larvas presentes en cada uno de
los pocillos mediante microscopio optico a 4x y 10x (Martinez Grueiro, 2002;
Arace Garcia y col., 2014; Puerto Abreu y col., 2014).

7.4 Test de motilidad larvaria

En placas de 24 pocillos cada una (Nunclon, Denmark) se colocaron
aproximadamente 25 larvas infectantes (L3) moviles del cultivo puro de
Haemonchus en cada pocillo, en 200 ul de agua destilada. Luego se procedi6 a
la colocacion de 200 pl del extracto en 12 diluciones diferentes (12,5%, 6,25%,
3,13%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19%, 0,10%, 0,049%, 0,025%, 0,013%,
0,0061%) por triplicado. Como control negativo se adicion6 200 ul de
PBS+DMSO al 1%. Como control positivo se adicioné la cantidad de 200 pl de
Levamisol a la dosis de 2 mg/ml (Boggio, 2005), ambos controles por triplicado.
En la Figura 7 se muestra esquematizado los diferentes tratamientos utilizados
y los controles en las placas.
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Figura 7. Test de motilidad de larvas infectantes de Haemonchus contortus.

Esquema de las placas de cultivo celular mostrando los 12 tratamientos y los

controles.
E1- primera dilucién del AE E7- séptima dilucién del AE
E2- segunda dilucion del AE Es- octava dilucién del AE
E3- tercera dilucion del AE Eo9- novena dilucion del AE
E4- carta dilucién del AE E10- décima dilucion del AE
Es- quinta dilucion del AE E11- onceava dilucion del AE
Ee6- sexta dilucion del AE E12- doceava dilucion del AE
C (-) control negativo PBS+DMSO al 1% C (+) control positivo Levamisol (CLEV)
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Se tapan las placas y se incuban en estufa durante 72 horas a temperatura entre
26-28°C, en camara humeda, adicionandole un film antes de tapar cada placa.
Se efectud el conteo total a las 72 horas de manera aleatoria, determinando el
namero de larvas maviles y no moviles mediante la observacion al microscopio
optico con aumentos de 4x y 10x (Arace Garcia y col., 2014).

7.5 Test de motilidad en estadio adulto

En una placa de 24 pocillos (Nunclon, Denmark) se colocaron 5 Haemonchus
adultos moviles en cada pocillo en 200 pl de agua destilada. Se utilizaron 10
tratamientos con diferentes diluciones de AE (12,5%, 6,25%, 3,13%, 1,56%,
0,78%, 0,39%, 0,19%, 0,10%, 0,049%, 0,025%) por duplicado. Como control
positivo se utilizd Moxidectina al 1% (Aguilar-Tipacamu y Rodriguez-Vivas, 2002)
y como control negativo PBS+DMSO al 1%, ambos por duplicado. Se evaluo la
movilidad de los adultos cada 5 minutos, por observacion directa, durante 2 horas
para finalizar a las 13 horas de iniciado el experimento. Se utiliz6 una escala de
Unidad Arbitraria asignada para la motilidad de adultos, se muestra en la Tabla
4.

Tabla 4. Escala de Unidad Arbitraria (UA) asignada a motilidad de adultos.

Valoracion Subjetiva (UA)

Extremadamente Movil (+++++4) 5
Muy Movil (++++) 4
Movil (+++) 3
Levemente Movil (++) 2
Movilidad casi inaparente (+) 1
Ausencia de Movilidad (o) 0
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7.6 Andlisis de datos

Para la evaluacion de los resultados obtenidos entre las diferentes diluciones del
extracto y los controles positivos y negativos, para el test de eclosion de huevo
y motilidad larvaria, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) utilizando el
programa Minitab y Excel. Se partié de los porcentajes promedios de las tres
repeticiones efectuadas para cada uno de los tratamientos y ensayos.

Para calcular el IC50,es decir la dilucion del extracto capaz de inhibir el 50% de
eclosion de huevos, asi como para inhibir el 50% de motilidad larvaria fueron
graficados los datos obtenidos mediante Microsoft Excel, expresando las
concentraciones a escala logaritmica. Se aplicé dicha escala debido a que
cuando existe una relacion dosis dependiente entre las concentraciones de una
sustancia y un efecto, los datos suelen ajustarse a una curva sigmoidea, por lo
qgue al representar los valores de las diferentes concentraciones o tratamientos
en escala logaritmica esto nos permite el célculo de la IC50 en el tramo lineal de
la curva. El valor de la IC50 se pudo obtener por interpolacién de la ecuacion del
gréfico de los dos ensayos realizados.

Para el test de motilidad de Adultos se utiliz6 una escala de Unidades Arbitrarias
para poder procesar los resultados obtenidos mediante el programa Excel, y asi
graficar y evaluar el efecto independiente y en conjunto de cada tratamiento
utilizado.

29



8. RESULTADOS

8.1 Efecto del AE de Baccharis trimera sobre la eclosién de huevos

Se estudio el efecto del AE de B. trimera sobre los huevos de Haemonchus
obtenidos a partir de macerado de hembras previamente seleccionadas por
caracteristicas morfologicas.

A los efectos de evaluar el efecto de B. trimera, se realizé el conteo de los huevos
gue no eclosionaron en cada pocillo. Se calcul6 el promedio del porcentaje de la
inhibicion de la eclosion de los huevos de H. contortus a partir de las tres
repeticiones efectuadas para cada uno de los tratamientos y para los controles
positivos (Ricobendazol) y negativo (PBS+DMSO al 1%). En la Figura 8 se
muestran los porcentajes de inhibicion promedio con sus respectivos desvios
estandar.
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Figura 8. Efecto de B. trimera en el test de eclosion de huevos de H. contortus.

Porcentaje de inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus, promedio del
efecto del AE y sus desvios estandar.

E1- primera dilucion del AE (12,5%) E7- séptima dilucion del AE (0,19%)

E2- segunda dilucion del AE (6,25%) Es- octava dilucion del AE (0,10%)

E3- tercera dilucion del AE (3,125%) E9- novena dilucién del AE (0,049%)

E4- carta dilucién del AE (1,56%) E10- décima dilucion del AE (0,025%)

E5- quinta dilucion del AE (0,78%) E11- onceava dilucién del AE (0,013%)
Es- sexta dilucién del AE (0,39%) E12- doceava dilucion del AE (0,0061%)
C (-) control negativo PBS+DMSO al 1% C (+) control positivo Ricobendazol (CRIC)

30



Se puede observar un efecto dosis-respuesta a medida que disminuye la
cantidad de AE que se enfrenta a los huevos, hay mayor eclosién de huevos.

Al comparar los tratamientos con los controles podemos destacar que para el
tratamiento E1 (12,5%) se obtuvo una inhibicién de la eclosion de huevos de
89,17%, mientras que en nuestro control positivo (Ricobendazol al 12,5 mg/ml)
se obtuvo un promedio de 98,01% de inhibicién de la eclosion de huevos. Para
las siguientes concentraciones del AE va disminuyendo el efecto
paulatinamente, observandose efecto en todas las diluciones ensayadas. Se
muestra ademas el control negativo, que es el diluyente.

Se realizé el célculo de la IC50. Para ello en la Figura 9 se muestra el gréfico de
los porcentajes promedios de inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus
para las distintas concentraciones del extracto a escala logaritmica. Se corrige
el gréfico respecto al control negativo dado que en mi control negativo se registrd
inhibicién del 14,72%.
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Figura 9. Efecto dosis- respuesta del extracto de B. trimera sobre la inhibicion
de la eclosion de huevos de H. contortus.

Se obtuvo un valor de R2 = 0,9542 (r= 0,9731) lo que indica que el nivel de
correlacion entre el porcentaje de inhibicion de la eclosion y el logaritmo de la
concentracion es elevado, debido a que cuanto mas cerca de uno se encuentre
el valor de r mayor es el grado de correlacion. A partir de la ecuacion del grafico
se obtuvo el IC 50= 0,3274, es decir el porcentaje del extracto que corresponde
a la inhibicion del 50% de eclosion de huevos de H. contortus.

Para los tratamientos E1 (12,5%) hasta E7 (0,1953) del AE, supera el 50% la
inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus. En lo que respecta a los
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tratamientos E8 (0,0977%) a E11 (0,0122%), encontramos que hay inhibicion de
la eclosion de huevos, si bien los mismos son inferior al 50% de inhibicion, pero
significativa respecto al control negativo. Para finalizar con el tratamiento E12
(0,0061%) se observa el menor efecto pero es significativamente diferente con
respecto al control negativo PBS+DMSO al 1%. En la Tabla 5 se muestra el
andlisis estadistico de resultados.

Tabla 5. Analisis de varianza entre los diferentes tratamientos en relaciéon a la
inhibicion de la eclosiéon de huevos de Haemonchus contortus.

Source DF
Tratamiento 13
Error 34
Total 47
S = 3.144 R-Sqg =
Level N

CRIC 6 9
El 3 8
E2 3 7
E3 3 6
E4 3 6
E5 3 6
E6 3 5
E7 3 5
ES8 3 4
E9 3 4
E10 3 4
E11l 3 4
E12 3 2
PBS+DMSO 6 1
Pooled StDev = 3.14

SS MS F P
30919.68 2378.44 240.55 0.000
336.17 9.89

31255.85

98.92% R-Sg(adj) = 98.51%
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev
Mean StDhev ----- to———————— to——————— t———————— +———-
8.82 1.49 (=*)
9.17 7.12 (=*)
2.69 2.72 (*=)
9.14 4.59 (=*)
4.67 0.90 (=*)
4.26 3.49 (=*)
9.78 4.32 (=*)
5.84 2.80 (*=)
9.06 1.19 (=*)
4.61 1.36 (=%)
1.74 1.16 (=*)
0.53 1.22 (*=
5.89 1.60 (*-)
4.72 3.75 (%)
—-——— Fo—— Fo—— - Fo—— - +-——-
25 50 75 100
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8.2 Efecto del AE de Baccharis trimera sobre los estadios larvarios
infectantes

Para evaluar el efecto de B. trimera sobre el estadio larvario infectante se realiz6
el estudio del efecto del AE sobre la motilidad por observacion al microscopio
optico luego de 72 h de incubacion a 26-28 °C. Se calculo el porcentaje promedio
de larvas con movilidad de las tres repeticiones para cada tratamiento y para los
controles positivo (Levamisol) y negativo (PBS+DMSO al 1%). Los mismos
fueron graficados con sus correspondientes desvios estdndares como se
muestran en la Figura 10.
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Figura 10. Efecto de B. trimera en el test de motilidad de larvas infectantes de
H. contortus.

Porcentaje de motilidad larvaria de H. contortus, promedio de las tres
repeticiones de las diferentes diluciones de AE y sus desvios estandar.

E1- primera dilucion del AE (12,5%) E7- séptima dilucion del AE (0,19%)
E2- segunda dilucion del AE (6,25%) E8- octava dilucién del AE (0,10%)

E3- tercera dilucion del AE (3,125%) E9- novena dilucion del AE (0,049%)
E4- carta dilucién del AE (1,56%) E10- décima dilucion del AE (0,025%)
E5- quinta dilucién del AE (0,78%) E11- onceava dilucion del AE (0,013%)
Ee6- sexta dilucion del AE (0,39%) E12- doceava dilucién del AE (0,0061%)
C (-) control negativo PBS+DMSO al 1% C (+) control positivo Levamisol (CLEV)

Para el test de motilidad larvaria, de los resultados obtenidos se observa un leve
efecto dosis-respuesta. El tratamiento E1 (12,5%) mostrd falta de motilidad
manteniendo las larvas moviles en un 29,28% o inhibiendo la motilidad de las
larvas en un 70,72%. Los tratamientos E2 (6,25%) a E7 (0,1953%) se
comportaron de manera similar con un promedio en el entorno del 82,29% de
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movilidad. Por otra parte los tratamientos E8 (0,0977%) a E12 (0,0061%)
también se comportaron de igual manera ente si, con un promedio de 92% de
las larvas moviles, del orden del control negativo.

Para el calculo de la IC50, en la Figura 11 se graficaron los porcentajes promedios
de inhibicion de la movilidad de larvas infectantes de Haemonchus en las
distintas concentraciones del extracto a escala logaritmica.

EFECTO DOSIS RESPUESTA DEL ACEITE ESENCIAL DE Baccharis trimera
120

y =-4.3348x + 92.154
R*=0.8671

100

% motilidad larvaria

20

18]
0.001 0.01 0.1 1 10 100
log de concentracion de AE

Figura 11. Efecto dosis respuesta sobre larvas infectantes de H. contortus.

Motilidad larvaria frente a las distintas diluciones del extracto o aceite esencial
de Baccharis trimera, incluyendo tres repeticiones por cada tratamiento.

Se obtuvo un R2=0,8671 (r= 0,9312) lo que indica que el grado de correlacion
entre el porcentaje de la movilidad y el logaritmo de la concentracién que se
obtuvo fue alto. A partir de la ecuacion del grafico se obtuvo el IC 50= 9,725, del
extracto inhibié la movilidad al 50% de las larvas infectantes de H. contortus. En
la Tabla 6 se muestra el analisis estadistico de resultados.

Al comparar los tratamientos con respecto a los controles, se destaca
Gnicamente el tratamiento E1 (12,5%) mostrando una motilidad de 29,28% o una
inhibicion del 70,72% de las larvas presentes, frente al control positivo
(Levamisol) el cual se obtuvo un promedio de inhibicion de 98,58%, mostrando
de igual manera diferencias significativas entre el tratamiento que mejor actué
E1l (12,5%) y el control positivo Levamisol. Para E2 (6,25%) a E5 (0,7813%) hay
un leve efecto sobre la movilidad. Para E6 (0,3906%) a E12 (0,0061%) el efecto
es significativamente similar al control negativo.
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Tabla 6. Analisis de varianza entre los diferentes tratamientos con respecto a la

motilidad de las larvas infestantes de Haemonchus contortus.

Source
Tratamiento
Error

Total

S = 3.507

Level
CLEV
E1l

E2

E3

E4

E5

E6

E7

E8

EO9
E10
E11l
E12
PBS+DMSO

Pooled StDhev =

O W W W W Www w wwwwwo =2

R-Sgq =

DF SS MS F P
13 48282.7 3714.1 301.89 0.000
34 418.3 12.3
47 48701.0
99.14% R-Sg(adj) = 98.81%

Individual 95% CIs For Mean Based on

Pooled StDev
Mean StDhev +-------—-—- to——————— t———————— tm———————
1.42 2.20 *)
29.28 3.73 (=*)
79.39 8.45 (*=)
77.72 3.89 (*)
79.14 3.60 (*=)
81.40 5.04 (*=)
87.58 3.23 (*=)
88.50 1.32 (=*)
91.32 2.88 (*-
94.78 1.67 (=*)
92.96 2.39 (*)
93.35 1.85 (*)
95.82 4.01 (*)
97.45 1.98 *)

Fo————— Fo————— Fo————— Fo—————
0 30 60 90

3.51
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8.3 Efecto del AE de Baccharis trimera sobre la motilidad en adultos

Para este ensayo se seleccionaron adultos de H. contortus y se observé la
evolucion en el tiempo del efecto de las diferentes concentraciones de AE de B.
trimera sobre la motilidad de los mismos. Para ellos se estableci6 una escala de
unidades arbitrarias para poder realizar el registro del efecto. Se observé cada 5
minutos la motilidad durante 2 horas. En la placa de cultivo celular fueron
colocados 5 Haemonchus adultos por pocillo para probar el efecto del extracto
en las 10 concentraciones (12,5%, 6,25%, 3,13%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19%,
0,10%, 0,049%, 0, 025%) por duplicado. Como para los ultimos tratamientos
(E8, E9, E10) se observaba luego de transcurridas las 2 h una motilidad casi
aparente, se dejo mas tiempo, y luego de once horas de iniciado el ensayo, para
volver al dia siguiente donde se pudo observar los Ultimos tres tratamientos para
culminar el ensayo una hora mas tarde donde se pudo comprobar que tanto los
controles negativos (PBS+DMSO al 1%) y los tres tratamientos que restaban
presentaban ausencia de motilidad.

Para analizar los resultados de este experimento se agruparon de acuerdo al
efecto de AE en concentraciones altas, medias y bajas como se muestra en las
Figuras (12, 13y 14).

Motilidad (UA)

5

Tiempo (en minutos)

—C+(
Moxidectina)

-*-C-
(PES+DMSO al
1%)

Figura 12. Efecto del AE de B. trimera a concentraciones altas sobre adultos
de H. contortus.

C + ( Moxidectina) - control positivo E1l - primera dilucién del AE
C - (PBS+DMSO al 1%) - control negativo E2 - segunda dilucion del AE
E3 - tercera dilucion del AE

Se puede observar en la Figura 12 para altas concentraciones ensayadas, E1
(12,5%), E2 (6,25%) y E3 (3,13%), muestran un comportamiento similar al del
control positivo (Moxidectin). A los 25 minutos de realizado el experimento no se
observa motilidad de adultos en control positivo. A los 15 minutos de iniciado el
ensayo, no se observa motilidad de adultos para los tres extractos.
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45 50

Tiempo (en minutos)

Figura 13. Efecto del AE de B. trimera a las concentraciones intermedias sobre
H. contortus.

C + ( Moxidectina) - control positivo E4 - cuarta dilucion del AE
C - (PBS+DMSO al 1%) - control negativo  E5 - quinta dilucion del AE

En la Figura 13 observamos que para las concentraciones de extracto medias,
las concentraciones E4 (1,56%) y E5 (0,78%), el AE mostré un mas lento efecto,
ya que los adultos, presentan ausencia de motilidad a los 30 y 35 minutos
respectivamente de realizado el experimento, es decir al cabo de 5y 10 minutos
posteriores con respecto al control positivo Moxidectin.

Motilidad (UA)

E9
E10

—c*(
Moxidectina)

i+ k —~o-C- [PBS+DMSO
al 1%
5 10 15 20 25 30 35 40 45

50 55 60 65 70 80 100 120

Tiempo (en minutos)

Figura 14. Efecto del AE de B. trimera a bajas concentraciones sobre H.

contortus.
C + ( Moxidectina) - control positivo E6 - sexta dilucion del AE
C - (PBS+DMSO al 1%) - control negativo E7 - séptima dilucion del AE

E8 - octava dilucion del AE
E9 - novena diluciéon del AE
E10 - décima dilucion del AE
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Para bajas concentraciones del AE (Figura 14), el comportamiento sobre el
estadio adulto de este parasito a lo largo del tiempo tiene una tendencia similar
al control negativo. Se puede observar que el efecto de los tratamientos desde
E6 (0,39%) y E7 (0,19%) muestra ausencia de motilidad al cabo de las dos horas
del ensayo.

Mientras que los tratamientos E8 (0,10%) a E10 (0, 025%) los adultos van
perdiendo lentamente la motilidad, y la pierden totalmente luego de trece horas
de iniciado el experimento (no se muestran estos resultados).

En lo que respecta al tratamiento con el control positivo Moxidectina, como era
esperable inhibié la motilidad de los adultos en un corto periodo de tiempo,
demostrando su eficacia como adulticida (Aguilar-Tipacamu y Rodriguez-Vivas,
2002).

Por otra parte el control negativo PBS+DMSO al 1%, mostr6 también su
inocuidad frente a la inhibicion de la motilidad de los adultos al no verse
afectados durante los primeros 60 minutos, perdiendo la motilidad trece horas
de iniciado el ensayo, al igual que las diluciones E8 (0,09977), E9 (0,0488) y E10
(0,0244).
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9. DISCUSION

Con el fin de buscar nuevas alternativas para el tratamiento de infecciones
parasitarias de gran importancia para la produccion de nuestro pais es que se
ha comenzado con ensayos in-vitro mediante el uso de plantas que presentan
propiedades antihelminticas. La realizacion de ensayos in-vitro permite poner en
contacto los diferentes compuestos de la planta a utilizar, con los diferentes
estadios parasitarios. Las pruebas in-vitro han demostrado ser una estrategia
racional y practica, ahorrando tiempo, dinero y minimizando el numero de los
animales necesarios para el desarrollo de un nuevo agente.

Tomando como antecedente el estudio realizado por Azanza y Solaro, (2016),
utilizando extractos de B. trimera sobre NGI en estadios de vida libre (huevos y
larvas infectantes) y teniendo en cuenta que los principales NGI en ovinos son
H. contortus y T. colubriformis nos planteamos profundizar en el uso de extractos
de esta planta sobre H. contortus a la prevalencia y patogenicidad en Uruguay.

9.1 Efecto de Baccharis trimera sobre la inhibicién de la eclosion de
huevos de Haemonchus contortus en ovinos.

En el test de eclosién de huevo el 100% pertenecian al género Haemonchus ya
que provenian de hembras obtenidas directamente de abomasos de ovinos,
seleccionadas por medio de sus caracteristicas morfoldgicas.

Con el fin de disminuir el error en los resultados y que los resultados sean
representativos, se procedi6 a realizar tres repeticiones por tratamiento.

Se pudo observar un efecto dosis-respuesta, lo que nos indica que a medida que
disminuye la concentracion del AE, la inhibicion de la eclosién disminuye.

El mayor efecto se observa para la concentracion del AE E1 (12,5%), logrando
inhibir la eclosién en un 89,17%, podemos decir que se comportd con diferencias
significativas con respecto al control positivo Ricobendazol.

El calculo de IC 50 fue de 0,3274, las concentraciones desde E1 (12,5%) hasta
E7 (0,1953%) muestran un efecto por encima del 50% de inhibicidén de la eclosion
de huevos. A partir de la dilucion E8 (0,0977) hasta E11 (0,0122%), se mantuvo
por debajo del 50% de inhibicién de la eclosion de huevos con un promedio
aproximado de 32%. Para la ultima concentracion del AE estudiada, E12
(0,0061%), se obtuvo un muy bajo porcentaje de inhibicion, siendo de 25,89%,
mostrando diferencias significativas con respecto al control negativo.

La Asociacién Mundial para la promocion de la Parasitologia Veterinaria aprob6
ciertas pautas propuestas por Powers y col., (1982), para la evaluacion de la
eficacia antihelmintica in-vitro del uso de drogas donde se considera que los
agentes ATH eficaces son aquellos que logran inhibir el 90% de la eclosion de
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huevos y de la motilidad larvaria, estableciendo que aquellos que inhiban el 80 a
90% seran considerados de moderada eficacia. Por lo que los resultados
obtenidos con el uso del AE de B. trimera frente a huevos de H. contortus de
ovinos fueron de moderada eficacia no alcanzando el 90% en la concentracion
del AE de E1 (12,5%), logrando inhibir la eclosion en un 89,17%, de igual manera
podemos decir que se comportd diferente al control positivo Ricobendazol,
pudiendo concluir que a pesar de no alcanzar los valores que se obtuvieron con
el Ricobendazol, la dilucion del AE E1 (12,5%) mostro resultados alentadores y
ser efectivo frente a la inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus.

En cuanto al control positivo, Ricobendazol se pudo observar un promedio de
inhibicion de la eclosion de huevos del 98,01%, esperable en dicho farmaco por
sus propiedades ovicidas (Ferreyray col., 2002). El control negativo PBS+DMSO
al 1% fue el que se obtuvo el menor porcentaje de inhibicién de la eclosion de
huevos, llegando a un promedio de 14,72%.

En un trabajo similar al nuestro sobre H. contortus de ovinos pero utilizando
extracto acuoso de Annona muricata Ferreiray col., (2013), obtuvieron para las
diluciones de 12,5% y 6,25%, valores de inhibicién de la eclosion de huevo del
66,97% y 47,42% respectivamente, inferiores a los obtenidos por nosotros con
el AE de B. trimera, donde la inhibicién de la eclosién de huevos fue para la
dilucion E1 (12,5%) del 89,17% y E2 (6,25%) del 72,69% mostrando una clara
superioridad en la inhibicion de la eclosién de huevos de H. contortus.

9.2 Efecto de Baccharis trimera sobre la motilidad de larvas infectantes de
Haemonchus contortus en ovinos.

Con respecto al test de motilidad larvaria se trabajo con material puro de H.
contortus, para ello los huevos obtenidos de hembras fueron incubados por 7
dias en camara humeda hasta que eclosionaron a L1, una vez obtenidos las
larvas puras se procedio al recuento y la utilizacion de estas larvas infectantes
en el test de motilidad.

Como en el caso del test de eclosion de huevo se realizaron tres repeticiones
por tratamientos, con el fin de disminuir o minimizar el porcentaje de error en los
resultados obtenidos. Se colocaron 25 larvas por pocillos para facilitar el conteo
y asi disminuir el error en su posterior lectura, utilizando el promedio de las tres
repeticiones ya que el numero de larvas observadas por pocillos fue
representativo en las tres repeticiones por tratamientos.

Con respecto a las distintas diluciones del AE ensayadas y la cantidad de larvas
moviles observadas, se puede decir que hay un leve efecto dosis-respuesta al
enfrentar L3 ante las diferentes concentraciones del extracto considerando E2 a
E12.

De acuerdo a lo propuesto por Powers y col., (1982), que clasifica a los ATH
como eficaces cuando logran inhibir mas del 90 %, moderadamente eficaces
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entre 80-90% de inhibicion, para la dilucion mas concentrada que estudiamos en
nuestro ensayo del AE (E1 al 12,5%), de B. trimera, puede ser considerado de
baja eficacia ya que nos dio un 29,28% de motilidad o 70,72% de la inhibicién
larvaria.

En cuanto al control positivo para este test se utiliz6 Levamisol por sus
propiedades larvicidas (Boggio, 2005), observandose un porcentaje promedio de
movilidad de 1,42%. El control negativo el porcentaje promedio de larvas moviles
fue de 97,45 %.

Si comparamos los resultados obtenidos con el extracto de Annona muricata, la
cual también fue probada sobre larvas de H. contortus, podemos decir que
nuestro AE de B. trimera se obtuvo valores similares a los obtenidos con Annona,
el cual a la dilucién al 12,5% inhibié la motilidad larval en un 74,62%, mientras
que con el AE de B. trimera a la dilucién E1 (12,5%) se obtuvo un promedio de
inhibicién de la motilidad larval de 70,72%, similares para ambos ensayos
(Ferreiray col., 2013).

9.3 Efecto de Baccharis trimera sobre la motilidad de adultos de
Haemonchus contortus en ovinos.

Para el test de motilidad en adultos realizado a partir del material obtenido,
abomasos de ovinos provenientes de plantas frigorificas, para disminuir el
margen de error se realizaron dos repeticiones por tratamiento.

En las primeras siete diluciones se pudo observar un efecto dosis-respuesta, lo
que quiere decir qgue a medida que se disminuye la cantidad de AE de B. trimera,
disminuye la inhibicion de la motilidad de los adultos con respecto al tiempo,
aumentando asi el tiempo en perder completamente la motilidad. En cambio en
las ultimas tres diluciones E8, E9 y E10 se pudo observar que estuvieron moviles
durante las dos horas de control del ensayo, perdiendo completamente la
motilidad al cabo de trece horas de haber iniciado el ensayo junto al control
negativo PBS+DMSO al 1%.

Podemos decir con respecto al ensayo realizado que las primeras tres diluciones
E1l (12,5%), E2 (6,25%) y E3 (3,125%), tuvieron un comportamiento aun mejor
gue el control positivo Moxidectin, inhibiendo la motilidad por completo a las
diluciones E1 (12,5%), E2 (6,25%) y E3 (3,125%), a los 15 minutos de haber
comenzado el ensayo mientras que el control positivo pierde la motilidad a los
25 minutos. Pudiendo decir que las tres primeras diluciones fueron altamente
efectivas al inhibir la motilidad de los adultos en menores tiempos que el control
positivo.

Es importante destacar que para el control negativo (PBS+DMSO al 1%) se
puede observar que a los 60 minutos comienza a perder motilidad.
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A las trece horas de iniciado el ensayo, tanto el control negativo PBS+DMSO al
1%, como las diluciones E8 (0,09977), E9 (0,0488) y E10 (0,0244) perdieron la

motilidad. La pérdida de motilidad podria explicarse por la falta de nutrientes al
ser un parésito hematofago.
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10. CONCLUSIONES

e Para el test de eclosion de huevos, hay efecto dosis-respuesta.

e Para extracto de B. trimera al 12,5% se pudo observar diferencias
significativas con respecto al control positivo Ricobendazol, con un
porcentaje de inhibicion de la eclosion de 89,17% y 98,01%,
respectivamente.

e El efecto del AE (E1 12,5%) en el test de eclosion de huevo es de
moderada eficacia.

e LalCs0fue de 0,3274% en la inhibicion de la eclosion de huevos.

e En cuanto al test de motilidad larvaria, hay leve efecto dosis-respuesta.

e Se observé que la dilucién del extracto E1 (12,5%) mostr6 una motilidad
larvaria de 29,28%, teniendo diferencias significativas con respecto al
control positivo Levamisol.

e LalCs0fue de 9,725% en la motilidad larvaria.

e Elextracto de B. trimera fue mas efectivo en el test de eclosion de huevos
con respecto al test de motilidad larvaria ya que el IC50 fue menor.

e B.trimera para el test de motilidad del adulto mostré ser altamente efectivo
mostrando ausencia de motilidad a mayor dilucion E3 (3,125%) y menor
tiempo que el control positivo.
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12. ANEXOS

12.1 Planilla de datos del test de eclosién de huevos

TRATAMIENTOS | HUEVOS | LARVAS TOTAL

CPBS+DMSO 14 73 87
CPBS+DMSO 11 61 72
CPBS+DMSO 17 64 81
CPBS+DMSO 12 74 86
CPBS+DMSO 11 85 96
CPBS+DMSO 8 68 76
CRrIC 95 0 95
CRIC 114 3 117
CRIC 85 3 88
CRIC 96 0 96
CRIC 88 1 89
CRIC 104 1 104
E1 68 16 84
E1 73 5 78
E1 66 5 71
E2 61 26 87
E2 71 23 94
E2 63 24 87
E3 69 39 108
E3 63 24 87
E3 64 26 90
E4 63 36 99
E4 58 31 89
E4 60 32 92
E5 57 29 86
E5 53 35 88
E5 57 29 86
E6 49 37 86
E6 53 39 92
E6 68 37 105
E7 51 40 91
E7 48 34 82
E7 63 56 119
E8 42 46 88
E8S 46 47 93
E8 41 41 82
ES 34 41 75
ES 40 48 88
ES 34 45 79
E10 31 44 75
E10 31 41 72
E10 29 42 71
E11 31 48 79
E11 35 51 86
E11 40 56 96
E12 23 63 86
E12 19 60 79
E12 25 68 93




12.2 Planilla de datos y analisis de ANOVA para eclosién de huevo

Dilusion Inhhibicdn Grupo
12.5 89,1666237]a
6.25 72,6868835|a
3.125 69,137931|a
15.625 64,6740981|m
0.78125 64,2618041|m
0.390625 59,7824482|m
0.1953125 55,8405726|m
0.09765625 49,0632128|b
0.048828125 44,6086178|b
0.0244140625 41,7446531]b
0.0122070313 40,5349491|b
0.0061035156 25,8921798|b

Summary of Data
Treatments
1 2 3 4 5|Total
N 3 4 5 12
SX 2.309.914| 2.445.589| 2.018.436 677.394
Mean 769.971 611.397 403.687 564.495
SX2 180.141.233| 150.044.291| 84.532.308 414.717.832
Std.Dev. 106.874 41.698 8.733 171.444
Result Details

Source SS df MS

Between- 26.475.674 2 13.237.837 F = 20.34274
treatments

Within- 5.856.662 9 65.074
treatments

Total 32.332.335 11

The f-ratio value is 20.34274. The p-value is .000458. The result is significant

at p <.05.
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12.3 Planilla de datos del test de motilidad larvaria

TRATAMIENTOS LARVAS MOVILES LARVAS NO MOVILES TOTAL

CPBS+DMSO 22 0 22
CPBS+DMSO 23 1 24
CPBS+DMSO 26 1 27
CPBS+DMSO 27 1 28
CPBS+DMSO 22 0 22
CPBS+DMSO 25 1 26
CLev 0 24 24
CLev 0 22 22
CLev 1 23 24
CLev 0 24 24
CLev 0 27 27
CLev 1 22 23
E1l 6 18 24
E1 9 20 29
E1 7 15 22
E2 18 4 22
E2 14 6 20
E2 19 3 22
E3 17 5 22
E3 20 7 27
E3 18 4 22
E4 22 5 27
E4 18 6 24
E4 17 4 21
ES 22 7 29
ES 18 3 21
ES 19 4 23
E6 24 4 28
E6 18 3 21
E6 21 2 23
E7 18 2 20
E7 22 3 25
E7 21 3 24
E8 27 2 29
E8 22 3 25
E8 26 2 28
E9 23 1 24
E9 22 1 23
E9 26 2 28
E10 28 3 31
E10 29 2 31
E10 19 1 20
E11 23 2 25
E11 25 2 27
E11 21 1 22
E12 21 1 22
E12 23 2 25
E12 22 0 22
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12.4 Planilla de datos obtenidos en estadio adulto

Tiempo (Minutos) Pocillos (Muestra) por duplicado
5 minutos E1 (+++++) L 4,5
E2 (+++++) L 4,5
10 minutos E1l (++++) L 3,5
E2 (++++) L 3,5
E3 (++++) L 3,5
15 minutos E1l (o) O
E2 (o) o)
E3 (o) o)
20 minutos E4 (+) 1
ES5 (++++) 4
25 minutos E4 (+) 1
E5 (+) 1
E6 (++++) 4
Control (+) Moxidectina (o) O
30 minutos E4 (o) O
E5 (+) 1
E6 (++++) L 3,5
E7 (++++) 4
35 minutos ES5 (+) 1]
E6 (++++) L 3,5
E7 (++++) 4
E8 (+++++) 5
40 minutos E5 (+) 1
E6 (+++) 3
E7 (++++) 4
E8 (+++++) L 4,5
ES (+++++) 5
45 minutos E5 (+) 41 0,5
E6 (+++) 3
E7 (++++) L 3,5
E8 (++++) 4
ES (+++++) L 4,5
E10 (+++++) 5
50 minutos ES5 (+) 4 0,5
E6 (++) 2
E7 (+++) 3
E8 (+++) 3
ES (++++) 4
E10 (+++++) 5
55 minutos E5 (+) 1 0,5
E6 (+) 1 0,5
E7 (++) 2
E8 (+++) 3
ES (++++) 4
E10 (+++++) 5
60 minutos ES5 (o) O
E6 (+) 1 0,5
E7 (+) 1
E8 (++) 2
ES (++++) 4
E10 (+++++) 5
65 minutos E6 (+) 4 0,5
E7 (+) 4 0,5
E8 (+) 1
ES (+++) 3
E10 (++++) 4
70 minutos E6 (+) 4 0,5
E7 (+) L 0,5
E8 (+) 1 0,5
E9 (++) 2
E10 (++++) 4q
80 minutos E6 (o) [o]
E7 (+) 1 0,5
ES (+) 4 0,5
ES (++) 2|
E10 (++4) 3|
100 minutos E7 (o) o)
ES (+) 4 0,5
ES (+) 1
E10 (++) 2|
120 minutos E8 (+) 41 0,5
E9 (+) 1 0,5
E10 (++) 2




12.5 Planillas de datos a altas, medias y bajas concentraciones, sobre
adultos de Haemonchus contortus en ovinos
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120
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tiempo E6 E7 E8 E9 E10 C* ( Moxidectina) | C- (PBS+DMSO al 1%
(minutos) motilidad motilidad motilidad motilidad motilidad motilidad motilidad

5 5 5 5 5 5 5 5

10 5 5 5 5 5 4,5 5

15 5 5 5 5 5 3,5 5

20 5 5 5 5 5 15 5

25 4 4 5 5 5 0 5

30 3,5 4 5 5 5 0 5

35 3,5 4 5 5 5 0 5

40 3 4 45 5 5 0 5

45 3 3,5 4 4,5 5 0 5

50 2 3 3 4 5 0 5

55 0,5 3 3 4 5 0 5

60 0,5 2 2 4 5 0 5

65 0,5 0,5 1 3 4 0 4

70 0,5 0,5 0,5 2 4 0 4

80 0 0,5 0,5 2 3 0 3

100 0 0 0,5 1 2 0 2

120 0 0 0,5 0,5 2 0 2
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12.6 Efecto de cada una de las diluciones del extracto de Baccharis trimera
sobre estadio adulto de Haemonchus contortus

Tiempo (minutos)

El
tlfempo motilidad Control Positivo Control Negativo
(minutos)
5 4,5 5 5
10 3,5 4,5 5
15 0 3,5 5
20 0 1,5 5
25 0 0 5
30 0 0 5
35 0 0 5
40 0 0 5
45 0 0 5
50 0 0 5
55 0 0 5
60 0 0 5
65 0 0 4
70 0 0 4
80 0 0 3
100 0 0 2
120 0 0 2
-1
MOTILIDAD EN ADULTOS (El) —&— Control Positivo
—e@— Control Negativo
6
5.5
5 rPQ—r—————0—0—0—0—0—9,
=z 15 \
2 4 . L]
® 35 \
=
= 3 -
S 25 \
2 (] o
15
1
0.5 S
0 e e e e e e e e e e e e e =
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 80 100 120
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E2

tiempo

. motilidad Control Positivo Control Negativo
(minutos)

5 4,5 5
10 3,5 4,5
15 3,5
20 1,5
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
80

100
120

o

o

O|O|0O|0Ol0O|0O|O|O|O|O|O|O|O |O
O|OoO|l0O|0Ol0O|[O|jO|O|O|O|O (O
NINW| [P |ULI (LT UL W

Motilidad (UA)

ol ¥
MOTILIDAD EN ADULTOS (E2) —8— Control Positivo

—e— Control Negativo

e—¢—¢—66—6—¢ ¢ —¢—6—6—6—C—6—0—
5 10 35 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 80 100 120

Tiempo (minutos)
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E3

tiempo

) motilidad Control Positivo
(minutos)

Control Negativo

5 5 5

10 4,5

w
]

15 3,5

20 1,5

25

o

30

35

40

45

50

55

60

65

70

80

100

OoO|0oO|0o|0Ojl0Oj0Oj0OjO|O|O|O|O|O|O |O
NN W|Id|dWWIWILW|LWILWILW IO |ULT |1 (LWL

O|0O|o|OojOj0OjO|0O|O|O|O |O

120

Motilidad (UA)

5.5

45

3.5

2.5

15

0.5

MOTILIDAD EN ADULTOS (E3)

E3
—&— Control Positivo
—e— Control Negativo

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Tiempo (minutos)

70 80 100 120
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E4

Tiempo (minutos)

tlfempo motilidad Control Positivo Control Negativo
(minutos)
5 5 5 5
10 4 4,5 5
15 4 3,5 5
20 4 1,5 5
25 1 0 5
30 0 0 5
35 0 0 5
40 0 0 5
45 0 0 5
50 0 0 5
55 0 0 5
60 0 0 5
65 0 0 4
70 0 0 4
80 0 0 3
100 0 0 2
120 0 0 2
E4
MOTILIDAD EN ADULTOS (E4) —&— Control Positivo
. —e— Control Negativo
5.5
5 ——————0———0——0———0—— 00— 00— ———0———0—@
z N
= 3 ]
g 2.5 \
2 \ (] o
1.5 ¥
. \
0.5
0 » 2 g & B % 3 3 3 F) g 8
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 80 100 120
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E5

tiempo
(minutos)

motilidad

Control Positivo

Control Negativo

5

5

10

4,5

15

3,5

20

1,5

25

o

30

35

40

45

50

55

60

65

70

80

100

120

O |0O|0O|0O|O|O|CO|O|O|CO O (R[] IUIWUV

O|0O|o|OojOj0OjO|0O|O|O|O |O

NN W|Id|dWWIWILW|LWILWILW IO |ULT |1 (LWL

Motilidad (UA)

MOTILIDAD EN ADULTOS (E5)

10

15 20 25

e—o—o

—@—E5
—8— Control Positivo
—@— Control Negativo

40 45 50

Tiempo (minutos)

55 60
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Tiempo (minutos)

E6
tlfempo motilidad Control Positivo Control Negativo
(minutos)
5 5 5 5
10 5 4,5 5
15 5 3,5 5
20 5 1,5 5
25 4 0 5
30 3,5 0 5
35 3,5 0 5
40 3 0 5
45 3 0 5
50 2 0 5
55 0,5 0 5
60 0,5 0 5
65 0,5 0 4
70 0,5 0 4
80 0 0 3
100 0 0 2
120 0 0 2
E6
MOTILIDAD EN ADULTOS (E6) —e— Control Positivo
—&— Control Negativo
6
5.5
5 r—p—0—p—p——p—p)——p——7_0
_ 45 \
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1
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15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 80 100 120
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E7
(r:?nrzf:s) motilidad Control Positivo Control Negativo

5 5 5 5

10 5 4,5 5

15 5 3,5 5

20 5 1,5 5

25 4 0 5

30 4 0 5

35 4 0 5

40 4 0 5

45 3,5 0 5

50 3 0 5

55 3 0 5

60 2 0 5

65 0,5 0 4

70 0,5 0 4

80 0,5 0 3

100 0 0 2

120 0 0 2

Motilidad (UA)

55

45

3.5

2.5

15

0.5

MOTILIDAD EN ADULTOS (E7)

-7
—&— Control Positivo
—&— Control Negativo

Tiempo (minutos)

O O @N . °
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10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 80 100 120
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E8

Tiempo (minutos)

t|fempo motilidad Control Positivo Control Negativo
(minutos)
5 5 5 5
10 5 4,5 5
15 5 3,5 5
20 5 1,5 5
25 5 0 5
30 5 0 5
35 5 0 5
40 4,5 0 5
45 4 0 5
50 3 0 5
55 3 0 5
60 2 0 5
65 1 0 4
70 0,5 0 4
80 0,5 0 3
100 0,5 0 2
120 0,5 0 2
—0—E3
MOTILIDAD EN ADULTOS (ES) —&— Control Positivo
—e@— Control Negativo
6
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5 @ ® o——@ @
=z 49 e
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10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 8 100 120
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E9

Tiempo (minutos)

tlfempo motilidad Control Positivo Control Negativo
(minutos)
5 5 5 5
10 5 4,5 5
15 5 3,5 5
20 5 1,5 5
25 5 0 5
30 5 0 5
35 5 0 5
40 5 0 5
45 4,5 0 >
50 4 0 5
55 4 0 5
60 4 0 5
65 3 0 4
70 2 0 4
80 2 0 3
100 1 0 2
120 0,5 0 2
——[9
MOTILIDAD EN ADULTOS (Eg) —&— Control Positivo
—@— Control Negativo
6
5.5
5 ® o . . . .
— 45
= ;
o 4
i8035 R
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0 8 & 2 2 o o o @ @ ® ) g &
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 80 100 120
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Tiempo (minutos)

E10
tlfempo motilidad Control Positivo Control Negativo
(minutos)
5 5 5 5
10 5 4,5 5
15 5 3,5 5
20 5 1,5 5
25 5 0 5
30 5 0 5
35 5 0 5
40 5 0 5
45 5 0 5
50 5 0 5
55 5 0 5
60 5 0 5
65 4 0 4
70 4 0 4
80 3 0 3
100 2 0 2
120 2 0 2
—&—E10
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. —e— Control Negativo
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