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RESUMEN

El uso de aceites esenciales posee propiedades antiparasitarias, antibacterianas, , antioxidantes
y antiinflamatorios, por lo que el uso de la produccion animal puede ser una alternativa, el
objetivo de la presente investigacion fue hacer la evaluacion in vitro de aceite esencial de
orégano mexicano (Lippia graveolens) (AEO), el cual contiene nueve compuestos bioactivos,
de los cuales el timol (6.07 %) y carvacrol (59.61%), son los que se encuentran en mayor
proporcién. Se obtuvieron larvas del orden Strongylida en fase L3, de excretas de rumiantes, en
las que se determino la mortalidad larvaria y de eclosion de los huevos in vitro, evaluando cinco
concentraciones de AEO: 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mg mL™, ademas de contar con un testigo
absoluto (agua destilada) y un testigo comercial 200 mg mL™ de Ivermectina. Para el analisis
estadistico se uso estadistica no paramétrica, mediante analisis de varianza (ANOVA), usando
la prueba de Kruskal-Wallis. Los resultados en relacién a la inhibicion de la eclosién de huevos
tuvieron una eficacia de un 60 % a 76 %, mientras que en la prueba larvicida se obtuvieron
valores del 40 % al 60 % a las 24 h. observando que la concentracion de 0.2 mg mL™* tuvo una
eficacia del 60 % contra larvas de nematodos gastrointestinales, mostrando buena eficacia

larvicida in vitro.

Palabras clave: Rumiantes, nematodos gastrointestinales, aceite esencial de orégano mexicano.



ABSTRACT

The use of essential oils has antiparasitic, antibacterial, antifungal, antioxidant and
anti-inflammatory properties, so the use of animal production can be an alternative,
the objective of this research was to conduct an in vitro evaluation of Mexican oregano
essential oil (Lippia graveolens) (AEO), which contains nine bioactive compounds,
with thymol (6.07%) and carvacrol (59.61%) being the most abundant. Larvae of the
Strongylida order in the L3 phase were obtained from ruminant excreta. The study
assessed larval mortality and egg hatching in vitro by evaluating five concentrations
of AEO: 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, and 1 mg mL"'. An absolute control using distilled water
and a commercial control with 200 mg mL™" of Ivermectin was also included. For the
statistical analysis, nonparametric statistics were applied using the Kruskal-Wallis test
following analysis of variance (ANOVA). The results indicated that the inhibition of
egg hatching had an efficacy ranging from 60% to 76%, while the larvicidal tests
showed effectiveness between 40% and 60% after 24 hours. Notably, the 0.2 mg mL™*
concentration demonstrated an efficacy of 60% against gastrointestinal nematode
larvae, indicating good larvicidal potential in vitro.

Keywords: Ruminants, gastrointestinal nematodes, Mexican oregano essential oil.



I. INTRODUCCION

Los parasitos gastrointrointestinales (NGI) son de las principales afectaciones en los rumiantes
en pastoreo (Torre-Acosta y Hoste, 2008), causando importantes pérdidas econdmicas (FAO,
2012). Los NGI en rumiantes, afectan los parametros nutricionales ademas de la salud de los
hatos ganaderos, disminuyendo la produccion de leche y carne, sumado a esto afectan la tasa de

crecimiento, desarrollo y mortalidad (Ochoa y Alonso- Diaz, 2012).

Para el control de los NGI se han usado productos antihelminticos sintéticos, dentro de estos
grupos se encuentran las lactonas macrociclicas, benzimidazoles y febendazoles (Braga y
Araujo, 2014). No obstante, este método ha generado consecuencias negativas como la
resistencia en los parasitos (Anzani y Fiel, 2015). Se ha demostrado una disminucion en la tasa
de eficacia de los desparasitantes, debido a una alta frecuencia en su administracién, o una mala
eleccion del farmaco, lo cual ha generado problemas en el control de la poblacion larvaria

(Fernandez- Figueroa et al., 2015).

Se han buscado nuevas alternativas tales como el uso de plantas con metabolitos secundarios
que poseen propiedades antiparasitarias, especialmente aquellas con taninos hidrosolubles y
condensados junto con polifenoles (Moreno et al., 2010). Cerrilla (2023), sefiala que el uso de
aceites esenciales (AE) ha demostrado tener efectos antibacterianos, antifungicos, antioxidantes
y antiinflamatorios, mostrando resultados positivos ya que al ser derivados naturales no

representan un riesgo al consumidor.

El orégano mexicano (Lippilia graveolens), es una planta con caracteristicas especificas en
cuanto a su aroma y sabor, contiene agentes fitoquimicos como el timol (5 %) y carvacrol (71
%), dichos componentes son responsables de una actividad antimicrobiana, la cual tiene un
amplio aspecto en gram negativas ademas de tener un efecto fungico (Arcila- Lozano et al.,
2004).

El uso de aceites esenciales (AE) en la produccion animal (cerdos, aves, bovinos, caprinos,

ovinos, Yy peces), se han considerado una alternativa al uso de sustancias quimicas, asegurando



un estado nutricional 6ptimo, mejorando el sistema inmune y la productividad (Martinez et
al..2016)

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue hacer la evaluacion in vitro del AE de orégano
mexicano (Lippia graveolens) en distintas concentraciones, como larvicida en helmintos de

bovinos.



II.  OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

e Evaluar el efecto in vitro del aceite esencial de orégano mexicano (Lippia graveolens)
(AEO) contra larvas de NGI de bovinos.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar el efecto larvicida y ovicida in vitro en nematodos del orden Strongylida del
AEO.

e Determinar la resistencia antihelmintica de las larvas de NGI de heces de bovinos
recolectadas en campo.



1.  HIPOTESIS

El aceite esencial de orégano mexicano (Lippia graveolens) tendrd un efecto
antihelmintico en estudios in vitro.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Bovinos

Son animales pertenecientes a la familia de bdvidos, provenientes del Auroch, es un
animal que en el siglo XVI todavia se localizaba en los bosques de Polonia y fue domesticado
en Mesopotamia, asi como en Egipto, Persia y la India (Lesur, 2005). Son animales rumiantes
caracterizados por su alimentacion y sistema digestivo, ya que son herbivoros, teniendo la
capacidad de digerir forrajes. En la primera etapa de su vida tienen desarrollado el abomaso
consumiendo Unicamente la leche materna (Cole, 1964). Al tercer mes de vida suelen tener en
funcionamiento los cuatro compartimientos de su estdmago, los cuales cumplen con funciones

diferentes en el proceso de digestion de los alimentos (Torrent, 1991).

4.2 Sistema digestivo del bovino

El sistema digestivo comienza por la boca, siendo conformada por dientes, lengua y
glandulas salivales, los cuales forman la primera porcion del conducto alimenticio. En especial
la lengua de los rumiantes es larga, con una cubierta de diferentes tipos de papilas dando una
marcada aspereza, convirtiéndola en el 6rgano principal de aprehension. Siendo la lengua la
Unica que sale de la boca, rodea el pasto y lo atrae hacia adentro (Jarrige, 1990).

La remasticacion es importante en los rumiantes ya que tienen la capacidad de consumir
grandes cantidades de alimento en un periodo de tiempo corto, para después el animal regurgite
el alimento en forma de bolo y rumiar debajo de un arbol a la sombra. El estbmago de los
bovinos tiene cuatro compartimientos gastricos, (rumen reticulo, omaso y abomaso) y tiene la

funcién de procesar forrajes que proporcionan energia y nutrientes (Campbell et al., 2018).

4.3 Parasitismo en bovinos

Los nematodos gastrointestinales (NGI) son helmintos que se distinguen porque son
cilindricos. Los NGI se localizan en el tracto digestivo de los rumiantes, siendo las zonas de

tropico donde se encuentran mas. Los adultos maduros liberan huevos que son expulsados con



las heces y estos contaminan los pastos, para posteriormente ser consumidos por los animales

que se encuentren pastoreando e iniciar nuevamente el ciclo (Reyes-Guererro et al., 2021).

4.3.1 Caracteristicas morfologicas de los nematodos

Los nematodos, también conocidos como gusanos redondos, son un filo de animales
invertebrados que se caracterizan por su cuerpo alargado y cilindrico, con una simetria bilateral,
la morfologia de los nematodos se distingue por algunas caracteristicas clave que los diferencian
de otros grupos de animales. Uno de los rasgos mas distintivos es la forma de su cuerpo, que es
alargada, no segmentada y presenta una cuticula que recubre todo su cuerpo. Esta cuticula, que
es una capa rigida, se encuentra compuesta principalmente de coldgeno y se renueva
periddicamente mediante un proceso denominado muda. La rigidez de la cuticula permite a los
nematodos mantener su forma, a pesar de la presion interna que genera su sistema digestivo y
de excrecion, y también les ofrece proteccion frente a factores ambientales adversos. En cuanto
a la estructura interna, los nematodos poseen un sistema digestivo completo, compuesto por una
boca, un tubo digestivo y un ano. La boca estd rodeada por una serie de estructuras
especializadas, como labios o denticulos, dependiendo de la especie. A través del tubo digestivo,
los nematodos absorben los nutrientes que necesitan para su supervivencia. A diferencia de otros
organismos, no poseen un sistema circulatorio ni respiratorio, y la circulacion de los nutrientes
y gases se realiza a través del fluido interno del cuerpo (Perry y Moens, 2006).

El sistema digestivo es completo en la gran mayoria de los nematodos, contando con una
boca circular rodeada de seis a tres labios, presentando una cavidad bucal entre la boca vy el
esofago, el cual cuenta con una pared gruesa sincicial glandular y fibras contractiles (Drago,
2017).

El sistema nervioso de los nematodos es relativamente simple y consiste en un cordon
nervioso ventral que se extiende por todo el cuerpo. Este cordon nervioso se ramifican en
diferentes partes del cuerpo, permitiendo asi la transmision de sefiales entre las distintas partes
del cuerpo. A nivel sensorial, los nematodos poseen una variedad de receptores, como los
qguimiorreceptores, que les permiten detectar sustancias quimicas en su entorno, y los
mecanorreceptores, que detectan estimulos tactiles. Sistema reproductor: Los nematodos tienen

sexos diferenciados en la mayoria de las especies, aunque existen casos de hermafroditismo. El



macho posee una estructura llamada espicula, que permite retener el esperma y transferirlo a la
hembra. Las hembras, por otro lado, tienen un sistema reproductivo especializado que les
permite producir grandes cantidades de huevos, que son liberados al medio ambiente para
completar el ciclo de vida. La fecundacion es interna y, en muchos casos, las hembras pueden
almacenar espermatozoides para fecundar sus Ovulos en distintos momentos de su vida
(Bowman, 2011).

4.2.2. Ciclo bioldgico

Su ciclo biolégico es muy similar a los pequefios estrongilos, los huevos son expulsados
junto con las heces, en el medio ambiente pasan por estadios larvarios (larva 1, larva 2 y larva
3), separados por mudas y desarrollandose hasta larvas infectivas (larva 3). Los animales se
infectan al ingerir agua y pastos contaminados con las larvas infectivas, penetran en la mucosa
del estomago donde se transforman en adultos para asi dar comienzo a un nuevo ciclo (Prada,
2008).

5.1.3 Especies

5.1.3.1 Strongyloidea

Los nematodos presentan una bolsa copuladora en machos y poseen una extension de la
cuticula que se sostiene por una orden de radios, dependiendo de la especie. Las hembras
presentan una cola clnica, en la apertura oral se desarrolla una estructura de corona radial y los
huevos liberados se caracterizan por tener una cubierta fina y encontrarse en desarrollo temprano
al salir del hospedador (Urguhart et al., 2001).

5.1.3.2 Trichostrongyloidea

Son pequefios vermes filamentosos de tamafio menor a 7 mm de longitud, no cuentan
con estructuras morfoldgicas, los machos posen una bolsa copulatoria desarrollada, con dos
espiculas las cuales ayudan para diferenciarlos, estando dentro del hospedador no se producen

migraciones, de tal modo que el ciclo se termina en la localizacion del parasito, sus ciclos



bioldgicos son directos ya que en la fase pre-parasitica se desarrolla hasta el estadio de L3 que
es la fase infectante para el hospedador (Browman, 2011).

5.1.3.2 Ancylostomatoidea

Las infecciones ocasionadas por estos parasitos han sido llamadas ancilostomosis debido
a su actividad hematdfaga, Los adultos miden de 8 a 18 mm de longitud, el macho presenta una
bolsa copulatoria de 12 a 13 costillas con dos espiculas divergentes, terminando en punta fina.
La hembra tiene una vulva en el tercio posterior y su extremo terminal en el apéndice caudal.
Viven fijados a la pared intestinal utilizando placas o dientes, se alimentan de sangre y producen
necrosis en los tejidos intestinales (Drago, 2017).

6. Prevencion y control
6.1 Desparasitantes

Existen productos farmacoldgicos con la funcion de mantener controlada la carga
parasitaria del individuo, atacando de manera especifica al hospedador, ya que a través del
sistema sanguineo permite el paso a los productos llegar hasta donde estan los parasitos y actuar
(Fernandez, 2015).

6.2 Tipos de desparasitantes

6.3 Antihelminticos

Son catalogados como medicamentos activos para el control de gusanos redondos y
planos de los rumiantes, siendo de importancia en la farmacéutica veterinaria (Marquez et al.,
2008); Rubio y Boggio (2009), sefialan que el mecanismo de accion es toxico para el helminto

debido a sus propiedades farmacéuticas y la inhibicion selectiva



6.3.1 Nematicidas

6.3.2 Piperazina

Es el farmaco més antiguo, se ha utilizado como ascarifugo actuando como un
bloqueador de la acetilcolina en la placa neuromuscular del parasito, junto con una alteracion
en la permeabilidad de la membrana celular, generando una hiperpolarizacién muscular, lo que

causa pardlisis flacida (Sumano y Ocampo, 2006).

6.3.3 Benzimidazoles

Su principal funcién es la eliminacion de nematodos, ademéas de algunos cestodos.
Afecta a individuos adultos como larvas, aunque la resistencia a este compuesto se debe a la
pérdida de B-tubulina, algunos medicamentos de esta familia son: albendazol, febendazol,

mebendazol, entre otros (Botana, 2016).

6.3.4 Imidazotiazoles

Son farmacos de amplio espectro, que actian contra los nematodos que afectan en las
especies domésticas, teniendo un buen resultado, ejemplos son el levamisol y tretamisol (Pérez,
2010).

6.3.5 Tetrahidropirimidinas

Son derivados del imidazol formulado como antihelmintico, administrado por via oral
tiene una alta eficacia en estados adultos de NGI, pero no presentan actividad contra parasitos

pulmonares (Perez, 2010)

6.3.6 Lactonas macrociclicas

Tienen una elevada eficacia a dosis bajas y amplio aspecto, encontrandose en este grupo
las avermectinas y milbemicinas. Tienen actividad endoparasitaria y ectoparasitaria. (Botana,

2016). Las lactonas macrociclicas acttan selectivamente a nivel del receptor glutamato, lo cual
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afecta la apertura del canal idnico de cloro y produce una hiperpolarizacion neuronal y paralisis
en la musculatura faringea y somaética (Rubio y Boggio 2009).

6.3.6 Organofosforados

Los compuestos fosforados se caracterizan por inhibir la acetilcolinesterasa de los
nematodos acompafiado de la alteracion en la transmision neuromuscular, causando el

desprendimiento de los parasitos del tracto gastrointestinal (Restrepo, 2019).

6.4 Resistencia a los antihelminticos

La resistencia actual de los NGI es un mecanismo de origen molecular, que se presenta
como una respuesta evolutiva para sobrevivir, debido a la falta de grupos quimicos como
desparasitantes y la utilizacion prolongada de los grupos ya existentes, ha generado freduccién
en su eficiencia (IPCVA, 2017). La resistencia se debe a que animales que son tratados con
antiparasitarios, son pastoreados en las mismas praderas en donde los huevos del parésito son
expulsados y estos provienen de bovinos que antes fueron tratados con desparasitantes, dando

origen a la poblacion refugio, que es resistente a esos antiparasitarios (Marquez et al., 2008).

7. Nuevas alternativas

7.1 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son derivados de plantas que contienen mezclas de mas de 100
componentes los cuales son compuestos alifaticos de bajo peso molecular tales como alcoholes,
alcanos, aldehidos, cetonas esteres y acidos, seguido de monoterpenos, sesquiterpenos y
felipropanoles (Martinez et al., 2016), a los que se deben sus aromas caracteristicos (Bandoni,
2009). Los AE mejoran la eficiencia alimenticia en rumiantes, asi como la calidad de los
productos carnicos y lacteos, teniendo otros beneficios, como la reduccion de metano entérico,

de gases de efecto invernadero y nitrégeno amoniacal (Chavez-Soto et al., 2021).



11

7.2 Uso de aceites esenciales

El uso de AE tiene un amplio uso, se utilizan en la alimentacién, perfumeria y
cosmetologia (Bandoni et al., 2009). Los AE en el sector pecuario han sido utilizados como
aditivos para el tratamiento o prevencién de enfermedades en los animales (Cerrilla et al., 2023).
En aves se han usado aceites esenciales de anis, orégano y cascara de citricos como alternativa
al uso de antibidticos. optimizando los pardmetros productivos (Hong et al., 2012). En cerdos
de la misma forma, se ha observado un incremento de los indices productivos en engorda y
optimizacion en la digestion, asi como en el control de nitrogeno excretado (Daza et al., 2001).
En rumiantes los AE son capaces de modificar la fermentacion ruminal, aprovechando los
nutrientes de los alimentos de mejor manera, tenido mejores ganancias de peso y haciendo mas
eficiente la produccién de leche (Giannenas et al., 2011; Tager y Krause, 2011). La adicion de
hojas de orégano europeo (Oregano vulgare L) ha aumentado la concentracion de la grasa en la
leche, asi mismo incrementando el aprovechamiento del alimento, al administrar 500 g d *
(Tekippe et al., 2011). En concentraciones de 283 mg mL™* de AE de Lippia sidoide ha
demostrado ser mas eficaz para controlar la carga parasitaria de huevos y larvas de nematodos
gastrointestinales (Camurca et al., 2008), asi como para ectoparasitos. James y Callender (2012)
al usar 1% de aceite de Malaleuca alternifolia en la dieta de ovinos redujeron los piojos al 90

% en un lapso de 12 semanas.

7.3 Aceite esencial del orégano (AEO)

El AEO se caracteriza por sus componentes aromaticos, Como monoterpenos, terpenos,
sesquiterpenos, sustancias azufradas y nitrogenadas (Arcila-Lozano et al., 2004; Tellez -
Monzon y Nolazco- Cama, 2017), siendo los méas importantes el timol, carvacrol y terpineno,
ya que a estos se les atribuyen propiedades antimicrobianas, antifungicas y antioxidantes
(Sanches-Tito y Layme-Huanca, 2022). Entre los componentes en mayor cantidad del aceite de
L. graveolens, se destaca el L-4-terpineol o terpinenol (26,56 %), timol (18,80 %) y carvacrol
(2,24 %) (Tellez-Monzon y Nolasco-Cama, 2017). Al aceite esencial de orégano de L.
multiflora se le considera como un agente efectivo contra la infestacion por piojos y acaros,

incluso en mayor grado que el bencil benzoato utilizado para el control de estos, sus principales
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componentes son el cimeno (8%), limoneno (15%), linalol (34%), geraniol (20%) y timol (4%)
(Arcila-Lozano, 2004).

8. Técnicas de diagndstico parasitologico
8.1. Método de MacMaster

Mediante la técnica de McMaster se estima el grado de infestacion en un animal y puede
calcularse la eficacia de los tratamientos. No obstante, se debe considerar que cada género
parasitario tiene sus caracteristicas de patogenicidad y las hembras depositan huevos en cantidad
diferente. Si bien el recuento de huevos no determina con certeza la abundancia de parasitos
establecidos en el aparato digestivo, constituye una herramienta de alta valoracion técnica y
préctica para el control de la enfermedad en los sistemas de produccion. Esta técnica es usada
para demostrar y contabilizar huevos de helmintos y ooquistes en muestras fecales (Alcald y
Figueroa, 2018).

8.2.- Coprocultivo

Debido a que los huevos de los nematodos, que afectan a los rumiantes son similares, no
se pueden identificar los diferentes generos. La técnica de cultivo larvario, se basa en
proporcionar las condiciones de temperatura, humedad y oxigenacion adecuadas para que este
tipo de huevos se desarrollen hasta el estadio de larva infectante (L3), larvas que se pueden
diferenciar con relativa facilidad (Alcala y Figueroa, 2018).

8.3 Técnica de Baermann

La técnica de Baermann funciona bajo el principio de la migracion larvaria ya que para
eso las muestras son suspendidas en la superficie de un recipiente lleno de agua (Garcia y Alger,
2022), por el principio de tropismo, las larvas bajan al agua, sedimentdndose en la base del
repiente (OPS, 2020).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacién

El trabajo se realiz6 en el afio 2024 en el Laboratorio del Departamento de Parasitologia
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Nacional Auténoma de

Meéxico, localizado en Ciudad Universitaria, Ciudad de México.

5.2 Material biologico

Para la obtencion de las muestras fecales se utilizaron 100 novillos de distintas razas, sin
desparasitar, provenientes del municipio de Tenampulco, Puebla. (20°,12"N,97°24°0, a 202

msnm)

5.3 Metodologia de campo

Para la obtencion de las muestras, se confiné a los animales en el corral en una manga
de manejo. Posteriormente, se realizd la recoleccion de muestras de manera directa por el recto
del bovino, para lo cual se utilizaron guantes completos de polietileno, se procedié a
recolectarlos en bolsas indicando el lugar donde se tomd la muestra. Las muestras se

conservaron en una hielera a temperatura de 4 °C. hasta su analisis.

5.4 Analisis de laboratorio
5.4.1 Técnica de MacMaster

Esta técnica es utilizada para realizar el calculo aproximado de la carga parasitaria en
heces fecales, por tanto su posible significacion clinica, a través del nimero de huevos o larvas
por gramo de heces (Alcala y Figueroa, 2018). Esta técnica consistio en pesar dos gramos de
heces a los cuales se le agregaron 28 ml de solucién saturada de sal, con la cual se logré una
mezcla homogénea, posteriormente fue colada en otro vaso debidamente identificado, para
realizar el llenado de la cAmara de McMaster, y hacer el conteo de los huevos que se encontraban

por gramo de heces.
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5.4.2 Técnica de cultivo larvario (coprocultivo)

Los coprocultivos fueron realizados para permitir que eclosionaran los huevos de las
larvas y estas maduraran, ya que las larvas deben estar en fase 3. Esta técnica consistio en
mezclar las muestras positivas a carga parasitaria, se concentraron en un recipiente, llenado a la
mitad de su capacidad, previamente identificado, para agregarle aserrin de madera libre de
quimicos, para mezclarlo e hidratarlo con agua, hasta crear una pasta homogeénea sin exceso de
liquido a una temperatura de 26 °C con un constante de hidratacion y movimiento de los

coprocultivos cada 24 horas por 15 dias.

5.4.3 Técnica de Baermann

La técnica de Baermann se realiz6 una vez pasados los 15 dias del coprocultivo, esta
técnica funciona bajo el principio de migracion larvaria, ya que las muestras son suspendidas en
agua en lo alto de un embudo conectadas con un tubo para que estas a la hora de salir al agua

fueran recolectadas en la base del tubo.

5.4.4 Obtencion del AEO (aceite esencial de Orégano)

El AEO utilizado en el presente trabajo de investigacion fue adquirido en una casa comercial
y analizado en el Laboratorio de Ecologia Quimica y Agroecologia, IIES, UNAM por
cromatografia de gases-masas, mostrando la presencia de nueve metabolitos secundarios que

segrega la planta, de los cuales (6.07 %) timol y (59.61 %) carvacrol (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Compuestos contenidos en el aceite esencial de orégano mexicano
(L. graveolens) utilizado en el presente estudio.

TR % Compuesto IK IK Adams
6.10 1.56 B-Mirceno 991 088

6.73 1.64 a-Terpinino 1019 1014

6.92 16.48 p-Cimeno 1027 1020

10.81 1.30 terpine-4-ol 1181 1177
13.75 6.07 Timol 1293 1235
14.12 59.61 Carvacrol 1307 1298
17.16 5.19 Cariofileno 1427 1417

7.73 5.14 T-terpineno 1060 1054
18.01 3.01 a- Cariofileno 1461 1452

TR: tiempo de retencion en minutos, %: proporcion de la muestra, IK: indices Kovats, experimentales IK Adams:

indices Kovat

5.5 Disefio experimental

Los tratamientos fueron distribuidos al azar con siete tratamientos y tres repeticiones, asi
mismo fue para la eclosion e inhibicidn de larvas, todo realizado en base 100, teniendo un total

2100 larvas y 2100 huevos de nematodos.

Los tratamientos fueron los siguientes: T1: tratamiento testigo, T2: tratamiento con
Ivermectina 200 ug, T3: tratamiento con 0.2 ug mLde aceite, t4: tratamiento con 0.4 ug mL*
de aceite, T5: tratamiento con 0.6 pg mL™ de aceite, T6: tratamiento con 0.8 ug mL™* de aceite,
T7: tratamiento con 1.0 mg mL™? de aceite. La eficiencia del AEO a las diferentes dosis fue

calculada de acuerdo a Wood et al. (1995) mediante la siguiente formula:

%Eficiencia = [(C-T/C) *100]
Donde:
C=Promedio o porcentaje del grupo control.

T= Promedio o porcentaje del grupo tratado.
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5.6 Variables

5.6.1 Prueba de inhibicién de la eclosién de huevos

Se realizo la cuantificacion de los huevos no eclosionados y eclosionados junto con las
larvas presentes en cada uno de los pozos para tener un conteo exacto luego de estar 24 h en

incubacion a una temperatura de 27°C (Alcald y Figueroa, 2018).

5.6.2 Prueba de inhibicién larvaria

Se realizd la cuantificacion de las larvas para obtener el porcentaje de eficacia, la
inhibicion larvaria en el estadio larvario infectante, se realiz6 sobre la motilidad por observacion
al microscopio luego de estar 24 h en incubacion a una temperatura de 27°C (Alcala y Figueroa,
2018).

5.6.2 Motilidad larvaria

Se realiz0 la observacion de la motilidad sobre las larvas sobrevivientes en los
tratamientos por medio del microscopio, asignandoles un nimero en la escala de movilidad en
un lapso de 60 minutos (Villegas, 2019) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Indice de movilidad de las L3

Escala significado
0 Muertas
1 No se mueven, pero estan vivas
2 Movimiento bajo
3 Movimiento medio
4 Movimiento alto
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5.5. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados por medio de la prueba de Shapiro-Wilk, la cual
indico que los datos no presentaron una distribucion normal, por lo que se utiliz6 estadistica no
paramétrica. Para la evaluacion de la inhibicion larvaria y eclosion de huevos, se realizd un
ANOVA usando la prueba de Kruskal-Walli
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Prueba de inhibicion de la eclosién de huevos

En el Cuadro 3 se muestra el porcentaje en la inhibicion de la eclosion de huevos, siendo
el tratamiento testigo significativamente diferente (p<0.05) y mayor a lo demas tratamientos.
Cuando no se aplicd AEO, el porcentaje de eclosion fue del 90.33%. Sin embargo, el tratamiento
con lvermectina (T2) no fue diferente significativamente a los tratamientos donde se us6 AEO,
independientemente de la dosis utilizada. Lo anterior indica que es posible prescindir del uso de
la Ivermectina y sustituirla por AEO (0.6 mg mL™1), el cual tuvo un porcentaje de inhibicion del
76 %.

Cuadro 3. Porcentaje de inhibicion de la eclosion de huevos en la prueba in vitro.

Tratamiento % de eclosion de huevos

T1 90.33a
T2 23.33b
T3 40b

T4 33.33b
T5 36.66 b
T6 24 b

T7 33.33b

T1: tratamiento testigo, T2: tratamiento con lvermectina 200 mg, T3: tratamiento al 0.2 mg mL™ de aceite, t4:
tratamiento al 0.4 mg mL* de aceite, T5: tratamiento al 0.6 mg mL™ de aceite, T6: tratamiento al 0.8 mg mL™*
de aceite, T7: tratamiento al 1.0 mg mL* de aceite. a,b: Diferentes literales entre columnas indican diferencias

significativas (p<0.05)

Resultados encontrados por Strbac et al. (2023), quienes utilizaron aceite esencial de
menta (Mentha piperita L), reportan un 90 % de inhibicion con una concentracion de 50 mg
mL1. Sin embargo, la concentracion fue mayor en comparacion con el tratamiento T6 del
presente estudio, mientras que Von son et al. (2015) mencionan gque con el uso de una menor
concentracion 0.250 mg mL™ se tienen porcentajes similares del 90.49 % con el uso de

Leucaena leucocephala en extracto acuoso, ambos en condiciones in vitro. Silva et al. (2021)
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sefialan que en los huevos de nematodos tratados con algin monoterpeno altera la superficie,
cambiando la altura de los huevos y rugosidad, siendo signo de una lesién superficial y un

desbordamiento del contenido del huevo.

6.2 Prueba de inhibicion de larvas

En la inhibicidon larvaria (Cuadro 4) se observo que fue nula la respuesta usando solo
agua destilada (tratamiento testigo) mientras que el T2 (Ivermectina) fue el que mayor inhibicién
larvaria presentd, comparado con los tratamientos con AE. Dentro de estos, el T3 causo la
inhibicion de larvas en un 60 %, lo que indica que al utilizar una concentracion de 0.2 mg mL™
de AEQ., se inhibe la aparicion de larvas considerablemente, aunque fue significativamente
similar (p >0.05) a todos los tratamientos con AEQO. Los porcentajes de inhibicion de AEO, se
debe muy probablemente a la presencia de timol (6.07 %) y carvacrol (59.61 %). Los resultados
obtenidos son similares a los reportados por Teixeira et al., (2023) quienes evaluaron aceite
esencial de Thymus vulgaris, y Lippia sidoides inhibiendo el 14.89 % y 72.4 % en larvas de
Rhipicephalus microplus.

Silva et al. (2021) y Sanchez et al. (2004), mencionan que el timol puede inhibir la
acetilcolinesterasa en los neurotransmisores GABA, afectando las funciones de las proteinas,
asemejandose al mecanismo de accion de los organofosforados. Sin embargo, es posible que
estén involucrados otros mecanismos de accién como la interaccién del timol en el receptor de
tiramina SER-2 reportado en Caenorhabditis elegans, ya que este receptor modula una serie de
procesos importantes en los nematodos, como el bombeo faringeo, la locomocidn y la puesta de
huevos (Lei et al., 2010). Marjanovi¢ et al. (2018), hacen mencidn del efecto nematicida del
carvacrol, que en parte se puede deber a que en el sistema neuromuscular, la interaccién de los
receptores nicoticos de acetilcolina (NAChR) actlan como agonistas del nAChR. Marjanovi¢ et
al. (2020), mencionan que el carvacrol implica la inhibicion de la contraccion muscular en el
nematodo.

Los fitoquimicos presentes, en especial los monoterpenos como el timol y carvacrol,
podrian estar relacionados con interacciones directas entre los polifenoles y las proteinas
estructurales de la cuticula de los nematodos dando paso a nematicidas potenciales (Von son,
2015y Lei et al., 2010).
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Cuadro 4. Porcentaje de inhibicion larvaria en la prueba in vitro.

Tratamiento % de inhibicion larvaria
T1 Oc
T2 90 a
T3 60 b
T4 51.66 b
T5 45 b
T6 40 b
T7 45b

T1: tratamiento testigo, T2: tratamiento con ivermectina 200 mg mL1T3: tratamiento al 0.2 mg mL™* de aceite,
t4: tratamiento al 0.4 mg mL! de aceite, T5: tratamiento al 0.6 mg mL™ de aceite, T6: tratamiento al 0.6 mg mL-
1 de aceite, T7: tratamiento al 1.0 mg mL™ de aceite, a, b, c: Diferentes literales entre columnas indican diferencias
significativas (p<0.05).

6.3 Motilidad larvaria

La motilidad larvaria se midi6 en una escala de 0 — 4 (Villegas, 2019) donde, 0 es muertas
y 4 presentan alto movimiento. En el presente estudio se observé (Cuadro 5) que el tratamiento
testigo tuvo un valor de 4, contrario al tratamiento 2 (Ivermectina) donde el valor presentado
fue de cero, lo que indica una mortalidad del 100 %, sin embargo, los tratamientos con AEO
independientemente de la dosis presentaron un valor de 2, lo que indica el 50 % de mortalidad.

Resultados obtenidos por Aguilar-Urquizo et al. (2023) sefialan que el uso de 6.25 mg
mL? de Azadirachta indica y Moringa oleifera afecté la motilidad en un 98% y 100%; sin
embargo, la concentracidn usada por estos autores fue mayor en comparacion con el T7 de la
presente investigacion. Andre et al. (2016) reportan resultados similares, inhibiendo la motilidad
en un 41.8 % utilizando 200 mg mL? de carvacrol, el cual causa un dafio en la cuticula del
nematodo. Andre et al., (2017) reportan que el uso de timol afecté la motilidad en un 100% a
las 24 h. Por su parte Lei et al. (2010), indican que debido al timol y a la formacién de burbujas
en la cuticula y a las propiedades electrostaticas de la superficie de la membrana, se afecta su

organizacion y las propiedades electrostaticas de esta.
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Cuadro 5. Indice de motilidad larvaria con diferentes dosis de inclusién de AEO

Tratamientos T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Grado de 4a Ob 2ab 2ab 2ab 2ab 2ab
movilidad

T1: tratamiento testigo, T2: tratamiento con ivermectina 200 mg mLT3: tratamiento al 0.2 mg mL! de aceite,
t4: tratamiento al 0.4 mg mL* de aceite, T5: tratamiento al 0.6 mg mL™ de aceite, T6: tratamiento al 0.6 mg

mL? de aceite, T7: tratamiento al 1.0 mg mL* de aceite. a, b, ab: Diferentes literales entre columnas indican
diferencias significativas (p<0.05 ).
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VII. CONCLUSIONES

La resistencia a los antihelminticos en nematodos es una respuesta al uso indiscriminado
que se tiene de estos, lo cual ha llevado al desarrollo de la busqueda de nuevas alternativas
viables. Los resultados de este estudio mostraron que el aceite esencial de orégano mexicano
(Lippia graveolens), en una concentracion de 0.2 mg mL™, con una eficacia larvicida del 60%
en 24 h contra larvas y en huevos con una concentracion de 0.6 mg mL™, en nematodos
gastrointestinales del orden Strongylida en bovinos, lo que sugiere su potencial antiparasitario.
Sin embargo, es necesario realizar mas evaluaciones para encontrar dosis mas adecuadas para

aumentar la eficiencia de inhibicion de eclosion y larvicida.
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