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RESUMEN

La necesidad de buscar nuevas moléculas que ayuden a mitigar la resistencia
antihelmintica contra el nematodo gastroentérico de mayor impacto econémico en la
ovinicultura: H. contortus, conlleva a explorar alternativas eco-amigables; siendo los
hongos una fuente importante de principios bioactivos con propiedades antihelminticas.
El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto nematicida in vitro que posee la
fraccion PdR-2 del hongo comestible P. djamor en larvas infectantes y adultos de H.
contortus y acido linoleico comercial en adultos de H. contortus. Los bioensayos se
realizaron en placas de microtitulacion y cajas de Petri. El disefio experimental se
conformé de cinco concentraciones diferentes de la fraccion PdR-2, en larvas infectantes
(L3) con vaina (80, 60, 40, 20, 10 mg/mL) y adultos (5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125 mg/mL)
y el acido linoleico en adultos a (5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312 0.156 mg/mL). Posteriormente
se obtuvieron porcentajes de mortalidad de larvas y adultos con respecto al grupo control
mediante la formula de Abbott corregida: % de mortalidad = media del grupo control -
media del grupo tratado / media del grupo control *100. Se realizaron analisis de varianza
(ANOVA) con los resultados obtenidos en cada experimento con la fraccion PdR-2, a las
72 h para larvas infectantes (L3) con vaina y 1h para adultos, en la prueba in vitro con
acido linoleico contra adultos se tomaron resultados a los 50 minutos postconfrontacion,
adicionalmente se realizaron pruebas Tukey con p=0.05 para una comparacion de
medias entre tratamientos utilizando el paquete estadistico “R” commander. En los
resultados de las pruebas in vitro de la fraccidbn PdR-2 en larvas infectantes (L3) se
obtuvo un 100% de mortalidad a 80 mg/mL y a 60 mg/mL 87.5% a las 72 h de incubacion;
en adultos de H. contortus se observé todo lo contrario, a mayor concentracion de la
fraccion mayor viabilidad del nematodo en 1h y 18h de incubacion. En la evaluacion in
vitro del acido linoleico comercial en adultos de H. contortus, se tuvo un porcentaje de
mortalidad del 75% a 5 mg/mL a los 50 minutos de incubacién. En la observacién de
histoarquitectura y ultraestructura se visualizaron dafos en el tegumento del nematodo,

por el acido linoleico comercial.

Palabras clave: Hongos comestibles, moléculas bioactivas, antihelminticos, ganaderia

sustentable.



l. INTRODUCCION

La produccion de pequefios rumiantes, como los ovinos y caprinos es una actividad que
ha experimentado un crecimiento a nivel mundial en los dltimos afios, ya que en el 2010
se generaron 13.5 toneladas de carne y para el afio 2020 se registré una produccion de
16 millones de toneladas (FAOSTAT, 2020)

De esos 16 millones de toneladas, el continente americano produce mas de 500 mil
toneladas de carne, lo que es un equivalente al 6.4% de la produccion global. Los
Estados Unidos Mexicanos, producen alrededor de 105 mil toneladas de carne anuales,
con 17,556,602 de cabezas ovinas y caprinas (FAOSTAT, 2020; SIAP, 2020). Sin
embargo, las parasitosis que afectan a la ganaderia tienen un impacto econdémico
desfavorable, principalmente las provocadas por NGI (nematodos gastrointestinales)
debido a que han limitado la produccion de ovinos y caprinos a nivel mundial,
principalmente en zonas tropicales y subtropicales, afectando negativamente la
produccion de grandes y pequefios rumiantes en condiciones de pastoreo,
especialmente animales jovenes (Torres-Acosta y Hoste, 2008; Esteban-Andrés et al.,
2013).

En el continente americano se han notificado problemas de NGI en poblaciones de ovinos
y caprinos, principalmente en paises como Colombia, Ecuador, Pert y México (Gonzélez-
Mufioz, 2014; Padilla-Amor, 2020; Ninamancco et al., 2021) en este ultimo se han
reportado altas prevalencias de NGI, principalmente de H. contortus n Sonora, Tabasco,
Hidalgo y Chiapas por mencionar algunos (Gonzalez et al., 2011; Barreto-Torres, 2014;
Munguia-Xochihua et al., 2018).

Los NGI tienen un efecto negativo en el desarrollo y crecimiento de los animales;
presentan signos clinicos como: edema generalizado, anemia, anorexia, debilidad, baja
produccion de lana, leche y carne; (Dutta et al., 2017; Torres-Acosta et al., 2021), como
consecuencia, las producciones se ven afectadas econdmicamente. Varios estudios
mencionan que existen bajas econémicas considerables provocadas por NGI (Bulman,
2012; Zapata-Salas et al., 2016; Antonio-Irineo et al., 2021) y aunque no se mencionan

las cifras de las pérdidas en las producciones de ovinos y caprinos, Rodriguez-Vivas et
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al. (2017), estimaron mermas de mas de 8,864 millones de pesos mexicanos en el 2017,
por NGI en bovinos, lo que demuestra que estos parasitos son un problema grave que

hay que resolver.

En pequefios rumiantes, el nematodo de mayor importancia es H. contortus, se aloja en
el abomaso formando nédulos en la mucosa provocando inapetencia, es hematéfago, lo
gue ocasiona anemia en los animales (Rojas et al., 2012), su incidencia es mayor en
climas tropicales y subtropicales; sin embargo, ha logrado adaptarse creando zonas
endémicas (Munguia-Xéchihua et al., 2018).

Con la finalidad de establecer un control eficaz de los nematodos gastrointestinales se
han propuesto diversas estrategias como son el uso de antihelminticos quimicos, como
los benzimidazoles, imidazotiazoles y lactonas macrociclicas que son considerados de
amplio espectro, el pastoreo rotativo, entre otras que se pueden considerar como
tradicionales que al ser empleadas en las unidades de produccién ovinas han contribuido
a generar diversas problematicas, por ejemplo, el uso indiscriminado e inadecuado de
farmacos ha desencadenado el problema de la resistencia antihelmintica (RA), lo que
conduce a utilizar dosis mas altas de estos farmacos y en periodos mas cortos (Medina
et al., 2014; Anziani y Fiel, 2015); ademas, en los productos destinados para consumo
humano (leche y carne), permanecen residuos de principios activos de estos farmacos,
afectando al hombre indirectamente, por otro lado, la eliminacién de estos componentes
quimicos es via fecal y orina, lo que provoca un dafio al ambiente y organismos benéficos
gue habitan en él y contribuyen a la desintegracion de las heces (Spratt, 1997; Basto-
Estrella et al., 2012; Rodriguez-Vivas et al., 2020).

Tomando en cuenta lo anterior es que se estan buscando estrategias sostenibles de
control utilizando microorganismos, animales, plantas (Al-Ani et al., 2020) y hongos micro
y macromicetos, entre estos uUltimos los mas estudiados han sido los hongos
comestibles, del género Pleurotus (Rodriguez-Barrera et al., 2021), principalmente
moléculas activas (metabolitos secundarios) gue actian como
antiparasitarios/antihelminticos en diferentes estadios de parasitos que afectan plantas y

animales (Castafieda-Ramirez et al., 2020).



Los hongos del género Pleurotus son productores de proteinas (Cuevas-Padilla, 2019),
enzimas (Trejo-Lopez et al., 2017) toxinas (Sanchez y Royse, 2017), péptidos (Mendoza-
Jiménez et al., 2017) y metabolitos secundarios que han sido notificados con propiedades
antiinflamatorias, hepatoprotectoras, antibacterianas y nematicidas frente a diferentes
géneros de nematodos de importancia agropecuaria y salud publica (Pineda-Alegria et
al., 2017; Cruz-Arévalo, 2017; Gonzalez-Cortazar et al., 2020; Castafieda-Ramirez et al.,
2020; Panevska et al., 2020; Zhang et al., 2020.

Lo que sugiere que el uso de los productos naturales derivados de los hongos
comestibles podrian ser una alternativa sostenible para el control de los NGI,
especificamente de H. contortus, por lo que se deriva la presente investigacion; con el fin
de obtener un nuevo posible principio activo para sustituir los quimicos existentes y

contrarrestar la resistencia antihelmintica.



Il. ANTECEDENTES
2.1 Nematodos gastrointestinales

Los NGI causan enfermedades gastroentéricas graves en animales de produccion a nivel
mundial, ya que afecta los aspectos productivos, reproductivos y sanitarios,
principalmente en animales en pastoreo. La signologia clinica es similar en todas las
infecciones causadas por NGI, se debilita el sistema inmunolégico, como consecuencia,
permite la entrada de patégenos oportunistas y el desarrollo de infecciones secundarias
0 presencia de infestaciones parasitarias mixtas (Torres-Acosta et al., 2021).

Los nematodos que con mayor frecuencia se encuentran en pequefios rumiantes (ovinos
y caprinos) son: H. contortus, Cooperia sp., Teladorsagia (Ostertagia) circumcincta,
Strongyloides sp., Trichostrongylus sp., Trichuris ovis, Bunostomum trigonocephallum y
Oesophagostomum sp. (Gonzalez et al., 2011; Zapata et al., 2016). EI nematodo
H.contortus, es el parasito que mas frecuentemente afecta a los ovinos en condiciones

de pastoreo (Esteban-Andrés et al., 2013).

2.2 Generalidades de los NGl

Son gusanos delgados, cilindricos no segmentados, recubiertos por una cuticula con tres
zonas (basal, media y cuticular externa) formada por colageno, la cual es permeable al
agua y gases, debajo se encuentra la hipodermis que tiene una estructura sincital, forma
cuatro cordones hipodérmicos, en el ventral y dorsal presentan cordones nerviosos y en
los laterales los conductos excretores; la cavidad corporal se denomina pseudocele
porque no esta recubierta de una membrana, esta relleno de liquido con alta presién
hidrostatica, esta recubre a los érganos y funciona como esqueleto (Padilla-Alvarez y
Cuesta-Lopez, 2003)

Tienen un tubo digestivo completo, inicia en la cavidad oral (estoma) tienen papilas
sensoriales alrededor, tienen estructuras bucales especializadas para la fijacion y
penetracién en la pared intestinal del hospedero, poseen anfidios, que actian como



qguimiorreceptores, posteriormente una faringe o eso6fago muscular desarrollado,
delimitada por un anillo neural, sigue el intestino, un recto y poro excretor, en los machos
suele modificarse para formar los érganos copuladores (Beltran-Gala et al., 2002). El
alimento avanza por el tubo digestivo por los movimientos corporales y la expulsion de

desechos (amoniaco y urea) es debido a la presion hidrostatica del pseudocele.

Los NGI muestran dimorfismo sexual, en la mayoria de las especies el macho es mas
pequefio que la hembra, se reproducen sexualmente de manera interna. Las génadas
pueden ser Unicas o dobles y se comunican al exterior por un poro excretor o cloaca. En
machos, la region posterior puede terminar en forma de gancho o en forma de abanico,
formando una bursa, tienen espiculas copuladoras, su funcidon es mantener abierta la
vulva de la hembra en la transferencia de espermatozoides, los cuales no poseen flagelo.
En hembras, la vagina desemboca en el poro excretor, localizado en la parte ventral del
cuerpo (Padilla-Alvarez y Cuesta-Lopez, 2003; Navone et al., 2017).

El sistema nervioso incluye un anillo formado con fibras, se localiza en el eso6fago,
también tienen un corddn nervioso dorsal y ventral, todos asociados a ganglios donde
hay nervios inervando a diferentes receptores y sistemas corporales. Carecen de
aparatos respiratorio y circulatorio; sin embargo, hay especies que contienen
hemoglobina en el liquido previsceral (Soulsby, 1987; Beltran-Gala et al., 2002; Padilla-

Alvarez y Cuesta-Lopez, 2003).

2.3 Haemonchus contortus

Se encuentra distribuido mundialmente en zonas templadas y tropicales; sin embargo,
se ha adaptado, creando zonas endémicas (Munguia-Xochihua et al., 2018). Su 6rgano
diana es el abomaso; es altamente patdgeno, ya que es un parasito hematofago y un
solo nematodo adulto puede consumir hasta 0.05 mL de sangre a diario, por lo que un
ovino con una infeccion de 5,000 adultos puede perder hasta 250 mL de sangre por dia,
lo que resulta en una anemia severa, disminucion en el peso, problemas en su desarrollo
y la muerte (Rojas et al., 2012; Dutta et al., 2017).



Las infecciones por H. contortus son muy comunes, debido a su alta prolificidad ya que
una hembra es capaz de ovipositar de 5,000 a 10,000 huevos por dia (Ninamancco et
al., 2021).

2.3.1 Morfologia

Macroscopicamente los adultos de H. contortus se identifican facilmente en el abomaso
por su gran tamafio (2 — 3 cm). Poseen una cuticula lisa con papilas cervicales en todo
el cuerpo, en la parte anterior se ubica la estoma, con la cual se alimentan y se ubican
los anfidios (quimiorreceptores), la parte posterior o cola termina en forma afilada
redondeada. En cuanto al sistema digestivo, la estoma posee “ganchos” especializados
que le permite la fijacion e ingesta de sangre de la mucosa abomasal, posteriormente se
ubica el es6fago, mas adelante el intestino y al final una cloaca, que en machos se ve
modificada por los 6rganos sexuales y en hembras un ano (Padilla-Alvarez y Cuesta-
Lépez, 2003). En la figura 1 se observan hembras de H. contortus en abomaso de una

cabra infectada, sefialados con flechas rojas (2 — 3 cm).

Figura 1. Haemonchus contortus adultos en abomaso de cabra (Capra aegagrus hircus)
infectada, indicado con flechas rojas.

Fuente: Pérez-Montero, 2021.



Microscopicamente, el macho es mas pequefio que la hembra, en la parte posterior se
ensancha formando algo parecido al abanico, formando la bursa, el testiculo desemboca
por el los espermiductos (par), que se ensanchan hasta las vesiculas seminales y el
conducto eyaculador, conectandose con la cloaca y ano, ahi se localiza un saco que
contiene a las espiculas y musculos que permiten que sobresalgan para la copula
(Cuesta-Lopez, 2003). En hembras, los ovarios se enrollan en espiral alrededor del
intestino lleno de sangre, dando una apariencia de “palo de barbero” (Navarrete et al.,
1999; Naeem et al., 2020) tienen una solapa vulvar que esté situada al comienzo del
tercio posterior del cuerpo y se puede observar a partir del estadio L5. En ambos sexos

hay papilas cervicales y una lanceta diminuta dentro de la cdpsula bucal (Figura 2).

Figura 2. Parte anterior de H. contortus.

Se aprecia el esofago (E), la papila cervical (P) y lanceta oral (L) sefialado con una flecha

roja. Fuente: Gonzalez-Gardufio et al., 2013.

Las larvas infectantes (L3) tienen 16 células intestinales, la parte anterior es estrecha y
redondeada y la parte anterior de la vaina esta desplazada (Gonzalez-Garduiio et al.,
2013; Taylor et al., 2016). El huevo es de tamafo mediano (64-95 x 40-50 um) y es una
elipse ancha regular con paredes laterales en forma de barril y postes anchos de punta
plana. La pared de quitina es delgada, de color ligeramente amarillento, lisa y el huevo

contiene numerosos blastomeros (Taylor et al., 2016).
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En la figura 3 se muestran las partes que compone al adulto de H. contortus, con las diferencias sexuales entre hembra y

macho.

Figura 3. Adultos de H. contortus obtenidos de cabras (Capra aegagrus hircus) infectadas naturalmente.
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3A. Bursa y espiculas de macho. 3B. Parte media de macho, donde se encuentran
testiculos, conductos deferentes y parte de intestino. 3C. Parte de intestino, esdfago y
lanceta de macho. 3D. Observacion de macho adulto, objetivo 10X. 3E. Parte posterior
de hembra adulta, se encuentra la solapa vulvar y ano. 3F. Intestino y ovario. 3G. Es6fago
y lanceta de hembra adulta. 3H. Hembras adultas (microscopio esteroscopico). 3l.
Hembra y macho en copulacién. 3J. Huevos en utero de hembra adulta. 3K. Huevo
ovipositado. 3L. Hembra y macho en copulacion (microscopio estereoscopico).
Visualizaciones en objetivo 20X. Fuente: Pérez-Montero, 2021.

2.3.2 Descripcion tisular de H. contortus

La identificacion histolégica permite observar con mayor detalle el interior de H. contortus
en cortes transversales de porcidén anterior, media y posterior del nematodo, se observa
de la periferia hacia adentro, la epicuticula que es su capa de proteccion, se pueden
observar una especie de espinas, llamadas crestas cuticulares tanto en machos como en
hembras, las cuales le ayudan a adherirse a los tejidos del hospedero, se observa el
musculo seguido del pseudocele o celoma, el cual contiene todos los 6rganos internos,
el es6fago en la porcion anterior, intestino y 6rganos sexuales de la hembra en porcion
media y 6rganos sexuales masculinos en porcion posterior (Padilla-Alvarez y Cuesta-
Lépez, 2003; Sinhg, 2012) (Figura 4).



Figura 4. Seccion transversal de Haemonchus contortus adulto, en histologia.

La figura muestra la concentracion de carbohidratos en la epicuticula (EP), los puntuales
(ST) de la pared corporal con la lamina basal (BAO) y el borde luminal del es6fago (LB).
Fuente: Tomado de Sinhg, 2012.

2.3.3 Ciclo bioldgico

El ciclo biolégico de H. contortus es directo (sin intermediarios) y ocurre en dos fases
(fase de vida libre y fase parasita). La fase de vida libre inicia con la expulsién de huevos
del nematodo en las heces del rumiante infectado, dentro del huevo (mérula), se forman
la larva (L1), si las condiciones ambientales son idoneas, el huevo eclosiona en 1-2 dias
(Bowman et al., 2011), después de alimentarse de bacterias, en 2-3 dias evolucionan a
Larva (L2) y pasados 4-7 dias, evolucionan a larva infectante (L3) rodeada de una vaina
protectora, lo cual no permite el contacto con el exterior, alimentandose de reservas
energéticas acumuladas de L1 y L2, las L3 migran a los pastos para poder ser ingeridas

por un hospedador (Navarrete et al., 1999; Boom y Sheath, 2008).

En la fase parasita, la L3 es ingerida por el animal y se desenvaina en rumen,
posteriormente migra por los compartimentos digestivos del ovino hasta llegar al
abomaso y alojarse ahi convirtiéndose en larva (L4), de 1-2 dias penetra las criptas de

las glandulas géastricas permaneciendo de 10-14 dias. En este proceso puede inhibir su

10



desarrollo por falta de condiciones 6ptimas, quedando en un estado de hipobiosis durante
largo tiempo hasta que las condiciones sean idoneas. Después las L4 migran al lumen
abomasal, donde se diferencian sexualmente, dando lugar al nematodo adulto (L5) capaz
de reproducirse, de 18-21 dias después de la infeccion las hembras ovipositan (Aguilar-
Caballero et al., 2008) (Figura 5).

FASE PARASITA

Figura 5. Ciclo biol6gico de Haemonchus contortus.

Fuente: Cortesia de Bautista-Garfias, 2021.

2.4 Control convencional

El control de NGI radica principalmente en el uso de antihelminticos de amplio espectro,
existen cinco grupos de nematicidas para uso en rumiantes: 1) benzimidazoles, 2)

salicilanilidos, 3) nitrofenoles, 4) imidazotiazoles y 5) lactonas macrociclicas, de estos
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grupos, los mas utilizados en la ovinocultura son los benzimidazoles, imidazotiazoles y

lactonas macrociclicas (Cuéllar, 2009) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Principales grupos de antihelminticos, sus principios activos, dosis y vias de

administracion existentes en el mercado para uso en pequefios rumiantes.

DOSIS VIA DE
GRUPO PRINCIPIO ACTIVO .
(mg/kg) ADMINISTRACION
Albendazol 5 Oral
Fenbendazol 5 Oral
Benzimidazoles Oxfendazol 5 Oral
Sulféxido de
3.75 Subcutanea
albendazol
Febantel 6 Oral
Probenzimidazoles Tiofanato 50 Oral
Netobimin 7.5 Oral
Imidazotiazoles Levamisol 7.5 Subcutanea
Ivermectina 0.2 Subcutanea y oral
Lactonas
o Moxidectina 0.2 Subcutanea
macrociclicas
Doramectina 0.2 Subcutanea
Nitrofenoles Nitroxinil 10 Subcutanea
Salicilanilinas Closantel 10 Subcutanea y oral

Fuente: Cuéllar, 20009.
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El uso indiscriminado de estos tratamientos quimicos ha desencadenado una resistencia
a estos farmacos por las poblaciones de nematodos, lo que ha orillado a los productores
al incremento de la frecuencia de los tratamientos, en especial con farmacos de actividad
persistente, agravando asi el problema de parasitismo, por efecto de la insostenibilidad
econdémica y ambiental de esta practica, provocando que haya mayor presencia de
parasitismo en los animales, gastos extra e innecesarios para el productor, riesgo en la
salud publica por los residuos de quimicos en productos de origen animal, contaminacion
ambiental, afeccion a los organismos benéficos que degradan las heces (e.g escarabajos
estercoleros, lombrices, acaros nematofagos e insectos coprofagos); también se ha
observado aumento de resistencia antihelmintica, generando parasitos multirresistentes
(Cuéllar, 2009; Marquez-Lara, 2014; Muchiut et al., 2018).

2.5 Resistencia antihelmintica

La resistencia antihelmintica (RA) es la capacidad que tiene un helminto de tolerar
concentraciones que prueban ser letales para los individuos de la misma especie
(Cuéllar, 2009). Los NGI son dificiles de controlar por su alto grado de adaptacion
inmunoldgica, otro factor importante es el ecoldgico y la creciente resistencia de

poblaciones parasitas a multiples nematicidas (LOpez y Mendoza, 2011).

La resistencia a los principios activos de los antihelminticos es un proceso de adaptacion
de los parasitos, en el que el gen que les confiere la resistencia se encuentra con poca
frecuencia en poblaciones de pardsitos en una primera exposiciéon a un antihelmintico,
posteriormente, con el uso constante, los parasitos resistentes empiezan a tener ventajas

sobre los susceptibles, generando una presion de seleccion (Marquez-Lara, 2014).

Se ha notificado resistencia antihelmintica en diferentes partes del mundo, sefialando
parasitos resistentes a diferentes principios activos e incluso parasitos multirresistentes
(resistentes a dos 0 mas principios activos), lo que significa que estan molecularmente

capacitados para resistir a cierto tipo de farmacos y eso es heredado de generacion en
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generacion, esto ha ido en aumento principalmente en H. contortus debido a su potencial

bidtico (Pratt y Taylor, 1990; Herrera-Manzanilla et al., 2017).

Por otra parte, algunos estudios han referido que H. contortus presenta resistencia
antihelmintica al levamisol, ivermectina, benzimidazol e incluso ha mostrado ser
resistente a mas de un farmaco en México (Medina et al., 2014; Cazajous et al., 2018).
Se ha notificado presencia de resistencia antinélmintica en Chiapas, Tabasco, Yucatan,
Campeche, Tlaxcala, Puebla, Edo. México, Morelos y recientemente notificado en la
Huasteca Potosina (Gonzélez-Gardufio et al., 2014; Torres-Acosta et al., 2015; Mufiz-
Lagunes et al., 2015: Alcala-Canto et al., 2016; Herrera-Manzanilla et al., 2017; Santiago-

Figueroa et al., 2019).

2.6 Control no convencional

Como resultado de la resistencia antihelmintica, investigadores se han dado a la tarea de
buscar alternativas de control sostenible contra nematodos gastrointestinales que afectan
a la ganaderia. Se han implementado estrategias como manejo del pastoreo (rotacion de
potreros), inmunizaciones con larvas y vacunas, encastamiento con ganado resistente y
uso de particulas de cobre; sin embargo, este ultimo método ha sido limitado ya que no
se observa mejoria en la ganancia de peso, ademas de que se han encontrado
acumulaciones de cobre en el higado, lo que podria ser peligroso para la salud de los
animales (Aguilar-Caballero et al., 2011).

Por otro lado, existen antagonistas naturales contra nematodos, entre ellos se
encuentran, bacterias: Pseudomonas putida, Bacillus subtilis, Pasteuria penetrans,
Serratia ureilytica (Condemarin et al., 2018; Ciancio, 2018; Méndez-Santiago, 2020;
Wong-Villarreal et al., 2021), protozoarios: Nosema locustae (Badii y Abreu, 2006),
insectos: avispa Trichogramma achaeae y T. cacoeciae (Gallego et al., 2020), virus:
Bacuolovirus (Ayala y Henderson, 2017), nematodos depredadores de otros nematodos:
Butlerius butleri (Aguilar-Marcelino et al., 2020), acaros nematéfagos: Caloglyphus

mycophagus (Aguilar-Marcelino et al., 2017), plantas medicinales, de las cuales sus
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principales compuestos son los terpenos, alcaloides, saponinas, atraguinonas y taninos
(Medina et al., 2014; Al-Ani et al., 2020; Aguilar-Marcelino et al.,, 2020) y hongos
comestibles, los mas estudiados han sido los hongos del género Pleurotus spp.
(Rodriguez-Barrera et al., 2021).

2.7 Hongos

Uno de los grandes recursos que existen en la naturaleza son los hongos, los
micromicetos (microscépicos) que habitan de forma natural en el suelo (hongos
nematofagos), tienen la capacidad de atrapar, matar y digerir nematodos en su fase de
vida libre, y los macromicetos (macroscoépicos), Comans-Pérez et al. (2020), mencionan
que la actividad biolégica de los hongos podria deberse a toxinas, que inhiben el
movimiento de los nematodos; también realizaron una investigacion de control biolégico
utilizando extracto hidroalcoholico de micelio donde tuvieron resultados variables de
efectividad antihelmintica, siendo los mas efectivos: P. ostreatus, P. eryngii y Lentinula

edodes.

Los basidiomicetos se han cultivado alrededor del mundo, tomando gran importancia
desde miles de afios atras, en varias culturas del mundo y como parte de la medicina
tradicional China (El Enshasy et al., 2013), estan incorporados en la dieta humana ya que
poseen nutrientes esenciales como proteina, fibra, carbohidratos vitaminas y minerales,
asi como bajos niveles de colesterol grasa y sodio (Fernandes et al., 2015), compuestos
bioactivos (metabolitos secundarios) de diferentes grupos: polisacéaridos, proteinas,

fendlicos, y otros compuestos de bajo peso molecular.

Esos compuestos ya han sido estudiados y han demostrado tener propiedades
medicinales efectivas como: antioxidantes, propiedades anticancerigenas,
inmunomoduladores, antimicrobianos, antiinflamatorios, antitrombogénicos,
hepatoprotectores, antihelminticos, entre otros (Peraza-Padilla et al., 2011; Sherma y
Gautam, 2015; Wu et al., 2016).
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Se ha notificados que 55 especies de hongos comestibles tienen actividad nematicida,
destacando los hongos del género Pleurotus, que poseen compuestos bioactivos como:
proteasas, &cidos grasos, alcaloides, terpenos, taninos condensados y compuestos
fendlicos y peptidicos obtenidos de hongos muestran actividad antiparasitaria de
importancia agropecuaria y de salud publica (Sanchez y Royse, 2017; Castafieda-
Ramirez et al., 2020) (Figura 6).

Basidiomas

»_‘_,-. ! {‘ R St a
'.Cs. e ‘-l\--.i.l:.‘?‘_'R

Figura 6. Basidiomas de Pleurotus djamor.

En la figura se sefialan con flechas rojas los basidiomas cultivados en paja de cebada.
Fuente: Salmones, 2017.

2.7.1 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos derivados del metabolismo
primario de los hongos. Este tipo de metabolismo sintetizan metabolitos que son
esenciales para el desarrollo del organismo, como: carbohidratos, lipidos, proteinas; los
metabolitos secundarios no son esenciales; aunque, si juegan un papel importante como
mecanismo de defensa mediada por conversiones enzimaticas que se activan ante una

lesion en su estructura, como: fenoles, terpenos, taninos (Li y Zhang, 2014) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Grupos de metabolitos secundarios, descripcion y estructura.

Metabolitos

secundarios

Descripcion

Estructura

Fenoles

Son compuestos aromaticos, poseen uno o
mas grupos hidroxilo; la mayor parte son
compuestos polifendlicos, se pueden
encontrar en basidiomas de hongos.

Compuestos polifendlicos como: Taninos,
Flavonidoes, (Olivas-Aguirre et al., 2015;

Sierra-Sarmiento et al., 2018).

OH

Terpenoides
0

isoprenoides

Son compuestos volatiles con mas de
40,000 moléculas diferentes, tienen
propiedades aroméaticas. Se encuentran
principalmente en plantas en forma de

aceites esenciales y saponinas.

Actlan como precursores en la sintesis de
esteroides. (Viteri, 2012; Vélez-Terranova et
al., 2014, Sierra-Sarmiento et al., 2018).

HaC CHa  H3C HaG

SN T

Nitrogenados

Son alcaloides y glucdésidos cianogénicos,
se consideran como los de mayor relacién
en la defensa, formados principalmente por

aminoacidos.

Poseen uno o mas atomos de Nitrogeno, lo
que da lugar a la formacion de un

heterociclo (Pérez y Jiménez, 2010).

NO,

Nitrobenceno
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Fuente: Cuadro realizado con informacion obtenida de: Pérez y Jiménez, 2010; Viteri,
2012; Vélez-Terranova et al., 2014; Olivas-Aguirre et al., 2015; Sierra-Sarmiento et al.,
2018; Sierra-Sarmiento et al., 2018.

Dentro de los isoprenoides se encuentran los aceites esenciales, que son productos
volatiles, en su mayoria poseen aroma agradable, son generalmente liquidos a
temperatura ambiente, insolubles en medios acuosos y solubles en solventes organicos
apolares, son incoloros o amarillos, lipéfilos, poseen un indice de refraccion elevado y

poder rotatorio quiral (Ruiz et al., 2015).

Los aceites esenciales o acidos grasos provienen de diferentes recursos vegetales
(tallos, hojas, frutos, raices, cortezas, etc.), tienen propiedades biolégicas que han sido
utilizadas la industria, alimentaria, cosmética y farmacoldgica por mencionar algunos y
pueden ser exploradas en el &mbito veterinario y crear un impacto favorable, por ejemplo,
en el control de nematodos gastrointestinales (Torres-Fajardo e Higuera-Piedrahita,
2021).

Desde hace mas de 30 afios se ha notificado que los hongos comestibles del género
Pleurotus poseen acidos grasos con actividad nematicida (Kwok et al., 1992; Stadler et
al., 1993). En 2017 se notificaron cuatro acidos grasos (pentadecanoico, palmintico,
estedrico, linoleico) y un terpeno identificado como B-sitosterol en una fraccion metandlica
bioactiva obtenida del hongo comestible P. djamor (Pineda-Alegia et al., 2017). Mas
adelante, en 2020, se evalud la actividad nematicida de los cuatro acidos grasos y el
terpeno (comerciales), en la fase de huevos y larvas infectantes (L3) de H. contortus
(Pineda-Alegria et al., 2020).

2.7.2 Metabolitos secundarios contra H. contortus

Se han aislado metabolitos secundarios obtenidos de basidiomas del género Pleurotus,
los cuales han mostrado propiedades nutracéuticas y nematicidas (Sanchez y Royse,
2017). Los metabolitos secundarios notificados contra H. contortus en sus diferentes

estadios se describen en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Diferentes especies del género Pleurotus, notificados con actividad nematicida

contra H. contortus.

Especie de . ] ' .
Estadio de H. contortus Molécula bioactiva
hongo
Xylitol, &cido hexadecanoico, acido
Pleurotus octadecanoico, 2-butoxy fosfato etanol,
Huevos y larvas (L3) _
ostreatus 2-butoxy fosfato etanol (3:1) y un xylitol
azucar.
Fraccion E1: (i) pentadecanoico, (ii)
Pleurotus hexadecanoico, (iii) octadecadienoico,
_ Huevos y larvas (L3) L .
djamor (iv) acido octadecanoico y un terpeno
identificado como B-sitosterol.
Fraccion E5: trehalosa, polyoles (L-iditol,
galactitol, D-manitol,
Pleurotus
eryngii Huevos y larvas (L3) D-glucitol y myoinositol), acido adipico,
acido estearico, escualeno y B-
sitosterol.
Acido pentadecanoico, acido palmitico,
Pleurotus . . L L.
) Huevos y larvas (L3) B-sitosterol, acido estearico y acido
djamor _ )
linoleico.
Pleurotus Fraccion PdB: Allitol y un terpeno no
_ Huevos y larvas (L3 y L4) _ -
djamor identificado (9:1).

Fuente: Modificado de Castarieda-Ramirez et al., 2020.
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2.7.3 Mantenimiento de lavas infectantes (L3), histiotréficas (L4) y

adultos de H. contortus

Varios autores como Hounzangbe-Adote et al. (2005), Alimi et al. (2018), Adamu et al.
(2019), Taki et al. (2020) han descrito diversos medios y condiciones para la realizacion
de pruebas in vitro con H. contortus en sus diferentes estadios evolutivos en otros paises

y en México por Acevedo-Ramirez et al., (2019) Cuadro 4).

Cuadro 4. Procedimientos in vitro con metabolitos secundarios, en diferentes estadios de
H. contortus.
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) o ) Dioxido de |Temp.|Humedad | Lectura
Medio de mantenimiento Estadio Obx
carbono (%) | (°C) (%) (h)
RPMI 1640 sin rojo fenol, con L-glutamina 2mM, o
Penicilina 100 U/mL, Estreptomicina 100 ug/mL y Adultos 10 40 >90 6y48 |o g’-
o
Anfotericina-B 0.25 ug/mL (Taki et al., 2020). 3 8,
s S
= Q.
Compuestos disueltos en DMSO (stock 20mM), diluidos 3 2
o =.
en caldo de Luria Bertani (LB) supl. Penicilina 100 U/mL, | L3 exfol. = 2
o o 10 38 >90 72 s ©°
Estreptomicina 100 pyg/mL y Anfotericina-B 0.25 ug/mL (XL3) o 9
(Taki et al., 2020). o
PBS + Penicilina/Estreptomicina 4%. Con cambio de
Adultos 5 37 - 3,6y12
sobrenadante c/24 h (Hounzangbe-Adote et al., 2005).
PBS (Adamu et al., 2019) Adultos N/A 20 - 3
Abomaso infectado en NaCl al 9% a 37° y PBS (Alimi et 0,2,4,6
Adultos N/A 37 -
al., 2018). y 8
Solucién salina a 4°C, almacenamiento por 15 dias 05,1,2
] Adultos 5 37 -
(Acevedo-Ramirez et al., 2019). y 24

Fuente: Realizado por la autora del presente trabajo con la informacion de Hounzangbe-Adote

2018, Adamu et al., 2019 y Taki et al., 2020.
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Il JUSTIFICACION

En la actualidad existe una amplia variedad de productos quimicos para controlar el
parasitismo, en animales, plantas y humanos. Sin embargo, en el area agricolay pecuaria
no se tiene un control con el uso de estos productos, ya que se utilizan de manera
indiscriminada, a diestra y siniestra, provocando desarrollo de resistencia a los principios

activos.

La produccion de pequefios rumiantes se ve afectada por diversos parasitos, entre ellos
los NGI, que se ha notificado presencia de resistencia antihelmintica a los principios
activos existentes en todo el mundo. Por otro lado, no solo existe el problema de RA, sino
también la residualidad de estos quimicos, se ha notificado residuos en carne y leche de
animales tratados con ivermectina, productos que tienen como destino el consumo

humano.

En contraparte, existe ecotoxicidad, al ser desechado por heces y orina, siendo
consecuencia de efectos letales en organismos no blanco, afectando a la coprofauna y
alentando la degradacién de la materia organica, modifica la superficie del suelo y si las

heces u orina se desechan cerca de mantos acuiferos afecta a los organismos acuaticos.

Debido a lo antes mencionado es que surge la necesidad de encontrar productos
naturales que posean actividad nematicida, como los hongos comestibles, de los cuales
han notificado metabolitos secundarios con diversas propiedades.

Este estudio se basa en la evaluacién de dos compuestos obtenidos a partir del hongo
comestible P. djamor; una fraccion semipurificada y el acido linoleico, los cuales han
mostrado actividad nematicida en H. contortus en estadios larvarios; sin embargo, es
indispensable conocer la actividad en todos los estadios para posteriormente extrapolarlo

a experimentos in vivo.
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\Y2 HIPOTESIS

La fraccion PdR-2 del hongo comestible P. djamor posee actividad nematicida in vitro en
adultos y larvas infectantes (L3) con vaina de H. contortus; del mismo modo, el acido

linoleico comercial posee efectividad nematicida in vitro en adultos de H. contortus
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V.

OBJETIVOS

5.1 General

5.1.1

Evaluar la efectividad nematicida in vitro de la fraccion PdR-2 del
hongo comestible P. djamor y &cido linoleico comercial en larvas

infectantes y adultos de H. contortus.

5.2 Especificos

5.2.1

5.2.2

5.2.3

5.2.4

Determinar la efectividad nematicida in vitro la fraccion PdR-2 del
hongo comestible P. djamor en larvas infectantes (L3) con vaina y

adultos de H. contortus.

Estimar la efectividad nematicida in vitro del acido linoleico comercial

en adultos de H. contortus.

Cuantificar las alteraciones morfométricas de epicuticula de H.
contortus adultos inducidas por la incubacién con acido linoleico por

medio de secciones histoldgicas.

Describir cambios morfolégicos a nivel ultraestructural en el
tegumento de adultos de H. contortus incubados con &cido linoleico

comercial.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Localizacién

La investigacion se realizd en el Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en
Sanidad Animal e Inocuidad (CENID-SAI), del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Jiutepec, Morelos, México y en la Facultad
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos (UAEM),

Cuernavaca, Morelos (Figura 7).

(%) AGRICULTURA  Inifap

e

CENID SAI

CENTRO NACIONAL DE INVESTIGACION DISCIPLINAR
EN SALUD ANIMAL E INOCUIDAD

Figura 7. Instituciones involucradas en el desarrollo del presente trabajo.

7A. CENID-SAI, INIFAP. 7B. Facultad de Ciencias Agropecuarias (UAEM).
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6.2 Diagrama de proceso experimental
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Figura 8. Diagrama del proceso experimental.

Fuente: Pérez-Montero, 2020.
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6.3 Obtencion de material biolégico
6.3.1 Haemonchus contortus
6.3.1.1 Larvas infectantes (L3)

Las larvas infectantes (L3) de H. contortus corresponden a la cepa Paraiso,
proporcionada por la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Autonoma de Yucatan (UADY), Yucatan, México. Las cuales se obtuvieron por la técnica
descrita por Castafieda-Ramirez et al. (2017); recoleccion de sedimentos fecales de
ovinos, lavado con agua corriente e incubacion en cajas de Petri a 28°C durante 5 dias,
posteriormente colocadas en embudo de Baermann para la obtencion de larvas

infectantes y finalmente almacenamiento a 4°C.

6.3.1.2 Adultos para bioensayo de la fraccion PdR-2
Se obtuvieron de la siguiente localizacion:
Lugar: Barrio de Santa Mdnica, Ocuilan, Estado de México.

Coordenadas en Google Maps: 18°59'22.9"N 99°25'10.6"W (Figura 9).

El Ahtuehuete

~

Figura 9. Ubicacion de rastro para recoleccion de adultos de Haemonchus contortus.

Fuente: Tomada de Google Maps, 2021.
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Se encuentra a 2360 msnm, con clima templado y subhimedo, su temperatura media

anual es de 15.5°C y la precipitacion pluvial promedio es de 402 mm.

6.3.1.3 Adultos utilizados en pruebas in vitro con &cido linoleico

Se obtuvieron de animales provenientes de diferentes municipios del Estado de Morelos:

1. Tres Marias, Huitzilac. 3. Jonacatepec. 5. lztaccihuatl, Cuautla.

2. Amayuca, Jantetelco. 4, Temoac 6. Temoac.

Los paréasitos adultos de H. contortus que se utilizaron en el experimento in vitro con la
fraccion PdR-2 se recuperaron de abomasos de cabras criollas (Capra aegagrus hircus)
y los adultos utilizados en los bioensayos con acido linoleico se obtuvieron de ovinos y
cabras criollas (Ovis aries y Capra aegagrus hircus). Tanto cabras como ovinos fueron

sacrificados para consumo humano (la autora de este trabajo no intervino en la matanza).

Se llevo a cabo el examen de abomasos individualmente y se extrajeron los adultos de
H. contortus encontrados (Apéndice 1), los cuales fueron colocados en cajas Petri con
solucién amortiguadora de fosfatos (PBS pH: 7.4) con una temperatura de 35 a 38°C

para ser transportados al laboratorio (Figura 10).
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Figura 10. Representacion del proceso de colecta de adultos de cabras infectadas.

Fuente: Pérez-Montero, 2021.

A. Cabra criolla proveniente de Santa Monica Oculan. B. Oveja proveniente de Tres
Marias. C. Localizacién de adultos en abomaso. D. Adultos de H. contortus colocados
en placa de Petri con PBS pH: 7.4.

6.3.2 Fraccion bioactiva PdR-2

Fue proporcionada por el CENID-SAI, INIFAP, donde se encontraba resguardada,
liofilizada y en condiciones 6ptimas (-20°C) (Gonzalez-Cortazar et al., 2020).

Para su obtencidn, se utilizaron basidiomas de P. djamor ECS-0127 del Laboratorio de
Hongos Tropicales del Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR, Unidad Tapachula,
Chiapas, México) con la colaboracion del Dr. José Ernesto Sanchez Vazquez.

Posteriormente se obtuvo el extracto hidroalcohdlico de basidiomas, fraccionamiento
guimico biodirigido conforme a la técnica descrita por Gonzéalez-Cortazar et al. (2020),
donde reportaron la obtencién la fraccion semipurificada PdR-2 y la fraccién purificada
PdB, las cuales fueron enviadas a Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria
de Masas, registrando Allitol y un terpeno no identificado en una proporcién 9:1

respectivamente.

6.3.3 Acido linoleico comercial

Acido octadecanoico (linoleico) comercial marca SIGMA-ALDRICH, 290%, férmula lineal:
CH3(CH2CH=CH)3(CH2)7CO2H.

6.4 Pruebas in vitro

Evaluacion in vitro de la fraccion PdR-2 del hongo comestible P. djamor en larvas

infectantes (L3) con vaina de H. contortus
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Se realizaron cinco diferentes concentraciones de la fraccion PdR-2 (80, 60, 40, 20, 10
mg/mL) diluidas en PBS, pH: 7.4 mas dos tratamientos control (PBS, pH. 7.4 como

control negativo e lvermectina (IVM) 5 mg/mL como control positivo) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Tratamientos y concentraciones utilizadas en la prueba in vitro de larvas

infectantes (L3) con vaina y fraccion PdR-2 a partir de 80 mg/mL.

Tratamiento

Fraccion PdR-2 Concentracion (mg/mL)

1 80
2 60
3 40
4 20
5 10
PBS pH: 7.4
Controles
IVM 5 mg/mL
Tiempo de lectura: 72 h. n=3

Se colocaron en una placa de 96 pozos, 80 pyL de cada concentracion y controles y 20
ML de suspensidn con larvas (aproximadamente 100 larvas por pozo), con tres
repeticiones por grupo, se incubaron a 28°C durante 72 h, posteriormente se realizaron
lecturas postconfrontacion tomando 10 alicuotas de 10 uL de cada tratamiento colocado

en un portaobjetos bajo microscopio 6ptico a 40x (Apéndice 2).

6.4.1 Evaluacion in vitro de la fraccién PdR-2 del hongo comestible

P. djamor en adultos de H. contortus

La evaluacion in vitro de la fraccion PdR-2 de P. djamor contra adultos de H. contortus
se llevo a cabo en cajas de Petri de 5 mL, cada caja se consider6 como una unidad

experimental (Apéndice 3). Se realizaron nueve tratamientos con una n=10 adultos por
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cada unidad experimental (5 hembras y 5 machos), con tres repeticiones cada
concentracion, se utilizo la molécula sintética Allitol grado analitico a 2.5 mg/mL, cinco
concentraciones de la fraccion PdR-2: 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312 mg/mL, dos grupos
testigo (medio RPMI como control negativo e ivermectina (IVM) 0.1 mg/mL como control

positivo) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Tratamientos y concentraciones utilizadas en el bioensayo de adultos de H.
contortus y fraccién PdR-2 a partir de 5 mg/mL.

Tratamiento Concentracion (mg/mL)
Allitol 1 2.5
2 5
3 2.5
Fraccion PdR-2 4 1.25
5 0.625
6 0.312
7 100%
Controles
8 0.1 mg/mL
Tiempo de lectura: 1 hy 18 h. n=3

Las cajas de Petri se incubaron a 37°C, con 5% de CO: se utiliz6 un total de 240 adultos
para este experimento. La mortalidad se evalu6 a la hora y 18 h bajo un microscopio

estereoscopico 10x.

31



6.4.2 Evaluacion in vitro de acido linoleico comercial en adultos de

H. contortus

Se utilizaron cuatro concentraciones de acido linoleico (5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312, 0.156
g/mL) diluidos en DMSO 0.1%, un control positivo con ivermectina al 0.1% y un control
negativo con el diluyente (DMSO 0.1%), (Apéndice 4), (Cuadro 7)

Cuadro 7. Tratamientos y concentraciones utilizadas en la prueba in vitro de adultos de
H. contortus contra el acido linoleico comercial a partir de 5 mg/mL.

Tratamiento Concentracion
Acido linoleico (mg/mL)
1 5
2 2.5
3 1.25
4 0.625
5 0.312
6 0.156
DMSO 0.1%
Controles
IVM 0.1 mg/mL
Tiempo de lectura: 5 C/10 min. n=4

Los tratamientos se realizaron en placas de 6 pozos (1 placa por tratamiento), cada pozo
fue considerado una unidad experimental y en cada uno se colocaron de 12 adultos con
un volumen final de 3 mL de cada tratamiento. Se incubaron a 37° C y se realizaron cinco

lecturas con intervalo de 10 minutos entre ellas.
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6.4.3 Preparacion de muestras histoldgicas para la determinacion
de las alteraciones morfoldgicas en adultos de H. contortus

postconfrontacion con el acido linoleico

Se selecciono el tratamiento con acido linoleico a una concentracion de 5 mg/mL y dos
controles (negativo con DMSO 0.1% y positivo con IVM 0.1%), se colocaron cinco adultos
en paraformaldehido al 4% a 4°C durante al menos 24h separados por tratamiento,
posteriormente se realizaron deshidrataciones progresivas con alcohol a partir de 70%
hasta 100%, después alcohol-xilol (50:50) y xilol 100%, enseguida se incluyeron en
parafina. Posteriormente se colocan en moldes de plastico, se colocan en solucion de
hidréxido de potasio al 10% y se inicia con los cortes transversales de 5 um de grosor

con microtomo de deslizamiento con cuchillas de bajo perfil.

Los cortes se colocaron en xilol 100% y luego en alcohol a partir de 100% hasta 70%
para rehidratar, se lavo con agua y se sumergié en hematoxilina por 10 minutos, se lavo
con agua y se paso rapidamente por alcohol &cido, se lavo con agua y se colocé 30
segundos en eosina. Se realizd deshidratacion progresiva con alcohol a partir de 70%
hasta 100%, se colocé en xilol y se realiz6 montaje final para observacién al microscopio

Optico a 10x y 40x.

6.4.4 Preparacion de muestras para microscopia electrénica de
barrido para la determinacion de las alteraciones
morfologicas en adultos de H. contortus postconfrontacion

con el &cido linoleico

Se selecciono el tratamiento con acido linoleico a una concentracion de 5 mg/mL y dos
controles (negativo con DMSO 0.1% vy positivo con IVM 0.1%), se colocaron 10
especimenes por tratamiento en buffer de cacodilato para lavado y posteriormente en

solucion fijadora de KARNOVSKY modificada durante 12 h, posteriormente se realizaron
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deshidrataciones ascendentes en alcohol a partir de 30% hasta 90% con duracion de 25
min en cada solucion y se dejaron los especimenes en solucion de alcohol al 90% y se
rotularon y enviaron a procesamiento de microscopia electronica de barrido (MEB) al
Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR) Unidad de Microscopia Electrénica, Tapachula,

Chiapas, México.

6.5 Analisis estadistico

Se obtuvo el nimero promedio de hembras y machos de H. contortus (larvas y adultos),
de cada experimento y para cada grupo, se estimo el porcentaje de mortalidad de la
poblacion de larvas y adultos con respecto al grupo control mediante la formula de Abbott

corregida (Rosenheim y Hoy, 1989):

X grupo tratado — y grupo control
= x 100

100 — y grupo control

(Gonzélez-Cortazar et al., 2020).

Posteriormente se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) con los resultados obtenidos
en cada experimento a 1 h post confrontacion para adultos con la fraccion PdR-2, 72 h
para larvas infectantes (L3) con vaina (PdR-2) y 50 minutos para adultos confrontados
con acido linoleico, adicionalmente se realizaron pruebas Tukey con p=0.05 para una
comparaciéon de medias entre tratamientos, todo realizado con el software “R”

commander.
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VIl.  RESULTADOS

7.1 Evaluacién in vitro de la fraccion PdR-2 del hongo comestible P. djamor

en larvas infectantes (L3) con vaina de H. contortus

Los resultados obtenidos en el experimento realizado con larvas infectantes (L3) con
vaina de H. contortus, arrojé los siguientes porcentajes de mortalidad: 100% con 80
mg/mL, 87.5% con 60 mg/mL, 62.8% con 40 mg/mL, 53.5% con 20mg/mL y 6.10% con
10 mg/mL. Se puede determinar que, a mayor concentracién, mayor el porcentaje de
mortalidad (Figura 11).

100% 100%
100 A

90 | 87.5%

80 A

70 1 9.8%

60 56.6%

50 -
40 -

Mortalidad (%)

30 A

20 1 134%
10 - 6.1%

0

PBS lvermectina 80 60 40 20 10
Tratamientos

Figura 11. Resultados del porcentaje de efectividad nematicida obtenido en la evaluacion
in vitro de la fraccion PdR-2 de P. djamor contra larvas infectantes (L3) con vaina de

Haemonchus contortus.

7.2 Evaluacién in vitro de la fraccién PdR-2 del hongo comestible P. djamor

en adultos de H. contortus

Con base en la evaluacién in vitro la fraccion PdR-2 del hongo comestible P. djamor

contra adultos de H. contortus obtenidos de cabras infectadas naturalmente, los

35



resultados de mortalidad después de una hora mostraron bajos porcentajes en las
concentraciones mas diluidas (27.46% a 0.3125 mg/mL y 22.26% a 0.625 mg/mL),
incluso se obtuvo un 8.39% en el grupo testigo negativo (RPMI), porcentaje elevado en
comparacién con la molécula sintética (Allitol) grado analitico y las concentraciones de 5
a 1.25 mg/mL de las fraccion PdR-2, ya que sus porcentajes de mortalidad a la hora

fueron igual a 0%, resultado contrario al esperado (Figura 12).

100%
100.00
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60.00 -
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27.5%
30.00 28.3%

20.00 A

8.4%
10.00 4
0 0 0 0
0.00

RPMI Ivermectina Allitol 5mg 2.5mg 1.25mg 0.625mg 0.3125mg
Tiratamientos

Figura 12. Porcentajes de mortalidad obtenidos en las pruebas in vitro de la fraccién PdR-

2 en adultos de H. contortus a la hora de incubacion.

A las 18 h postconfrontacion no fueron satisfactorios ni comparables los resultados
obtenidos, debido a que en el grupo testigo negativo (RPMI) se obtuvo un porcentaje de
mortalidad del 90%, asi como 100% en las concentraciones de 2.5 a 1.25 mg/mL, 63.3%
a 5 mg/mL y 25% con el Allitol (datos no mostrados), ademas, las desviaciones estandar
obtenidas fueron muy elevadas, representando una mayor dispersion de datos en los
tratamientos, en cuanto a la comparacion de medias, no fueron significativas
estadisticamente, por lo que Unicamente se tomaron en cuenta los resultados obtenidos

a la hora de incubacion.
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Se realizé observacion mediante un microscopio Optico posterior a las 18 h de incubacion y no se apreciaron alteraciones
en los adultos expuestos a la fraccion PdR-2, ni crecimiento de hifas como en el caso de larvas infectantes (L3) con vaina
(Figural3).

Figura 13. Fotografias de adultos de H. contortus de cada tratamiento, observado al microscopio 6ptico 10x.
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13A. T1: Medio, se puede observar intestino y ovarios de la hembra de un color cristalino
y en macho bursa cerrada, morfologia sin alteraciones, 13B. T2: lvermectina, se observa
deshidratacion del tegumento, principalmente en extremidades. 13C. T3: Allitol (2.5
mg/mL), se observaron vivos los especimenes examinados al microscopio sin
alteraciones aparentes, mostraron contracciones intestinales y movimiento de bursa y
espiculas en macho y parte anterior en hembra. 13D. T4: Fraccion PdR-2 a 5 mg/mL, un
aspecto muy peculiar que mostroé este tratamiento fue una coloracién marrén en los
nematodos (sus érganos se oscurecieron), la vulva en la hembra no mostro contraccion,
se notaba con abertura y no se observaron cambios en la bursa ni espiculas del macho.
13E. T5: Fraccion PdR-2 a 2.5 mg/mL, Las espiculas del macho y vulva en la hembra sin
alteraciones, la vesicula cefalica se observé més prominente. 13F. T6: Fraccion PdR-2 a
1.25 mg/mL, la hembra mostré una contraccion de intestino, el eséfago del macho se
notaba contraido en una porcion. 13G. T7: Fraccion PdR-2 a 0.625 mg/mL, La vulva de
la hembra se observé cerrada, los ovarios e intestino se observaron relajados, sin
contraccion, la bursa y espiculas del macho se apreciaron sin cambios aparentes. 13H.
T8: Fraccion PdR-2 a 0.312 mg/mL, no se observo contraccion de 6rganos y se pueden
apreciar los huevos listos para ser ovipositados; sin embargo, la vulva de la hembra sin
cambios aparentes y la coloracion marron no fue tan prominente como en los

tratamientos de mayor concentracion de fraccion.

7.3 Evaluacion in vitro de acido linoleico comercial en adultos de H. contortus

Se tomaron porcentajes de mortalidad hasta los 50 minutos de lectura que fue cuando la
concentracion mas alta (5 mg/mL) obtuvo el 75% de mortalidad seguido de las
concentraciones descendentes, dando como resultado un efecto dosis respuesta
(Cuadro 8).
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Cuadro 8. Mortalidad de adultos de H. contortus causado por el &cido linoleico comercial

30 minutos después de la exposicion.

Tratamiento Concentracion (mg/mL) Mortalidad £ SD
5 75 + 7.99°
2.5 43.75 £4.79°
Acido linoleico 1es 25.02:+7.99°
0.625 8.87 + 7.09¢f
0.3125 1.57 + 3.15
0.15625 0.00 + 0.00¢
DMSO 0.1% 1.50 + 3.10°
IVM 0.1% 100 £ 0.002

Se obtuvo un analisis probit con la concentracion Letal 50 y 90 del acido linoleico
comercial (Cuadro 9).
Cuadro 9. Concentracion letal 50 y concentracién letal 90 de &cido linoleico en adultos

de H. contortus.

CLso Limite Limite CLoo Limite Limite

Tratamiento . _ . . _ .
(mg/mL) inferior  superior (mg/mL) inferior  superior

Acido
linoleico

1.24 0.95 1.55 8.18 3.77 12.60

7.4 Alteraciones morfologicas en adultos de H. contortus postconfrontacion

con el &cido linoleico mediante histologia

En la histoarquitectura de H. contortus fase adulta de los diferentes tratamientos
utilizados (dos grupos testigo y acido linoleico comercial 5 mg/mL), se observaron
diferencias estructurales de membrana en la concentracion con mayor efectividad

antihelmintica (5 mg/mL) a los 50 min de exposicion (Figura 14).
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Control
negativo
DMSO0 0.1%

Control
positivo
IVM 0.1%

Tratamiento
con
Acido linoleico
5 mg/mL

Figura 14. Cortes histolégicos con tincion de hematoxilina y eosina de nematodos adultos
de H. contortus incubados con acido linoleico a 5 mg/mL y dos grupos testigo (DMSO
0.1% e IVM 0.1%). Las flechas rojas, indican la epicuticula del nematodo. Barra de escala
de 100 pm.

Se tomaron mediciones de la cuticula de los nematodos, abarcando la envoltura externa,
hipodermis y musculatura. Se realizaron 10 medidas de cada toma fotografica de las tres
porciones del nematodo (anterior, media y posterior); de cada tratamiento, (acido linoleico
y los dos grupos testigos) en objetivo 40x. Se obtuvieron 360 mediciones en total (Figura
15).
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Control
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Figura 15. Cortes histologicos de adultos de H. controtus, con mediciones morfométricas de la membrada externa. Objetivo
40X. Barra de escala de 40 pm.
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La figura 15A, muestra el control negativo, con DMSO al 0.1%, en el cual no se observan cambios morfométricos y
se aprecian las crestas cuticulares. Sin embargo, en la figura 15B se pueden observar cambios en la cuticula del
nematodo, del mismo modo, se observan cambios en el engrosamiento de la cuticula del nematodo en la figura 15C,
la cual hace referencia al tratamiento del acido linoleico comercial a 5 mg/mL, tras 50 minutos de exposicién, se
puede observar que las crestas cuticulares se desvanecieron y una notable vacuolizacion muscular; se tomaron las
mediciones, posteriormente se realizd un ANOVA de una via y comparacion de medias entre si con el software

GraphPad Prism, obteniendo diferencias significativas entre los tres tratamientos (Figura 16).
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Figura 16. Grafica de comparacion de medias de grosor de epicuticula de adultos de H. contortus, DMSO 0.1%

(control negativo), ivermectina 0.1% (control positivo) y acido linoleico comercial (tratamiento). ***Diferencias

significativas entre tratamientos (P>0.01).

7.5 Alteraciones morfolégicas en adultos de H. contortus postconfrontacion con el acido linoleico

mediante Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Se obtuvieron microfotografias de la parte anterior media y posterior de los dos grupos testigo y acido linoleico, de
los cuales solo se muestran la parte anterior (region cefalica) y media, con énfasis en el tegumento del nematodo,

ya que se mostraron cambios en la ultraestructura principalmente en la cuticula (Figura 17).
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Figura 17.

Control
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Control
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Ultraestructura externa de H. contortus adulto en contacto con DMSO 0.1% (cotrol negativo), IVM 0.1% (control

positivo) y acido linoleico comercial (tratamiento) bajo condiciones in vitro.

Los principales cambios observados entre el control negativo (DMSO 0.1%), control positivo (IVM 0.1%) y el acido
linoleico comercial es en la superficie del cuerpo (cuticula) y la regién anterior o cefélica. El cuerpo de los nematodos
en DMSO 0.1% presentaban una superficie de cuticula lisa, sin presencia de agregados o particulas en el
tegumento, los parasitos tratados con ivermectina y acido linoleico perdieron su aspecto normal mostrando pliegues
longitudinales y transversales y crestas mas gruesas en la cuticula. Estas alteraciones ultraestructurales se
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observaron en la mayor parte del cuerpo del nematodo, principalmente mostrado en el tratamiento con acido linoleico
el cual mostré ruptura en pliegues de la cuticula y una mayor hinchazén de ésta, asi como pérdida de crestas
cuticulares con énfasis en la parte media, a diferencia del tratamiento con IVM que, a pesar de mostrar cambios

cuticulares, no perdi6 del todo su composicion cuticular como con el acido linoleico comercial.
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VIIl. DISCUSION

Los metabolitos secundarios provenientes de los hongos comestibles del género Pleurotus spp. han mostrado
diversas propiedades, entre ellas, la antiparasitaria principalmente antihelmintica contra céstodos y nematodos

parasitos de importancia agropecuaria.

El nematodo H. contortus provoca pérdidas econdmicas considerables y cuantiosas por lo que se ha utilizado como
modelo biolégico en diferentes estudios utilizando metabolitos secundarios de hongos comestibles en la busqueda

de las moléculas con capacidad nematicida.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de las pruebas in vitro de la fraccion PdR-2 contra larvas infectantes
(L3) con vaina de H. contortus, demostraron que el mayor efecto nematicida fue del 100% a 80 mg/mL y 87.5% a
60 mg/mL, en comparacion con un estudio realizado por nuestro grupo de investigacion, Gonzalez-Cortazar et al.
(2020), que realizaron pruebas in vitro con la misma fraccion (PdR-2) en larvas infectantes (L3) sin vaina de H.
contortus y obtuvieron actividad nematicida de 80.75% a las 72 h con 20 mg/mL; sin embargo, la vaina tiene la
funcion de proteger a los nematodos de factores bidticos y abiéticos, debido a eso, las dosis efectivas en el presente
trabajo fueron mas elevadas, para poder penetrar la vaina protectora y ejercer su efecto en las larvas, dando otra

alternativa de uso: aspersion en potreros.

En este contexto la fraccion PdR-2 también mostré tener efectividad nematicida contra el nematodo agallador
Meloidogyne enterolobii, (de gran impacto en hortalizas), en estadio J2s con un porcentaje de mortalidad mayor al
84% a una concentracion de 0.123 mg/mL (GOmez-Rodriguez et al., 2022). En contraste con el presente trabajo se
puede inferir que la concentracién nematicida efectiva varia, debido a que son nematodos de ambientes diferentes,
siendo H. contortus un NGI, posee mayor proteccion en su cuticula para atravesar el tracto gastrointestinal y llegar
con éxito al abomaso; a diferencia de un nematodo que infecta hortalizas, ya que las condiciones ambientales a las
que se exponen son completamente distintas. Sin embargo, en ambos nematodos se demuestra la efectividad

nematicida de la fraccion PdR-2.

Por otro lado, un estudio notificado por Acevedo-Ramirez et al. (2020), observaron actividad nematicida en larvas
infectantes (L3) con vaina de H. contortus, utilizando un tanino hidrolizable obtenido de la planta Castanea sativa y
observaron separacion de la vaina y retraccion del cuerpo larvario. En comparacion con lo observado
microscopicamente en larvas infectantes (L3) de H. contortus del presente trabajo, se percibié separacion de la
vaina en muy pocos especimenes; sin embargo, se visualizaron particulas similares a las esporas con los

tratamientos de la fraccion PdR-2 a las concentraciones mas altas a partir de 40 mg/mL hasta 80 mg/mL.

45



En las pruebas in vitro con adultos de H. contortus con la fraccion PdR-2 a la hora de incubacion se obtuvieron
porcentajes de mortalidad bajos en las dos concentraciones mas bajas (27.46% a 0.3125 mg/mL y 22.26% a 0.625
mg/mL) y 8.39% de mortalidad con el grupo testigo negativo, lo que puede sugerir que la fraccion PdR-2 no posee
efecto nematicida en adultos y esto puede ser posible debido a los cambios fisioldgicos que sufren los nematodos

en su desarrollo de larva a adulto.

Es importante mencionar que las necesidades energéticas de una larva y un adulto de H. contortus difieren, esto
podria justificar que la fraccion PdR-2 no haya tenido efecto en adultos, al contrario, mostraron mayor viabilidad,
principalmente con la molécula sintética Allitol (2.5 mg/mL), la cual se encuentra en la fraccion PdR-2, al igual que

un terpeno aun no identificado, en una proporcion 9:1.

El Allitol siendo un azucar, mantuvo viables por mas tiempo a los nematodos y se puede inferir que les proporcioné
energia y evito la muerte, lo que podria explicar por qué pasadas las 18 horas de incubacion con la fraccion PdR-2,
se observo un porcentaje de mortalidad de 25% con el Allitol, 63.3% de mortalidad con la concentracion mas alta de
la fraccion PdR-2 (5 mg/mL) y 100% de mortalidad en las concentraciones descendentes (de 2.5 a 0.312 mg/mL).
Demostrando que entre mayor sea la concentracion de la fraccion PdR-2, mayor sera la cantidad de Allitol y por

consecuencia, mayor viabilidad.

Debido a esto es que seria de gran utilidad la elucidacién del terpeno contenido en la fraccion PdR-2, para identificar
Si existe sinergismo en el efecto nematicida en larvas (estadio en el que si se observo y se ha notificado mortalidad)
e identificar si este terpeno probablemente pueda tener efecto nematicida por si solo en adultos de H. contortus y

del mismo modo realizar pruebas in vitro con mas réplicas y menos tiempos de lectura.

En los resultados obtenidos en las pruebas in vitro con el &cido linoleico comercial se obtuvieron altos porcentajes
de mortalidad (75%) a partir de 5 mg/mL a los 50 min postconfrontacion en adultos de H. contortus. Pineda-Alegria
et al., (2020), realizaron un estudio con acidos grasos comerciales, los cuales anteriormente habian sido notificados
en el hongo comestible P. djamor (Pineda-Alegria et al., 2017); utilizaron un terpeno (B-sitosterol) y cuatro acidos
grasos comerciales, entre ellos el acido linoleico (acido cis, cis-9,12-Octadecadienoico); evaluaron de manera
individual y en combinacion los acidos grasos contra huevos y larvas infectantes (L3) de H. contortus, obteniendo
41.59% de inhibicién en la eclosion de huevos y 100% de mortalidad larvaria a las 72 h a 10 mg/mL utilizando la
combinacion de los cuatro acidos grasos, demostrando en el presente estudio que el &cido linoleico también posee

efecto nematicida en estadio adulto.

Hay diversos estudios que informan sobre los grandes beneficios que tiene el acido linoleico conjugado en humanos
y animales superiores, como el estudio realizado por Jimenez-Penago, (2020), utilizé acido linoleico conjugado en
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una dieta para ovinos y en sus resultados notificé que hubo larvas infectantes (L3) de H. contortus que lograron
llegar a estadio adulto sin embargo no fueron reproductivas, ya que tuvo recuentos bajos de HPG. Aunado a ello, el

acido linoleico conjugado les confiri6 un mejor aprovechamiento de nutrientes en la alimentacion.

A pesar de que en el estudio mencionado anteriormente realizaron experimentos con &cido linoleico conjugado, los
resultados parecen ser muy similares en cuanto al efecto antiparasitario que posee. Sin embargo, seria muy
enriquecedor poder comparar el efecto nematicida de ambos acidos grasos (linoleico y conjugado) en el ambito
agropecuario y tomar en cuenta el costo beneficio de cada uno, para favorecer en un futuro a los productores

agricolas y pecuarios, facilitAndoles el acceso a estos productos.

En cuanto a los resultados morfométricos se encontraron diferencias en el grosor de la cuticula, incluyendo envoltura
externa, hipodermis y capa muscular, donde se observo la lisis de las crestas cuticulares provocadas por el acido

linoleico al igual que en la ivermectina.

Se observaron también los cambios ultraestructurales mediante MEB, en los que se percibieron diferencias
tegumentarias, principalmente con el acido linoleico comercial, que perdié por completo la histoarquitectura normal
de la cuticula, donde se eliminaron por completo las crestas cuticulares que le sirven de adherencia al hospedero y
se observo ruptura por pliegues principalmente en la parte media, o que sugiere un aumento de permeabilidad de

la membrana, ya que se observa la membrana hipertonica.

Del mismo modo Martinez-Ortiz-de-Montellano et al, (2012), en su experimento in vitro e in vivo, donde expusieron
a adultos de H. contortus con plantas ricas en taninos; encontraron cambios ultraestructurales en tegumento. Sin
embargo, ellos tuvieron mayor presencia de particulas o agregados en la cuticula, principalmente alrededor del
aparato reproductor de hembra y porcion cefalica, lo que sugieren que podria afectar su movimiento, nutricion,

metabolismo e incluso su actividad reproductiva.

En este trabajo se observaron menos particulas en tegumento, pero mayor afectacién en su estructura, lo que
propone que afecta la movilidad y metabolismo, especificamente en el intercambio de solutos y gases mediante la
cuticula; también un posible dafio al sistema nervioso, ya que existen cordones hipodérmicos nerviosos dorsales,
que al ponerse en contacto con el acido graso podria afectar sus funciones vitales, o producir un efecto agonista en

los receptores GABA, provocando paralisis flacida y la muerte como la ivermectina.

Por otro lado, Shalaby et al., (2020), evaluaron el efecto antihelmintico de los frutos Balanites aegyptiaca, donde
observaron histoarquitectura y ultraestructura, notificando dafios principales a la cuticula, como hinchazon,
desprendimiento de cuticula y exposicidon de la lamina basal, los dafios se observados fueron con mayor intensidad

a una concentracion mayor (400 ug/mL) y entre menor era la concentracion, menores dafos.
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Se sugiere que existe aumento de permeabilidad de la membrana al hacer el intercambio de solutos hidrosolubles
por acuosos, en el caso de la ivermectina y acidos grasos, generando una hiperpolarizacién, atravesando hasta la
musculatura, provocando una paralisis muscular. Hace unos afios atras se realiz6 una revision de los sitios de accion
de los farmacos antihelminticos, los cuales son absorbidos por la cuticula de los nematodos, pero tienen diferentes
sitios de accion (Martin et al., 1997), por lo que seria de gran relevancia identificar el mecanismo de accion especifico
del acido linoleico, para contrarrestar lo mayor posible el desarrollo de una resistencia hacia esta molécula en un

futuro.
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IX. CONCLUSIONES

1. Las concentraciones de la fraccion PdR-2 con mayor porcentaje de mortalidad contra larvas infectantes (L3)

de H. contortus fueron a 80 mg/mL y 60 mg/mL, obteniendo 100% y 87.5% respectivamente.

2. El efecto nematicida de la fraccién PdR-2 en adultos de H. contortus en no se observo; sin embargo, mostré
mayor viabilidad de estos a mayor concentracion de la fraccion PdR-2 a 1 y 18 h postconfrontacion,

principalmente utilizando el allitol puro, que es una de las moléculas que posee la fraccion utilizada.

3. La determinacion de parametros morfométricos en adultos de H. contortus en bioensayos con 4cido linoleico
comercial, demostré que el &cido penetra a través de la membrana y provoca un adelgazamiento de este al

igual que una lisis de crestas cuticulares.

4. Del mismo modo se observan cambios ultraestructurales del tegumento mediante MEB, donde se aprecia
gue existe aumento de permeabilidad de membrana y de igual manera de observa lisis de crestas cuticulares
y aberturas en tegumento posiblemente por el exceso de solutos acuosos penetrados en la membrana

cortical.
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X.

PERSPECTIVAS

Elucidacion del terpeno no identificado de la fraccion PdR-2 del hongo comestible P. djamor por técnicas

espectroscopicas (RMN).

Realizacion de pruebas in vitro de ambas moléculas sintéticas por separado y determinar el mecanismo de
accion que posee en nematodos y/o en otros agentes patégenos mediante estudios computacionales como

pruebas in silico, network pharmacology y dinamica molecular.

Aplicacion del acido linoleico comercial como antiparasitario en otros agentes patdégenos internos y externos
gue afecten a otras especies de interés veterinario e identificar el mecanismo de accién especifico que posee

la molécula sintética.
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Xlll. APENDICES

12.1 Apéndice 1.
Cuadro de numero de especimenes de H. contortus encontrados en los diferentes muestreos realizados en el

presente trabajo.

FECHA ANIMAL EDAD SEXO H. contortus PROCEDENCIA
04-03-22 Ovino | Caprino 1.5 afios Macho Hembra 118
X 1.5 afos X 127 o
Tres Marias, Huitzilac,
25-03-22 X 6 meses X 3500 M
or.
X 8 meses X 60
22-04-22 X 2 anos X 10
X X 213 Amayuca, Jantetelco,
03-05-22 1.5 afios
X X 186 Mor
X 1.5 afos X 241
06-05-22 X 2.5 afos X 226 Jonacatepec, Mor.
X 1 ano X 0
X X 10
2 afos Temoac, Mor.
X X 0
13-05-22
X 1.5 afios X 392 Col. Iztaccihuatl,
X 2.5 afios X 289 Cuautla. Mor

12.2 Apéndice 2
Evaluacion in vitro de la fraccion PdR-2 del hongo comestible P. djamor en larvas infectantes (L3) con vaina de H.

contortus.
MATERIALES:

- Placa de 96 pozos
- Suspension con larvas infectantes (L3) de H. contortus
- PBS,pH 7.4

- lvermectina (IVM) 5 mg/mL
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- Fraccion PdR-2, concentraciones (80, 60, 40, 20, 10 mg/mL)
- Micropipeta de 200 pl y sus puntas

- Micropipeta de 20 ul y sus puntas

- Microscopio optico

- Portaobjetos

PROCEDIMIENTO:
En la placa de 96 pozos se colocaron 80 ul de cada concentracion de la Fraccion PdR-2 por triplicado.
Se colocaron 80 pl de PBS en tres pozos separados y en otros tres se coloca IVM.

Posteriormente se agregaron 20 pl de suspension de larvas infectantes (L3) en cada uno de los pozos con los

diferentes tratamientos.
Se le puso su tapa a la placa y se metié a la incubadora a 28°C durante 72 h.

Pasado el tiempo, se realizaron lecturas de cada tratamiento mediante microscopio 6ptico, colocando 10 alicuotas
de 10 pl cada una en portaobjetos diferentes y se captura el nimero de larvas muertas y vivas por alicuota, para

posteriormente obtener promedios y porcentajes de mortalidad con ayuda de los programas Excel y R commander.

12.3 Apéndice 3
Evaluacion in vitro de la fraccién PdR-2 del hongo comestible P. djamor en adultos de H. contortus.

MATERIALES:

- Placas petride 5 mL

- Adultos de H. contortus

- Medio de cultivo RPMI

- Ivermectina (IVM) 0.1 mg/mL

- Fraccion PdR-2, concentraciones (5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125 mg/mL)
- Micropipeta de 1000 ul y sus puntas

- Microscopio estereoscopico y 6ptico

- Portaobjetos

- Gancho o jeringa para manipulacién de nematodos

PROCEDIMIENTO:
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- Enlas cajas de Petri se colocaron 3 mL de cada concentracion de fraccion PdR-2, y grupos testigo (RPMI e
IVM), por triplicado
- Posteriormente se agregaron 10 adultos de H. contortus en cada repeticion de tratamiento.

- Se taparon y rotularon cada una de las cajas con tratamientos y se incubaron a 37°C (Figura 18).

0.1mg/mL Fraccién PdR2 [mg/mL]
Medio VM Allitol e .
RPMI  0.imgmL  25% /5 2.5 1.25 0625 03125
= —*f\ =
Z <2 //:_A\ 7 N\ = 2 v Z Fs N SN
3 i i’:- \ h' /
1 \"‘\ - y
\ \ \f q S * (5 - 3 R >
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’ { ¥ N | /
v \\ " A
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Figura 18. Disefio experimental de bioensayo de la fraccion PdR-2 del hongo P. djamor contra adultos de H.
contortus.

Fuente: Pérez-Montero, 2021.

- Se realizaron lectura a la hora y 18 h. En cada lectura se observd mortalidad o movilidad de los nematodos
mediante microscopio estereoscépico, considerando a los inméviles y completamente estirados como
muertos y a los moviles y enroscados como Vivos.

- Se obtuvieron promedios y porcentajes de mortalidad con ayuda de los programas Excel y R commander.

12.4 Apéndice 4

6.4.3 Evaluacion in vitro de acido linoleico comercial en adultos de H. contortus.
MATERIALES:

- Placas de 6 pozos
- Adultos de H. contortus

- DMSO 0.1%
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- lvermectina (IVM) 0.1%

- Acido linoleico, concentraciones (5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.15625 mg/mL)
- Micropipeta de 1000 pl y sus puntas

- Microscopio estereoscopico y optico

- Portaobjetos

- Gancho o jeringa para manipulacion de nematodos

PROCEDIMIENTO:

- Enlas cajas de Petri se colocaron 4 mL de cada concentracion del acido linoleico, los cuales se diluyeron con
DMSO 0.1%, y controles (DMSO 0.1% e IVM 0.1%), por triplicado cada tratamiento.

- Posteriormente se agregaron 12 adultos de H. contortus en cada repeticion de tratamiento.

- Se taparon y rotularon cada una de las cajas con tratamientos y se incubaron a 37°C.

- Se realizaron lecturas cada 10 min. En cada lectura se observo mortalidad o movilidad de los nematodos
mediante microscopio estereoscépico, considerando a los inmdviles y completamente estirados como
muertos y a los moviles y enroscados como Vivos.

- Se obtuvieron promedios y porcentajes de mortalidad con ayuda de los programas Excel y R commander.
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