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1. RESUMEN

En Uruguay, las nematodosis gastrointestinales constituyen las principales
infecciones que deterioran la salud animal y que causan los mayores perjuicios
econOémicos en la produccion ovina. Dichas pérdidas, sumado al surgimiento de la
resistencia a los antihelminticos y a la presencia de residuos de los mismos en
tejidos animales y en el ambiente, han llevado a la busqueda de nuevas medidas de
control de los nematodos gastrointestinales (NGI). En este sentido, el objetivo del
trabajo fue evaluar la actividad antiparasitaria in vitro del aceite esencial de
Baccharis trimera (Carqueja) sobre los estadios de vida libre de los NGI de ovinos.
La valoracion del material vegetal se llevo a cabo en el Laboratorio de Parasitologia,
Facultad de Veterinaria, CENUR Litoral Norte Salto de la Universidad de la
Republica y los huevos y larvas infectantes se obtuvieron de muestras de materia
fecal de ovinos infectados naturalmente con predominio de Haemonchus y en
segundo lugar de Trichostrongylus. En el test de eclosion de huevos se utilizaron
ocho diluciones del aceite (25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56, 0,78, 0,39 y 0,19%), un control
positivo (Ricobendazol) y dos controles negativos (PBS+DMSO y Levamisol). En el
test de motilidad larvaria se incluyeron cinco diluciones del aceite (25, 12,5, 6,25,
3,13, 1,56%), un control negativo (PBS+DMSOQ) y dos controles positivos (Levamisol
y Ricobendazol). En ambos test se realizaron tres repeticiones de cada tratamiento,
los cuales se dispusieron en placas de cultivo celular que se incubaron a 27°C. En
las diluciones del aceite esencial de Baccharis trimera al 25y 12,5% se obtuvo una
inhibicién de la eclosion del 100 y 98,96% respectivamente, no mostrando
diferencias significativas entre ellas ni frente al Ricobendazol, pero si respecto a los
controles negativos y a las otras diluciones, que hasta la quinta se observé el efecto
dosis respuesta y posteriormente se mantuvo entre el 46,87 y 48,95% de huevos sin
eclosionar. La dosis letal 50 del aceite fue al 4,93% en la inhibicidn de la eclosion de
los huevos. Por otro lado, en el test de motilidad larvaria también se observo un
efecto dosis respuesta, pero no se encontraron diferencias significativas entre las
distintas diluciones del aceite ni de ellas frente al Ricobendazol, en cambio difirieron
estadisticamente con el Levamisol. Las tres primeras diluciones fueron
significativamente diferentes al control negativo pero no ocurrié lo mismo con las
ltimas dos. La dosis letal 50 del aceite fue 16,77% en la inhibicion de la motilidad de
las larvas. A partir de estos resultados se demostrd que el aceite esencial de
Baccharis trimera fue méas efectivo como ovicida que larvicida dado que la dilucion a
la cual se inhibi6 el 50% de la eclosién fue menor que la dilucion a la que el 50% de
las larvas dejaron de ser moviles. Estos efectos han sido verificados in vitro y de
mantenerse la actividad sobre los huevos en estudios in vivo, contribuiria a reducir la
contaminacion de las pasturas.



2. SUMMARY

In Uruguay, gastrointestinal nematodes are the main infections that deteriorate
animal health and cause the greatest economic damage in sheep production. These
losses, coupled with the emergence of resistance to anthelmintics and the presence
of residues thereof in animal tissues and in the environment, have led to the search
for new measures of gastrointestinal nematodes (GIN). In this sense, the objective of
this work was to evaluate the in vitro antiparasitic activity of the essential oil of
Baccharis trimera (Carqueja) on the free living stages of the GIN of sheep. The
evaluation of the plant material was carried out in the Laboratory of Parasitology,
Veterinary School, CENUR Litoral Norte Salto of the University of the Republic and
the eggs and infective larvae were obtained from samples of fecal matter of naturally
infected sheep with predominance of Haemonchus and secondly from
Trichostrongylus. In the egg hatch test, eight dilutions of the oil (25, 12.5, 6.25, 3.13,
1.56, 0.78, 0.39 and 0.19%), a positive control (Ricobendazole) and two negative
controls (PBS + DMSO and Levamisole) were used. Five dilutions of the oil (25, 12.5,
6.25, 3.13, 1.56%), a negative control (PBS + DMSO) and two positive controls
(Levamisole and Ricobendazole) were included in the larval motility test. In both tests
three replicates of each treatment were performed, which were placed in cell culture
plates that were incubated at 27 ° C. In the dilutions of the essential oil of Baccharis
trimera at 25 and 12.5%, a hatching inhibition of 100 and 98.96% respectively was
obtained, showing no significant differences between them nor against the
Ricobendazole, except with respect to the negative controls and to the other
dilutions, that until the fifth the dose response effect was observed and later it was
maintained between 46.87 and 48.95% of the eggs without hatching. The lethal dose
50 of the oil was 4.93% in inhibiting egg hatching. On the other hand, a dose
response effect was also observed in the larval motility test, but no significant
differences were found between the different dilutions of the oil and none of them in
comparison to Ricobendazole, but they differed statistically with Levamisole. The first
three dilutions were significantly different to the negative control but the same did not
occur with the last two. The lethal dose 50 of the oil was 16.77% in the inhibition of
larval motility. From these results it was demonstrated that the essential oil of
Baccharis trimera was more effective as an ovicide than a larvicide since the dilution
at which 50% of the hatching was inhibited was lower than the dilution at which 50%
of the larvae were no longer mobile. These effects have been verified in vitro and the
activity maintained on the eggs in in vivo studies, would contribute to reduce
contamination of the pastures.



3. INTRODUCCION

Las parasitosis gastrointestinales representan uno de los problemas sanitarios mas
importantes en los sistemas de produccién de ovinos a nivel mundial. Esto se debe a
que afectan la salud y el bienestar de los animales, pudiéndose manifestar con
diarrea, pérdida de apetito, anemia de distintos grados y mortalidad. Por otro lado las
infecciones subclinicas, leves pero persistentes, cobran gran relevancia al ocasionar
pérdidas econdmicas asociadas a la disminucién de la produccién de carne y lana
y/o aumento de los costos necesarios para su control (Hernandez y col., 1999;
Banchero y Mederos, 2013).

A nivel del Uruguay, las nematodosis gastrointestinales constituyen las principales
infecciones que deterioran la salud animal y que causan los mayores perjuicios
econdmicos en la produccion ovina. Estos efectos han sido cuantificados, existiendo
en corderos altamente parasitados hasta un 50% de mortalidad, un 20% de
disminucién en el peso vivo y un 30% de reduccion en la produccién de lana
(Berretta y col., 1998).

En el control de las parasitosis gastrointestinales no existe un protocolo Unico de
tratamiento, sino que se han de valorar distintos aspectos tales como categorias
animales, dotaciones, estado fisiol6gico, nivel nutritivo y las condiciones climaticas
(Bonino, 2002). Ha de tenerse en cuenta que el equilibrio parasito-hospedador
depende tanto de la carga y la combinacion de géneros parasitarios como del clima,
el manejo previo de las pasturas y la majada, la inmunidad adquirida y la
interrelacion con otras especies de animales (Cardozo y Nari, 1987). La erradicacion
resulta practicamente imposible, siendo en todo caso mas viable su control, es por
esto que “debemos tratar de controlar las parasitosis hasta niveles compatibles con
la produccién” (Corchero y col., 2002).

En nuestro pais, estas parasitosis han sido controladas de manera exitosa por mas
de 50 afios mediante el uso de drogas antihelminticas (ATH). Sin embargo, el uso
frecuente de dichos farmacos ha presionado a los parasitos a la seleccion de cepas
resistentes a los mismos al ser utilizados como Unico método de control. Esto ha
derivado en los ultimos afios a la aparicion de la resistencia antihelmintica (RA) a
diferentes grupos quimicos y se ha transformado en uno de los inconvenientes
sanitarios de mayor importancia en los rebafios ovinos en todo el mundo (Banchero
y Mederos, 2013).

La situacion resulta en un gran desafio para productores y técnicos, donde ademas
de las pérdidas en la produccion y del surgimiento de la RA, se generan graves
consecuencias debidas a la presencia de residuos de ATH en los tejidos animales
(Bonino, 2002). Los organismos internacionales y los mercados extranjeros son cada
vez mas exigentes en cuanto a los niveles permitidos de residuos de farmacos en
los productos de origen animal, es por esto que la permanencia de los quimicos en
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los tejidos se torna una de las desventajas principales, sobre todo para los ATH de
larga accion. Ademas de esto, existen ATH endectocidas que tienen un efecto
perjudicial en el medio ya que se eliminan en las heces fundamentalmente como
droga activa y con una permanencia prolongada en el ambiente, donde a dosis muy
bajas, afectan a los acaros encargados de la degradacion de la materia fecal (Fiel,
2013).

En la actualidad se busca realizar un control integrado de los NGI que apunte a la
reduccion en el uso de los ATH y por ende, disminuya la probabilidad de aparicion
de RA a los mismos (Castells, 2004a). Para esto se han estudiado diferentes
estrategias de control, tales como el manejo del pastoreo y la nutricion, el uso de
forrajes bioactivos o nutracéuticos, el control biolégico, las homeopatias, la
inmunizacidn con vacunas, la utilizacion de animales seleccionados por resistencia
genética y el uso de hongos nemato6fagos (Banchero y Mederos, 2013). Ademas de
esto, a nivel mundial se encuentra en investigacion el uso de medicamentos de
origen natural hechos a partir de plantas con propiedades antiparasitarias, lo cual
permitiria un control ecolégico disminuyendo el uso de farmacos sintéticos (Arce
Gonzalez y col., 2006).

En los ultimos afios diversos estudios han probado la actividad antihelmintica de
extractos vegetales frente a los NGI de ovinos, como ser los extractos acuosos de
Moringa oleifera y Gliricida sepium, los cuales fueron capaces de inhibir la eclosion
de sus huevos (Arece Garcia y col., 2014). Con respecto al aceite esencial de
Baccharis trimera, si bien se ha comprobado su efecto antiséptico y desinfectante,
su actividad como antifingico y otras propiedades biolégicas (Avancini y col., 2000;
Casali y col., 2007), no se han encontrado trabajos nacionales o internacionales que
verifiquen su accién frente a NGI de ovinos.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Taxonomia

Los NGI se ubican taxonémicamente en el Reino animal, Phyllum Nemathelminthes
y Clase Nematoda, pudiendo distinguirse principalmente tres familias:
Trichostrongylidae, Strongylidae y Trichuridae. A la familia Trichostrongylidae
pertenecen los géneros Ostertagia, Haemonchus, Trichostrongylus, Cooperia y
Nematodirus; a la familia Strongylidae los géneros Chabertia, Oesophagostomum y
Bunostomum; mientras que dentro de la familia Trichuridae se encuentra al género
Trichuris (Lapage, 1976; Armour y col., 2001).

En cuanto a su localizacién en el organismo, Haemonchus, Ostertagia y
Trichostrongylus axei se ubican en abomaso; Trichostrongylus colubriformis,
Cooperia, Nematodirus y Bunostomum a nivel de intestino delgado;
Oesophagostomum en ciego y colon, Chabertia en colon, y Trichuris
fundamentalmente en ciego (Armour y col., 2001).

4.2 Morfologia

Los NGI son parasitos cilindricos, de color blanquecino e incluso rojizo en caso de
ser hematoéfagos, cuyo tamarfio varia desde un par de milimetros a tres o cuatro
centimetros. La cuticula puede ser lisa o0 estriada y en algunos casos tienen
expansiones cuticulares anteriores, mientras que en su parte posterior en los
machos del suborden Strongyloidea se encuentra la bolsa copuladora, donde se
ubican otras estructuras quitinosas que intervienen en la copula (Corchero y col.,
2002).

El sistema digestivo es tubular. La boca, en la mayoria de los NGI, es una abertura
sencilla que puede estar rodeada de dos o tres labios y que conecta directamente
con el eséfago. En algunos nematodos la cidpsula bucal es pequefia, mientras que
en otros es grande y puede contener dientes y al alimentarse introducir parte de la
mucosa en dicha cdpsula, donde es degradada por enzimas segregadas por
glandulas adyacentes. Algunos helmintos pueden secretar sustancias
anticoagulantes, lo que ocasiona que la mucosa continle sangrando varios minutos
después de que el parasito haya cambiado su lugar de alimentacion. Aquellos
nematodos con capsula bucal pequefia, como los tricostrongilidos, suelen
alimentarse de fluidos de la mucosa, de restos celulares, de productos de la
digestién del hospedador o ser hematéfagos (Soulsby, 1987; Armour y col., 2001).

En relacion al eséfago, generalmente es muscular y bombea el alimento hacia el
intestino o puede ser de tipo capilar como en Trichuris. En el caso de las hembras el
intestino termina en un ano, mientras que los machos tienen una cloaca donde
confluyen el aparato digestivo y el reproductor (Armour y col., 2001).
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Los sistemas reproductores son tubos filamentosos. Las hembras presentan ovario,
oviducto y Utero, los que terminan en una vagina que se abre en la vulva. En algunas
especies puede estar presente una aleta vulvar. Por otro lado, los machos tienen un
solo testiculo y un vaso deferente que termina en un conducto eyaculador en el
interior de la cloaca (Armour y col., 2001).

Con respecto a la morfologia general de los huevos, estos son ovoides, de color
grisaceos, de cascara fina, con camara de aire y el tamafio varia entre 70 y 90
micras, excepto en el caso de Nematodirus que alcanza alrededor de 200 micras.
Los huevos son expulsados al medio junto con las heces en fase de blastula, con un
namero variable de blastomeros segun la especie en cuestion (Corchero y col.,
2002).

4.3 Ciclo biologico

Los NGI presentan generalmente un ciclo bioldgico simple y directo, pudiendo
destacarse una fase parasitaria en el hospedador y otra no parasitaria de vida libre
sobre las pasturas. Los huevos desarrollados por los nematodos hembras adultas
son liberados al medio mezclados con la materia fecal de los ovinos infectados. Una
vez en las pasturas, ante condiciones de temperatura media (alrededor de 25°C) y
humedad elevada, eclosionan y pasan por tres etapas larvarias consecutivas: larva 1
(L1), larva 2 (L2) y larva 3 (L3) (Castells, 2004a). Durante los dos primeros estadios,
las larvas se alimentan de bacterias y otros microorganismos, mientras que en la
etapa de L3 retienen la cuticula del segundo estadio y no se alimentan, dependiendo
de sus reservas acumuladas. En condiciones de campo, el intervalo de tiempo que
va desde la eclosion de los huevos hasta el desarrollo de las L3, puede serde 2 a 3
semanas (Mederos, 2002).

Luego de formadas las larvas infectantes L3, estas son ingeridas por los animales
junto con los pastos. Al llegar al interior del rumen o abomaso, pierden la vaina
protectora del segundo estado larval y se establecen en el érgano de eleccién.
Dentro del aparato digestivo del ovino mudan a larva 4 (L4) y larva 5 (L5) y alcanzan
el estado adulto diferenciandose en machos o hembras, los que inician la cépula.
Posteriormente las hembras realizan la postura asegurandose la transmision
parasitaria a otros animales (Entrocasso y col., 2013). El potencial biético de
Haemonchus contortus es de 5000 a 15000 huevos por dia, mientras que una
hembra de T. colubriformis puede producir 450 huevos por dia (Mederos, 2002). En
la Figura 1 se esquematiza el ciclo biolégico de los NGI en ovinos.
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Larvas se desarrollan
en abomaso e
intestinos
(10 %)

Adultos ponen sus huevos y
pasan en las heces
al pasto

Pasto y Larvas
Ingeridos

Larvas en heces
en pasturas
Esndlo Infesmnte G— (L1yL2)

Figura 1. Esquema del ciclo biologico de los nematodos gastrointestinales en
ovinos.

Fuente: Mederos, 2002.

La prepatencia de estos parasitos varia de acuerdo a la especie, pudiendo
extenderse desde 2 hasta 4 semanas (Entrocasso y col., 2013). Dicho periodo
representa el tiempo que media entre la ingestion de larvas infestantes y la
comprobacion de los primeros huevos en materia fecal. Ante determinadas
condiciones climéticas adversas el periodo prepatente puede demorarse, frenando
las larvas su desarrollo en la mucosa del aparato digestivo del ovino y permanecen
en estado de reposo o inhibiciéon durante 3 a 5 meses hasta retomar su evolucion
normal; este fenémeno se conoce como hipobiosis (Suarez, 2007). Desde un punto
de vista epidemiolégico es considerado como un mecanismo de economia biologica,
a través del cual estos vermes evitan cambios bruscos en sus poblaciones. Durante
la hipobiosis los nematodos se mantienen con un metabolismo muy bajo hasta que
se presenten condiciones de temperatura y humedad mas favorables para su
desarrollo en el ambiente. En Uruguay la hipobiosis se ha descripto para H.
contortus en ovinos y Ostertagia ostertagi en bovinos (Cardozo y Nari, 1987).

4.4 Epidemiologia

La tasa de eclosion y desarrollo de los NGI en sus distintas etapas larvarias en las
pasturas y el tiempo de sobrevivencia en cada fase depende de las condiciones
ambientales que varian segun las especies involucradas. La temperatura y la
humedad son factores cruciales para los estadios parasitarios de vida libre. En el
caso de H. contortus, se produce un rapido desarrollo y elevada sobrevivencia
larvaria ante climas calidos y himedos, mientras que el frio y el calor extremo y seco
hacen descender su longevidad. Por otro lado, T. colubriformis tiene la caracteristica
de resistir a la desecacion y a bajas temperaturas, por lo que su poblacion se
incrementa ante condiciones climaticas frias y templadas (Acevedo y Figueroa,
2011). La temperatura ideal para la evolucion larvaria en la mayoria de las especies
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parasitarias varia entre 22 y 26°C, mientras que la humedad ideal es del 100%,
siendo la humedad minima requerida de 85% (Mederos, 2002).

Uruguay se ubica en una zona templada y al tratarse de un pais de poca superficie y
no montafioso, hace que se pueda esperar una distribucion similar de géneros y
especies parasitarias en toda su extension. Los estudios realizados por Nari y col. en
los afios 1974-1976 y 1982-1984 en el CIVET “M.C.Rubino” han determinado que
las especies de NGI que se desarrollan en ovinos en el Uruguay son
fundamentalmente H. contortus (43%), T. axei (12%), Nematodirus spp. (11%), T.
colubriformis (26%), Ostertagia spp. y otros (8%) (Mederos, 2002). En la Figura 2 se
grafica la distribucion general de los géneros y/o especies de nematodos en ovinos.

m Haemonchus
0 Nematodirus A0/
em S 43%

1%

B T. colubriformis

o

26%

Figura 2. Prevalencia de los géneros y/o especies de nematodos gastrointestinales

en ovinos en Uruguay.
Fuente: Castells, 2004a.

A su vez, los géneros parasitarios se distribuyen de manera diferente a lo largo del
afo en funcién de las condiciones climaticas presentes. De esta manera H. contortus
predomina en clima célido, fundamentalmente en primavera y otofio, durante el
verano se puede encontrar en importantes proporciones cuando se asocia con alta
humedad y en el invierno se reduce su aparicion excepto ante la ocurrencia de
veranillos. En el caso de T. colubriformis, se incrementa en clima mas frio,
esencialmente en invierno y en menor medida en otofio y primavera, mientras que
en verano las poblaciones son bajas. Ostertagia se encuentra basicamente en
invierno, mientras que Oesophagostomum se presenta todo el afio y Cooperia entre
octubre y noviembre (Castells, 2004a).

En la Figura 3 se muestra la distribucion de los NGI mas prevalentes de ovinos de
acuerdo a las estaciones del afio.
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Figura 3. Distribucion estacional de los nematodos gastrointestinales en ovinos en
Uruguay.
Fuente: Castells, 2004a.

La severidad de las infecciones por nematodos se ve influenciada por ciertos
factores, como ser la cantidad de larvas infestantes ingeridas, lo cual varia de
acuerdo al clima, a la proteccion que aporta la vegetacion a las larvas, a la carga
animal y al habito de pastoreo de los rumiantes presentes. Por otro lado, también
incide la velocidad con que se desarrolla la resistencia adquirida en el hospedador,
gue depende de factores genéticos, nutricionales, del estado fisioldgico y de las
especies parasitarias. Asimismo la tasa de multiplicacién intrinseca de las especies
de parasitos, el manejo, las conductas de pastoreo y el uso de los ATH afectan las
formas de presentacion de estas infecciones parasitarias (Mederos, 2002).

La especificidad de hospedador varia segun el género y la especie de parasito,
existiendo nematodos que en relacién al numero de hospedadores que parasitan, se
pueden clasificar como generalistas o especialistas. En algunas ocasiones, el estado
inmunoldgico de los animales modifica esta caracteristica y, parasitos especialistas
pasan a tener un comportamiento generalista, ampliando asi su espectro de
hospedadores. Este fendmeno puede presentarse también en caso de pastoreo
conjunto o alternado de bovinos y ovinos en zonas templadas, pudiendo instalarse
los nematodos del bovino en el ovino y viceversa. Las praderas que albergaron
ovinos parasitados con Haemonchus spp. y T. colubriformis pudieron limpiarse
mediante el pastoreo con bovinos, mientras que en zonas tropicales los ovinos no
lograron este efecto de limpieza sobre H. placei o H. similis de los bovinos, lo cual se
explicaria por la posible infeccidén cruzada de las especies de Haemonchus y que
también se presenta en Cooperia (Entrocasso y col., 2013).

En los ovinos ocurre un fenémeno conocido como “alza de lactacién” o “incremento
primaveral”, coincidiendo con que la mayoria de las pariciones en esta especie se
concentran en dicha estacion. Antes y después de los partos y debido a los cambios
hormonales que suceden en las madres, se deprimen los mecanismos de defensa
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aumentando la poblacién parasitaria con capacidad reproductiva y, en consecuencia,
la eliminacion de huevos en las heces. Esto deriva en un incremento de la
contaminacion de las pasturas garantizando la continuidad del ciclo en nuevos
hospedadores susceptibles como son los corderos recién nacidos (Corchero y col.,
2002). En el Uruguay se ha detectado que el pico del incremento de los recuentos
de huevos de nematodos por gramo de materia fecal (HPG) ocurre entre la sexta y
octava semana posparto (Cardozo y Nari, 1987).

4.5 Patogenia

La infeccion por los NGI causa una serie de efectos metabdlicos que provocan un
sindrome anélogo a la subnutricion. Una de las principales acciones es la
disminucién de la ingesta voluntaria de alimentos, lo cual se puede atribuir al dolor
gue provocan las lesiones a nivel del aparato digestivo. Otro factor que lleva a la
depresion de la ingesta es el cambio de ph abomasal, lo que afecta la digestion de
proteinas reduciendo los niveles de aminoacidos estimuladores del apetito (Cardozo
y Nari, 1987). Ademas de la pérdida de apetito, la patogenia parasitaria se
manifiesta con alteraciones en la digestion, absorcion de nutrientes, deposiciéon de
proteina, grasa y minerales, repercutiendo también en la reproduccién e inmunidad
del animal (Entrocasso y col., 2013).

Los parasitos del abomaso provocan una reaccion inflamatoria progresiva con
hiperemia y aumento de la produccién de moco. Haemonchus spp. ocasiona la
formacion de pequefios coagulos de sangre y erosiones de la mucosa debidas a la
descamacion de las células epiteliales (Entrocasso y col., 2013).

La anemia es generalmente producida por parasitos hematofagos,
fundamentalmente por Haemonchus spp., pero también puede ser ocasionada por
parasitosis mixtas con predominio de nematodos “no chupadores”. Puede ser
causada por la pérdida de gran cantidad de sangre antes de que el sistema
eritropoyético entre en accion, por pérdida continua de sangre con una eritropoyesis
deficiente que no alcanza la compensacion, o bien, por agotamiento del sistema
eritropoyético (Cardozo y Nari, 1987).

4.6 Sintomatologia

Las Nematodosis Gastrointestinales de los ovinos se caracterizan por presentarse
con morbilidad elevada, dado que la mayoria de los animales de un rebafio se ven
afectados en mayor o menor medida, y generalmente baja mortalidad. Se pueden
evidenciar casos en donde no se visualizan sintomas especificos, sin embargo se
registran pérdidas en la produccion al ocasionar el deterioro de los indices de
conversion, retardo en el crecimiento y disminucion de la capacidad reproductiva
(Hernandez y col., 1999; Hernandez y Fernandez, 2012). La sintomatologia clinica
se presenta fundamentalmente en animales jovenes y suele ser de tipo
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gastrointestinal, como ser diarreas de intensidad variable, heces fluidas de color
negruzco e incluso con sangre o puede acompaifarse de anemia, edema
submandibular, ascitis, pérdida de lana, adelgazamiento y muerte (Corchero y col.,
2002).

En relacién a H. contortus, por ser un parasito hematofago, se lo asocia
fundamentalmente a cuadros de anemia, mientras que T. colubriformis al
alimentarse de tejidos de la pared intestinal se manifiesta principalmente por
diarreas y retardo en el crecimiento (Castells, 2004a).

4.7 Diagndstico

La mayoria de las Nematodosis Gastrointestinales en ovinos se presentan en forma
subclinica, motivo por el cual el diagndstico clinico no tiene gran valor, y en caso de
existir sintomatologia evidente, solo tendria valor orientativo. Por tal motivo, se
recomienda combinar la informacién clinico-epidemiolégica con los analisis de
laboratorio para arribar a un diagnostico (Corchero y col., 2002).

En el diagndstico parasitolégico se utilizan fundamentalmente técnicas coprolégicas
como ser el conteo de HPG de materia fecal mediante la técnica de Mc Master, la
identificacion de las larvas de nematodos obtenidas en los cultivos a través de los
métodos de Robert O"Sullivan o Corticelli y Lai y, por otro lado, la necropsia de los
animales muertos o sacrificados que permite obtener los parasitos en los diferentes
habitat y visualizar las lesiones ocasionadas por los mismos (Lopez y col., 2013).

En este sentido, resulta conveniente efectuar los muestreos de materia fecal y las
pruebas de laboratorio correspondientes de manera rutinaria cada uno o dos meses,
lo que permitiria conocer la dinAmica de las poblaciones de NGI y por ende aplicar
los antiparasitarios en los momentos necesarios y acorde a los géneros
predominantes (Cuéllar, 2009a).

4.8 Tratamiento y control

Actualmente estan disponibles en la industria farmacéutica una gran variedad de
ATH validos para el control de las nematodosis. Dentro de las drogas nematodicidas
se encuentran los Benzimidazoles, entre ellos Albendazol, Fenbendazol,
Thiabendazol y los Probenzimidazoles como Netobimin, Febantel y Tiofanato; el
grupo de los Imidazotiazoles con el Levamisol y Tetramisol; y las Lactonas
Macrociclicas que incluyen las Avermectinas y Milbemicinas. En relacion a los
Imidazotiazoles, estos presentan buena actividad frente a las formas adultas y en
menor medida frente a los estadios larvarios. Por otro lado, las Lactonas
Macrociclicas representan a los antiparasitarios endectocidas por excelencia
(Corchero y col., 2002).
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De todos los métodos de control existentes, debido a su practicidad e impacto
inmediato, los quimicos han sido los mas frecuentemente utilizados. Sin embargo,
ante la situacién actual en la cual la RA, el potencial dafio ambiental, los residuos en
tejidos animales y la sustentabilidad han cobrado gran importancia, el enfoque del
control de los nematodos se ha modificado. Se apunta a la disminucion en la
frecuencia del uso de ATH asi como a la incorporacion de nuevas medidas de
control, lo que se conoce como control integrado de parasitos (Salles, 2002). Esta
propuesta consiste en combinar los tratamientos ATH estratégicos con otras formas
de control que se ajusten a los sistemas de explotacién y a las condiciones
climaticas, ademas de alternar los distintos productos quimicos (Corchero y col.,
2002).

Uno de los métodos alternativos mas estudiado y difundido es el manejo de la
nutricion y el pastoreo (Banchero y Mederos, 2013). Este Ultimo se basa en planificar
estrategias que reduzcan la probabilidad de contacto entre las larvas infestantes y el
hospedero. De esta forma los sistemas de pastoreo pueden ser rotativos, en los que
la subdivision en parcelas disminuye la permanencia o0 aumenta los periodos de
descanso, o bien alternos, en los cuales se alternan especies (bovinos y ovinos) o
categorias (adultos y jévenes) (Castells, 2004b). En este sentido, la reduccién de la
contaminacion parasitaria de una pastura puede lograrse a partir del pastoreo previo
con categorias adultas de bovinos en aquellos potreros destinados al pastoreo con
las categorias ovinas mas susceptibles, como ser corderos y ovejas de cria. Durante
el pastoreo previo resulta imprescindible considerar la carga animal de forma de
lograr una buena limpieza de las pasturas desde el punto de vista parasitario y dejar
un adecuado remanente de forraje para el pastoreo posterior con ovinos (Berretta y
col., 1998).

Al evaluar el grado de contaminacién de las pasturas por los estadios no parasitarios
de los nematodos, encontramos desde pasturas limpias con insignificantes o nulos
niveles de contaminacion, hasta pasturas sucias con elevado riesgo de infeccién
para los animales (Salles, 2002). El uso de pasturas “seguras” junto a la
administracion racional de los ATH, permite reducir la presién de seleccion de los
pardsitos gastrointestinales hacia la resistencia a las drogas, ademas de disminuir
los costos sanitarios (Berretta y col., 1998).

Sin embargo, se debe considerar el concepto de “poblaciones en refugio”, es decir
aguellas subpoblaciones de estadios de vida libre (principalmente huevos y larvas de
nematodos) que no son directamente afectadas por los antiparasitarios debido a que
la presion del tratamiento se efectla solamente en una pequefia proporcion de la
poblacion total de nematodos. Por tal motivo, el tamafio de la poblacion en refugio
tiene un rol fundamental en el efecto de “dilucién” de la relacién parasitos
susceptibles y resistentes, de forma que a un menor nimero de estadios en refugio
mayor posibilidad de desarrollo de RA. Los estadios en refugio se pueden ver
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afectados por condiciones climaticas adversas, por depredadores o bien, por no
coincidir con su hospedero (Nari, 2001).

La RA es un fenomeno ampliamente difundido en la mayoria de los paises
productores de ovinos y puede definirse como una modificacion heredable en la
habilidad individual de los parasitos para sobrevivir a las dosis terapéuticas
recomendadas. En un establecimiento multiples factores pueden contribuir en el
desarrollo de RA, entre ellos la introduccion de animales procedentes de predios con
diagnostico de RA y el manejo inadecuado de las drogas ATH, como ser el elevado
namero de dosificaciones o la utilizacion reiterada de un mismo principio activo. En
el Uruguay, a partir de un estudio realizado por DILAVE “M. C. Rubino” en ovinos en
el afio 1994, se diagnostico la resistencia a los Benzimidazoles en el 80% de los
predios, mientras que el 71% y el 1,2% de los establecimientos presentaron
resistencia a los Levamisoles e Ivermectinas respectivamente (Banchero y Mederos,
2013).

En la actualidad otras opciones de control estan siendo estudiadas, dentro de las
cuales se pueden citar la produccion de vacunas contra helmintos, la seleccion de
animales genéticamente resistentes a las infecciones por nematodos, las
homeopatias y el control bioldgico utilizando hongos nematoéfagos (Cuadro y col.,
2004). En referencia a la primera de ellas, a nivel del Uruguay, el Secretariado
Uruguayo de la Lana ha efectuado trabajos en base a una vacuna con antigenos
ocultos de H. contortus, cuyos resultados demostraron la reduccion del conteo de
HPG de NGI hasta en un 82% tras la administracion de cuatro dosis del
inmunogeno. En el caso de las homeopatias, estas pueden ser preparadas con parte
de patdgenos o bien extractos de plantas que apuntan a mejorar la respuesta
inmune frente a las infecciones parasitarias (Banchero y Mederos, 2013). Con
respecto a los hongos nematéfagos, su efecto fundamental consiste en combatir los
estadios de vida libre de los NGI que se encuentran en la materia fecal (Cuéllar,
2009b).

Por otro lado, el sistema FAMACHA® constituye un método practico para evaluar
clinicamente a los animales, conociendo indirectamente el estado de la parasitosis y,
en base a esto, tomar la decision de aplicar o no el tratamiento ATH. Se basa en la
visualizacion de la coloracion de la mucosa ocular y compararla en una escala de
cinco grados, administrando el farmaco antiparasitario de forma selectiva a los
ovinos que lo requieran. Esto permite disminuir la presion de seleccion hacia la
aparicion de cepas resistentes de NGI y contribuye a aumentar la proporcion de
parasitos susceptibles en refugio. Cabe destacar que este método es aplicable
exclusivamente en aquellos casos de infeccidén con parasitos hemat6fagos, como
por ejemplo H. contortus (Cuéllar, 2009b; Fthenakis y col., 2013).

También se encuentra en investigacion la utilizacion de plantas con propiedades
antihelminticas debido a la accidén de sus principios activos. Esta opcion constituye
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un método ecolbgico para el tratamiento de las parasitosis y podria contribuir en la
disminucién del uso de los quimicos sintéticos (Arece Garcia y Barrabi Puerta,
2013).

Las plantas medicinales son consideradas una fuente potencial de nuevas drogas
guimioterapéuticas debido a su contenido de fitoquimicos y a su bajo o nulo efecto
toxico. Dichas plantas presentan un gran reservorio de sustancias que se origina a
partir de las actividades metabdlicas vinculadas a sus sistemas de defensa contra
microorganismos, insectos y animales herbivoros. Los extractos vegetales y aceites
esenciales constituyen una mezcla compleja de estos metabolitos secundarios, los
cuales pueden ser extraidos de las plantas por distintos métodos como ser la
destilacion por arrastre de vapor. Los principales compuestos quimicos de estas
mezclas son mono y sesquiterpenos, incluyendo carbohidratos, alcoholes, éter,
aldehidos y cetonas, a los cuales se les adjudica las fragancias y propiedades
bioldgicas de las plantas aromaticas y medicinales. Estos extractos y aceites
esenciales tienen un amplio espectro de efectos farmacolégicos, mostrando
propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, anticancerigenas y otras actividades
biocidas (Castro y col., 2010).

Se documentan experiencias que han evaluado la eficacia del uso de distintos
extractos vegetales en el control de los parasitos. En Cuba se demostr6 que
Bromelia pinguin (pifia de raton) fue efectiva para el control de Haemonchus spp. en
terneros y, posteriormente se revelo6 su efectividad frente a infecciones con
Oesophagostomum columbianum en ovinos en México (Arece Garcia y Barrabi
Puerta, 2013). Por otro lado, en Cuba también se evidencié que extractos acuosos
de Moringa oleifera (paraiso francés) y Gliricida sepium (mata ratén) fueron capaces
de inhibir en forma significativa la eclosién de huevos de estrongiloideos
gastrointestinales de ovinos, con efecto dependiente de las dosis utilizadas (Arece
Garcia y col., 2014). La accion antihelmintica in vitro del extracto metandlico de
hojas de Gliricida sepium contra NGI de ovinos fue demostrada en un ensayo
realizado en México, evidenciando el mismo efecto dosis-respuesta (Bolio Lopez y
col., 2014).

Los estudios llevados a cabo en Brasil a partir del extracto acuoso de las hojas de la
planta Annona muricata L. (Quanabana), obtuvieron resultados favorables en la
inhibicion de la eclosion de huevos y en afectar la motilidad larvaria de H. contortus
de ovinos (Beleboni y col., 2013).
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4.9 Descripcion de Baccharis trimera (Carqueja)

En Uruguay existe una amplia variedad de plantas medicinales, entre ellas Baccharis
trimera, un arbusto o subarbusto de color verde vivo, sin pelos y muy ramoso, que
mide entre 40 y 70 cm de altura. Esta especie perenne de ciclo estival es dioica, por
lo que pueden encontrarse individuos masculinos y femeninos por separado. Se
caracteriza por presentar tallos con tres alas y hojas muy reducidas o nulas,
mientras que sus flores crecen en capitulos dispuestos en espiga en los extremos de
las ramas, siendo los masculinos de forma globosa y los femeninos cilindricos. Con
respecto a sus frutos, son muy pequefos, ligeramente comprimidos y provistos de
pappus (corona de pelos). La floracion ocurre entre los meses de febrero y abril,
incluso hasta junio, y el fruto madura desde marzo hasta principios de mayo (Davies,
2004).

Esta maleza es una especie nativa muy comun que se distribuye por todo el territorio
y vive en campo bruto, en suelos muy variados, excepto en los muy humedos,
siendo mas agresiva en los suelos arenosos. Se encuentra en mayor densidad en
aguellos predios arados y pastoreados de manera muy descuidada. Se caracteriza
por no resultar apetecible para el ganado, sin embargo los brotes jévenes pueden
ser algo comidos por los ovinos cuando se sobrecarga o bien en los periodos de
escasez de las pasturas. Dicho arbusto también se encuentra en el sur de Brasil, en
el nordeste de Argentina y en Paraguay (Davies, 2004).

Esta planta es utilizada popularmente por la sociedad en infusiones con propiedades
digestivas, en problemas de higado (infusién al 1-2%), como febrifugo y ténico
amargo (infusién al 10%). Asimismo, se cita su uso en la region como antirreumatica
y antihelmintica y en diabetes, gastroenteritis, anorexia, gripe y resfrios. Ademas se
utiliza externamente para el tratamiento de heridas y ulceraciones.

En relacion a su composicion quimica, se han aislado a partir de sus partes aéreas
compuestos fenolicos flavonoides, lactonas diterpénicas, tricotecenos, mono y
sesquiterpenos, alcoholes y acetato de carquejilla (Davies, 2004). Por otro lado, en
la Tabla 1 se indican los componentes quimicos mas relevantes del aceite esencial
de Baccharis trimera y las proporciones de cada uno de ellos.
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Tabla 1. Componentes quimicos mas relevantes del aceite esencial de Baccharis
trimera y sus proporciones.

Material vegetal Principales compuestos (%)
Baccharis trimera Acetatode B-pineno  Palustrol  B-felandreno  (E}f-  Vindiflorol
Carquejilla (9.1} (7.3) (6,2) ocimena 9
(47.8) (4.0)

Fuente: Lombardo, 2015.

Con respecto a las actividades biolégicas del extracto vegetal de Baccharis trimera,
los trabajos efectuados en Brasil en el afio 2000, han revelado su accion como
desinfectante y antiséptico, presentando las bacterias gram-positivas
(fundamentalmente Staphylococcus aureus y Streptococcus uberis) una mayor
sensibilidad que las gram-negativas (Avancini y col., 2000). Por otro lado, los
estudios realizados en Brasil en 2005 comprobaron que los extractos crudos de
varias especies de plantas inhiben el crecimiento de las formas amastigotes y
promastigotes de Leishmania (L.) amazonensis y epimastigotes de Trypanosoma
cruzi, mostrando Baccharis trimera actividad moderada frente a los mismos, con una
inhibicion del crecimiento del 64.6, 58.3 y 65.8% respectivamente (Cortez y col.,
2005). Asimismo, se ha demostrado su efecto antiparasitario frente a Rhipicephalus
microplus y Schistosoma mansoni en los estudios realizados en Brasil en los afos
2010 y 2012 respectivamente (Duarte y col., 2013; Garcia y col., 2014). Ademas, se
ha evidenciado la actividad antifungica de dicho extracto ante las levaduras Candida
albicans y Saccharomyces cereviceae en ensayos realizados en Argentina (Casali y
col., 2007). Sin embargo, no se han encontrado trabajos nacionales ni en otros
paises que evallen la actividad antiparasitaria del aceite esencial de Baccharis
trimera frente a NGI.
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5. HIPOTESIS

El aceite esencial de Baccharis trimera presenta actividad antiparasitaria frente a
los estadios de vida libre de los nematodos gastrointestinales de ovinos.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Evaluar la actividad antiparasitaria in vitro del aceite esencial de Baccharis trimera

sobre los estadios de vida libre de los nematodos gastrointestinales de ovinos.

6.2 Objetivos especificos
e Cuantificar el efecto de Baccharis trimera in vitro sobre la inhibicién de la

eclosion de los huevos de nematodos gastrointestinales de ovinos.
e Cuantificar el efecto nematodicida de Baccharis trimera in vitro sobre los
estadios larvarios infectantes de nematodos gastrointestinales de ovinos.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Material vegetal

El producto estudiado fue el aceite esencial de la planta Baccharis trimera, la cual
pertenece a la familia Asteraceae y se conoce comunmente como Carqueja (Figura
4). Dicho material fue aportado por el Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA), Salto Grande, grupo de la Ingeniera Agronoma Elena Pérez; el
cual consiste en un aceite esencial obtenido a partir de 150 a 180 gramos de las
partes aéreas de la planta. Para esto se utilizé un equipo destilador (tipo 241,
EYSSERIC, Nyons, Francia) de aceites esenciales de plantas arométicas que
procede mediante el arrastre de vapor (Lombardo, 2015).

: | : A 4
Figura 4. Baccharis trimera (Carqueja).
Fuente: Davies, 2004.

7.1.1 Preparacioén de las diluciones del aceite esencial
La primer dilucién del aceite esencial, en el caso del test de eclosién de huevos, se
preparé al 25% colocando en el primer tubo eppendorf 310 pL del extracto madre y
930 uL del diluyente buffer fosfato salino (PBS) a pH=7 con dimetilsulfoxido (DMSO)
al 1%, lo cual se mezcl6 hasta quedar homogéneo. A continuacion se colocaron 620
pL del diluyente en los siete tubos restantes. Para la preparacion de estas diluciones
se tomaron 620 pL del primer tubo para ser agregados al segundo eppendorf y, una
vez homogeneizada la solucion en este ultimo se tomaron 620 L, lo que se agrego
al tercero y finalmente se mezclé. Este proceso se repitié sucesivamente hasta
completar las ocho diluciones. En la Figura 5 se esquematiza el proceso de
preparacion de las ocho diluciones del aceite.
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Figura 5. Esquema de las distintas diluciones efectuadas del aceite esencial de
Baccharis trimera.

E; — primera dilucién del aceite Es — quinta dilucién del aceite
E, — segunda dilucién del aceite Eg¢ — sexta dilucion del aceite
E; — tercera diluciéon del aceite E; — séptima dilucién del aceite
E, — cuarta dilucion del aceite Egs — octava dilucion del aceite

En el caso del test de motilidad larvaria la primer dilucién del aceite también se
preparé al 25% colocando 165 pL del extracto madre y 495 uL del diluyente
(PBS+DMSO al 1%). Posteriormente se colocaron 330 pL del diluyente en los cuatro
tubos restantes y se efectuaron diluciones seriadas a partir de la E;. Para esto se
tomaron 330 pL del primer tubo eppendorf para ser colocados en el segundo y, una
vez homogeneizada la solucion se tomaron 330 UL de este Ultimo y se colocaron en
el tercero y se mezclo. Este proceso se repitid sucesivamente hasta completar las
cinco diluciones.

7.2 Obtencion de huevos y larvas de nematodos gastrointestinales

En la evaluacion de la actividad antiparasitaria del aceite se utilizaron NGI en sus
estadios de vida libre, valorandose la accion sobre los huevos y las larvas
infectantes. Estos estadios se obtuvieron a partir de materia fecal extraida
directamente del recto de ovinos infectados naturalmente con nematodos y
provenientes de predios agropecuarios particulares. Una vez colectadas las
muestras, estas fueron procesadas en el Laboratorio de Parasitologia, Facultad de
Veterinaria, CENUR Litoral Norte Salto de la Universidad de la Republica.

En primer lugar se realizé la verificacion de la presencia de huevos de NGI mediante
la técnica de Willis (Carballo y col., 2004). Una vez confirmados se procedio a la
obtencion de los mismos de acuerdo a la metodologia descripta por Coles y col.
(1992) que consistio en mezclar parte de la materia fecal colectada con solucion
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sobresaturada de cloruro de sodio, se depositdé en una copa de sedimentacion vy, tras
diez minutos, se recuperdé el material sobrenadante conteniendo los huevos.
Posteriormente el concentrado de huevos se coloco en tubos Falcon de 50 mL, se
agrego agua destilada hasta completar y se centrifugd durante cinco minutos. Una
vez cumplido el tiempo, se retiraron los tubos de la centrifuga y se desech¢ el
sobrenadante. Este proceso de lavado con agua destilada se repitio tres veces, con
la finalidad de extraer la solucidén sobresaturada de cloruro de sodio en su totalidad y
asi disponer de los huevos de NGI obtenidos. Por otra parte, con el resto de la
materia fecal recolectada y con la finalidad de identificar los huevos
morfologicamente indiferenciables, se realizé un cultivo de larvas procediendo de
acuerdo al método de Roberts y O'Sullivan y el posterior reconocimiento de los
géneros involucrados (Niec, 1968). A continuacion, en la Figura 6 se esquematiza el
proceso de obtencion de los huevos de NGI.

Figura 6. Esquema del proceso de obtencion de huevos de nematodos
gastrointestinales a partir de un pool de materia fecal de ovinos.

A) Técnica de Willis D) Primer lavado con agua destilada
B) Confirmacion de la presencia de huevos de E) Segundo lavado con agua destilada
NGI por observacién al microscopio F) Tercer lavado con agua destilada
C) Copa de sedimentacién conteniendo los G) Huevos de NGI en agua destilada

huevos de NGI

En la valoracion nematodicida, las larvas infestantes de NGI se obtuvieron a partir
del cultivo de materia fecal de ovinos procedente de otro establecimiento
agropecuario y siguiendo la metodologia previamente mencionada.
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7.3 Test de eclosion de huevos

La evaluacion del desarrollo y eclosion de los huevos se realizé en dos placas de
cultivo celular de 24 pocillos (Nunclon, Denmark), en donde se colocaron en cada
uno de ellos 200 pL de agua destilada conteniendo entre 25 y 128 huevos de NGI.
En 8 pocillos se adicionaron 200 pL del aceite esencial en ocho diluciones diferentes
(25%, 12,5%, 6,25%, 3,13%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19%). En los pocillos que
actuaron como control positivo se agrego6 200 pL de Ricobendazol a la dosis de 12,5
mg/mL, el cual inhibe la eclosién al ser ovicida (Ferreyra y col., 2002). Por otra parte,
se utilizaron dos controles negativos agregando en los pocillos correspondientes 200
pL de sustancias no ovicidas como Levamisol a la dosis de 2 mg/mL (Boggio, 2005),
y en otro PBS+DMSO. Se efectuaron tres repeticiones de cada uno de los
tratamientos especificados (Beleboni y col., 2013; Arece Garcia y col., 2014). En la
Figura 7 y en la 8 se esquematizan los diferentes tratamientos efectuados en las
placas.

Figura 7. Test de eclosion de los huevos de nematodos gastrointestinales. Esquema
de la placa de cultivo celular indicando las ocho diluciones aplicadas del aceite

esencial.
E; — primera dilucién del aceite Es — quinta dilucion del aceite
E, — segunda dilucién del aceite E¢ — sexta dilucion del aceite
E; — tercera diluciéon del aceite E; — séptima dilucion del aceite
E,— cuarta dilucion del aceite Eg — octava dilucion del aceite

28



Figura 8. Test de eclosion de los huevos de nematodos gastrointestinales. Esquema
de la placa de cultivo celular indicando los controles positivos y negativos aplicados.

C.ev— control negativo Levamisol Cpss+bmso — control negativo PBS+DMSO
Cric — control positivo Ricobendazol

Las placas se incubaron a una temperatura de 27°C en condiciones de humedad,
controlando cada 24 horas la eclosién de los huevos y, tras una semana de
incubacion, se cuantificaron los huevos no eclosionados y las larvas presentes en
cada uno de los pocillos mediante la observacién al microscopio 6ptico a 4x y 10x
(Beleboni y col., 2013; Arece Garcia y col., 2014).

7.4 Test de motilidad larvaria

En una placa de 24 pocillos (Nunclon, Denmark) se colocaron entre 10 y 82 larvas
infestantes de NGI contenidas en 100 pL de agua destilada en cada uno de ellos.
Luego se agregaron 100 pL del aceite esencial en cinco diluciones diferentes (25%,
12,5%, 6,25%, 3,13%, 1,56%) en 5 de los pocillos. En los pocillos que actuaron
como controles positivos se agregd en uno de ellos 100 pyL de Ricobendazol a la
dosis de 12,5 mg/mL y en el otro 100 pL de Levamisol a la dosis de 2 mg/mL al
poseer los dos farmacos accién larvicida (Boggio, 2005). Por otra parte, como
control negativo se utilizaron pocillos en los que se afiadié 100 uL de PBS+DMSO,
sustancia que no influye en la vitalidad de las larvas.

Se realizaron tres repeticiones de cada uno de los tratamientos y se incubd la placa
durante 24 horas a una temperatura de 27°C y en condiciones de humedad. Una vez
trascurridas las 24 horas, se adicionaron 400 pL de solucién PBS en cada uno de
los pocillos debido a la disminucion de su volumen y se dejé la placa a temperatura
ambiente. Finalmente, transcurridas otras 24 horas, se evalud el efecto
nematodicida determinando el nimero de larvas moviles e inmoviles mediante la
observacion de las mismas al microscopio 6ptico con el aumento 4x (Beleboni y col.,
2013; Arece Garcia y col., 2014).
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7.5 Andlisis estadistico

Para evaluar las diferencias estadisticas entre las distintas diluciones efectuadas del
aceite esencial y los controles positivos y negativos tanto en el test de eclosion de
huevos como en el de motilidad larvaria, se realizé un analisis de varianza (ANOVA)
utilizando el programa estadistico Minitab. Para esto se partio de los porcentajes
promedio de inhibicion de la eclosion e inhibicidon de la motilidad de las tres
repeticiones efectuadas de cada tratamiento en los dos ensayos.

Por otro lado, con la finalidad de calcular la dosis letal 50 (DLsp), es decir la dilucion
del aceite a la cual se inhibe la eclosion del 50% de los huevos o bien la motilidad
del 50% de las larvas infestantes de NGI, se normalizaron los datos. Dicha
normalizacion se efectud ya que para el calculo de la curva de dosis respuesta y al
tratarse de una curva asintdtica en la cual las concentraciones tendentes a cero el
efecto ha de ser cero, se ha de establecer el nimero real de elementos viables. Para
esto, a los valores de los grupos tratados se les restaron las medias de los controles
negativos y, una vez ajustada esta parte de la curva, se reescalaron los datos con
respecto al numero de elementos viables para determinar cuando se alcanza un
100% de mortalidad, lo cual corresponde a la otra region asintética de la curva.

Los datos de inhibicion de la eclosion y de la motilidad normalizados y las
concentraciones fueron graficados utilizando el programa Microsoft Excel,
expresando las concentraciones a escala logaritmica. Dicha escala se aplicé ya que
cuando existe una relacion dosis dependiente entre la concentracion de una
sustancia y un efecto, los datos suelen ajustarse a una curva sigmoide, por lo que al
representar los valores de la concentracion en escalado logaritmico esto permite el
calculo de la DLgo en el tramo lineal de la curva. El valor de la DLsg se obtuvo por
interpolacion a partir de la ecuacion del grafico de los dos test efectuados.
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8. RESULTADOS

8.1 Cuantificacion del efecto de Baccharis trimera sobre la inhibicién de la
eclosion de los huevos de nematodos gastrointestinales de ovinos

Los huevos de los NGI utilizados en el test de eclosion correspondieron a los
géneros Haemochus y Trichostrongylus, diagnosticados a partir de la identificacion
de las larvas infectantes obtenidas del cultivo. En la Tabla 2 se detallan los
porcentajes de cada uno de los géneros parasitarios presentes en las heces
procesadas.

Tabla 2. Composicion porcentual de los nematodos gastrointestinales utilizados
en el test de eclosion de huevos.

Género parasitario Porcentaje
Haemonchus spp. 92%
Trichostrongylus spp. 8%

A los efectos de evaluar la accién de Baccharis trimera, en primer lugar se
calcularon los porcentajes promedios de inhibicion de la eclosién de huevos de NGI
a partir de las tres repeticiones efectuadas de cada una de las diluciones del aceite
esencial y de los controles negativos (PBS+DMSO, Levamisol) y del positivo
(Ricobendazol), los cuales fueron graficados con sus respectivos desvios estandar
en la Figura 9.
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Figura 9. Porcentaje promedio de inhibicion de la eclosion de huevos de nematodos
gastrointestinales de ovinos frente a distintas diluciones del aceite esencial de
Baccharis trimera, controles negativos y positivos, incluyendo tres repeticiones de
cada tratamiento.

Cpas+bmso — control negativo PBS+DMSO E,— cuarta diluciéon del aceite
C.ev— control negativo Levamisol Es — quinta dilucion del aceite
Cric — control positivo Ricobendazol Eg — sexta dilucion del aceite
E; — primera dilucion del aceite E, — séptima dilucion del aceite
E, — segunda dilucién del aceite Eg — octava dilucion del aceite

E; — tercera diluciéon del aceite

Se visualiz6 que el aceite a las diluciones del 25 (E;) y 12,5% (E;) tuvo un
comportamiento similar al control positivo con una tasa de inhibicién de la eclosion
del 100 y 98,96% respectivamente. En las siguientes diluciones hasta la Es se
observé que a medida que disminuia la cantidad del aceite esencial fue menor el
porcentaje de inhibicidn de la eclosion. Posteriormente y hasta el Gltimo tratamiento
con el aceite esencial, la tasa de inhibicidn de la eclosion se mantuvo practicamente
al mismo nivel entre 46,87 y 48,95%, cercano al valor alcanzado en el control
negativo Levamisol. Con respecto a los controles negativos se observé que el
PBS+DMSO fue el que generd el menor porcentaje de inhibicion de la eclosion.
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El analisis de la inhibicion de la eclosion de los huevos de NGI entre los diferentes
tratamientos se presenta en la Tabla 3.

Tabla 3. Analisis de varianza entre los diferentes tratamientos en relacion a la
inhibicion de la eclosion de huevos de nematodos gastrointestinales.

Source OF 35 M3 F P
TEATEMIENTO 10 18%77,0 1897,7 152,26 0,000
Error 22 274, 2 12,5

Total 32 18251,2

5 =3,530 B-3g = 93,53% ©B-3gladi) = 97,93%

Indiwidual 95% CIa Igr Mean Based cn
Pocled S5tDev

Level H Mean StDev +———— - - -

CLEWV 3 45, 37 6,22 {(—*)

CEB5+DM30 3 28,25 1,08 {*-)

CRIC 3 959,54 a,8 {(—*-

El 3 100,00 0,00 {(—*-

E2 3 98,96 1,8 {(-*)

E3 3 71,73 8,8 (—*]

Ed 3 58,07 2,58 (*=)

ES 3 51,52 0,51 (—*)

EG 3 4,37 1,8 {(—*)

E7 3 47 ,1% o,51 {(—*-

ES 3 45,35 Z,10 {(-*)
e e e T e
23 a0 75 100

Popled Sthew = 3,33

Se observo que las diluciones del aceite al 25 (E;) y 12,5% (E2) no presentaron
diferencias significativas entre ellas ni frente al control positivo, pero si respecto a los
dos controles negativos y a las otras diluciones. Por otro lado, desde la dilucién Es
del aceite y hasta la ultima (1,56, 0,78, 0,39 y 0,19%) no fueron estadisticamente
diferentes entre ellas. A su vez, tampoco se obtuvieron diferencias significativas con
el control negativo Levamisol, sin embargo si difirieron del control PBS+DMSO. En
relacion a la tercera y cuarta dilucion del aceite (6,25 y 3,13%) presentaron un efecto
intermedio de accion entre las dos primeras y las cuatro ultimas diluciones.

Posteriormente se efectud el célculo de la DLso y en la Figura 10 se graficaron los

porcentajes promedios normalizados de inhibicion de la eclosién de huevos en las
distintas concentraciones del aceite a escala logaritmica.
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Figura 10. Efecto dosis-respuesta del aceite esencial de Baccharis trimera sobre la
inhibicion de la eclosion de huevos de nematodos gastrointestinales de ovinos,
partiendo del promedio de las tres repeticiones efectuadas de cada tratamiento.

Se aprecio el efecto dosis-respuesta del aceite esencial, es decir que a medida que
el aceite estuvo menos diluido en cada tratamiento el porcentaje promedio de
inhibicién de la eclosién de huevos fue mayor, con un valor de R? = 0,9844 (r =
0,9922) que indica que el nivel de correlacién entre el porcentaje de inhibicién de la
eclosion y el logaritmo de la concentracién es elevado, dado que cuanto mas
cercano a 1 sea el valor de r mayor es el grado de correlacion.

A partir de la ecuacion del gréfico se obtuvo que a la dilucién 4,93% del aceite se
inhibid la eclosion del 50% de los huevos.
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8.2 Cuantificaciéon del efecto nematodicida de Baccharis trimera sobre los
estadios larvarios infectantes de gastrointestinales de ovinos

Las larvas infectantes de NGI utilizadas en el test de motilidad pertenecieron
mayoritariamente al género Haemonchus y en menor medida a los géneros
Trichostrongylus, Oesophagostomum y Ostertagia. A continuacion en la Tabla 4 se
detalla la proporcion de cada uno de los géneros presentes en la materia fecal
procesada.

Tabla 4. Composicion porcentual de los nematodos gastrointestinales utilizados
en el test de migracion larvaria.

Género parasitario Porcentaje
Haemonchus spp. 64%
Trichostrongylus spp. 25%
Oesophagostomum spp. 10%
Ostertagia spp. 1%

Con la finalidad de evaluar el efecto de Baccharis trimera, en primera instancia se
calcularon los porcentajes promedios de larvas sin motilidad en cada dilucion del
aceite y en los controles positivos (Ricobendazol y Levamisol) y el negativo
(PBS+DMSO), lo cual se grafico en la Figura 11 incluyendo los desvios estandar en
cada tratamiento.
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Figura 11. Porcentaje promedio de larvas infestantes de nematodos
gastrointestinales sin movilidad frente a diferentes diluciones del aceite esencial de
Baccharis trimera, controles positivos y el negativo, incluyendo tres repeticiones de

cada tratamiento.

Cpas+bmso — control negativo PBS+DMSO E, — segunda dilucién del aceite
C.ev— control positivo Levamisol E; — tercera dilucién del aceite
Cric — control positivo Ricobendazol E,— cuarta dilucion del aceite
E; — primera dilucion del aceite Es — quinta dilucion del aceite

Se observo que el control negativo PBS+DMSO fue el que obtuvo el menor
porcentaje de inhibicién de la motilidad larvaria, mientras que en el control positivo
Levamisol se obtuvo un porcentaje de inhibicibn comprendido entre el 99 y 100%.
Sin embargo en el control positivo Ricobendazol se visualizé que alrededor del 40%
de las larvas conservaban la motilidad. Con respecto al aceite esencial, las dos
primeras diluciones (25 y 12,5%) se comportaron de manera similar alcanzando un
porcentaje de inhibicién de la motilidad en torno al 70%, mientras que en el resto de
las diluciones (6,25, 3,13 y 1,56%) se aprecio que a medida que disminuyo la
cantidad del aceite disminuyé el porcentaje de larvas inméviles.

El andlisis de la inhibicién de la motilidad de las larvas infectantes de NGI entre los
distintos tratamientos se presenta a continuacién en la Tabla 5.
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Tabla 5. Analisis de varianza entre los distintos tratamientos con respecto a la
inhibicién de la motilidad de las larvas infestantes de nematodos gastrointestinales.

Scurce DF 55 M5 F P
TRATLMTENTO 7 g798 1257 10,9¢ 0,000
Error 1la 1835 115

Total 23 1de33

5 = 10,71 R-Sg = B82,74% R-Sgiadj) = 75,19%

Indiwvidual 9%53% CIs For Mean Based cn
Pocled StDew

Level M Mean Stley ———4+————————-— ——_ ————— o
CLEV 3 498,54 a,70 [————%———)
CEBS+DMSO 3 30,35 9,48 [-———%-——-)
CRIC 3 el,74 3,17 [————- e
El 3 eB,89 17,11 (————- Heee )
EZ 3 73,02 7,86 [————%————]
E3 3 2,99 14,17 [————%————)
E4 3 52,94 8,494 [————%————)
E3 3 45,70 13,48 [——— ¥ ————— )
e T Fomm - Fom +o—————
25 a0 75 100

Pooled StDhew = 10,71

Se visualiz6 que no hubo diferencias significativas entre las cinco diluciones
efectuadas del aceite esencial y ninguna fue estadisticamente diferente al control
positivo Ricobendazol. Sin embargo, todas ellas fueron significativamente diferentes
al control positivo Levamisol. Por otra parte, hubo diferencias significativas al
relacionar las tres primeras diluciones del aceite (25, 12,5y 6,25%) con el control
negativo PBS+DMSO, no asi con las diluciones E; y E5 (3,13 y 1,56%). Por otro lado,
los tres controles incluidos en este ensayo fueron significativamente diferentes entre
si.

En otra etapa, se procedi6 a calcular la DLsp y en la Figura 12 se graficaron los

porcentajes promedios normalizados de inhibicién de la motilidad de las larvas
infestantes en las distintas concentraciones del aceite a escala logaritmica.
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Figura 12. Efecto dosis-respuesta del aceite esencial de Baccharis trimera sobre la
inhibicién de la motilidad de larvas infestantes de nematodos gastrointestinales de
ovinos, partiendo del promedio de las tres repeticiones efectuadas de cada
tratamiento.

Se visualizo el efecto dosis-respuesta del aceite esencial, en donde a medida que el
aceite estuvo mas diluido el nimero de larvas méviles fue mayor, con un valor de R?
=0,713 (r = 0,8444) que indica que el grado de correlacion entre el porcentaje de la
inhibicion de la motilidad y el logaritmo de la concentracion fue alto.

A partir de la ecuacion del grafico se determin6 a 16,77% como la dilucién a la cual
se inhibi6 la motilidad del 50% de las larvas infestantes de NGI.
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9. DISCUSION

La realizacion de ensayos in vitro para identificar plantas con propiedades
antihelminticas presenta como principales ventajas su bajo costo y rapida respuesta,
lo que permite el estudio de una gran cantidad de plantas en un menor periodo de
tiempo (Arece Garcia y col., 2014). Ademas de esto, los compuestos o sustancias a
evaluar son puestos en contacto directo con los estadios parasitarios, ya sean
huevos, larvas o bien el parasito adulto. Sin embargo, sustancias cuya eficacia se ha
demostrado in vitro no necesariamente tendran el mismo efecto in vivo. Esta
diferencia en los resultados puede deberse a distintos factores, como ser la
farmacologia de los compuestos en el organismo del hospedador, la
biodisponibilidad, la destruccion de sustancias activas por la flora intestinal y el
metabolismo del rumen (Bolio Lépez y col., 2014).

Con la finalidad de evaluar la actividad antiparasitaria del aceite esencial de
Baccharis trimera frente a NGI de ovinos y debido a que no se han encontrado
estudios nacionales ni internacionales sobre este efecto, se realiz6 un estudio in vitro
como primera etapa en el proceso de investigacion.

9.1 Cuantificacion del efecto de Baccharis trimera sobre la inhibicién de la
eclosion de los huevos de nematodos gastrointestinales de ovinos

En el test de eclosion, el 92% de los huevos pertenecian al género Haemonchus y
un 8% al género Trichostrongylus. Esta composicion parasitaria no resulté la mas
representativa para la estacion del afio en que se realiz6 la colecta de materia fecal
con la finalidad de obtener dichos huevos. Las muestras fueron recolectadas a fines
del mes de Junio, momento en el cual suele disminuir la poblacién de Haemonchus y
comienza a incrementarse la de Trichostrongylus. Sin embargo, la ocurrencia de un
veranillo en el invierno pudo modificar la dindmica de las poblaciones parasitarias
con un incremento de Haemonchus (Castells, 2004a). En consecuencia, los
resultados descriptos anteriormente para el test de eclosion de huevos se aplican
basicamente al género Haemonchus, pudiendo variar la actividad antiparasitaria del
aceite esencial ante otra poblacion con distintos géneros o proporciones de los
mismos.

A los efectos de disminuir el margen de error de los resultados, se realizaron tres
repeticiones de cada tratamiento. Por otro lado, al inicio del ensayo y de acuerdo a la
técnica descripta por Beleboni y col. (2013), el objetivo fue colocar 100 huevos de
NGI en cada pocillo de las placas utilizadas, pero una vez efectuado el conteo final
el nimero de huevos varié entre 25 y 128, como se puede ver en el Anexo 12.1. Por
tal motivo, el analisis de los datos en vez de realizarlo en base al numero de
elementos parasitarios presentes, se utilizo el porcentaje promedio de las tres
repeticiones de cada tratamiento.
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En las primeras cinco diluciones del aceite se observo un efecto dosis respuesta, es
decir que a medida que disminuyd la cantidad del mismo la inhibicion de la eclosién
fue menor. En cambio, en las ultimas tres diluciones la inhibicion de la eclosion se
mantuvo en un nivel de aproximadamente 47%. Este comportamiento del efecto del
aceite esencial se podria explicar porque las sucesivas diluciones fueron realizadas
a la mitad de la anterior y por ende, las diferencias en la cantidad del producto en las
altimas diluciones fue menor y por lo tanto el porcentaje de inhibicion de la eclosion
fue similar.

Powers y col. (1982) han planteado pautas para la evaluacion de la eficacia
antihelmintica in vitro de las drogas, las que fueron adoptadas por World
Associations of the advancement of veterinary parasitology (W.A.A.V.P.). De
acuerdo con estos autores los agentes antihelminticos altamente eficaces son
aguellos que inhiben mas del 90% de la eclosion de los huevos y de la motilidad
larvaria, en tanto aquellos quimicos que inhiben el 80 a 90% deben ser considerados
moderadamente eficaces. En este sentido, los resultados obtenidos con el aceite
esencial de Baccharis trimera frente a huevos de NGI de ovinos, particularmente la
dilucién E; (25%) y la E» (12,5%) con el 100 y 98,96% de inhibicion de la eclosion,
similar al control positivo, permite la clasificacion del aceite esencial como altamente
efectivo.

Con respecto al tratamiento que actué como control positivo Ricobendazol, obtuvo
una de las mas altas tasas de inhibicion de la eclosion, lo cual ratifico la actividad
como ovicida de este farmaco (Ferreyra y col., 2002). Por su parte, en el control
negativo PBS+DMSO se alcanzé la tasa méas baja de inhibicién de la eclosion, lo que
demostro la inocuidad del buffer y del disolvente (Arece Garcia y col., 2014). En
cambio en el control Levamisol, no se corrobor6 completamente la accion del
quimico como no ovicida (Boggio, 2005) ya que el mismo inhibi6 el 49,37% de la
eclosion de los huevos. Sin embargo, ha de considerarse que en torno al 30% de los
huevos utilizados eran no viables, lo que se desprende del resultado del control
negativo PBS+DMSO en donde no fueron capaces de eclosionar. En el caso de los
cestodos, existen estudios que comprueban que los huevos eliminados pueden
encontrarse en distintos estados de madurez, como ser huevos maduros,
inmaduros, en estado semisenescente o0 bien senescente. Solamente aquellos
huevos en estado maduro pueden continuar evolucionando, mientras que en los
otros casos son rechazados por el hospedador o se produce la muerte del embrién
antes o después de su enquistamiento (Cabrera, 1994). Por lo que el porcentaje de
huevos que no eclosionaron en el control negativo podria deberse a que
correspondieron a huevos que no alcanzaron el estado de madurez o eran inviables.

Al comparar con la eficacia del extracto acuoso de las hojas de Annona muricata, el
aceite esencial de las partes aéreas de Baccharis trimera fue mas efectivo en la
prueba de eclosion de huevos. Esto se debe a que en el ensayo con Annona
muricata, en las diluciones al 25, 12,5y 6,25% la inhibicién de la eclosion fue del
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79.12%, 66.97% y 47.42% respectivamente, siendo estos valores menores a los
obtenidos en el trabajo con el aceite esencial de Baccharis trimera para las mismas
diluciones. Si bien el extracto de Annona muricata se enfrenté a huevos de H.
contortus Unicamente (Beleboni y col., 2013), en el test efectuado con Baccharis
trimera el 92% de los huevos utilizados pertenecian a dicho género.

Otros estudios han demostrado que los extractos acuosos de Moringa oleifera y
Gliricida sepium y el extracto metandlico de esta ultima fueron capaces de inhibir la
eclosion de huevos de NGI en ovinos, evidencidndose al igual que en el ensayo con
Baccharis trimera, un efecto dosis respuesta. Sin embargo, no se han podido
comparar sus efectos dado que las concentraciones de los productos fueron
expresadas en distintas unidades (Arece Garcia y col., 2014; Bolio Lopez, 2014).

9.2 Cuantificacion del efecto nematodicida de Baccharis trimera sobre los
estadios larvarios infectantes de gastrointestinales de ovinos

En el test de motilidad larvaria el 64% de las larvas utilizadas pertenecian al género
Haemonchus, lo cual se atribuye a la época en que se colect6 la materia fecal a
partir de la cual se obtuvieron las larvas infectantes. Las muestras fueron
recolectadas en el mes de Mayo y precisamente en el otofio se suelen presentar
condiciones climaticas favorables fundamentalmente para dicho género. Asimismo,
en esta estacién comienzan a producirse incrementos en la poblacion de
Trichostrongylus, lo que explicé su aparicién en un 25%. Por otra parte,
Oesophagostomum se cuantifico en un 10% dado que es un género que puede
presentarse en todas las épocas del afio, mientras que Ostertagia al aumentar en
épocas de frio, esencialmente en el invierno, se registré en tan solo el 1% (Castells,
2004a).

En este ensayo al predominar Haemonchus, aunque en menor medida que en el test
de eclosion de huevos, los resultados obtenidos sobre motilidad larvaria tienen una
fuerte participacion de dicho género, los cuales podrian variar si se modifica la
composiciéon de la poblacion parasitaria.

Al igual que en el test de eclosion, se efectuaron tres repeticiones de cada
tratamiento con la finalidad de reducir el margen de error en los resultados. Al
comienzo del estudio el objetivo fue colocar 50 larvas de NGI en cada pocillo de la
placa utilizada, pero una vez efectuado el conteo final el nUmero de larvas vario
entre 10 y 82, como se puede ver en el Anexo 12.2. Es por esto que el andlisis de
los datos en vez de realizarlo en base al nimero de elementos parasitarios
presentes, se uso el porcentaje promedio de las tres repeticiones de cada
tratamiento.

En cuanto a las distintas diluciones efectuadas del aceite esencial, se observé un
efecto dosis respuesta en donde a medida que la cantidad del aceite fue menor la
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inhibicion de la motilidad de las larvas también fue menor. En este caso y a
diferencia del test de eclosion de huevos, no hubo diferencias estadisticas entre las
diluciones.

De acuerdo a las pautas descriptas por Powers y col. (1982) y teniendo en cuenta
los resultados obtenidos en las diluciones mas concentradas del aceite esencial de
Baccharis trimera, este ha de ser considerado de baja efectividad dado que la
inhibicién de la motilidad larvaria se ubicé entre el 60 y 80%. Sin embargo, el
comportamiento podria ser diferente frente a diluciones del aceite mas
concentradas, teniendo en cuenta que al 25% fue la méaxima dilucion utilizada.

En el tratamiento que actué como control positivo Levamisol se observo la mayor
tasa de inhibicién de la motilidad larvaria. Esto comprobo la actividad como larvicida
del farmaco, el cual produce una paralisis espastica al actuar como antagonista
selectivo en los receptores nicotinicos y acetilcolinicos de las células musculares de
los parésitos (Boggio, 2005). En cambio, en el caso del control positivo Ricobendazol
no se verific6 completamente su efecto larvicida ya que no interfirié en la movilidad
del 40% de las larvas. Este bajo porcentaje de inhibicion de la motilidad podria ser
consecuencia de la RA por parte de las larvas de NGI utilizadas frente al producto,
dado que estudios efectuados en Uruguay revelaron la existencia de RA a los
Benzimidazoles en el 80% de los establecimientos evaluados (Banchero y Mederos,
2013). Por otra parte, el control negativo PBS+DMSO genero la mas baja tasa de
inhibicion de la motilidad larvaria al no interferir en su vitalidad y motilidad (Arece
Garcia y col., 2014).

Al comparar los resultados obtenidos con el aceite esencial de Baccharis trimera con
el estudio que probd el extracto de Annona muricata, este ultimo fue mas eficaz en la
inhibicién de la motilidad larvaria, sobre todo en las diluciones al 25y 12,5% que
alcanzaron una inhibicion de la motilidad del 89.08 y 74.62% respectivamente,
siendo estos valores mayores a los obtenidos con el aceite de Baccharis trimera. Sin
embargo ha te tenerse en cuenta que el extracto de Annona muricata se enfrento
solamente a larvas de H. contortus, mientras que en el ensayo con Baccharis trimera
un 64% de las larvas pertenecian a dicho género y el resto a otros géneros de NGI
de ovinos.

Con respecto a los componentes quimicos mas relevantes del aceite esencial
utilizado en este ensayo y descriptos por Lombardo (2015), no se han encontrado
trabajos que identifiqguen si alguno de estos principios activos presenta propiedades
antihelminticas. Otros estudios han descripto a los fenoles como los principales
metabolitos secundarios presentes en la carqueja, dentro de los cuales se
encuentran los taninos condensados (Silva, 2005). A estos Ultimos junto a las
saponinas, también presentes en Baccharis trimera (Borella y col., 2006), se les
podria atribuir el efecto antihelmintico. En el caso de las saponinas, estas reducen la
tension superficial de los huevos y por ende inhiben la eclosién, mientras que las
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plantas que contienen taninos han exhibido actividad antihelmintica in vitro e in vivo
frente a NGI en ovinos en diversos ensayos, lo cual ha sugerido que fueron los
responsables de este efecto (Bolio Lopez y col., 2014). Sin embargo, si bien los
taninos condensados y las saponinas estan presentes en la planta, no
necesariamente se van a encontrar en su aceite esencial.

Aungue no se han encontrado trabajos que evalluen el efecto del aceite esencial de
Baccharis trimera frente a NGI de ovinos, existen estudios realizados a nivel
internacional que han encontrado que el extracto acuoso y el de diclorometano de
Baccharis trimera presentaron actividad antiparasitaria frente a Rhipicephalus
microplus y Schistosoma mansoni (Duarte y col., 2013; Garcia y col., 2014).
También se han documentado trabajos que evaluaron el efecto inhibitorio del
extracto de Baccharis trimera frente a las formas amastigotes y promastigotes de
Leishmania (L.) amazonensis y epimastigotes de Trypanosoma cruzi (Cortez y col.,
2005). Si bien estos productos no se tratan de aceites esenciales, estos podrian
presentar componentes quimicos compartidos y responsables de la actividad
antihelmintica. Por otro lado, no se han podido comparar sus efectos antiparasitarios
debido a que las concentraciones de los extractos y el aceite fueron expresadas en
diferentes unidades.

A partir de los test efectuados se demostré que el aceite esencial de Baccharis
trimera fue més efectivo en su actividad como ovicida que larvicida, dado que la
dilucion a la cual se inhibié el 50% de la eclosiéon de los huevos fue menor que la
dilucion en la que el 50% de las larvas de NGI dejaron de ser moviles.

A pesar de que se obtuvieron resultados favorables en ambos casos, esto no implica
que el aceite tenga un efecto similar frente a los parasitos adultos de NGI.

Por otro lado, estos efectos han sido verificados in vitro por lo que se podria
confirmar el efecto ATH solamente después de un ensayo in vivo.

Sin embargo, si la accibn ATH demostrada in vitro puede aplicarse in vivo, la
administracion del aceite esencial a los ovinos infectados con NGI podria disminuir el
conteo de huevos en las heces y por ende reducir la contaminacion de las pasturas.
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10. CONCLUSIONES

Los géneros parasitarios involucrados en el test de eclosion de huevos fueron
Haemonchus y Trichostrongylus, mientras que en el test de motilidad larvaria,
ademas de dichos géneros, se diagnosticé Oesophagostomum y Ostertagia,
pero siempre predominando Haemonchus.

En el test de eclosion de huevos, las diluciones del aceite esencial de
Baccharis trimera al 25 y 12,5% tuvieron un comportamiento similar al control
positivo Ricobendazol con una tasa de inhibicion de la eclosion del 100 y
98,96% respectivamente y difirieron significativamente de los controles
negativos.

La DLso del aceite fue al 4,93% en la inhibicion de la eclosion de los huevos.
En el test de motilidad larvaria, las diluciones del aceite esencial al 25 y
12,5% tuvieron un comportamiento similar con una tasa de inhibicion de la
motilidad en torno al 70%. Sin embargo, no alcanzaron el nivel de inhibicion
del control positivo Levamisol, pero mostraron diferencias significativas con el
control negativo.

La DLsg del aceite fue al 16,77% en la inhibicion de la motilidad de las larvas.
El aceite esencial de Baccharis trimera fue mas efectivo como ovicida que
larvicida, dado que la DLso fue menor en el test de eclosion de huevos que en
el test de motilidad larvaria.

De mantenerse la actividad de Baccharis trimera sobre los huevos de NGI en
estudios in vivo, contribuiria a reducir la contaminacién de las pasturas.
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12. ANEXOS

12.1 Resultados de las repeticiones de cada tratamiento del test de eclosién de

huevos
TRATAMIENTO | UBICACION [ HUEVOS LARVAS TOTAL

Coas+pmso A, 7 18 25
Cpas+pmso B, 15 36 o1
Coas+pmso G 35 93 128
Cley D, 28 31 59
Ciry D, 43 54 97
Cley D, 49 38 87
Cric A, 71 1 72
Cric B, 86 0 86
Cric Cs 102 0 102
E, A, 68 0 68
E, B, 62 0 62
E, C, 67 0 67
E, As 54 0 54
E, B 62 2 64
E, Cs 77 0 77
E; Ag 38 19 57
Es Bg 46 23 69
Es Ce 41 9 50
E, D, 39 29 68
E, Ds 33 26 59
E, De 39 25 64
Es A 52 50 102
Es B, 39 36 75
Es C, 49 46 95
Es A, 36 39 75
Eg B, 45 49 94
E; G, 34 42 76
E, A, 38 43 81
E, B, 43 47 90
E, Cs 45 51 9%
Eg A, 42 47 89
Eg B, 45 48 93
Eg C, 40 38 78
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12.2 Resultados de las repeticiones de cada tratamiento del test de

motilidad larvaria

TRATAMIENTO| UBICACION |LARVAS MOVILES| LARVAS NO MOVILES | TOTAL

CPBS+DMSO Al 7 10
CPBS+DMSO Bl 15 4 19
CPBS+DMSO Cl 15 10 25
Ciey D, 81 82
Ceev Ds 42 42
Ciey Ds 0 40 40
Cac D, 15 26 1
Cac D, 18 25 43
Cac Ds 17 30 47
E, A, 2 10 12
E B, 7 7 14
E G, 8 22 30
E, A, 2 9 11
E, B, 5 12 17
E, G, 10 20 30
E, A, 6 2 28
E, B, 17 25 42
E, C, 28 29 57
E, As 7 12 19
E, Bs 31 27 58
E, Cs 29 28 57
Es Ag 25 16 1
Es Be 24 14 38
Es Ce 19 30 49
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