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RESUMEN

Los extractos metandlicos de estructuras vegetales son una alternativa
prometedora a los tratamientos antihelminticos farmacéuticos tradicionales. Se
realizdé una evaluacion in vitro de como los extractos metanolicos de la corteza y
hojas de Diospyoros anisandra y el tallo y hojas de Petiveria alliacea, colectados
durante la época de lluvias y secas, afectaron el desarrollo larval y la eclosion de
huevos de Cyathostominos. Siete concentraciones (600, 300, 150, 75, 37.5, 18.7
and 9.3 pg/mL) fueron evaluadas utilizando la prueba de eclosion de huevos. Se
aplicé un ANOVA para identificar las diferencias entre las concentraciones
evaluadas y los controles. Las concentraciones letales al 50% (CLso) y los
intervalos de confianza al 95% fueron calculados con un analisis probit. A partir de
la concentracion de 37.5 pg/mL, los extractos del tallo de D. anisandra de ambas
épocas mostraron 295% de inhicion de la eclosion de huevos (IEH), mientras que
los extractos de las hojas de D. anisandra tuvieron >90% de IEH a partir de 75
pg/mL. Para P. alliacea, los extractos de hojas y tallo de cada época de colecta
presentaron >97% de IEH a partir de la concentracion a partir de 300 pg/mL,
aunqgue se observo una eficacia similar en concentraciones menores con los tallos
(75 pg/mL) y hojas (150 pg/mL) colectados en época de lluvias. Los valores de las
CLso fueron mas bajos para los extractos de la corteza (10.2 pg/mL) y hojas (18.4
png/mL) de D. anisandra colectados en época de lluvias, seguido del extracto del
tallo (28.2 ug/mL) de P. alliacea de lluvias. En los extractos de D. anisandra, la IEH
se debid, en gran parte, a su actividad ovicida (296% apartir de 37.5 pg/mL),
mientras que en los extractos de P. alliacea se debi6 a un fallo en la eclosion de
larvas L1 (= 90% a partir de 75 pg / ml). En general, los extractos de la corteza de
D. anisandra de la época de lluvias tuvieron un fuerte efecto antihelmintico in vitro
contra Cyathostominos al inhibir el desarrollo larval, y los extractos del tallo de P.
alliacea de la época de lluvias tuvieron un fuerte efecto al prevenir la eclosion de

huevos. Ambas son posibles alternativas de control para estos nemados.

Palabras clave: Actividad antihelmintica, Cyathostominos, Diospyros anisandra,

extractos, Petiveria alliacea.

Vil



SUMMARY

Methanol extracts of plant structures are promising alternatives to traditional
pharmaceutical anthelminthic treatments. An in vitro evaluation was done of how
metanol extracts of Diospyros anisandra bark and leaves, and Petiveria alliacea
stems and leaves, collected during the rainy and dry seasons, affected
cyathostomin larval development and egg hatching. Seven concentrations (600,
300, 150, 75, 37.5, 18.7 and 9.3 pg/mL) were tested using the egg hatch assay. An
ANOVA was applied to identify differences between the concentrations and the
controls. Fifty percent lethal concentration (LCso) and the 95% confidence interval
were calculated with a probit analysis. At and above 37.5 pg/mL, the D. anisandra
bark extracts from both seasons exhibited 295% egg hatch inhibition (EHI), while
the D. anisandra leaf extracts had >90% EHI at and above 75 pg/mL. For P.
alliacea, the extracts from leaves and stems from either season exhibited >97%
EHI at and above 300 pug/mL, although similar efficacy was also observed at lower
concentrations with the rainy season stems (75 pg/mL) and leaves (150 pg/mL).
Values for LCso were lowest for the rainy season D. anisandra bark (10.2 pg/mL)
and leaf extracts (18.4 pg/mL), followed by the rainy season P. alliacea stems
extract (28.2 pg/mL). In the D. anisandra extracts, EHI was largely due to its
ovicidal activity (296% beginning at 37.5 pg/mL), whereas in the P. alliacea
extracts it was due to L1 larval hatch failure (290% beginning at 75 pg/mL). Overall,
the rainy season D. anisandra bark extracts had a strong in vitro anthelminthic
effect against cyathostomins by inhibiting larval development, and the rainy season
P. alliacea stem extracts had a strong effect by preventing egg hatching. Both are

possible control alternatives for these nematodes.

Key words: Anthelminthic activity, cyathostomins, Diospyros anisandra, Petiveria

alliacea, extracts.
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1. INTRODUCCION

Los nematodos gastrointestinales (NGI) son un impedimento importante en la cria
de caballos en todo el mundo (Urquhart et al., 2006). Millones de ddlares son
invertidos cada afio para el control de estos parésitos debido a que provocan una
variedad de cuadros clinicos en los caballos que incluyen anemia, diarrea, pérdida
de peso, sindromes de mala absorcion, sindrome abdominal agudo (célico),

enteritis, peritonitis fatal y la muerte del animal (Bliss, 2007; Bowman, 2009).

Los Cyathostominos, llamados “pequefios estrongilos” son los nematodos mas
abundantes en equinos de todo el mundo (Kaplan y Vidyashankar, 2012). A nivel
mundial, se reportan prevalencias de hasta 100% en equinos (Pereira y Vianna,
2006; Hinney et al., 2011). En México las prevalencias reportadas van desde 6.4%
hasta 91.8% (Valdez et al., 2006; Rosado-Aguilar et al., 2014).

En el caso de Cyathostominos, la resistencia a bencimidazoles y pirimidinas ha
sido ampliamente reportada (Kuzmina y Kharchenko, 2008; Traversa et al., 2009;
Canever et al., 2013). De igual forma, se cuenta con reportes de resistencia a la
ivermectina por parte de los mismos (Nareaho et al., 2011; Canever et al., 2013;
Rosado-Aguilar et al., 2014).

La necesidad de encontrar alternativas para el control de los nematodos que
puedan reducir el uso de antihelminticos y el desarrollo de resistencia es
reconocida internacionalmente (Moreno et al., 2010). Entre dichas alternativas se
encuentra el uso de extractos de plantas con propiedades antihelminticas, las
cuales han sido probadas contra nematodos de ovinos, caprinos y bovinos,
principalmente (Hernandez-Villegas et al., 2011; Rosado-Aguilar et al., 2016). En
Australia, Payne et al. (2013) evaluaron de manera in vitro 37 extractos acuosos
de plantas nativas contra Cyathostominos a una concentracion de 1400ug/mL y
encontraron 100% de inhibicion de la eclosion al usar Acacia baileyana, A.
melanoxylon, A. podalyriifolia, Eucalyptus gomphocephala, Alectryon oleifolius,
Santalum spicatum y Duboisia hopwoodii. Peachey et al. (2015), evaluaron
extractos metandlicos de cinco plantas de Etiopia y cuatro del Reino Unido sobre

Cyathostominos, obteniendo porcentajes de inhibicién de la eclosion mayores al
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90% con los extractos de Allium sativum, Acacia nilotica y Cucumis prophetarum a
una concetracion de 1900 pg/mL. El estado de Yucatan cuenta con gran
diversidad de plantas nativas, entre las cuales se ha demostrado in vitro que los
extractos metanolicos de Petiveria alliacea y Diospyros anisandra poseen alta
eficacia (>90%) en la inhibicion de la eclosién de diferentes nematodos como
Ancylostoma spp, Haemonchus spp y Trichostrongylus spp (Arjona-Cambranes et
al., 2016; Rosado-Aguilar et al., 2016). Este antecedente deja abierta la posibilidad
de que los extractos anteriormente mencionados presenten alta actividad
antihelmintica en contra de otros nematodos de diferentes especies
pertenecientes al orden Strongylida. Debido a esto, el objetivo del presente estudio
fue evaluar la actividad antihelmintica in vitro de extractos metandlicos de
Diospyros anisandra y Petiveria alliacea sobre la eclosion huevos de

Cyathostominos (Nematoda: Cyathostominae).



2. MARCO TEORICO

2.1 Importancia de las parasitosis gastrointestinales causadas por

nematodos en equinos.

Los NGI son impedimento importante en la cria de caballos en todo el mundo
(Urquhart et al., 2006). En general, millones de ddlares se gastan cada afio para el
control de los parasitos internos de los caballos; sin embargo, éstos siguen siendo
uno de los problemas mas importantes que afectan la salud y el bienestar de los
caballos (Bliss, 2007).

Segun Colahan et al. (1998) y Prada (2002), los equinos son animales que
potencialmente pueden ser atacados o infectados por un gran niamero de NGI.
Independientemente de la forma en la que son criados, rara vez 0 nunca, se
escapan de la exposicion a parasitos en algin momento de su vida. No es inusual
para un caballo aparentemente sano albergar mas de medio millon de NGI (Bliss,
2007).

2.2 Principales nematodos gastrointestinales en equinos.

Los NGI que actualmente tienen importancia clinica en equinos pueden agruparse
en grandes estréngilos, dentro de los cuales se encuentran las especies de
Strongylus vulgaris, S. edentatus y S. equinus; en pequefos estrongilos, llamados
Cyathostominos; Oxyuris equi del grupo de los Oxyuridos; y los ascaridos, siendo
el principal Parascaris equorum (Cordero del Campillo et al., 1999; Prada, 2002;
Bowman, 2009). Entre estos nematodos, los de mayor prevalencia reportada son
los Cyathostominos, considerados actualmente como los endoparasitos mas
comunes y de mayor patogenicidad en caballos, con prevalencias reportadas
hasta del 100% (Pereira y Vianna, 2006; Prada y Romero, 2009; Hinney et al,
2011; AAEP, 2013).



2.3 Cyathostominos.
2.3.1 Caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas.

Estos nematodos pertenecen al orden Strongylida, familia Cyathostominae
(Bowman, 2009; Kornas et al., 2009). La subfamilia Cyathostominae consiste de
una compleja tribu que incluye mas de 50 especies, agrupadas en 14 géneros.
(Matthews et al., 2004). Sin embargo, la Asociacion Mundial para el Avance de la
Parasitologia Veterinaria (WAAVP, por sus siglas en inglés) recomienda el nombre
del uso comun Cyathostominos para estos nematodos y cyathostominosis para la
enfermedad que causan (Kassai et al., 1988). También son conocidos como
pequefios estrongilos, en relacion a su tamafio comparado con S. vulgaris, S.

edentatus y S. equinus.

Los Cyathostominos son parasitos del intestino grueso de caballos, cebras y
burros, entre otros équidos. Son altamente prevalentes y se encuentran en los
pastos, los cuales tienen una carga parasitaria mixta de pequefios y grandes
estrongilos. Todas las especies de la tribu Cyathostominea parasitan el ciego y
colon del caballo, es comun encontrar hasta de 15 a 20 especies infectando a un
individuo al mismo tiempo (Matthews et al., 2004). De 75 a 100% de los huevos
expulsados en las heces de los caballos naturalmente infectados pertenecen a
pequefios estréngilos, ya que estos superan en gran medida a los grandes
estrongilos, tanto en numero de especies, como de individuos (Cordero del
Campillo et al., 1999; Bowman, 2009).

El tamafio de estos nematodos oscila entre 5 y 18 mm, dependiendo del género,
poseen una cépsula bucal corta y cilindrica o anular. Carecen de dientes en el
interior de la capsula, poseen coronas radiales externa e interna y la gotera
esofégica es corta cuando es apreciable, no alcanzando el borde anterior de la
capsula bucal (Lichtenfels et al., 2008) (Figura 1). La bolsa caudal de los machos
esta bien conformada y la costilla dorsal es doble y ramificada. La vulva en las
hembras se abre cerca del ano, en la extremidad caudal (Cordero del Campillo et
al., 1999; Urquhart et al., 2006; Taylor et al., 2007).
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Fig 1. Capsula bucal de Cyathostomum alveatum: a) vista dorsoventral y b) vista
lateral (Lichtenfels et al., 2008).

2.3.2 Ciclo biolodgico.

El ciclo biolégico de los Cyathostominos es directo (Figura 2). Los huevos de
pequefios estrongilos aparecen en las heces a partir de las seis semanas de
infeccion, el desarrollo de las larvas infectivas y su supervivencia dependen
fundamentalmente de la humedad y la temperatura. Bajo condiciones adecuadas,
los huevos embrionan hasta larva L1, las cuales pueden morir rapidamente si las
heces o la materia que las contenga se deseca, mientras que el segundo estadio
es mas resistente y si bien paraliza su desarrollo cuando las heces se desecan, lo
reanudan tan pronto aparecen las condiciones de humedad (Cordero del Campillo
et al., 1999). Las larvas infectivas (L3) son aln mas resistentes. La parasitosis se
adquiere mediante la ingestion de larvas infectivas que contaminan las pasturas.
Las larvas ingeridas se localizan en el intestino grueso, penetran la mucosa y
desarrollan a pre-adultos para luego emerger a la luz intestinal. También es
probable que permanezcan en hipobiosis en la mucosa por algunas semanas o
meses. Este fendmeno ocurre principalmente en otofio. La mucosa presenta gran
cantidad de pequefios nédulos que albergan el parasito en su interior. En la
primavera puede ocurrir que los parasitos emerjan al exterior produciendo
importantes lesiones en la pared intestinal, lo que conduce a una importante



diarrea con adelgazamiento y deshidratacion (Taylor et al., 2007). Este fendmeno
tiene amplias repercusiones en el curso de la infeccion, tanto en las
consecuencias epidemiolégicas como en la presentacion de las manifestaciones
clinicas y susceptibilidad a los antihelminticos. El periodo de prepatencia es de 6 a
12 semanas (Anderson, 2000; Taylor et al., 2007; Bowman, 2009).

Larvas L4y LS
Establecimiento de
fases adultas

Ingestion de larva L3
infectante

(4..{

2/ Huevos expulsados en la
materia fecal
Desarrollo de larvas L1, Huevos larvados
L2yL3 (materia fecal)

Fig. 2. Ciclo bioldgico de los Cyathostominos.
2.3.3 Patogenia y signos clinicos.

Una vez establecidos en intestino grueso, los Cyathostominos pueden llegar a
formar poblaciones numéricamente importantes, los adultos tienen mecanismos
patdgenos directamente relacionados con sus habitos alimentarios. Todos los
estrongilos poseen capsulas bucales que permiten atrapar la mucosa intestinal,
digerirla, romper los capilares e ingerir sangre. En infecciones naturales se ha
demostrado una disminucion en la motilidad ileocecolica y una menor respuesta a
la ingestion de alimento, suponiéndose que podria ocasionar una propulsibn mas
lenta de la ingesta, que determinaria a su vez la pérdida de apetito, la

malabsorcién y la disminucion de la ganancia de peso. La disminucion de la



absorcién de agua por la mucosa lesionada se traduciria en un incremento del
contenido acuoso de las heces, que induciria a la diarrea y a la incompleta
formacion de las heces. La emergencia de las larvas desde la mucosa a la luz
intestinal puede ser un importante factor patdgeno en las infecciones y causar
cOlicos (Cordero del Campillo et al., 1999; Urquhart et al., 2006; Bowman, 2009).

2.3.4 Prevalencia de Cyathostominos a nivel mundial.

Se considera que los Cyathostominos son los hematodos gastrointestinales con
mayor prevalencia y abundancia en equinos de todo el mundo (Kaplan y
Vidyashankar, 2012). A nivel mundial, se han reportado prevalencias desde 6.4%
hasta un 100%. Sobresalen los reportes hechos en Brasil, Alemania, Colombia y
Argentina, donde se reportaron prevalencias de 100%, 98.4%, 86.2% y 80%,
respectivamente (Fusé et al., 1999; Pereira y Vianna, 2006; Prada y Romero,
2009; Hinney et al., 2011).

En México son escasos los estudios de frecuencia de NGI en equinos. Valdez et
al. (2006) reportaron una prevalencia del 6.4% en la costa este y Mufioz (1997)
reporté una prevalencia de 51% de Strongylida (orden) en equinos de Yucatan, sin
llegar a hacer la diferenciacién entre grandes y pequefios estrongilos. En un
estudio realizado por Rosado-Aguilar et al. (2014) se observé una prevalencia de

91.8% de Cyathostominos en equinos de Yucatan.
2.4 Antihelminticos utilizados en el control de Cyathostominos.

Los programas del control de NGI tradicionales implican la rotacion de
antihelminticos a intervalos regulares, sin un diagnostico previo, generalizando el
tratamiento a toda la poblacién. Sin embargo, este enfoque se basa en conceptos
y estrategias desarrolladas hace mas de 40 afios, cuando S. vulgaris era el NGI
mas importante en los equinos y actualmente, es el NGI menos frecuente. Cabe
destacar que los Cyathostominos no fueron considerados patégenos importantes
en ese momento, y la atencion se centr0 en S. vulgaris; esta situacion ha

cambiado y se reconocen como parasitos importantes de los equinos, por lo que



las estrategias disefiadas para el control de S. vulgaris no son apropiadas o muy
eficaces para su control (Nielsen, 2012; AAEP, 2013).

Tres clases de antihelminticos han sido utilizados para el control de infecciones
por Cyathostominos: bencimidazoles, tetrahidropirimidinas y lactonas

macrociclicas (Lyons et al., 2011; von Samson-Himmelstjerna, 2012).

Bowman (2009) menciona que los Cyathostominos adultos son susceptibles al
febantel (6 mg/kg PV), febendazol (30-60mg/kg PV), oxibendazol (10mg/kg PV),
pamoato de pirantel (12.5mg/kg PV) e ivermectina (0.2mg/kg PV). En cuanto a los
estadios larvarios, estd demostrado que algunos bencimidazoles, a dosis varias
veces superiores a las habitualmente utilizadas en adultos, son eficaces como:
tiabendazol (400 mg/kg PV), fenbendazol (30mg/kg PV) y oxfendazol (50mg/kg
PV). Sin embargo, debido al uso frecuente e irracional se ha generado resistencia

a estos farmacos (Kaplan, 2004).
2.5 Resistencia antihelmintica.

Se define como resistencia antihelmintica el estado heredable de no
susceptibilidad o susceptibilidad disminuida al efecto de una concentracién
determinada de un antihelmintico, que en condiciones normales causa inhibicién
del crecimiento o la muerte del parasito (Prada, 2002). Desafortunadamente, este
problema ha involucrado a la mayoria de las familias de antihelminticos
disponibles en el mundo, lo que representa una amenaza a la viabilidad de la
industria pecuaria y el control de estos parasitos (McKellar y Jackson, 2004; Coles
et al., 2006).

El desarrollo de la resistencia antihelmintica depende de varios factores, entre
ellos se encuentran: la frecuencia y tiempo de aplicacion del tratamiento
antihelmintico, eficacia del tratamiento, poblacion de NGI en refugio, supervivencia
de la siguiente generacion de NGI y la biologia de los mismos (Sangster, 1999).
En este Ultimo punto, se hace énfasis en que la duracion del ciclo biolégico y el
modo de herencia de la resistencia en NGI pueden tener cierta influencia en la

tasa de desarrollo de la resistencia antihelmintica. Bajo este contexto, se espera
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que los Cyathostominos desarrollen resistencia antihelmintica mas rapidamente
que otros NGI, como los grandes estréngilos, ya que su ciclo biolégico dura en
promedio 6 semanas mientras que en grandes estrongilos puede extenderse hasta

40 semanas, dependiendo de la especie (Sangster, 1999; AAEP, 2013).

En el caso de Cyathostominos, la resistencia a bencimidazoles y pirimidinas ha
sido ampliamente reportada (Bjgrn et al., 1991; Varady et al., 2000; Kaplan et al.,
2004; Kuzmina y Kharchenko, 2008; Traversa et al., 2009; Canever et al., 2013).
Para las lactonas macrociclicas, ya se cuenta con diversos reportes de resistencia
(Molento et al., 2008; Milillo et al., 2009; Traversa et al., 2009; Nareaho et al.,
2011; Canever et al., 2013). En México, se ha reportado un fallo en la eficacia del
tratamiento con ivermectina y la existencia de indicios de resistencia a la misma
por parte de Cyathostominos, observandose en aquellos ranchos que utilizaban

frecuentemente IVM (>4 veces/afo) (Rosado-Aguilar et al., 2014).

2.6 Alternativas de control: uso de extractos de plantas con actividad

antihelmintica.

La necesidad de encontrar alternativas para el control de los nematodos que
puedan reducir el uso de antihelminticos y el desarrollo de resistencia es
reconocida internacionalmente (Moreno et al.,, 2010). Se menciona que diversas
plantas contienen componentes quimicos naturales que, de algin modo, pueden

inhibir a los parasitos y beneficiar asi al huésped (Messent et al., 2012).

Se han probado extractos de plantas con propiedades antihelminticas
principalmente en nematodos de ovinos y caprinos. Hoste et al. (2015) mencionan
que el resultado de diversas investigaciones en pequefios rumiantes, han
demostrado una reduccion significativa del conteo de huevos en heces, esto al
utilizar determinados pastos con diferentes leguminosas. Esto ultimo ha sido la
base para la exploracion y busqueda de plantas que contienen metabolitos
secundarios con propiedades fitoterapéuticas y/o nutracéuticas contra NGI de
pequefios rumiantes. Hernadez-Villegas et al. (2011) evaluaron el extracto de las

hojas de Phytolacca icosandra, la cual pertenece a la misma familia que Petiveria



alliacea, con diferentes polaridades contra huevos de Haemonchus contortus
utilizado como solventes etanol, n-hexano y diclorometano. En la prueba de
inhibicion de la eclosion, se observé un porcentaje de inhibicion de la eclosion
(PIE) superior al 90% con los extractos disueltos con etanol y diclorometano a
concentraciones de 900 pug/mL o mayores. El extracto disuelto con n-hexano no

mostro inhibicién de la eclosion en ninguna concentracion evaluada.

En el caso de nematodos de equinos, solo existen dos reportes sobre el uso de
plantas con propiedades antihelminticas contra Cyathostominos. Payne et al.
(2013) evaluaron in vitro extractos crudos (acuosos) de 37 plantas nativas de
Australia a una concentracion de 1400ug/mL obteniendo 100% de inhibicién del
desarrollo larval con 7 plantas: Acacia baileyana, A. melanoxylon, A. podalyriifolia,
Eucalyptus gomphocephala, Alectryon oleifolius, Santalum spicatum y Duboisia
hopwoodii. A excepcién de A. melanoxylon y D. hopwoodii, en las demas plantas
se le atribuyd el efecto antihelmintico a la presencia de taninos. La actividad
antihelmintica de las plantas evaluadas se midi6 como el nimero de larvas Lz que
lograron eclosionar tras el tiempo de exposicién (48 horas a 27°C). Sin embargo, y
a pesar de utilizar el término inhibicion del desarrollo larval, no se hace mencién
acerca del efecto obtenido sobre los huevos no eclosionados; esto es, si se
quedaron en fase de morula o si las larvas L1 se desarrollaron y no eclosionaron
como ocurre con otros nematodos, por ejemplo H. contortus. Posteriormente, las 7
plantas mencionadas anteriormente fueron evaluadas nuevamente a
concentraciones de 1400ug, 700ug, 300ug y 150ug por mL, para obtener las
concentraciones letales al 50% (CLso). Se observo un rango de CLso de 30.9 a 196
pug/ml. D. hopwoodii y A. oleifolius fueron las plantas con las menores CLso con
30.9 pg/mL y 47.2 pg/mL, respectivamente. En 2015, Peachey et al. evaluaron
extractos crudos (metandlicos) de cinco plantas de Etiopia y cuatro del Reino
Unido a concentraciones de 1900 pg/mL mediante la técnica de inhibicion de la
eclosion, observando PIE de 100%, 96.4% y 93.4% para Allium sativum, Acacia
nilotica y Cucumis prophetarum, respectivamente. Es dicho estudio no se
menciona el efecto antihelmintico sobre los huevos no eclosionados. Las CLso

obtenidas fueron las siguientes: 200 pg/mL y 1100 pg/mL para Acacia nilotic,
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Cucumis prophetarum y Rumex abyssinicus, respectivamente (plantas
provenientes de Etiopia). En el caso de las plantas del Reino Unido, se observaron
CL50 de 900 pg/mL, 1000 pg/mL, 2000 pg/mL y 2300 pg/mL para Zingiber

officinale, Allium sativum y Chenopodium album, respectivamente.

Los principales efectos antihelminticos reportados con el uso de extractos de
plantas son el efecto ovicida y larvas L1 que fallan la eclosion (Vargas-Magana et
al., 2014; Chan-Pérez et al., 2016). Se conoce como efecto ovicida a la inhibicion
del desarrollo larval, es decir, los huevos expuestos a los extractos se quedaban
en la fase de morula y las larvas L1 no llegan a desarrollarse. Esto puede deberse
al tamafio pequefo de los metabolitos secundarios presentes en el extracto, lo que
les permite entrar al huevo y ocasionar dicho efecto ovicida (Souza et al., 2008).
Este mecanismo de accién es caracteristico de los bencimidazoles (Robinson et
al., 2004). Vargas-Magafia et al. (2014) describi6 por primera vez la formacion de
larvas L1 de H. contortus sin la eclosion de las mismas ni la ruptura de los huevos
utilizando extractos acetona/agua (70:30). Este concepto ha sido definido como
“‘larvas que fallan la eclosion”. Vargas-Magafa et al., (2014) explica los posibles
mecanismos por los cuales los metabolitos secundarios de las plantas logran

inhibir la eclosion de los huevos larvados, dentro de los se encuentran:

1) “Evitando cambios en la permeabilidad de los huevos tratados. Los metabolitos
secundarios podrian unirse a componentes de la membrana del huevo y
envolverlo, evitando el cambio de permeabilidad requerido para la eclosion” (Perry,
2000).

2) “Inhibicién de las enzimas de eclosion. Molan et al. (2010) sugieren que los
compuestos secundarios pueden unirse a las enzimas encargadas de la eclosion,
lo que puede bloguear la accién de las mismas en la degradacion de la membrana
del huevo. De igual forma, Rogers y Brooks (1977) mencionan que la inactivacion
de dichas enzimas puede resultar en la reduccion de la velocidad de eclosién o

incluso detener totalmente este proceso”.
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3) “Competencia con los receptos de factores de eclosion presentes en la
membrana de los huevos tratados. Se proponen mecanismos de sefalizacion para
qgue el proceso de eclosion pueda ser llevado a cabo, esto es, la implicacion de
una interaccion receptor-ligando entre las lipoproteinas presentes en la membrana
del huevo, asi como la presencia de enzimas como mediadores de esta
interaccion. Es posible que los metabolitos secundarios se unan competitivamente
a factores de la eclosion del huevo y ocasionar un retraso o inhibicién en el

proceso” (Doncaster y Shepherd, 1967; Perry, 2000).

2.7 Actividad biologica de Diospyros anisandra.

Diospyros anisadra S.F. Blake es un arbol o arbusto perteneciente a la familia
Ebenaceae, cuyo nombre comun es Kaakalche’ o Kakal’che en lengua maya. A
nivel nacional, se encuentra distribuida en toda la Peninsula de Yucatan. Puede
medir hasta 7 metros de altura, de ramas dimorficas, hojas y flores (de 4-5
pétalos, color blanco crema o amarillo palido) dispuestas en racimos cortos, con
frutos redondos (1 cm de diametro aproximadamente). Se reporta su uso como
madera para la elaboracion de instrumentos, es una planta melifera y su fruto es

comestible (Arellano-Rodriguez et al., 2003).

Fig. 3. Diospyros anisadra: a) hojas y ramas; b) flores y c) frutos.

(http://chalk.richmond.edu/flora-kaxil-kiuic/d/diospyros anisandra.html).

Las propiedades biologicas de las plantas del género Diospyros L. han sido

atribuidas a la presencia de una serie de triterpenos pentaciclicos (1,4)
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naftoquinonas, cumarinas y flavonoides (Adeniyi et al., 2000; Ganapaty et al.,
2004). Borges-Argaez et al. (2007) encontraron estructuras similares a agujas con
coloracién naranja al evaluar la particion hexanica del extracto metandlico de la
corteza proveniente de D. anisandra contra diferentes cepas de Mycobacterium
tuberculosis. Al realizar un andlisis y comparar sus datos espectrales con los
reportados en la literatura dichas estructuras fueron identificadas como
plumbagina. Uc-Cachdén et al. (2012) identific6 14 compuestos con actividad
biologica reportada en la particion hexanica del extracto metandlico de la corteza
de D. anisandra, los cuales incluian siete naftoquinonas, cuatro triterpenos y tres
sesquiterpenos. Los compuestos con mayor reporte de actividad biolégica en D.
anisandra son las naftoquinonas, destacando la plumbagina. Esta ultima se
encuentra en las hojas, corteza y raices de D. anisandra y se le atribuyen
propiedades antiespasmodicas, antibacterianas, antifingicas, antiparasitarias
(antiprotozoarias) y anticancerigenas. También se ha reportado la actividad
ixodicida de la hoja y corteza de D. anisandra contra larvas de Rhipicephalus
microplus, con mortalidades obtenidas de 84.91% y 79.24%, respectivamente
(Rosado-Aguilar et al., 2008).

Arjona-Cambranes et al. (2016) evaluaron extractos de corteza y hoja D.
anisandra colectados en época de lluvias y secas contra huevos de Ancylostoma
spp, encontrando PIE superiores al 95% a partir de la concentracion de 2400
pug/ml para los extractos colectados tanto en época de lluvias como secas. Las
menores CLso se obtuvieron con los extractos colectados en época de lluvias: 500
pug/ml y 700 pg/mL para corteza y hoja, respectivamente. Se observé que el
principal efecto obtenido con los extractos de D. anisandra fue la inhibicién de la

embrionacion de los huevos de Ancylostoma spp.
2.8 Actividad biologica de Petiveria alliacea.

Petiveria alliacea es una planta perteneciente a la familia Phytolaccaceae,
conocida en comunmente como zorrillo silvestre o payche, es considerada maleza
0 una planta plaga. Se reconoce como una hierba hasta de 1m de altura con olor

penetrante a zorrillo. Las hojas tienen pequefios brotes verde oscuro, sus flores
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son blancas y se encuentran a lo largo de las ramas terminales. Los frutos son de
color verdoso a pardo oscuro. Se encuentra distribuida desde el sur de Estados
Unidos hasta Argentina (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana,
20009).

Fig. 4. Imagenes de P. alliacea. Se observan las caracteristicas de las hojas y las

flores (http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/phytolaccaceae/petiveria-

alliacea/fichas/paginal.htm).

En la medicina tradicional, esta planta es utilizada para el tratamiento de
reumatismo, sinusitis, gripa, dolor de muelas, entre otros usos. También se reporta
que posee actividad biologica como diurético, antiespasmadico, anti-inflamatorio,
antipirético, antibacteriano e insecticida vegetal (Biblioteca Digital de la Medicina

Tradicional Mexicana, 2009).

Varios compuestos biolégicamente activos han logrado ser aislados de P. alliacea,
entre ellos se encuentran esteroides, terpenoides, saponinas, polifenoles, taninos,
flavonoides, cumarinas y alcaloides (De Sousa et al., 1990; Benavides et al., 2001;
Araujo-Luz et al., 2016). Rosado-Aguilar et al. (2010) y Arceo-Medina et al. (2017)
identificaron y comprobaron la actividad acaricida contra larvas y adultas de R.
microplus de dos compuestos sulfurados (Dibencildisulfuro y Dibenciltrisulfuro) que
se encuentran en el tallo y la hoja de P. alliacea. También se ha reconocido un
aceite esencial, denominado petiverina y al cual se le confiere gran parte de la

actividad biolégica de la planta. Este Udltimo compuesto se encuentra en
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concentraciones superiores en el tallo a comparacion de la hoja (Sariego-Frometa
et al., 2013).

Arjona-Cambranes et al. (2016) observaron PIE superiores a 98% utilizando
extractos metandlicos de P. alliacea a concentraciones de 600 pg/mL contra
huevos de Ancylostoma spp, independientemente de la estructura de origen y
época de colecta del extracto. Se observo que las larvas L1 se formaron dentro de
los huevos, pero éstas no eclosionaron. El extracto metandlico de P. alliacea
también ha sido probado contra Haemochus spp y Trichostrongylus spp en
bovinos, obteniéndose un 100% de inhibicion de la eclosion a concentraciones de
3600 pg/mL (Rosado-Aguilar et al., 2016).

2.9 Variacion en la concentracion de compuestos activos de acuerdo a la

época de colecta.

Sharapin et al. (2000) menciona que existen diversos factores intrinsecos y
extrinsecos que pueden provocar que la cantidad y naturaleza de los
constituyentes quimicos presentes en las plantas varien de manera considerable.
Los factores intrinsecos son aquellos que tienen que ver con la planta en si, por
ejemplo, la ontogenia y fenologia. Dentro de los factores extrinsecos se encuentra

altitud y latitud, temperatura, humedad y radiacién, entre otros.

Se ha demostrado que las condiciones ambientales y la variabilidad estacional
pueden influir en el incremento o reduccion de la sintesis de compuestos
secundarios y, por tanto, su concentracién, ademas de potenciar o disminuir su
actividad biolégica (Chaves et al., 2001). Gazim et al. (2010) estudiaron la
variacion estacional de la concentracion y la composicion quimica del aceite
esencial de las hojas frescas de Tetradenia riparia y observaron que las maximas
concentraciones se encontraron en invierno y las minimas en primavera, de igual
manera, al analizar los principales contenidos en el aceite esencial encontraron
una alta variabilidad quimica entre las diferentes estaciones. Chaves et al. (2001)
encontraron que la concentracion de fenoles varia en el extracto de Cistus

iandanifer en relacion con la época y esta influenciada por factores como la
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radiacion y estrés hidrico, observando que existia mayor concentracion de fenoles

durante la primavera.

Arceo-Medina et al. (2017) observéo mayor actividad ixodicida con el extracto
metandlico de tallo de P. alliacea colectado en época de secas sobre larvas de R.
microplus. Este efecto fue atribuido a los factores climéaticos presentes en las
épocas de colecta de las plantas. La baja disponibilidad de agua juega un papel
importante en la concentracion de metabolitos secundarios en las plantas, al
ejercer estrés biotico sobre ellas, las plantas produciran una mayor o menor
concentracion de metabolitos para su proteccion, lo cual puede dar origen a la
variacion en la actividad acaricida (Chaves et al., 2001). Santacoloma et al. (2010)
mencionan que la falta de agua contribuye a que las plantas cierren sus estomas y
restringan el proceso de fotosintesis, en tales condiciones carbohidratos no
estructurales tienden a ser acumulados y pueden explicar el aumento de sintesis

de sustancias de defensa pertenecientes al metabolismo secundario.

Sin embargo, en el caso de la actividad antihelmintica, estudios realizados por
Arjona-Cambranes et al. (2016) y Rosado-Aguilar et al. (2016), encontraron mayor
actividad antihelmintica contra Ancylostoma spp. y NGI de bovinos (Haemonchus
spp y Trichostrongylus spp) utilizando extractos de D. anisandra y P. alliacea
colectados en época de lluvias. Esto podria deberse a que las composiciones y
concentraciones de los metabolitos secundarios responsables de la actividad

antihelmintica son diferentes a los responsables de la actividad ixodicida.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general.

Evaluar la actividad antihelmintica in vitro de extractos metandlicos de

Diospyros anisandra y Petiveria alliacea sobre huevos de Cyathostominos.
3.2. Objetivos especificos.

Evaluar la actividad antihelmintica in vitro de extractos metandlicos de la
hoja y corteza de Diospyros anisandra, colectados en época de lluvias y
secas, sobre el desarrollo larval y eclosion de huevos de Cyathostominos.
Evaluar la actividad antihelmintica in vitro de extractos metandlicos de la

hoja y tallo de Petiveria alliacea, colectados en época de lluvias y secas,

sobre el desarrollo larval y eclosion de huevos de Cyathostominos.
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4. HIPOTESIS.

e Los extractos metanodlicos de Diospyros anisandra y Petiveria alliacea
tienen actividad antihelmintica in vitro sobre el desarrollo larval y la eclosion

de huevos de Cyathostominos.
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Abstract

Methanol extracts of plant structures are promising alternatives to traditional
pharmaceutical anthelminthic treatments. An in vitro evaluation was done of how
metanol extracts of Diospyros anisandra bark and leaves, and Petiveria alliacea
stems and leaves, collected during the rainy and dry seasons, effected
cyathostomin larval development and egg hatching. Seven concentrations (600,
300, 150, 75, 37.5, 18.7 and 9.3 pg/ml) were tested using the egg hatch assay. An
ANOVA was applied to identify differences between the concentrations and the
controls. Fifty percent lethal concentration (LCso) and the 95% confidence interval
were calculated with a probit analysis. At and above 37.5 pg/ml, the D. anisandra
bark extracts from both seasons exhibited 295% egg hatch inhibition (EHI), while
the D. anisandra leaf extracts had >90% EHI at and above 75 pg/ml. For P.
alliacea, the extracts from leaves and stems from either season exhibited >97%
EHI at and above 300 pg/ml, although similar efficacy was also observed at lower
concentrations with the rainy season stems (75 pg/ml) and leaves (150 pg/ml).
Values for LC50 were lowest for the rainy season D. anisandra bark (10.2 pg/ml)
and leaf extracts (18.4 pg/ml), followed by the rainy season P. alliacea stems
extract (28.2 pg/ml). In the D. anisandra extracts, EHI was largely due to its
ovicidal activity (296% beginning at 37.5 pg/ml), whereas in the P. alliacea extracts
it was due to L1 larval hatch failure (=290% beginning at 75 pg/ml). Overall, the rainy
season D. anisandra bark extracts had a strong in vitro anthelminthic effect against

cyathostomins by inhibiting larval development, and the rainy season P. alliacea
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stem extracts had a strong effect by preventing egg hatching. Both are possible

control alternatives for these nematodes.

Key words: Anthelminthic activity, cyathostomins, Diospyros anisandra, extracts,

horses, Petiveria alliacea.
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1. Introduction

Cyathostomins are the most abundant nematodes found in horse species
worldwide (Corning, 2009; Kaplan and Vidyashankar, 2012; Matthews, 2014). As
such, they constitute one of the most important challenges in horse breeding to
animal health, yield and well-being (Urquhart et al., 2006). Prevalences as high as
100% have been reported around the world (Pereira and Vianna, 2006; Hinney et
al., 2011; Morariu et al., 2016); in Mexico it ranges from 6.4 to 91.8% (Valdez et al.,

2006; Rosado-Aguilar et al., 2014).

Traditional cyathostomin control programs principally use three families of
anthelminthic drugs: benzimidazoles, pyrimidines and macrocyclic lactones.
However, frequent use of these drugs has selected for cyathostomins resistant to
benzimidazoles and pyrimidines (Kuzmina and Kharchenko, 2008; Traversa et al.,
2009; Canever et al.,, 2013). Reports from around the world have also
documented the existence of ivermectin-resistant cyathostomins (Molento et al.,
2008; Milillo et al., 2009; Traversa et al., 2009; Nareaho et al., 2011; Rosado-
Aguilar et al., 2014). There is a clear need to develop nematode control
alternatives that can reduce use of anthelminthic drugs and the consequent

creation of resistant nematode strains (Moreno et al., 2010).

Plant extracts are a promising alternative since some have proven in vitro
anthelminthic activity mainly against nematodes in sheep and cattle (Hernandez-
Villegas et al., 2011). Very few studies have been done on the anthelminthic

activity of plant extracts against nematodes in horses. In an in vitro study on
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agueous extracts from 37 native Australian plants, 100% egg hatch inhibition
(EHI) in cyathostomins was observed with Acacia baileyana, A. melanoxylon,
A. podalyriifolia, Eucalyptus gomphocephala, Alectryon oleifolius, Santalum
spicatum and Duboisia hopwoodii (Payne et al., 2013). In a study of methanol
extracts from five plants from Ethiopia and four from the United Kingdom,
cyathostomin EHI was greater than 90% with Allium sativum, Acacia nilotica and
Cucumis prophetarum (Peachey et al., 2015). Methanol extracts of D. anisandra
and P. alliacea from Yucatan, Mexico, have been shown to exert highly
efficient (>90%) in vitro inhibition of larval development in Ancylostoma spp.
and Haemonchus spp. (Arjona-Cambranes et al., 2016; Rosado-Aguilar et al.,
2016),nematodes belonging to the same order as the cyathostomins. These plants
are endemic to Yucatan, and, similar in vitro activity could be determined on
cyathostomins. Therefore the aim of this study was to evaluate the in vitro
anthelminthic activity of methanol extracts of D. anisandra and P. alliacea on

cyathostomin larval development and egg hatching.

2. Materials and methods

2.1. Study area

The study was done at the Faculty of Veterinary Medicine and Zootechny,
Universidad Autonoma de Yucatan (19°30°, 21°35’ N; 87°30°, 90°24’ W), in the
municipality of Merida, in the state of Yucatan, Mexico. The region is characterized
as having a warm sub-humid climate (Aw) with distinct rainy (June-October) and

dry (November-May) seasons. Average temperature ranges from 24 to 28 °C,
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relative humidity is between 65 and 95%, and annual rainfall ranges from 400 to

1400 mm (INEGI, 2012).

2.2. Vegetal extracts

Extracts were made from rather than of the bark and leaves of D. anisandra, and
the stem and leaves of P. alliacea. Collection of plant material was done during the
rainy and dry seasons. After collection it was dried in an oven at 40 °C for two to
three days, and then ground in an electric grinder to reduce particle size to 5 mm
(Rosado-Aguilar et al., 2010a). Two 24-h extractions were done of the dried plant
material using 30 ml methanol (MeOH) for every 25 g material. After each 24-h
period, the methanol was separated from the material by straining through filter
paper placed in a glass funnel. The methanol solvent from each extraction was
placed in a glass flask, and the solvent eliminated by evaporation at reduced
pressure in a rotary evaporator (Rotovapor®, Buchi). The resulting concentrated
crude extract was decanted into glass vials and these placed in an extraction hood
for 24 h to remove any residual solvent. These were stored at 4 °C until analysis

(Rosado-Aguilar et al., 2008).

2.3. Cyathostomin egg production

Feces from a naturally-infected horse were collected and the McMaster technique
was used to quantify the number of eggs per gram of feces (hpg) (Rodriguez-Vivas
and Cob-Galera, 2005). The feces were macerated in purified water at a ratio of 50
g feces to 100 ml water. The resulting mixture was filtered through gauze, the

filtrate placed in 15 ml plastic tubes and centrifuged at 1000 g for 5 minutes. After
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discarding the supernatant in each tube, a saturated sugar solution (1.280 density)
was added to the sediment. This mixture was homogenized with a vortex and
again centrifuged. The superficial portion (the eggs) in each tube was recovered
using an inoculation loop and placed in a 15 ml tube containing phosphate buffer
solution (PBS). The eggs were washed three times to remove the sugar solution
and resuspended in PBS. Egg concentration in the PBS/egg mixture was
estimated (eggs/ml) and the mixture diluted to a 200 eggs/ml concentration (Chan-
Pérez et al.,, 2016). Cultures were also done to produce L3 larvae for
morphological identification (Cordero del Campillo et al., 1999; Zajac and Conboy,

2012).

2.4. Evaluation of vegetal extracts

Egg Hatch Assay. This test was done following World Association for the
Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP) guidelines (Coles et al., 1992;
Coles et al., 2006). Three replicates were done for each of seven concentrations:
600, 300, 150, 75, 37.5, 18.7 and 9.3 pg. Phosphate buffer solution (PBS) was
used as negative control and 0.1 pg/ml thiabendazole as positive control. Extracts
were diluted with PBS at concentrations mentioned above. Using 48-well plates, 1
ml egg solution (approx. 200 eggs) and 1 ml diluted extract were deposited in each
well (i.e. 2 ml total content per well). Plates were incubated at 28 °C for 48 h, after
which two drops of Lugol’s solution were added to each well to halt developmental
activity. The bioassay criterion was a >80% hatching rate in the negative control.
The contents of each well were placed in a McMaster chamber and examined with

a microscope (10x) to count the morulated eggs (ovicidal activity), eggs containing
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a larva (larvae failing eclosion) and L1 larvae (Vargas-Magafia et al., 2014).
Hatching rate and egg hatch inhibition were calculated with the following formula

(Peachey et al., 2015):

% hatch = (L1 /L1 + eggs) x 100.

% egg hatch inhibition = 100 - % hatch.

Ovicidal activity and larvae failing eclosion. Extract effect on larval
development (ovicidal activity; OA) was measured based on the number of eggs
that did not form larvae. Larvae failing eclosion (LFE) was quantified as the
percentage of eggs that formed larvae but did not hatch. Calculation of these rates

was done with these formulas (Vargas-Magafia et al., 2014):

% OA = (morulated eggs / morulated eggs + eggs containing a larva + L1 larvae) x

100.

% LFE = (eggs containing a larva / morulated eggs + eggs containing a larva + L1

larvae) x 100.

2.5. Statistical analysis

An ANOVA (generalized linear models) was applied to the results to identify
significant differences between the controls and the evaluated extract
concentrations; this was done with the Statgraphics 5.1 program (Statgraphics,
2001). Fifty-percent lethal concentrations (LCso) and their 95% confidence intervals
were calculated with a probit analysis of the concentrations (LeOra Software,

2004).
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3. Results

At 75 pg/ml concentration or above, all the evaluated D. anisandra extracts
exhibited EHI values greater than 90% (Table 1). However, the bark extracts had
higher EHI values (297.0% beginning at 37.5 pg/ml, regardless of collection
season) than the leaf extracts (290.0% beginning at 75 pg/ml). All the
evaluated D. anisandra treatments differed (p<0.05) from the negative controls.
The bark extract EHI values (=297%) did not differ (p>0.05) from thiabendazole at all
concentrations from 37.5 to 600 pg/ml. Likewise, leaf extract EHI (296%) did not
differ (p>0.05) from thiabendazole at all concentrations from 150 to 600 pg/ml,
regardless of season. The overall highest anthelminthic activity in terms of EHI was
observed with the 37.5 pg/ml concentration of the bark extract, with no significant
increase at higher concentrations. Activity did not vary in the leaf extracts
beginning at 75 pug/ml. Both P. alliacea stem and leaf extracts exhibited 99% EHI at
600 pg/ml (Table 2). The highest activity (97% EHI beginning at 75 pg/ml) was
produced with the rainy season stem extract, although the rainy season leaf extract
produced the same inhibition beginning at 150 pg/ml. P. alliacea dry season leaf
extract differed (p<0.05) from the negative control at all concentrations. Maximum
EHI was observed at 75 pug/ml with rainy season stems and at 300 pg/ml for dry
season stems. Maximum EHI for the leaf extracts was observed at 150 pg/ml and
300 pg/ml  for therainy and dryseason, respectively. At and above these
concentrations, activity (EHI) did not differ (p>0.05) from the positive control nor did

it vary at higher concentrations.
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The lowest (p<0.05) LCso values for the D. anisandra extracts were observed with
the rainy season bark extract (10.29 pg/ml) and leaf extract (18.48 pg/ml)
(Table 3). In contrast, the dry season D. anisandra bark and leaf extracts had
LCso values at least twice as high. For P. alliacea, rainy season stems had a lower
LCso (28.27 pg/ml, p<0.05) tan the dry season stems, and there was no difference

(p>0.05) between the rainy and dry season leaf extracts.

Ovicidal activity (i.e. inhibition of larval development) was the main effect of
the D. anisandra extracts on the eggs (Figure 1), since all these extracts exhibited
OA >90% beginning at 150 pug/ml. Indeed, the bark extracts had 100% OA at 600
pg/ml. Moreover, unhatched L1 larvae were present (LFE 2.3-13.6%) with all the
D. anisandra extracts beginning at 9.3 ug/ml. Both the P. alliacea stem and leaf
extracts caused larvae failing eclosion, although this differed between rainy and dry
season extracts at 150 pg/ml (Table 2). The rainy season extracts had LFE values
>92% at 150 pg/ml, while the dry season extracts had values <81%. At this

concentration, the P. alliacea extracts produced low OA (3.4-11.2%).

4. Discussion

In terms of EHI and LCsp values, the rainy season extracts from both plants had the
highest anthelminthic activity. This could be due to seasonal variations in the levels
of plant secondary metabolites that may exercise anthelminthic activity against
cyanthostomin eggs. Various studies have shown that seasonal and spatial
variation can influence secondary metabolite concentrations and consequent

biological activity (Modak, 2011).
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The present results contrast with those of Arceo-Medina et al. (2017), who reported
higher ixodicide activity against Rhipicephalus microplus using methanol extracts
from P. alliacea stems collected in the dry season. The difference in efficacy of this
extract by collection season might be due to the use of different parasites, other
metabolites are responsible for the activity and/or that these metabolites exert
activity at different concentrations This coincides with previous studies in which D.
anisandra and P. alliacea extracts from raw material collected in the rainy season
exhibited the highest anthelminthic activity against Ancylostoma spp. and
Haemonchus spp., as observed in the present study with cyathostomin eggs

(Arjona-Cambranes et al., 2016; Rosado-Aguilar et al., 2016).

Few studies have addressed the anthelminthic activity of plant extracts against
nematodes in horses. Both Payne et al. (2013) and Peachey et al. (2015)
evaluated the effects of vegetal extracts against cyathostomins. Payne et al. (2013)
reported 100% EHI when using 1400 pg/ml of aqueous extracts of seven plants:
Acacia baileyana, A. melanoxylon, A. podalyriifolia, Eucalyptus gomphocephala,
Alectryon oleifolius, Santalum spicatum and Duboisia hopwoodii. Using 10,000
png/ml of methanol extracts, Peachey et al. (2015) reported 100% EHI with
Allium sativum, 96.4% with Acacia nilotica and 93.4% with Cucumis
prophetarum. Similar EHI levels were observed in the present study, but the
effective concentrations were notably lower (150-600 pg/ml). Beginning at 150

ng/ml, all the D. anisandra extracts, regardless of plant structure or collection
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season, exhibited high (>90%) EHI. All the P. alliacea extracts also had EHI >99%,

but at 600 pg/ml.

Except for the dry season leaf extract, the D. anisandra extracts, at and above 75
pg/ml, exhibited EHI values similar to that of the positive control (0.1 pg/mi
thiabendazole). For P. alliacea, rainy season stem extract concentrations at and
above 75 pg/ml had EHI values similar to that of thiabendazole, while the dry
season stem extract attained this level at and above 150 pg/ml. This level of
activity was not reached in the dry and rainy season leaf extracts until 300 pg/ml.
The concentrations at which the D. anisandra and P. alliacea extracts exhibited
activity similar to that of thiabendazole were many times greater than the 0.1 pg/ml
required for the pharmaceutical. However, cyathostomins have documented
resistance to benzimidazoles including thiabendazole (Cernea et al., 2003;

Canever et al., 2013).

Plant extracts are a prolific source of ecological bioactive compounds and are
promising potential sources for new, effective and safe anti-helminth
treatments. Many natural compounds have modes of actions that differ from
those of current pharmaceutical treatments and may therefore be effective
against resistant nematodes (Hammond et al., 1997; Waller et al., 2001). In fact,
studies done using laboratory animals have shown that methanol plant extracts
have low toxicity in mammals (Freitas et al., 2011; Madhumitha et al., 2012;
Rosado-Aguilar et al., 2017). This is one reason why the D. anisandra and P.

alliacea extracts studied here are a potential alternative for nematode control in
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horses; they have efficacies similar to those of current pharmaceutical

treatments, which are compromised by parasite resistance.

The LCso values observed for the D. anisandra and P. alliacea extracts showed
higher effectiveness against cyathostomin than the extracts reported by Payne et
al. (2013), e.g., the extracts from D. hopwoodii needed three times higher of LCso
(30.9 pg/ml) compared to the rainy season D. anisandra bark extract (10.29 upg/ml).
The LCso values reported by Peachey et al. (2015) are even higher: 2,000 pg/ml
for Allium sativum; 1,100 pg /ml for Cucumis prophetarum; and 200 pg/ml for

Acacia nilotica.

Neither Payne et al. (2013) nor Peachey et al. (2015) reported ovicidal activity by
extracts against cyathostomin eggs, rather, they reported EHI as anthelminthic
activity. In the D. anisandra extracts tested here, the main effect against
cyathostomin eggs was inhibition of larval development; that is, eggs exposed to
the extracts remained in the morula or Li larvae stages, never fully developing.
This may be due to the small size of the secondary metabolites in the extracts,
which would allow them to enter the egg and affect the developing organism
(Souza et al, 2008). Anthelminthic activity of this kind is typical of the
benzimidazole drug family (Robinson et al., 2004). Moreover the anthelmintic
activity from P. alliacea extracts was manifested largely as failure of L1 larvae to
hatch. This coincides with a study of acetone/water (70:30) extracts of Acacia
pennatula and Onobrychis viicifolia in which the extracts prevented formed H.
contortus L1 larvae from hatching and/or the eggs from rupturing (Vargas-Magafna

et al. 2014); a phenomenon defined as “larvae failing eclosion”. Some of the
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possible mechanisms by which plant secondary metabolites may inhibit larval
hatching are prevention of the changes in the egg shell permeability (Perry, 2000);
inhibition of the enzymes needed for hatching (Rogers and Brooks, 1977; Molan et
al., 2010); and/or competition with hatching factors receptors on the egg shell

(Doncaster and Shepherd, 1967; Perry, 2000; Vargas-Magafia et al., 2014).

The biological properties of plants in the Diospyros L. genus have been attributed
to a series of pentacyclic triterpenes, naphthoquinones, coumarins and flavonoids
(Adeniyi et al., 2000; Ganapaty et al., 2004). For example, in a comparison to
previous studies, Borges-Argaez et al. (2007) observed orange-colored, needle-
like structures identified as plumbagin in the spectral data of the hexane portion of
a methanol extract of D. anisandra bark challenged against different
Mycobacterium tuberculosis strains. In another study, fourteen bioactive
compounds were identified in the hexane portions of a methanol extract of D.
anisandra bark, including seven naphthoquinones, four triterpenes and three
sesquiterpenes (Uc-Cachoén et al., 2012). The most bioactive compounds in D.
anisandra are the naphthoquinones, particularly plumbagin. Found in this species’
leaves, bark and roots, this compound has been attributed anti-spasmodic,
antibacterial, antifungal, antiprotozoan and anti-cancer properties (Nematollahi et

al., 2012; Uc Cachon et al., 2014).

Various bioactive compounds have been isolated from P. alliacea, including
steroids, terpenoids, saponins, polyphenols, tannins, flavonoids, coumarins and
alkaloids (De Sousa et al., 1990; Benavidez et al.,, 2001; Araujo-Luz et al.,

2016). Two sulfured compounds (dibenzyl disulfide and dibenzyl trisulfide) from
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the stem and leaves of P. alliacea are also reported to have ixodicide activity
against R. microplus (Rosado-Aguilar et al., 2010b; Arceo-Medina et al., 2016).
Much of the biological activity of P. alliacea is due to the essential oil petiverine
(Sariego-Frometa et al., 2013). This occurs in higher concentrations in the stem
than in the leaves, which may explain the better EHI and LCso values of the stem

extracts compared to the leaf extracts in the present results.

Extracts from endemic plants are a viable alternative for nematode control in
horses. They could partially or completely replace current pharmaceutical
treatments and thus overcome the challenge of increasing resistance to
anthelminthic drugs. However, only limited research has been done with this
approach. In vitro studies are needed to identify the specific secondary metabolites
that provide these plants their anthelminthic activity, as well as to quantify how this
activity is affected by plant structure and collection season, among other factors. In
vivo studies will help to understand these metabolites pharmacodynamic and
pharmacokinetic inside animals, determine proper doses and corroborate

extract efficacy in field settings.

5. Conclusion

The methanol extract of D. anisandra bark collected in the rainy season exhibited
high anthelminthic activity in the form of ovicidal activity, while extract from P.
alliacea stem collected in the rainy season caused larvae failing eclosion on
cyathostomin eggs under in vitro conditions. These extracts are a potential

alternative means of nematode control.
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Table 1. Egg hatch inhibition, ovicidal activity and larvae failing eclosion rates

(average % + standard deviation) for methanol extracts from D. anisandra bark and

leaves collected in the rainy and dry seasons

Concentration
(ng/ml)

Control
Non-hatched%

Thiabendazole (0.1)
EHI %

600

EHI %
OA %
LFE %

300

EHI %
OA %
LFE %

150

EHI %
OA %
LFE %

75

EHI %
OA %
LFE %

37.5

EHI %
OA %
LFE %

18.2

EHI %
OA %
LFE %

9.3

EHI %
OA %
LFE %

Rainy

4.9 (0.9)2

98. 3 (0.3)*

100.0 (0.0)*
100.0 (0.0)
0.0 (0.0)

99.9 (0.2)*
99.9 (0.2)
0.0 (0.0)

99.1 (1.6)*
98.8 (1.5)
0.3 (0.4)

99.0 (0.8)*
97.5 (1.6)
1.5 (0.8)

97.9 (2.0)*
96.5 (2.2)
1.4 (1.7)

81.8 (11.8)*
78.1 (10.3)
3.7 (1.9)

31.9 (8.6)*
28.0 (7.9)
3.9(0.7)

Dry

6.9 (3.7)

96.9 (1.4)*

100.0 (0.0)*
100.0 (0.0)
0.0 (0.0)

99.8 (0.2)*
99.8 (0.2)
0.0 (0.0)

99.4 (0.6)*"
98.0 (0.8)
1.3 (0.3)

99.3 (0.2)*
99.0 (0.1)
0.2 (0.2)

97.0 (1.2)*
88.3 (9.2)
8.7 (8.1)

86.3 (3.1)*
72.4 (4.1)
13.9 (2.0)

38.7 (4.3)*
25.1 (4.2)
13.6 (0.7)

Rainy

4.7 (0.5)2

97.5 (2.2)*

99.6 (0.6)*
99.6 (0.6)
0.0 (0.0)

99.2 (1.3)*
99.2 (1.3)
0.0 (0.0)

99.3 (1.3)*
99.3 (1.3)
0.0 (0.0)

93.7 (3.8)*
84.4 (2.9)
9.3 (0.9)

66.6 (3.6)*
55.1 (5.1)
11.5 (1.5)

55.5 (6.8)*
43.7 (5.2)
11.8 (1.8)

28.4 (9.9)*
16.6 (7.7)
11.9 (2.6)

Leaves

Dry

4.1 (2.0)2

97.5 (2.2)*

99.5 (0.4)*
99.4 (0.2)
0.2 (0.3)

98.6 (1.2)*
98.4 (1.0)
0.2 (0.3)

96.7 (1.8)*
92.6 (5.1)
4.0 (3.6)

90.6 (3.7)*
76.2 (7.5)
14.4 (11.1)

57.4 (2.2)*
45.4 (2.7)
12.1 (0.6)

24.2 (5.5)%
20.5 (6.8)
3.7 (2.6)

13.3 (1.5)
11.0 (0.7)
2.3(1.7)

EHI %: Egg hatch inhibition.

OA %: Ovicidal activity.

LFE %: Larvae failing eclosion.
* Significant difference compared to negative control.
Different letter superscripts in the same column indicate significant difference (p<0.05).
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Table 2. Egg hatch inhibition, ovicidal activity and larvae failing eclosion rates
(average % = standard deviation) for methanol extracts from P. alliacea stems and
leaves collected in the rainy and dry seasons.

Concentration
(Hg/ml)

Control
Non- hatched %

Thiabendazole (0.1)
EHI %

600

EHI %
OA %
LFE %

300

EHI %
OA %
LFE %

150

EHI %
OA %
LFE %

75

EHI %
OA %
LFE %

37.5

EHI %
OA %
LFE %

18.7

EHI %
OA %
LFE %

9.3

EHI %
OA %
LFE %

Rainy

3.1 (0.8)2

99.7 (0.6)*

99.4 (0.6)*
4.1 (1.1)
95.3 (0.5)

99.3 (0.1)*
7.2 (1.1)
92.2 (1.0)

99.2 (0.8)*
7.0 (1.1)
92.2 (1.3)

97.7 (0.5)*
7.0 (0.6)
90.7 (0.6)

64.1 (4.5)*
5.3 (2.6)
58.8 (2.0)

30.5 (0.7)*d
4.3 (2.5)
26.2 (1.9)

3.7 (0.8)¢
3.7 (0.8)
0.0 (0.0)

Dry

4.0 (3.4)

100.0 (0.0)*

99.5 (0.5)*
4.3 (0.5)
95.3 (0.8)

99.6 (0.6)*"
6.6 (1.4)
93.0 (1.0)

77.4 (8.8)*
6.2 (1.0))
71.2 (7.9)

57.7 (4.2)*
8.5 (0.8)
49.3 (3.7)

25.6 (8.4)*
7.0 (3.3)
18.6 (5.2)

9.3 (3.1)'
6.5 (2.1)
2.8 (3.6))

6.6 (1.2)0
5.4 (1.9)
1.2 (0.7)

Rainy

8.1 (6.4)

98.9 (1.1)*

99.9 (0.2)*
4.7 (0.9)
95.1 (0.7)

99.7 (0.6)*
5.7 (0.8)
94.0 (0.7)

98.9 (1.1)*
4.8 (1.5)
94.1 (1.1)

8.4 (3.0)°
8.4 (0.0)
0.0 (0.0)

7.9 (0.5)¢
7.9 (0.5)
0.0 (0.0)

7.3 (2.9)¢
7.3(0.0)
0.0 (0.0)

6.4 (2.9)f
6.4 (2.9)
0.0 (0.0)

Leaves

Dry

6.8 (1.1)

100.0 (0.0)*

99.6 (0.7)*
5.0 (2.5)
94.6 (2.3)

97.6 (1.1)*
11.2 (3.5)
86.4 (2.6)

84.3 (1.2)*
3.4 (0.6)
80.9 (1.4)

79.8 (1.7)*
5.7 (0.4)
74.1 (1.8)

61.1 (4.1)%
3.8 (1.3)
57.3 (4.4)

37.7 (1.6)*
7.7 (1.6)
30.0 (3.0)

18.1 (0.5)*
5.2 (1.5)
12.9 (2.0)

EHI %: Egg hatch inhibition.

OA %: Ovicidal activity.

LFE %: Larvae failing eclosion
* Significant difference compared to negative control.
Different letter superscripts in the same column indicate significant difference (p<0.05).
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Table 3. LC50 and 95% confidence intervals for methanol extracts of D. anisandra

bark and leaves.

Structure Season LC 50 (png/ml) 95% IC
Rainy 10.292 9.12-11.39
Dry 32.85" 27.97-38.04
Rainy 18.48¢ 15.75-21.25
Dry 28.14bd 24.17-34.69

LCso: 50% lethal concentration.
95% CI: 95% confidence intervals.
Different letter superscripts in the same column indicate significant difference (p<0.05).
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Table 4. LCs50 and 95% confidence intervals for methanol extracts of P. alliacea

Structure Season LC 50 (pg/ml) 95% IC
Rainy 28.272 26.01-30.49
Dry 74.11° 63.51-84.74
Rainy 38.22¢ 29.45-48.29
Dry 31.312 26.66-36.19

stems and leaves.

LCso: 50% lethal concentration.
95% CI: 95% confidence intervals.

Different letter superscripts in the same column indicate significant difference (p<0.05).
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Figure 1. Ovicidal activity in cyathostomin eggs. a) negative control; b) treated with
methanol extract of D. anisandra; and c) treated with thiabendazole (positive

control).

Figure 2. Larvae failing eclosion in cyathostomin eggs treated with methanol

extract of P. alliacea. L1 larvae clearly formed but unable to hatch.
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