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Aceite esencial de Eucalyptus cinerea como inhibidor de la eclosion de
Haemonchus contortus resistente a la ivermectina.

Eucalyptus cinerea essential oil as an inhibitor of the hatching of ivermectin-
resistant Haemonchus contortus.
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Abstract:

Parasitosis in small ruminants is a frequent problem due to the metabolic alterations it causes, which negatively impact the economics
of livestock production. Haemonchus contortus (HC) is a nematode responsible for gastrointestinal disorders, malabsorption
syndrome, and anemia. Broad-spectrum anthelmintics have long been used as a control measure; however, their misuse has led to the
emergence of resistance. As a result, non-pharmacological alternatives such as the use of essential oils are being explored. The present
study aimed to evaluate the essential oil of Eucalyptus cinerea (AEEC) as an inhibitor of egg hatching in a mono-specific ivermectin-
resistant strain of HC. The essential oil (EO) was extracted using steam distillation. AEEC was tested at concentrations ranging from
0.12% to 4% to determine the egg hatching inhibition percentage (%EHI) of HC. AEEC showed EHI values of 96.97%, 96.95%, and
96.32% at concentrations of 4%, 2%, and 1%, respectively, with ECso and ECoo values of 0.15% and 0.83%. AEEC exhibited a
concentration-dependent effect. Based on these results, AEEC appears to be a promising alternative for controlling HC by interfering
with its biological cycle at the egg stage.
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Resumen:

Las parasitosis en pequefios rumiantes son un problema frecuente debido a las alteraciones metabdlicas que provocan, lo que afecta
negativamente a la economia pecuaria. Haemonchus contortus (HC) es un nematodo causante de cuadros gastroenterales, sindrome
de mala absorcion y anemia. Como medida de control, durante mucho tiempo se ha implementado el uso de antihelminticos de amplio
espectro; sin embargo, se ha desencadenado el fenémeno de resistencia debido a su uso indebido, por lo que se buscan alternativas no
farmacoldgicas, como el uso de aceites esenciales. Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el aceite esencial de
Eucalyptus cinerea (AEEC) como inhibidor de la eclosion de huevos de una cepa monoespecifica de HC resistente a ivermectina. El
aceite esencial (AE) se obtuvo mediante la técnica de arrastre de vapor; los porcentajes del AEEC evaluados fueronde 420,12 %y
el porcentaje de inhibicion de la eclosién de huevo (%IEH) de HC fue de 4 a 0,12 %. EI AEEC mostrd 96.97, 96.95 y 96.32 %IEH a
4,2y 1%, con CEsp y CEg de 0.15 y 0.83 % respectivamente. EI AEEC mostrd un comportamiento dependiente del porcentaje.
Considerando los resultados obtenidos, se concluye que el AEEC puede ser una alternativa para el control de HC al interferir en su
ciclo biolégico en el huevo.
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1. Introduccién

Las enfermedades causadas por parasitos en los
pequefios rumiantes constituyen un problema
frecuente para los productores debido a las
afecciones metabdlicas que generan, lo que afecta
negativamente la economia pecuaria. HC es un
parasito nematodo que afecta a los pequefios
rumiantes, causa cuadros gastroentéricos, sindrome
de mala absorcion y anemia debido a su habito
hematéfago; ocasionando pérdidas significativas
para los productores, es el nematodo con mayor
prevalencia en unidades de produccion ovina [1]
Debido a los problemas de parasitosis en la
produccidén ganadera, tradicionalmente se ha
implementado como medida de control el uso de
antihelminticos de amplio espectro, como los
benzimidazoles, los imidazotiazoles y las lactonas
macrociclicas; sin embargo, su mal uso ha
desencadenado el fenédmeno de resistencia [2]. En
el afio 1964 se reportd la primera denuncia de
resistencia a los antihelminticos y, desde entonces,
el nimero de casos ha aumentado a nivel mundial,
ocasionando estragos en la ganaderia [3]. Ante este
problema se buscan alternativas no farmacolégicas
y amigables con el medio ambiente, como el uso de
fitoquimicos de plantas con propiedades
medicinales [4].

Eucalyptus cinerea es un arbol de la familia
Myrtaceae, originario de Australia; actualmente, su
distribucion es cosmopolita debido a su gran
adaptabilidad y crecimiento rapido, ademas de su
uso en cosmeética, alimentos y medicina por sus
propiedades antimicrobianas, astringentes,
antiinflamatorias, antisépticas y expectorantes [5].
Una de las actividades bioldgicas que se le atribuyen
es la actividad biocida de las hojas, los extractos y el
aceite esencial de EC sobre Callosobruchos
maculatus [6].

El objetivo del presente estudio fue evaluar el aceite
esencial de EC como inhibidor de la eclosion de una
cepa monoespecifica de HC resistente a
ivermectina.

2. Materiales y métodos

Obtencion del material vegetal: Se colectaron partes
aéreas de diez arboles de Eucalyptus cinerea (EC)
en el verano de 2023 en la regi6on de Santiago

Tulantepec de Lugo Guerrero, Hidalgo, México
latitud norte 20° 02' 18”, longitud oeste 98° 21' 21”
Obtencion del aceite esencial: La destilacion del
aceite esencial se realizd segun la metodologia de
[7). Se utilizaron 250 g de partes aéreas de la planta
triturada, previamente lavadas con agua destilada y
secadas bajo sombra durante 72 horas;
posteriormente, se afiadieron 2500 mL de agua
destilada y, mediante la técnica de arrastre de vapor,
se recupero el aceite esencial de Eucalyptus cinerea
(AEEC).

Obtencion de heces: Se realizé una colecta de 30 g
de heces directamente del recto de un ovino donante
infectado con la cepa INIFAP de Haemonchus
contortus (HC), resistente a la ivermectina.
Procesamiento de las muestras: Los 30 g de heces
fueron procesados en el CENID-SAI del INIFAP en
el municipio de Jiutepec, Morelos; se realizaron las
técnicas de flotacion y McMaster para identificar HC
y determinar la cantidad de huevos por gramo de
heces, de acuerdo con la metodologia descrita por
[8].

Recuperacion de huevos de nematodos
gastrointestinales: En el mismo de la colecta, las
heces fueron homogenizadas y lavadas en tamices
de 200, 100, 75 y 35 pm, para recuperar una
solucion de huevos limpios, siguiendo la
metodologia descrita por [9]. Se ajusté la solucién de
huevos a una concentracion de 150 a 200 huevos en
50 uL, considerando que los huevos deben utilizarse
en un plazo inferior a 24 horas, siempre y cuando se
mantengan a 4°C para obtener resultados
confiables.

Evaluacion de la inhibicién de la eclosiéon de huevos
de HC: En una placa ELISA de 96 pozos se
colocaron 50 uL de la solucién de huevos limpios
previamente ajustados, junto con 50 uL del AEEC a
4,2,1,0,5,0,25y 0,12 %. Se utilizé tiabendazol (0.1
mg/mL) como control positivo y agua estilada como
control negativo, con cuatro repeticiones por
tratamiento. La placa fue incubada a 30 °C durante
48 horas para su posterior lectura, observando 10
alicuotas de 10 uL bajo el microscopio 6ptico de
marca Motic BA210 con el objetivo 4x, de cada pozo,
contabilizando el nUmero de huevos y larvas en cada
alicuota. Para determinar el porcentaje de inhibicién
de la eclosion de huevo, utilizar la siguiente férmula
propuesta por [10].
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% de inhibicién de la eclosion
No. Huevo

= 100
No.L1 + No.Huevo *

Donde No. L1 es igual al numero de larvas tipo 1

Andlisis estadistico: Los datos obtenidos fueron
analizados mediante un andlisis de varianza y una
comparacion de medias por Tukey, a un nivel de
confianza del 95%, en el paquete estadistico Minitab
18.

3. Resultados

De acuerdo con los resultados del %IEH se observo
gue los porcentajes evaluados de AEEC (4, 2, 1, 0.5,
0.25, 0.12 %) inhibieron la eclosion de HC del 96.97,
al 37.35 %, destacando que el 4, 2y 1 % del AEEC
producen el 96.97, 96.95 y 96.32 %IEH sin presentar
diferencias estadisticas significativas con
Tiabendazol (98.62 %), evidenciando un
comportamiento porcentaje-dependiente, donde a
menor porcentaje de AEEC, menor es el %IEH
(Cuadrol).

Cuadro 1. Porcentaje de inhibicion de la eclosion de
huevos (%IEH) de HC expuestos al AEEC.

Tratamientos %IEH £+ D.E
Agua destilada 0.00°
Tiabendazol 98.43 +
1.8112
AEEC (%)
4.0 96.97 + 2.342
2.0 96.95 +1.0252
1.0 96.32 + 2.372
0.5 82.75 + 4.98P
0.25 67.72 + 4.08¢
0.12 37.35+5.11d
Valor P 0.0001

a b.c d e Medias dentro de la misma columna con
literales distintos indican diferencias
estadisticamente significativas. D.E. = desviacion
estandar, AEEC = aceite esencial de Eucalyptus
cinerea.

Como se muestra en la Figura 1, respecto a las
concentraciones efectivas, los resultados de la
presente investigacion indican una CEsoy una CE90
de 0,15 % y 0,83 %, respectivamente, para la
inhibicién de la eclosion de HC.

100
80
60

40

Porcentaje IEH

20

0 1 2 3 4

% Aceite esencial de Eucalyptus cinerea

Figura 1. Concentraciones efectivas de 50 y 90
requeridas para inhibir la eclosién de huevos de HC
expuestos al AEEC. [Elaborado por los autores].

4. Discusion

Al evaluar el AEEC sobre la inhibicién de la eclosion
de huevos de HC resistente a ivermectina, se
determind que el AEEC inhibe la eclosion de huevos
de HC entre 96.97 % y 37.35 % a los diferentes
porcentajes evaluados (4, 2, 1, 0.5, 0.25y 0.12 %).
Su efecto puede deberse al contenido de eucaliptol
[11]] o de 1,8-cineol, un monoterpeno ciclico,
principal componente de los aceites esenciales de
Eucalyptus spp., al cual se le atribuye actividad
repelente de insectos e insecticida [12], asi como a
la presencia de otros compuestos como cineol,
limoneno, p-cimeno, citronelol y piperitona [13].

Los compuestos oxigenados como el 1,8 cineol,
rompen y alteran las membranas celulares, debido a
los compuestos lipofilicos afectando diversas
enzimas y estructuras en la membrana celular de los
parasitos, [14] los cuales ingresan por medio de una
difusion transcuticular, interfirendo con su
metabolismo y algunas funciones vitales como la
locomocion [15] debido a la inhibicién de la enzima
acetilcolinesterasa, produciendo un dafio
neurolégico similar a compuestos quimicos como
organofosforados [16] ademas de un posible efecto
semejante a los benzimidazoles al impedir el
desarrollo larvario dentro del huevo, deteniendo la
embriogénesis y produciendo huevos inviables [21].
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Un estudio realizado por Lépez y Pascual-Villalobos
[17] evaluaron el aceite esencial de Eucalyptus
staigeriana sobre la inhibicion de la eclosion de HC
observandose que el AE a concentraciones de 1.35
a 0.08 mg/mL present6 del 99.27 al 6.46 % de IEH
evidenciando un comportamiento dosis
dependiente, similar al del presente estudio,
destacando una actividad similar entre arboles del
mismo género y diferente especie.

Por otro lado, Ribeiro y colaboradores [18] evaluaron
el aceite esencial de E. staigeriana sobre él %IEH de
HC, el AE a concentraciones del 1 a 0.12 mg/mL
presentd del 99.96 al 20.01 %IEH, la variabilidad que
existe entre los %IEH con los del presente estudio
se podria deber a la diferencia entre especies y a los
diversos factores que comprenden la
biodisponibilidad de los metabolitos secundarios
concentrados en las plantas.

Araujo-Filho y colaboradores [19] evaluaron el AE de
E. citriodora sobre el %IEH de dos cepas de H.
contortus susceptible y resistente a antihelminticos
sintéticos, a concentraciones de 1 a 0.125 mg/mL,
se observé del 96.46 a 10.82 % en la cepa
susceptible y del 97.15 a 10.73 % en la cepa
resistente, en comparacion con el presente estudio
se utilizé una cepa monoespecifica de HC resistente
a ivermectina donde se observaron mejores %IEH
en comparacion con la cepa susceptible, esto se
podria deber a los diferentes metabolitos
secundarios encontrados en las dos especies
vegetales.

En el estudio de Mota y colaboradores [20] se evalu6
el AE de hojas de Croton blanchetianus sobre el
%IEH de parasitos gastrointestinales de ovinos, con
valores de 8, 12y 16 %, que se asociaron con %IEH
de 82, 81y 79 %, respectivamente. En comparacion
con los resultados del presente estudio, en el que se
utilizaron porcentajes mas bajos, con un mejor
efecto, asociandose al uso de diferentes plantas,
técnicas de extracciéon del aceite esencial y a los
metabolitos secundarios presentes.

5. Conclusiones

El presente estudio evidenci6 la actividad
antihelmintica de Eucalyptus cinerea al inhibir la
eclosion de huevos de Haemonchus contortus
resistentes a ivermectina, destacando su posible uso

como alternativa a los antihelminticos
convencionales, promoviendo practicas amigables
con el medio ambiente, efectivas y capaces de
reducir la resistencia a los antihelminticos.

Antes de utilizar el AEEC como estrategia de control
y/o tratamiento de infecciones causadas por HC en
pequefios rumiantes, es necesario realizar pruebas
sobre la fase larvaria del nematodo, identificar los
fitocompuestos a los que se les atribuye dicha
actividad, realizar pruebas de citotoxicidad y
ensayos in vivo.
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