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¢Se puede controlar la poblacion de nematodos
gastrointestinales que parasitan a ovinos y caprinos

por bloqueo del desenvaine larval??

Mario Antonio Mendoza-Nufiez!, Juan Felipe de Jests Torres-Acosta'”,
Marfa Gabriela Mancilla-Montelongo?, Carlos Alfredo Sandoval-Castro!

Introducciéon

os pequefios rumiantes (z.e., ovinos y caprinos) en pastoreo pueden ser infectados

en su sistema digestivo por nematodos gastrointestinales (NGIs). Los NGIs son

gusanos (helmintos) endoparasitos, con un cuerpo cilindrico no segmentado,

que causan dafios a los rumiantes desde leves hasta severos, e incluso la muerte
(Flay et al. 2022). La severidad del dafio depende de: (a) la capacidad de la especie de NGI para
provocar enfermedad, (b) la cantidad de parasitos en el animal (i.e., carga parasitaria) y (c) las
caracteristicas individuales de cada animal parasitado (i.e., genética, edad, estado nutricional,
otras enfermedades) (Besier et al. 2016).

El ciclo de vida de los NGIs es directo, es decir, no necesitan infectar a otros animales
antes de llegar a los pequefios rumiantes y tal ciclo tiene siete etapas: huevo, cinco estadios de
desarrollo larval (L, Lo, Ls, L4 y Ls) y adulto, que pueden ser macho o hembra (Crilly et al.
2020). El objetivo de este articulo es describir la importancia biolégica de la fase larval Ls y
su desenvaine (z.e., desprendimiento de su cuticula protectora para desarrollarse), para infectar
a pequefios rumiantes, abordar las metodologias para evaluar la inhibicién del desenvaine (in
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vitro, in situ e in vivo) y discutir sus ventajas y desventajas para la evaluacién de materiales de
origen vegetal.

Importancia de la vaina y el desenvaine en larvas L

A diferencia de las etapas larvales L, y Lo, la etapa Ls no puede alimentarse porque tiene una
vaina que recubre por completo su cuerpo. La funcién de la vaina es proteger a la larva Ls de
condiciones ambientales adversas, como la desecacién y la radiacién solar, al mantenerse sobre
las hojas del forraje a la espera de ser consumida (O’Connor et al. 2006). Sin embargo, una vez
que la larva Ls es consumida por rumiantes, la vaina protectora debe eliminarse para que la
larva Ls alcance la fase adulta. Este proceso se conoce como desenvaine y tiene lugar cuando
la larva Ls recibe estimulos fisicoquimicos al transitar por el tracto gastrointestinal del

hospedador con un pH neutro, concentracién alta de CO. y el cambio de temperatura (~39 °C)
(Hertzberg et al. 2002) (Fig. 1).

Al microscopio, puede apreciarse que el desenvaine inicia con la formacién de un anillo
que constrifie la vaina de la larva hasta que ocasiona desprendimiento del capuchén en la
regién anterior por donde la larva emerge, y as{ se le conoce como larva Ls desenvainada. Esta
se prepara para establecerse en la porcién del tracto gastrointestinal del hospedador que
corresponde a cada especie de NGI y continuar hacia las etapas larvales L4, Ls y adulta
(Miranda-Miranda et al. 2026).

Es indispensable que el desenvaine tenga lugar en la seccién del érgano previo a su
destino final. Por ejemplo, para el NGI abomasal Haemonchus contortus el desenvaine ocurre
en el rumen y para Trichostrongylus colubriformis, que habita el intestino delgado, ocurre en el
abomaso o cuajo, previa estimulacién por el ambiente ruminal (Miranda-Miranda et al. 2026).
Como todo proceso biolégico, la velocidad del desenvaine, y el tiempo que las larvas Ls tardan
en llegar a su destino después de ser ingeridas, es variable. Una proporcién de las larvas Ls
no completa a tiempo su desenvaine y pierde la oportunidad de establecerse y alcanzar la
adultez (Hertzberg et al. 2002).

El bloqueo del desenvaine de larvas L; con materiales bioactivos de plantas

Cualquier proceso que disminuya el desenvaine de las larvas Ls provocarfa menor
establecimiento poblacional de NGIs y, consecuentemente, un menor impacto sobre la salud
y productividad de pequefios rumiantes (Brunet e al. 2008). Varias investigaciones cientificas
han identificado en plantas ciertos compuestos quimicos, conocidos como metabolitos
secundarios, que afectan el desenvaine de las larvas. Las plantas, por ejemplo, Lysiloma
latisiliqguum, Onobrychis viciifolia y Gymnopodium floribundum, al ser digeridas podrian liberar
metabolitos secundarios en el rumen que, al entrar en contacto con las larvas Ls consumidas,
afectan el desenvaine (Brunet et al. 2007, 2008; Méndez-Ortiz et al. 2019).
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Figura 1. Importancia del desenvaine de larvas Ls de nematodos gastrointestinales (NGIs). De manera
eficiente, las larvas Ls pueden establecerse y continuar su ciclo de vida; sin embargo, si el desenvaine
se retrasa, el ciclo de vida de los NGIs es interrumpido (Creado en BioRender por Mario Antonio
Mendoza Nufiez 2026). https://BioRender.com/ntzp9ovh.

Un enfoque practico para aplicar los metabolitos secundarios consiste en incluir plantas
en la dieta del rumiante como estrategia integral para el control de las infecciones por NGIs
(Torres-Fajardo et al. 2021). Para identificar si una planta tiene compuestos que afectan el
desenvaine, se han propuesto técnicas in vitro, in situ e in vivo, y cada una tiene ventajas y
desventajas. Estas técnicas deben considerarse como herramientas para seleccionar plantas y
evaluar su efectividad para evitar el desenvaine de las larvas Ls.
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YLos pequerios rumiantes (i.e., ovinos y caprinos)
en pastoreo pueden ser infectados en su Sistema
digestivo por nematlodos gastrointestinales (NGIs). Los
NGIs son gusanos (helmintos) endopardsitos, con un
cuerpo cilindrico no segmentado, que causan darios a
los rumiiantes desde leves Aasta severos, e mcliuso la
mauerte.”

Técnicas in vitro para el bloqueo del desenvaine

Una técnica in vitro se refiere a bioensayos de laboratorio, con tubos de ensayo, placas y vasos
de precipitado, que se realizan fuera del animal aunque se pueden usar fluidos o microbiota de
animales (Jain et al. 2018). Los resultados de estas técnicas son los mas reportados en la
literatura cientifica por ser rapidos y estandarizados, tener costo bajo y permitir evaluar
extractos vegetales o compuestos puros (Villalba y Provenza 2010). Ademas, al calcular la
concentracién que afecta al 50% de la poblacién (CEs) de NGIs se puede comparar la
efectividad entre distintos compuestos botanicos. La limitante es que no permite evaluar las
plantas, o secciones completas (e.g., hojas, tallos o frutos), y es indispensable la extraccién
previa de los metabolitos secundarios con solventes organicos. Las metodologfas disponibles
son:

i. Prueba de inhibicién del desenvaine larval. Es la técnica més reportada y consiste en
poner en contacto larvas Ls a diferentes concentraciones del extracto vegetal de interés
(incubacién) para inducir artificialmente el desenvaine (Torres-Fajardo et al. 2021). Con un
microscopio éptico se registra el porcentaje de larvas desenvainadas a diferentes tiempos (Fig.
2). La larva es considerada como desenvainada si inicié tal proceso sin importar el grado de
avance. Ademas, se emplean larvas Ls no expuestas a extractos consideradas un grupo control.
Si las larvas expuestas reducen su desenvaine con respecto al grupo control, se considera que
el extracto fue efectivo (Jackson y Hoste 2010). Ademads, con la proporcién de larvas
envainadas/desenvainadas se calcula la concentracién del extracto necesario para reducir
(inhibir) el desenvaine a un 50% (CEso) de las larvas Ls. Esto permite comparar diferentes
extractos y cepas de NGIs o condiciones de incubacién. Su limitante es que las condiciones de
incubacién no consideran los efectos del ambiente. Por ejemplo, en el rumen hay
microorganismos, enzimas y condiciones ambientales que influyen en la estructura y
estabilidad de los metabolitos secundarios.
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4. Interrumpir el desenvaine a diferentes
tiempos (0, 20, 40 y 60 min).

5. Contar la cantidad de larvas con y sin
vaina y la concentraction efectiva media.

Figura 2. Prueba de inhibicién del desenvaine larval. Permite identificar el efecto de un extracto vegetal
contra el desenvaine de larvas Ls, por comparacién del porcentaje de desenvaine observado en larvas
expuestas y no expuestas al extracto (Creado en BioRender por Mario Antonio Mendoza Nuiiez 2026).
https://BioRender.com/ntzp9vh.
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ii. Prueba de desenvaine ruminal in vitro: Propone una mejora para comprobar la actividad de
un extracto vegetal sobre la inhibicién del desenvaine larval y requiere dispositivos para incubar
larvas Ls en liquido ruminal con el extracto vegetal a evaluar (Marin-Tun et al. 2024). De esta
forma, las larvas Ls quedan expuestas al extracto vegetal de interés en la complejidad del liquido
ruminal para identificar su efecto sobre el desenvaine (Fig. 3). Bajo observacién con microscopio
se identifica el porcentaje de desenvaine a diferentes tiempos de incubacién, y con estos datos se
obtiene la cinética de desenvaine (ze, velocidad a la que las larvas desenvainan) y ciertos
pardmetros, como T (z.e., tiempo dentro del cual el 50% de las larvas han desenvainado), V (i.e,
velocidad) y %max (z.e.,, porcentaje maximo de desenvaine) (Marin-Tun ef al. 2024). Al comparar
estos pardmetros entre distintos extractos de plantas, pueden identificarse aquellos que son
activos. Cualquier cambio en la cinética de desenvaine podria ser relevante, ya que teéricamente
reducirfa la capacidad de las larvas Ls para establecerse. El método tiene limitaciones, ya que el
uso de extractos quizd permita alcanzar concentraciones de metabolitos secundarios que no se
alcancen en condiciones reales de campo (zn vivo), ya que esto depende de la liberacion desde los
tejidos vegetales y la digestion de los tejidos vegetales, lo que no puede replicarse en esta
metodologfa (Marin-Tun et al. 2024). Por ello, los resultados no deben extrapolarse a lo que
sucederfa 7z vivo en un rumiante que consuma dicha planta.

“Un enfoque prdactico para aplicar [os
metabolitos secundarios consiste en mclutr plantas
en la dieta del rumiante como estrategia integral
para el control de las tnfecciones por NGIs. Para
identificar si una planta tiene compuestos que
afectan el desenvaine, se fian propuesto técnicas in
Vilro, in situ 0 in vivo, y cada una tiene ventajas y
desventajas.”

Bioagrociencias Volumen 19, Niimero 2 37



Mendoza-Nufez et al. 2026

—_—

‘. 1 ol
X - |
Solucién mineral Liquido ruminal Extracto vegetal Dispositivos trampa Larvas Lz

1. En condiciones anaerdbicas,
depositar dispositivos trampa con
larvas Ls de nematodos
gastrointestinales en tubos de 50

mL, con liquido ruminal, solucién
mineral y el extracto vegetal a

)
|

evaluar.

—

2. Incubar los tubos a 39 °C a
diferentes tiempos (0, 1,3,6,9 y
24 h) y agitacion.

3. Recuperar dispositivos trampa

con larvas y se afade lugol para g:( S:% %: Sf 73
detener el desenvaine. Lﬂ Léﬂj L%j ]‘%% k%()

4. Contar al microscopio la
proporcién de larvas con y sin
vaina.

Figura 3. Prueba de desenvaine ruminal iz vitro. Permite identificar el efecto de un extracto vegetal contra
el desenvaine de larvas Ls en condiciones que simulan el ambiente ruminal (Creado en BioRender por
Mario Antonio Mendoza Nufiez 2026). https://BioRender.com/ntzp9ovh.
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Técnicas in situ para el bloqueo del desenvaine

La importancia de esta técnica permite evaluar el desenvaine de las larvas Ls dentro del rumen
de un animal vivo canulado para incubar dispositivos que contienen larvas Ls. Se calcula el
porcentaje de desenvaine después de distintos tiempos de incubacién (Fig. 4) y, dependiendo
del nimero de animales disponibles, se pueden probar simultineamente distintas
concentraciones de la planta en la dieta o racién (nivel de inclusiéon) (Brunet et al. 2007;
Lonngren et al. 2020).

1. Contar con al menos dos animales
canulados, uno funcionarad como control y

Control: Dieta normal. Tratamiento: Dieta

normal mas planta a
evaluar.

el otro como tratamiento.

2. Introducir a través de la canula
dispositivos trampa con larvas L; de
nematodos gastrointestinales.

3. Después de determinados tiempos de
incubacion recuperar los dispositivos.

4. Anadir lugol para interrumpir el
desenvaine.

5. Contar al microscopio la proporcién de
larvas con y sin vaina y comparar ambos
tratamientos.

Figura 4. Esquema de la técnica in situ para estudiar el bloqueo del desenvaine. Esta técnica se usa para
evaluar el efecto del consumo de plantas sobre la velocidad del desenvaine de larvas Ls en el interior del
rumen de ovinos canulados (Creado en BioRender por Mario Antonio Mendoza Nufiez 2026).
https://BioRender.com/ntzp9vh.
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La descripcién y comparacién de la cinética de desenvaine (Ts0, V' y %max) obtenida en
animales con diferentes dietas permitirfa identificar el efecto del consumo de cierta especie de
planta sobre el desenvaine, tal como se describié en la prueba de desenvaine ruminal iz vitro
(Marin-Tun et al. 2024). La principal ventaja de esta técnica es que permite obtener robustez
estadfstica al elaborar repeticiones miultiples en los mismos animales y no requiere del
sacrificio. Lo anterior es congruente con los principios de bienestar animal para reducir el
ntimero de animales usados en investigacién cientifica (Asociaciéon Médica Mundial 2024).
Por otro lado, el disefio y materiales usados para construir los dispositivos de incubacién
podrian influir en la eficiencia del protocolo por lo que se debe estandarizar la técnica para
que sea replicable por otros grupos cientificos alrededor del mundo.

Técnicas in vivo para el bloqueo del desenvaine

Los estudios iz vivo se realizan directo en animales en condiciones reales, y permiten evaluar
el efecto del consumo de ciertas plantas sobre el establecimiento de los NGIs en rumiantes
(Brunet et al. 2008) (Fig. 5). Esta técnica considera todos los pasos naturales: ingestiéon y
digestion de la planta, liberacién y degradacién de los metabolitos secundarios, ingreso oral
de las larvas Lgs y su recorrido por el tracto gastrointestinal, asi como la interaccién entre el
parasito y la respuesta inmune del hospedador.

Para esta técnica, es necesario tener dos o més grupos de rumiantes recién destetados y
criados libres de infeccién y que consuman distintas cantidades de la planta a evaluar. Todos
los rumiantes son infectados por via oral con dosis pre-establecidas de larvas Ls de la especie
de nematodo de interés. Transcurridos los dfas para el desarrollo de los NGIs adultos, los
rumiantes se sacrifican para recuperar y comparar la cantidad de nematodos en los distintos
grupos (Burden et al. 2024; Méndez-Ortiz et al. 2019).

Los estudios i vivo, que evalian el efecto de plantas sobre el desenvaine larval, son
escasos debido a que son experimentos complejos y costosos. Ademds, no evaltian de manera
directa el efecto de la planta sobre el desenvaine sino la capacidad de las larvas Ls para
establecerse y desarrollarse hasta adulto en el hospedador, un proceso influido por diversos
tactores fisiolégicos, como la respuesta inmune, la nutricién y el estrés (Nisbet et al. 2016).
Debido a esta variabilidad biolégica, el disefio experimental debe contemplar un tamaiio de
muestra especifico mediante andlisis estadisticos para tener certidumbre estadistica y para
atribuir los efectos observados al consumo de la planta de interés. A pesar de estas
limitaciones, la evidencia obtenida es valiosa, ya que permite evaluar el potencial de plantas
con propiedades nutracéuticas para su incorporacién en la alimentacién de los rumiantes como
una estrategia para el control de las poblaciones de NGls.
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Figura 5. Esquema general de las pruebas iz vivo para evaluar el efecto del consumo de plantas en la
prevencién del establecimiento de larvas Ls y su desarrollo hasta la adultez (Creado en BioRender
por Mario Antonio Mendoza Nufiez 2026). https://BioRender.com/ntzp9vh.

Zos estudios in vivo se realizan dirvecto en
animales en condiciones, vy permiten evaluar el efecto
del consumo de ciertas plantas sobre el
estaplecimiento de los NGJIs en rumiantes.”
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Conclusion

Incluir plantas en la dieta de los pequefios rumiantes (ovinos y caprinos) para retrasar el
desenvaine de las larvas Ls de los NGIs es una estrategia para prevenir el crecimiento
poblacional de estos parasitos. Para evaluar el efecto del consumo de plantas sobre el
desenvaine de larvas se requieren pasos experimentales que incluyen pruebas iz vitro seguidas
de pruebas n situ'y pruebas in vivo. Limitar el desenvaine larval ocasiona una menor cantidad
de carga parasitaria, lo que coadyuva a mejorar la salud y la productividad de los ovinos y
caprinos en pastoreo en el trépico.
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