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SUMMARY

Background. In tropical and subtropical regions of the world, ticks and nematodes negatively affect the health and
welfare of animals, the search for natural alternatives for parasite control is necessary to reduce resistance and
dependence to antiparasitics. Objective. To present the main findings on the acaricidal and anthelmintic activity of
Petiveria alliacea against ticks and nematodes of domestic animals. Methodology. Scientific articles were compiled
from studies carried out by the animal health academic research group of the Faculty of Veterinary Medicine and
Zootechnics of the Autonomous University of Yucatan. The review focused on the use of methanolic extracts and
compounds from P. alliacea against larvae and adults of Rhipicephalus microplus, as well as against nematodes of the
order strongylida such as Ancylostoma spp., Haemonchus spp. and cyathostomins. Main findings. Research on the
biological activity of P. alliacea extracts have shown their acaricidal and anthelmintic potential. Extracts of P. alliacea
showed high mortality rates on larvae and adult females of R. microplus resistant to ixodicides, as well as a decrease
in reproductive parameters (inhibition of oviposition and hatching inhibition). The acaricidal activity of P. alliacea is
attributed to the presence of the sulfur compounds dibenzy! trisulfide and dibenzyl disulfide, which cause histological
damage to the reproductive system of adult females, affecting the oogenesis process. Additionally, P. alliacea
demonstrated broad spectrum anthelmintic activity, exhibiting high percentages of hatching inhibition on A. caninum,
H. placei and cyathostomid eggs. A difference was also observed in the acaricidal and anthelmintic activity depending
on the part of the plant and the time of collection. Implications. Further studies are needed to identify anthelmintic
active compounds of P. alliacea, elucidate the mechanisms of action of these compounds, and test both acaricidal and
anthelmintic compounds in in vivo studies. Conclusions. The extracts of P. alliacea and its compounds showed high
acaricidal and anthelmintic activity against R. microplus ticks and nematodes of the order strongylida of domestic
animals, due to this, they are a potential control alternative for broad spectrum.
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RESUMEN
Antecedentes. En las regiones tropicales y subtropicales del mundo las garrapatas y nematodos afectan negativamente
la salud y el bienestar de los animales, la blsqueda de alternativas naturales de control de parasitos es necesaria para
reducir la resistencia y la dependencia a los antiparasitarios. Objetivo. Exponer los principales hallazgos sobre la
actividad acaricida y antihelmintica de Petiveria alliacea contra garrapatas y nematodos de animales domésticos.
Metodologia. Se recopilaron articulos cientificos de los estudios realizados por el cuerpo académico de salud animal
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autdbnoma de Yucatan. La revision se centrd en
el uso de extractos metanolicos y compuestos de P. alliacea contra larvas y adultas de Rhipicephalus microplus, asi
como también contra nematodos del orden strongylida como Ancylostoma spp., Haemonchus spp. y ciatostémidos.
Resultados. Las investigaciones sobre la actividad biolégica de los extractos de P. alliacea han expuesto su potencial
acaricida/ixodicida y antihelmintico. Se ha demostrado que los extractos de P. alliacea provocan altos porcentajes de
mortalidad en larvas y hembras adultas de R. microplus resistentes a ixodicidas, asi como disminucién de parametros
reproductivos (inhibicion de la oviposicion e inhibicion de la eclosion). La actividad acaricida de P. alliacea se atribuye
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a la presencia de los compuestos sulfurados trisulfuro de dibencilo y disulfuro de dibencilo, los cuales provocan dafios
histolégicos al sistema reproductor de las hembras adultas, afectando el proceso de ovogénesis. Adicionalmente P.
alliacea demostrd actividad antihelmintica de amplio espectro, exhibiendo altos porcentajes de inhibicion de la
eclosion sobre huevos de A. caninum, H. placei y ciatostémidos. También se observo diferencia en la actividad
acaricida y antihelmintica dependiendo de la parte de la planta y época de colecta. Implicaciones. Es necesario
continuar con los estudios para la identificacion de compuestos activos antihelminticos de P. alliacea, dilucidar los
mecanismos de accion de estos compuestos y probar tanto los compuestos acaricidas como los antihelminticos en
estudios in vivo. Conclusiones. Los extractos de P. alliacea y sus compuestos presentan alta actividad acaricida y
antihelmintica contra garrapatas R. microplus y nematodos del orden strongylida de animales domésticos, por lo cual

son una potencial alternativa de control con amplio espectro.

Palabras clave: Petiveria alliacea; Rhipicephalus microplus; Ancylostoma caninum; Haemonchus placei;

ciatostomidos.
INTRODUCCION

La cria y el aprovechamiento de los animales
domeésticos en las regiones tropicales se ve afectada
principalmente por los dafios directos e indirectos
ocasionados  por  garrapatas y  nematodos
gastrointestinales, los parasitos mas frecuentes y
patdgenos (Alegria-Lopez et al., 2015). Garrapatas y
nematodos gastrointestinales afectan negativamente la
salud y el bienestar de los animales parasitados,
provocando gran variedad de signos clinicos. Por otro
lado, dichas parasitosis ocasionan pérdidas
econémicas a la produccion, ademas del potencial
zoondtico que representan por si mismos y por su papel
como vectores de enfermedades (Cordero del Campillo
et al., 1999; Bowman, 2009).

El enfoque tradicional para la prevencion y control de
garrapatas y nematodos gastrointestinales esta basado
en el uso de farmacos de amplio espectro disponibles
comercialmente. Sin embargo, el uso excesivo e
inadecuado ha traido consigo el desarrollo de
resistencia ixodicida y antihelmintica hacia las
principales familias antiparasitarias. La situacion se
torna mas critica al encontrarse cepas de estos parasitos
multi-resistentes a antiparasitarios o con resistencia
simultanea, como el caso de unidades de produccién
con garrapatas Rhipicephalus microplus y nematodos
gastrointestinales resistentes a la ivermectina (Canever
et al., 2013; Alegria-Lopez et al., 2015; Chaparro et
al., 2017; Kitchen et al., 2019).

La menor efectividad de los tratamientos
antiparasitarios actuales ha impulsado la basqueda de
alternativas de control, destacandose la investigacién
sobre el uso de extractos de plantas con actividad
acaricida y antihelmintica. Los extractos de plantas, asi
como los productos derivados de los mismos, se han
empleado por mucho tiempo como tratamientos
adicionales o alternativos a los productos quimicos
convencionales y han servido como valiosas fuentes
para el desarrollo de nuevas moléculas antihelminticas
(Newman y Cragg, 2016; Liu et al., 2020).

Dentro de las plantas del trépico mexicano con amplia
actividad bioldgica, se encuentra Petiveria alliacea, la

cual ha demostrado poseer potencial acaricida contra
R. microplus, y antihelmintico sobre Ancylostoma spp.,
Haemonchus spp. y ciatostomidos (Rosado-Aguilar et
al., 2010a; Arceo-Medina et al., 2017; Flota-Burgos et
al., 2020). El objetivo de la presente revision fue
recopilar las principales aportaciones de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Auténoma de Yucatan realizadas en el estudio de P.
alliacea como una potencial alternativa de control de
garrapatas y nematodos gastrointestinales en los
animales domesticos.

Caracteristicas de Petiveria alliacea

También conocida como anamu, hierba de gallinitas,
zorrillo o paay che’en maya, Petiveria alliacea es una
planta perteneciente a la familia Phytolaccaceae,
distribuida en paises de Centro y Sur Ameérica, el
Caribe y Africa. P. alliacea es descrita como una
hierba perenne, de tallo recto y poco ramificado, con
altura de 50 hasta 150 cm (Figura 1). Posee pequefias
flores de color blanco dispuestas en racimos de 25 cm
de largo aproximadamente, ubicadas hacia las puntas
de las ramas. Los frutos son bayas secas y cuneiformes,
que giran completamente quedando pegados al eje del
racimo, pero apuntando hacia abajo. Una de sus
principales caracteristicas es su fuerte olor a ajo 0 a
zorrillo. Ademas, P. alliacea florece y fructifica
durante todo el afio, por lo cual tiene una buena
disponibilidad en todo momento (CONABIO, 2009;
Sariego-Frémeta et al., 2013).

Actividad biol6gica de Petiveria alliacea

Esta planta se ha empleado en la medicina tradicional
herbolaria y se le han atribuido diversas propiedades
bioldgicas. El extracto de P. alliacea ha demostrado
tener propiedades antimicrobianas y antiflngicas
contra microorganismos como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y diversas
especies de Candida spp. (Guedes et al., 2009;
Mulyani et al., 2018).

Las propiedades anticancerigenas de P. alliacea fueron
descubiertas desde 1960 en Managua, Nicaragua, al
observarse que vacas con leucemia mejoraron su
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condicién después del consumo de P. alliacea durante
el pastoreo (Correa y Bernal, 1990). A partir de ese
hecho, se han realizado investigaciones en diferentes
lineas de células tumorales, demostrando que los
extractos de P. alliacea pueden inhibir la proliferacion
de células tumorales (Alonso, 2007; Silva et al., 2018;
Rajesh et al., 2019). Lemus et al. (2004) mencionan
que los extractos de P. alliacea y sus constituyentes
presentan propiedades inmunomoduladoras a través de
la mediacion celular y modulacion de la liberacion de
diferentes citocinas. Lopes-Martins et al. (2002)
reportaron que el extracto de las raices de P. alliacea
administrada a ratas con pleuresia inducida demostro
poseer propiedades analgésicas y antiinflamatorias en
comparacion de las ratas del grupo control.

Flgura 1 Aspecto de Petlverla alliacea (Flota Burgos
2019).

En la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la Universidad Auténoma de Yucatan, la investigacion
acerca de la actividad bioldgica de los extractos de P.
alliacea se ha centrado en su potencial como una
alternativa para el control de garrapatas y nematodos
gastrointestinales de animales domésticos (Rosado-
Aguilar et al., 2010a; Rosado-Aguilar et al., 2010b;
Flota-Burgos et al., 2017; Flota-Burgos et al., 2020).

Actividad acaricida in vitro de P. alliacea

Las garrapatas y las enfermedades que transmiten son
un impedimento importante en la criay bienestar de los
animales. El género Rhipicephalus spp. se encuentra
distribuido en diversas &reas geograficas a nivel
mundial, mostrando gran capacidad de adaptacion y
propagacion (Cordero del Campillo et al., 1999;
Bowman, 2009). La especie R. microplus afecta
gravemente a la ganaderia bovina de MEéxico,
produciendo pérdidas econémicas estimadas en 571.61
millones de délares anuales Unicamente por concepto
de animales no tratados (Rodriguez-Vivas et al., 2019).
Aunado al impacto negativo antes mencionado de R.
microplus, el problema de resistencia a los famarcos
ixodicidas disponibles se agrava dia con dia (Alegria-
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Lopez et al., 2015). El extracto metanolico de P.
alliacea ha demostrado poseer actividad acaricida,
reportandose altas eficacias contra diferentes estadios
de R. microplus (Tabla 1). Rosado-Aguilar et al.
(2010a) evaluaron la eficacia contra larvas de R.
microplus resistentes a ixodicidas (piretroides
sintéticos, organofosforados y amitraz) de 15 plantas,
dentro de las que se encontraba P. alliacea. El extracto
metanolico (concentracidn del 10%) de las hojas, tallo
y raiz de P. alliacea fue evaluado a través de la prueba
de inmersidn larval, encontrandose altos porcentajes
de mortalidad con el extracto proveniente de las hojas
(95.7%) y el tallo (99.2%), mientras que al emplear el
extracto proveniente de las raices la eficacia fue
moderada (59.6%).

En otro estudio, el extracto metandlico de hojas y tallo
de P. alliacea a una concentracion del 20% obtuvo
100% de mortalidad sobre larvas de R. microplus
resistentes a ixodicidas, mientras que con los mismos
extractos a una concentracion del 10% se observd
mortalidad de 95.5% y 94.7%, respectivamente. Se
determinaron las concentraciones letales al 50 y 99%
(CLso y CLgg) (mg/ml), éstas fueron de 4.30 y 12.29
mg/ml para el extracto de hojas y 3.88 y 16.52 mg/ml
para el extracto proveniente del tallo (Rosado-Aguilar
et al., 2010b). El extracto metandlico de P. alliacea
también ha sido desafiado contra el estadio adulto
(hembras) de R. microplus resistentes a ixodicidas. Al
evaluar el extracto proveniente del tallo al 20% de
concentracion se observé 86.6% de mortalidad de
hembras adultas, mientras que, al disminuir la
concentracion al 10%, la mortalidad bajé al 40.0%. En
la evaluacion del extracto proveniente de hojas se
obtuvieron bajos porcentajes de mortalidad sobre las
hembras adultas (26.6% al 20% de concentracion y
23.3% al 10% de concentracion). Ademéas de la
mortalidad de las hembras adultos, se evaluaron
indicadores reproductivos como el porcentaje de
inhibicion de la oviposicion (PIO) y el porcentaje de
inhibicion de la eclosion (PIE). El mayor P10 (91.0%)
se obtuvo con el extracto proveniente del tallo a una
concentracion del 20% vy éste fue estadisticamente
significativo. Se observaron menores PIO con el
extracto del tallo al 10% (56.8%) y con el extracto de
las hojas al 20% (40.1%) y 10% (28.2%). En cuanto al
PIE, no se encontré diferencia estadistica entre los
extractos evaluados, encontrandose porcentajes del
16.0 al 26.0% (Rosado-Aguilar et al., 2010b). Estos
resultados evidenciaron el potencial acaricida del tallo
de P. alliacea sobre larvas y hembras adultas de R.
microplus, afectando su supervivencia y reproduccion.

Arceo-Medina et al. (2017) evaluaron el efecto de la
época del afio y sitio de colecta del extracto de las hojas
y el tallo de P. alliacea (20%, 10%, 5% y 2.5%) sobre
su actividad contra larvas de R. microplus resistentes a
ixodicidas (Tabla 1). La época de colecta se dividié en
lluvias y secas, mientras que se identificaron tres
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diferentes sitios de colecta (Tabla 2). De manera
general, el extracto proveniente del tallo obtuvo
porcentajes de mortalidad mas altos en comparacion
con el extracto proveniente de hojas (P<0.05), a
excepcion del sitio 3 de coleta. En cuanto al efecto de
la época de colecta, los mayores porcentajes de
mortalidad se encontraron con los extractos colectados
en secas (CS), en los tres sitios, en comparacién con
los colectados en lluvias (CLL). El extracto del tallo
CS demostré tener porcentajes de mortalidad
superiores al 92% a partir del 10% de concentracion
(sitio 1 y 2), mientras que el extracto CLL mostro
mortalidad de 88.3% y 91.9% a una concentracion de
20% y de 67.3% y 65.4% a la concentracion de 10%,
en los sitios 1y 2, respectivamente.

El extracto de hojas CS mostré porcentajes de
mortalidad de 96.0%, 838% y 56.8% a la
concentracion del 20% en los sitios 1, 2 'y 3 de colecta
respectivamente. Por otro lado, cuando el extracto de
hojas pertenecié a la CLL se obtuvieron porcentajes de
mortalidad de 93.5% (sitio 1), 58.6% (sitio 2) y 72.0%
(sitio 3), a la misma concentracion.

Las menores CLsp (mg/ml) se obtuvieron con el
extracto del tallo CS, éstas fueron de 1.7 y 2.2, en tanto
que con el tallo CLL fueron de 6.6 y 7.5 para el sitio 1
y 2, respectivamente. Las CLso obtenidas al evaluar el
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extracto de la hoja CS fueron de 4.4, 8.2 y 18.3 mg/ml
y para el extracto de la hoja CLL fueron de 7.2, 15.8 y
10.6 mg/ml para los sitios 1, 2 y 3 respectivamente. Las
ClLso del extracto del tallo para el sitio 3 fueron mas
elevadas en comparacion con los sitios 1 y 2, en ambas
épocas de colecta, siendo de 22.4 mg/ml en CSy 38.7
mg/ml en CLL. De igual forma, los menores
porcentajes de mortalidad del extracto del tallo se
obtuvieron con la colecta del sitio 3,
independientemente de la época de colecta (54.9% en
CSy 33.0% en CLL, al 20% de concentracién). Las
menores CLsg del extracto de la hoja se obtuvieron del
sitio 1 en ambas épocas de colecta (4.4 mg/mlen CSy
7.2 mg/ml en CLL). Sin embargo, tnicamente la CLso
de la hoja CS del sitio 1 fue estadisticamente
significativa. Las CLso del extracto del tallo CS en el
sitio 1 y 2 y el extracto de hoja CS en el sitio 1 son
similares a los reportados por Rosado-Aguilar et al.
(2010b).

Arceo-Medina et al. (2017) demostraron que la época
del afio y el sitio de colecta tienen influencia en la
actividad del extracto de P. alliacea, reflejdndose en
las diferencias encontradas en los porcentajes de
mortalidad y CLso. Se observé una mayor actividad
contra larvas de R. microplus para los extractos
colectados en la época de secas en el sitio 1 en
comparacion con el sitio 2 y 3. Dicha variacion podria

Tabla 1. Actividad acaricida in vitro del extracto metandlico de Petiveria alliacea sobre larvas y adultas de

Rhipicephalus microplus.

Estadio  Extracto  Epoca de Porcentaje de mortalidad Concentraciones Referencia
colecta (concentracion: 20%) letales (mg/ml) (IC)
Larvas Tallo 99.2 Rosado-Aguilar et al.,
2010a
100 3.8 (3.2-4.5) Rosado-Aguilar et al.,
2010b
Secas 100 1.7 (1.1-2.2) Arceo-Medina et al.,
2017
Secas 99.3 2.2 (1.6-2.8)
Lluvias 91.9 7.5(6.9-8.2)
Lluvias 88.3 6.6 (5.7-7.6)
Hojas 95.7 Rosado-Aguilar et al.,
2010a
100 4.3 (3.9-4.7) Rosado-Aguilar et al.,
2010b
Secas 96.3 4.4 (.1-5.5) Arceo-Medina et al.,
2017
Secas 83.8 8.2 (5.8-11.8)
Lluvias 93.5 7.2 (6.5-7.9)
Hembras  Tallo 86.6 Rosado-Aguilar et al.,

adultas

2010b

Hoja 26.6
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Tabla 2. Condiciones ambientales segln el sitio de colecta (CONAGUA, 2013; Arceo-Medina et al., 2017).

Sitio

Caracteristicas

1-Yaxcaba 29m sobre el nivel del mar, temperatura media anual de 25.9°C, precipitacion media anual de 1,111
mm y humedad relativa del 89%. Los suelos caracteristicos de esta region son los cambisoles,

calcisoles y, en menor medida, los luvisoles.

2 - Hunucma Temperatura media anual de 26°C, precipitacién media anual de 1,200 mmy 10m sobre el nivel del
mar. El suelo predominante es de textura pedregosa (“T zekel”), fértil, pero con poca retencién de
humedad. Los suelos de esta region estdn poco desarrollados e incluyen una combinacién de

leptosoles y cambisoles.
3 - Colonia

Se encuentra a 17m sobre el nivel del mar, con precipitacion media anual de 1,084 mm y humedad

Yucatan relativa del 77%. Los suelos predominantes son leptosoles y cambisoles, con alto porcentaje de

pedregosidad.

estar asociada con el tipo de suelo predominante en el
sitio 1, calcisol, que no esta presente en el sitio 2y 3.
Factores caracteristicos de la época de secas como la
baja disponibilidad de agua, la temperatura y la
radiacion solar parecen jugar un papel importante en la
concentracion de metabolitos secundarios de las
plantas (Castelo et al., 2012; Liang et al., 2012).

El suelo de tipo calcisol se caracteriza por la
acumulacién de carbonatos secundarios y cementados,
lo que significaria una mayor disponibilidad de
carbono en el suelo y una mayor capacidad en la
produccion de metabolitos secundarios en las
condiciones de estrés descritas anteriormente para la
época de secas, dando como resultado la alta actividad
acaricida de P. alliacea CS en el sitio 1 (Bryant et al.,
1995).

Los estudios descritos anteriormente demuestran la
alta actividad acaricida que posee el extracto de P.
alliacea, provocando altos porcentajes de mortalidad
en larvas y adultas de R. microplus, ademas de afectar
parametros reproductivos de hembras adultas. Cabe
recalcar que en los estudios presentados se utilizaron
larvas y adultas de R. microplus con diagnostico previo
de resistencia ixodicida. Por tanto, esta planta
representa una potencial alternativa para el control de
garrapatas.

Actividad antihelmintica in vitro de P. alliacea

Los nematodos gastrointestinales (NGI), junto con las
garrapatas, son los principales parasitos que ocasionan
pérdidas y afectan negativamente la salud,
productividad y bienestar de cualquier animal. La
actividad antihelmintica de los extractos crudos de P.
alliacea también ha sido explorada, obteniendo
resultados prometedores como una futura alternativa al
control quimico.

Las primeras evidencias de la actividad antihelmintica
de P. alliacea se obtuvieron sobre huevos de
Ancylostoma spp. Este NGI afecta principalmente a
perros de todas las edades y es considerado uno de los
maés frecuentes y patégenos. Cabe destacar el potencial
zoonotico de este agente al provocar el “sindrome de
larva migrans cutdnea” en humanos, caracterizado por
una dermatitis pruriginosa (Cordero del Campillo et
al., 1999; Bowman, 2009). Aunado a esto, actualmente
se cuentan con reportes de Ancylostoma spp. resistente
a bencimidazoles, pirantel e ivermectina y de
poblaciones multi-resistentes (Kopp et al., 2008;
Kitchen et al., 2019).

Arjona-Cambranes et al. (2016) evaluaron extractos
metanolicos de hojas y tallo de P. alliacea, colectados
en época de secas (CS) y de lluvias (CLL), sobre los
huevos de Ancylostoma spp. Los extractos fueron
evaluados mediante la prueba de inhibicion de la
eclosion, a concentraciones de 300, 600, 1200, 2400 y
3600 pg/ml. Los extractos CLL obtuvieron los
mayores porcentajes de inhibicion de la eclosién (PIE)
(>93.8% a partir de 300 pg/ml) en comparacion con los
extractos CS. En cuanto a la parte de la planta
evaluada, no se encontré diferencia significativa entre
el extracto proveniente de hojas y de tallo. Se observé
que el principal efecto ocasionado por los extractos de
P. alliacea en los huevos de Ancylostoma spp. fue la
inhibicion de la eclosién de L, en todas las
concentraciones evaluadas. Debido a los altos PIE
obtenidos no se lograron determinar las CLso y CLgo de
los extractos evaluados. Este estudio fue el precedente
para el desarrollo de la investigacion en la FMVZ-
UADY sobre el potencial antihelmintico de P.
alliacea.

Posteriormente, los extractos de P. alliacea fueron
evaluados sobre ciatostomidos. Los ciatostdmidos son
los NGI més prevalentes y patdgenos en equinos de
todo el mundo, con prevalencias de hasta 100%
(Morariu et al., 2016). Los programas tradicionales de
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control quimico han favorecido el desarrollo de
resistencia antihelmintica a las principales familias
comerciales, tal es el caso de los bencimidazoles, las
pirimidinas y lactonas macrociclicas (Canever et al.,
2013; Bellaw et al., 2018). Flota-Burgos et al. (2017)
evaluaron los extractos metanélicos de hojas y tallo P.
alliacea, colectada en dos épocas del afio, sobre huevos
de ciatostdmidos.

La mayor actividad antihelmintica se observé con el
extracto proveniente del tallo CLL (PIE de 97% a 75
pg/ml). El extracto de las hojas CLL alcanzé PIE
similares (98.9%), al doble de concentracion. Por otra
parte, la maxima actividad antihelmintica de las hojas
y tallo CS demostrd PIE superiores a 97% a la
concentracion de 300 pug/ml. La menor CLs se obtuvo
con el extracto de tallo CLL, siendo de 28.2 ng/ml, y
no se encontré diferencia significativa entre esta CLso
y las obtenidas con los extractos pertenecientes a las
hojas CLL y CS (38.2 y 31.3 ug/ml, respectivamente).
La estructura de P. alliacea que mostr6 mayor
actividad fue la misma que obtuvo alta actividad
acaricida, coincidiendo con lo reportado por Arceo-
Medina et al. (2017); sin embargo, la época de colecta
fue diferente, observindose los mas altos PIE en
huevos de ciatostomidos cuando la planta fue
colectada en época de lluvias y los mas altos
porcentajes de mortalidad en larvas de R. microplus
cuando la colecta se realiz6 durante la época de secas.
Lo anterior refuerza la hipétesis de que variantes como
la época de colecta y los factores ambientales pueden
influir en la actividad biol6gica de los extractos de
plantas, ademas de que los metabolitos secundarios
responsables de la actividad acaricida y antihelmintica
pueden ser diferentes (Modak, 2010; Liang, 2012).

El principal efecto del extracto de P. alliacea sobre los
huevos de ciatostomidos fue la inhibicion de la
eclosion, también llamado “L; que fallan la eclosion”,
coincidiendo con lo reportado por Arjona-Cambranes
et al. (2016). Dicho efecto se ha asociado a metabolitos
secundarios de la planta que evitan cambios en la
permeabilidad de la membrana que son necesarios para
la eclosion, inhibicion de enzimas involucradas en el
proceso de eclosion o la competencia con receptores de
factores de eclosion presentes en la membrana del
huevo (Vargas-Magafia et al., 2014). Se observo que,
a partir de 75 pg/ml, el extracto del tallo CLL obtuvo
PIE similares al tiabendazol, antihelmintico comercial
con reportes de resistencia.

En el ganado bovino, el NGI mas prevalente y
patdgeno es Haemonchus spp., el cual afecta
negativamente la salud y bienestar de los animales que
parasita, asi como su produccion y por ende, representa
pérdida econémicas (Cordero del Campillo et al.,
1999; Bowman, 2009). En un estudio piloto, se evaluo
la actividad antihelmintica de P. alliacea sobre
nematodos del orden Strongylida de bovinos,
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obteniéndose 100% de inhibicion de la eclosion (3600
pg/ml) sobre huevos de Haemonchus spp. Yy
Trichostrongylus spp. (Rosado-Aguilar et al., 2016).

Los estudios mencionados anteriormente evidenciaron
el potencial antihelmintico de P. alliacea. Sin
embargo, surgié la interrogante sobre el espectro de
accion de los extractos de P. alliacea sobre los
principales NGI del orden Strongylida, ya que, antes
de la aparicion de la resistencia antihelmintica, una de
las grandes ventajas de los antihelminticos comerciales
era su amplio espectro de accion. Flota-Burgos et al.
(2020) evaluaron la actividad antihelmintica de
extractos de hojas y tallo de P. alliacea, colectado en
dos épocas del afio, sobre huevos de Ancylostoma spp.,
Haemonchus spp. y ciatostomidos de caninos, bovinos
y equinos, respectivamente. Los PIE mas altos se
obtuvieron con el extracto del tallo CLL sobre los
huevos de los tres NGI evaluados. Con el extracto del
tallo CLL se alcanz6 un PIE >97.1% sobre A. caninum
a partir de la concentracion de 75 pg/ml, mientras que
en el caso de H. placei y ciastostdémidos se obtuvo un
PIE >91.6% a partir de 150 pg/ml. A partir de las
concentraciones antes mencionadas, los PIE obtenidos
con los extractos fueron estadisticamente similares a
los obtenidos con tiabendazol. Con el extracto del tallo
CS se requiere el doble de concentracion para alcanzar
los PIE obtenidos con la colecta de Iluvias: 150 pg/ml
(97.8%) para A. caninum y 300 pg/ml en el caso de H.
placei (97.0%) y ciatostémidos (98.2%).

Por otro lado, con los extractos de hojas de P. alliacea
CLL se obtuvieron PIE >98.9 a 150 pg/ml sobre A.
caninum y >94.0% a 300 pg/ml para H. placei y
ciatostomidos. De manera similar a lo observado con
el extracto proveniente del tallo, la colecta de secas
requirié una concentracion mayor para alcanzar PIE
similares a la colecta de lluvias: 300 pg/ml (>91.7%)
en el caso de A. caninum y H. placei, mientras que para
ciastostomidos se requirié 600 pg/ml para alcanzar un
PIE de 98.6%. El extracto del tallo CLL obtuvo las
menores CLsgy CLgg sobre A. caninum (33.3 y 79.5
ug/ml), H. placei (78.9 y 178.0 pg/ml) y ciatostémidos
(68.6 'y 277.4 pg/ml).

Contrario a lo reportado por Arjona-Cambranes et al.
(2016) y Flota-Burgos et al. (2017), los extractos de P.
alliacea demostraron tener efecto ovicida sobre los
huevos de los tres NGI evaluados. Este efecto
involucra la inhibicién del desarrollo larval, por lo
cual, los huevos expuestos al extracto se quedan en
fase de morula y no se desarrollan a Li. La actividad
ovicida se explica por el tamafio pequefio de los
compuestos secundarios responsables de la actividad
antihelmintica, lo que les permitiria ingresar
facilmente a los huevos tratados y afectar el desarrollo
de lamdrula a L, (Vargas-Magafia et al., 2014). Flota-
Burgos et al. (2020) modificaron el proceso de
dilucién de los extractos, adicionaron 5% de etanol y



Tropical and Subtropical Agroecosystems 24 (2021): #123

utilizaron un bafio de ultrasonido para asegurar una
dilucién homogeénea de los extractos evaluados. Esto
podria explicar la diferencia observada en el efecto de
P. alliacea en comparacién con estudios previos. La
eleccion de un solvente adecuado para la evaluacion in
vitro de extractos de plantas de interés es de suma
importancia, un disolvente inadecuado puede ser
toxico para los huevos de NGI a evaluar, generando
falsos positivos 0 enmascarando el verdadero efecto.
Se pueden perder materiales potenciales para el
desarrollo de nuevas alternativas por factores ajenos al
extracto como una mala dilucion, técnicas inadecuadas
o0 el uso de solventes inadecuados (D"Angelo et al.,
2014; Chagas, 2015). Cabe recalcar que el efecto
ovicida demostrado por los extractos de P. alliacea es
similar al ocasionado por el tiabendazol, por tanto, es
probable obtener eficacias y efectos similares a los
antihelminticos empleados actualmente y a los cuales,
los NGI evaluados han desarrollado resistencia.

Las diferencias en los PIE y concentraciones letales
observadas en este estudio al comparar extractos
colectados en época de lluvias contra la época de secas
estan determinadas por la variacién estacional y su
influencia en la concentracion y composicion de
metabolitos secundarios. Se ha encontrado que existe
una mayor concentracion de metabolitos secundarios
con actividad biologica (como aceites esenciales,
flavonoides y terpenos, entre otros) en los meses
correspondientes a la época de lluvias (Castelo et al.,
2012; Mediouni et al., 2012; Sariego-Frémeta et al.,
2013; Anese et al., 2014). Aunado a esto, y como se
menciond anteriormente, los metabolitos secundarios
responsables de la actividad antihelmintica de P.
alliacea pueden ser diferentes de los que le confieren
actividad  acaricida, lo que explicaria el
comportamiento de la planta contra garrapatas en
época de secas y contra NGI en época de lluvias.

Los estudios mencionados anteriormente comprueban
que los extractos de P. alliacea tienen potencial
antihelmintico de amplio espectro contra NGI del
orden Strongylida, representando una posible
alternativa de control.

Metabolitos secundarios con actividad biol6gica
reportados en P. alliacea

Los sulfurados representan los principales metabolitos
secundarios aislados de P. alliacea, son una clase de
compuestos organicos azufrados con una amplia gama
de actividades biologicas. Se han encontrado
flavonoides y sus derivados en extractos de la parte
area de P. alliacea, asi como mono y triterpenoides en
su composicion. También se reporta la presencia de
derivados de aminoécidos y los aceites esenciales
obtenidos de diferentes partes de la planta revelan la
presencia de compuestos como fenilpropanoides,
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terpenoides y numerosos benzenoides (Delle y Cuca,
1992; Benevides et al., 2001; Silva et al., 2018).

Después de encontrar altos porcentajes de eficacia con
el extracto del tallo de P. alliacea sobre larvas de R.
microplus, Rosado-Aguilar et al. (2010b) llevaron a
cabo un fraccionamiento biodirigido para aislar la
fraccién activa y, posteriormente, identificar los
metabolitos secundarios mayoritarios. El extracto
metandlico del tallo se particion6 con n-hexano,
acetato de etilo y metanol (residual), cada particion fue
evaluada al 10% mediante el test de inmersion larval,
obteniéndose mortalidades de 93.6%, 6.4% y 5.2%,
respectivamente. La particion de n-hexano se
fracciond, obteniéndose 10 fracciones (A-J). Dichas
fracciones fueron evaluadas al 10% sobre larvas de R.
microplus, encontrandose la fraccion B con mayor
porcentaje de mortalidad (100%). En lafraccion activa
se identificaron trisulfuro de dibencilo (63.1%) y
disulfuro de dibencilo (32.5%) como los metabolitos
secundarios con mayor abundancia y a los cuales se les
atribuy6 la actividad acaricida del extracto de P.
alliacea. También se encontraron metil éster de acido
hexadecanoico (2.8%), metil éster de A4cido
octadecanoico (0.7%), metil éster de &cido
octadecadienoico (0.4%) y cis-estilbeno (0.3%).

Si bien el conocer los metabolitos secundarios
presentes en un extracto con alta actividad biologica
nos acerca al descubrimiento de una alternativa de
control, es necesario conocer si dichos compuestos
actdan individualmente o presentan sinergismo entre
ellos. Contrario a lo que se cree, se ha demostrado que
los compuestos minoritarios presentes en un extracto
pueden funcionar como metabolitos sinérgicos,
potencializando el efecto y produciendo una mayor
eficacia que los componentes individuales
(Hummelbrunner e Isman, 2001; Dyer et al., 2003).
Arceo-Medina et al. (2017) observaron que existe una
variacion en la concentracién de los compuestos
mayoritarios (trisulfuro de dibencilo y disulfuro de
dibencilo) relacionada con el sitio (Tabla 2) y la época
de colecta. Los extractos del tallo de los sitios 1 y 2
mostraron concentraciones mas altas de disulfuro de
dibencilo (0.641% y 0.666%) en comparacion con el
extracto del tallo colectado en época de lluvias
(0.493% y 0.492%). En el caso del trisulfuro de
dibencilo, este se encontré en mayor concentracién en
el extracto del sitio 1 colectado en secas (0.860%) en
comparacion con la colecta de Iluvias (0.490%). La
mayor actividad acaricida y mayor concentracion de
metabolismos secundarios en la época de secas puede
deberse a la influencia de factores abi6ticos como la
radiacion solar y el estrés hidrico, asi como la
fisiologia de las plantas que, al enfrentarse a la baja
disponibilidad de agua, cierran sus estromas,
restringiendo el proceso de fotosintesis, permitiendo la
acumulacién de carbohidratos no estructurales y
aumentando la sintesis de sustancias de defensa
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(Chaves et al., 2001; Santacoloma y Granados, 2010).
El compuesto trisulfuro de dibencilo no se encontré en
el sitio 2 a pesar de mostrar altos porcentajes de
mortalidad, mientras que el extracto del tallo colectado
en el sitio 3 mostro altas concentraciones de disulfuro
y trisulfuro de dibencilo; sin embargo, no obtuvo altos
porcentajes de mortalidad en ambas épocas de colecta.
Esto sugiere que otros metabolitos secundarios,
ademés de los compuestos sulfurados identificados,
estan involucrados en la actividad acaricida de P.
alliacea y que pueden actuar de manera sinérgica o
antagonica.

Los seis compuestos identificados por Rosado-Aguilar
et al. (2010b) en el extracto del tallo de P. alliacea se
evaluaron de manera individual y en combinaciones
contra larvas y adultas de R. microplus resistentes a
amitraz, cipermetrina e ivermectina. Arceo-Medina et
al. (2016) observaron que, al ser evaluados
individualmente al 1%, los compuestos no ocasionaron
un efecto apreciable en la mortalidad (<3%) de las
larvas expuestas. Posteriormente, evaluaron 57
mezclas de los compuestos, cuyas concentraciones en
las mezclas fue de 0.631% de trisulfuro de dibencilo
(BTS), 0.325% de disulfuro de dibencilo (BDS),
0.003% de cis-estilbeno (CS), 0.028% de metil éster de
acido hexadecanoico (MEHA), 0.007% de metil éster
de &cido ocatadecanoico (MEDA) y 0.004% de metil
éster de 4cido octadecadienoico (MEOA), segun lo
reportado por Rosado-Aguilar et al. (2010b). Contrario
a los resultados individuales, al realizar las mezclas, la
sinergia de los compuestos logro ocasionar hasta el
100% de mortalidad de las larvas (Hummerlbrunner
and Isman, 2001; Arceo-Medina et al., 2016). Se
observd una mortalidad de larvas del 92.6% en la
mezcla binaria de compuestos sulfurados, mientras que
las mezclas binarias restantes mostraron bajas tasas de
mortalidad (de 0.0% a 38.1%). Del total de mezclas
evaluadas, aquellas que tenian la base de BTS con BDS
exhibieron tasas de mortalidad superiores al 80% sobre
larvas expuestas. Cuando los compuestos sulfurados se
mezclaron con los acidos grasos y el cis-estilbeno, las
tasas de mortalidad aumentaron a mas del 92.6% (9
mezclas). Las mezclas identificadas como M1 (BDS +
DTS + MEHA + MEOA + CS), M2 (BDS + BTS +
MEHA + MEOA + MEDA + CS), M3 (BDS + BTS +
MEOA + MEDA + CS) y M4 (BDS + BTS) obtuvieron
las CLso méas bajas (0.07 a 0.23%), éstas no fueron
diferentes estadisticamente entre ellas. Las cinco
combinaciones restantes requirieron concentraciones
mas altas para matar el 50% de las larvas expuestas.
Con respecto a las CLgg no se observaron diferencias
significativas entre las nueve mezclas. Se concluyo que
los compuestos responsables de la sinergia y de la
actividad acaricida de P. alliacea contra larvas de R.
microplus resistentes a ixodicidas son los compuestos
sulfurados, concordando con lo sugerido previamente
por Rosado-Aguilar et al. (2010b).
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Las nueve mezclas que presentaron alta mortalidad
sobre larvas fueron evaluadas contra hembras adultas
de R. microplus resistentes a ixodicidas. Ninguna de
las mezclas causé alta mortalidad (<14.5%) ni logré
inhibir de manera significativa la oviposicion de las
hembras adultas (> 33%). Las mezclas M4 (BDS +
BTS)y M7 (BDS + BTS + MEDA) ocasionaron 97.7%
y 92.2% de inhibicion de la eclosion de los huevos
puestos por las hembras adultas. Los huevos afectados
se observaron de color obscuro, secos, opacos y menos
adhesivos en comparaciéon con el grupo control.
Aparentemente los compuestos sulfurados evaluados
interfieren en la embriogénesis y afectan la secrecion
de cera protectora sobre el huevo, que en condiciones
normales evita su desecacion y permite que se adhiera
a otros huevos para su proteccion contra condiciones
extremas (Booth et al., 1986; Lyndon et al., 1997;
Arceo-Medina et al., 2016).

Por otra parte, Arceo-Medina et al. (2020) evaluaron
el efecto de los dos compuestos sulfurados y el Trans
9- metil éster de acido octadecenoico de P. alliacea
sobre el proceso de ovogénesis de garrapatas adultas R.
microplus para determinar el posible mecanismo de
accion que ejercen dichos compuestos. Se evaluaron
las mezclas de BDS + BTS y BDS + BTS + MEDA al
1% de concentracion. Las proporciones de los
compuestos en las mezclas se realizaron de acuerdo a
lo reportado por Rosado-Aguilar et al. (2010b) y
Arceo-Medina et al. (2016). Se observd que ninguna
de las dos mezclas obtuvo altos porcentajes de
mortalidad sobre las hembras adultas (26.4% y 23.2%,
respectivamente). En la inhibicién de la oviposicion
(15 dias post-tratamiento) se observaron eficacias de
85.6% y de 80.3%, respectivamente. Sin embargo, a
los 21 dias post-oviposicion, se encontraron eficacias
del 7% para la primera mezcla y de 57.3% para la
segunda mezcla en el porcentaje de inhibicién de la
eclosion. Microscopicamente, los huevos tratados con
ambas mezclas presentaron un aspecto oscuro, seco,
opaco y eran menos adherentes en comparacion con los
grupos controles.

La histopatologia revelé que en las garrapatas
sometidas a la inmersion con ambas mezclas se
observé la presencia de ndcleos con lisis celular y
presencia de espacios vacios en las células del
pedicelo, en comparacidn con los grupos control en
donde dichas células no presentaron deformidades o
alteraciones. De igual forma, se observaron cambios en
la estructura normal de sus ovocitos en comparacion de
las garrapatas de los grupos no tratados. Los ovocitos |
y |l presentaban una vesicula germinal con dos
nucléolos. En los ovocitos de estadio IV y V se
observaron pliegues y deformaciones en toda su
longitud, presencia de vacuolas en su citoplasma,
localizadas en o alrededor de la vesicula germinal, asi
como ruptura y formacion incompleta de los ovocitos.
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Estas lesiones son compatibles con el efecto toxico en
ovocitos y estructuras celulares cercanas observado
con extractos de Guarea kunthiana, Melia azedarach
y Azadirachta indica sobre R. microplus (Denardi et
al., 2011; Souza et al., 2013; Barbosa et al., 2016).

Se encontraron lesiones similares con ambas mezclas;
sin embargo, se encontrd mayor presencia de ovocitos
IV y V en la mezcla que incluyé MEDA. Esto podria
deberse al efecto antagonista por parte de MEDA,
concordando con lo reportado por Arceo-Medina et al.
(2016), quienes al incluir dicho compuesto en mezclas
de BDS + BTS notaron un 30% de reduccion de la
actividad contra larvas de R. microplus. Rosner et al.
(2001) atribuyen este efecto a la alteracion entre
puentes de sulfuro, perdiéndose la unién entre
componentes 'y, por consiguiente, el efecto
anteriormente observado.

A pesar de no poseer actividad significativa en la
mortalidad de garrapatas adultas, es sobresaliente el
marcado efecto que tienen los compuestos evaluados
sobre aspectos reproductivos de las garrapatas, por lo
que son de interés en el estudio de P. alliacea como
alternativa para el control de garrapatas.

En el caso de la actividad antihelmintica de P. alliacea
contra nematodos gastrointestinales todavia no se
cuenta con la identificaciéon de los metabolitos
secundarios responsables de dicha actividad, por lo que
el objetivo a futuro de esta linea de investigacion
involucra la determinacion de los mismos, asi como
sus posibles mecanismos de accion.

Perspectivas a futuro en la investigacion de la
actividad acaricida y antihelmintica de P. alliacea

Como resultado de las investigaciones presentadas
anteriormente, hoy conocemos la actividad acaricida y
antihelmintica de P. alliacea. Sin embargo, para que
dicho potencial pueda aprovecharse y ser una real
alternativa de control, hace falta conocer aspectos que
complementen los conocimientos que se tienen hasta
el momento. A continuacion, se mencionan las
principales perspectivas que, a futuro, podrian ser
objetivos de las investigaciones de esta linea.

a) Espectro de accién de los extractos de P. alliacea.
Una de las principales ventajas que ofrecen los
antiparasitarios disponibles comercialmente es su
amplio espectro de accion (Nixon et al., 2020). El
amplio espectro de accion de P. alliacea contra huevos
de NGI del orden Strongylida ha sido documentado.
Sin embargo, los extractos de P. alliacea ain no han
sido evaluados contra NGI de otro orden, por ejemplo,
los ascaridos, quienes también son considerados NGI
de importancia veterinaria (Bowman, 2009). En el caso
de la actividad acaricida, esta se reportd contra R.
microplus, la principal garrapata que afecta al ganado
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bovino. Existen otras especies de garrapatas que
también ocasionan dafios importantes en la ganaderia
bovina y que se encuentran presentes en el pais, como
es el caso de Amblyomma spp. Otra especie podria ser,
la garrapata R. sanguineus, la cual parasita
frecuentemente a perros y gatos, actuando como vector
de enfermedades de importancia en salud publica. Por
tanto, valdria la pena evaluar el espectro de accién de
extractos de P. alliacea sobre otros géneros y especies
de garrapatas (Ojeda-Chi et al., 2019; Pérez de Ledn et
al., 2020).

b) ldentificacion de los compuestos secundarios
responsables de la actividad biologica. La
identificacion de los compuestos secundarios presentes
en el tallo de P. alliacea ha ayudado a entender de
mejor forma su potencial acaricida sobre R. microplus.
Es necesario identificar cuales son los compuestos
secundarios que le confieren actividad antihelmintica a
P. alliacea, dados los resultados obtenidos por Arceo-
Medina et al. (2017) y Flota-Burgos et al. (2020), se
plantea la hipétesis de que los compuestos secundarios
responsables de la actividad acaricida son diferentes de
los compuestos que confieren actividad antihelmintica.
La identificacion de los compuestos responsables de la
actividad bioldgica de las plantas permite avanzar en
el desarrollo de nuevos farmacos antiparasitarios (Jain
et al., 2019).

¢) Mecanismos de accion especificos. Posterior a la
identificacion de los compuestos responsables de la
actividad bioldgica de P. alliacea, se requiere conocer
cuales son los mecanismos de accion que ocasionan los
efectos observados. Arceo-Medina et al. (2020)
observaron que la exposicion a los compuestos BTS y
BDS afectaban el proceso de ovogénesis y los 6rganos
reproductivos de garrapatas adultas. Se desconoce cuél
es el mecanismo de accion de dichos compuestos
sulfurados sobre las larvas de R. microplus. En el caso
de la actividad antihelmintica de P. alliacea, se conoce
que ocasiona un efecto ovicida sobre los huevos de
NGI tratados. Sin embargo, se desconoce el
mecanismo de accién especifico. En adiciéon a las
pruebas de evaluacién de la actividad biolégica, el uso
de otras técnicas como la microscopia electronica
podria proveer mas informacion acerca del mecanismo
de accion de los extractos de plantas sobre la
ultraestructura de garrapatas y huevos de NG| tratados,
complementando el efecto observado por microscopia
Optica o estereoscopia en la estructura de los mismaos.

d) Estudios in vivo. Si el potencial acaricida y
antihelmintico de P. alliacea quiere aplicarse a nivel
practico y de campo, se requiere la realizacion de
estudios in vivo que contribuyan al entendimiento de la
farmacocinética y farmacodinamia de los extractos y
sus compuestos activos en los animales, determinando
asi la via de administracién, la formulacion y dosis mas
adecuadas que aseguren el efecto acaricida y
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antihelmintico a nivel de campo. Se debe tener en
cuenta que los estudios in vivo implican la utilizacion
de modelos animales con caracteristicas homogeéneas,
son mas costosos y se debe contar con instalaciones
adecuadas y personal técnico capacitado. También
deben considerarse factores como el vehiculo y via de
administracién, asi como las dosis a emplear (Thakur
etal., 2011; Liu et al., 2020).

CONCLUSIONES

Las investigaciones realizadas en la FMVZ-UADY
sobre la actividad biologica de los extractos de P.
alliacea han contribuido significativamente al
descubrimiento de su potencial acaricida/ixodicida y
antihelmintico. Se ha demostrado que los extractos de
P. alliacea provocan altos porcentajes de mortalidad
en larvas y hembras adultas de R. microplus resistentes
a ixodicidas, asi como disminucién de parametros
reproductivos (inhibicion de la oviposicién e
inhibicion de la eclosion). Se observé que existe una
diferencia en la actividad acaricida relacionada con la
parte de la planta y la época de colecta, siendo el
extracto proveniente del tallo colectado en época de
secas el que mostrd6 mayor efectividad. La actividad
acaricida de P. alliacea se atribuye a la presencia de
los compuestos sulfurados trisulfuro de dibencilo y
disulfuro de dibencilo y la sinergia entre los mismos.
Los estudios realizados demostraron que los
compuestos sulfurados mencionados anteriormente
provocan dafios histoldgicos al sistema reproductor de
las hembras adultas, afectando el proceso de
ovogeénesis. Adicionalmente, los extractos de P.
alliacea demostraron actividad antihelmintica de
amplio espectro, exhibiendo altos porcentajes de
inhibicion de la eclosion sobre huevos de A. caninum,
H. placei y ciatostomidos. También se observo
diferencia en la actividad antihelmintica dependiendo
de la parte de la planta y época de colecta, siendo el
extracto del tallo colectado en época de lluvias el que
presentd mayor actividad. El efecto de P. alliacea
sobre los huevos de los NGI evaluado fue actividad
ovicida. Por lo anteriormente mencionado, los
extractos de P. alliacea son una potencial alternativa
de control contra la garrapata R. microplus y NGI del
orden Strongylida de animales domésticos.
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