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i. Reflexion

“No existe método de control biolégico mas efectivo, que aquel implementado por la propia
naturaleza. Cualquier entidad bioldgica en el planeta, desde los microscépicos micoplasmas
hasta las criaturas mas majestuosas como la ballena azul o el gigantesco hongo de miel de
Oregon, todos estamos supeditados a contrapartes que regulan nuestra poblacion y se
esfuerzan por mantener nuestro entorno dentro de un proceso de homeostasis dinamica. Esto
no es crueldad, es sélo la propia naturaleza diciéndonos que ninguna especie puede poseer
todo para si misma. De la misma manera en que el ser humano combate plagas para garantizar
su sustento, la naturaleza reclamara lo propio; y en este sentido, seria conveniente que sea el
propio hombre quien apliqgue mecanismos precautorios de control, fuera del contexto de la
muerte y la violencia”.

Edgar Josué Cuevas Padilla.
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Iv. Resumen

Las proteinas han ganado un interés creciente para la formulacién de antihelminticos con
nuevos mecanismos de accién. Los avances logrados con la proteina Cry5B vy el potencial de
las lectinas fungicas contra nematodos parasitos y otras plagas, han logrado estimular la
investigacion de trabajos enfocados a evaluar extractos proteicos de diversas fuentes naturales
contra especies parasitas. En hongos comestibles Pleurotus spp., los extractos crudos de P.
ostreatus y P. eryngii fueron notificados con actividad contra huevos del nematodo paréasito
Haemonchus contortus. Entre los compuestos bioactivos, se mencionaron proteinas solubles
(13-150 kDa) visualizadas mediante geles de poliacrilamida. Debido a ello, en el presente
trabajo se realizd una bdsqueda en cinco especies de Pleurotus (P. cornucopiae, P. djamor, P.
eryngii, P. ostreatus y P. pulmonarius) para identificar el extracto crudo con mayor actividad
contra huevos de H. contortus. P. pulmonarius con 81.2% de IEH, revel6 simultdneamente un
efecto letal contra L1 eclosionadas. Los bioensayos realizados contra L3 y L4, indicaron un
efecto paralizante en estadios con alimentacion activa como L4 (51% PL). Los contrastes de
actividad paralizante entre el extracto crudo, extractos inactivados y un extracto
hidroacohdlico, sugirieron la participacion de compuestos de naturaleza proteica como
compuestos activos mayoritarios; demostrando el potencial nematicida de posibles proteinas

de P. ostreatus contra larvas de especies parasitas.
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1. Introduccion

Los nematodos parasitos de plantas y animales, estan relacionados con un entorno de escasez
alimentaria y pobreza. En actividades primarias, como la ovinocultura, las enfermedades
generadas por nematodos gastrointestinales (NGI) representan uno de los problemas mas
complejos y persistentes de las areas productivas; manifestandose en un bajo rendimiento,
morbilidad y muerte de los animales. Debido a ello, anualmente se destinan arriba de $190 mil
millones de pesos mexicanos en adquisicion de productos antihelminticos (AH) a nivel
mundial. Estos AH incluyen compuestos quimicos como los benzimidazoles
(despolimerizadores de microtubulos), imidazotiazoles (agonistas nicotinicos) y las lactonas
macrociclicas (agonistas de canales ionicos); mismos que debido a su amplio espectro de
accion y disponibilidad, contintan siendo el pilar de la terapia quimica en animales. Por lo
tanto, el uso de dichos productos se hace indispensable con el fin de mantener la salud en los
rebafios y una productividad aceptable; aunque puede llegar a ser insostenible, debido al

incremento del costo de produccion.

Los programas de desparasitacion en rumiantes habian estado basados exclusivamente
en la aplicacion masiva de los AH, los cuales fueron introducidos con éxito desde la década de
los 1960°s. Este tipo de programas intensivos, aunados con malas practicas en el uso de los
productos, baja tecnificacion en los sistemas productivos y desregulacion en la venta de AH,
originaron problemas en campo como la llamada resistencia antihelmintica (RA). La RA se ha
definido como la capacidad heredable del parésito para sobrevivir dosis de AH que
normalmente era letal en parasitos de la misma especie y estado; por lo que la efectividad del
AH utilizado decrece (p.e. una reduccién del conteo de huevos en heces <95%, post-
tratamiento). La RA es un problema global que al disminuir la eficacia de los AH,
compromete la salud y bienestar animal, la rentabilidad del negocio y eventualmente se
convierte en un peligro para el entorno y la salud publica. Ademas, existen registros
manifestando resistencia a mas de un tipo de AH (con mecanismos de accion diferentes), con
consecuencias preocupantes sobre todo en especies vulnerables a enfermedades parasitarias,

como las ovejas y cabras.



Haemonchus contortus, un NGI, esta considerado entre los principales agentes causales
de gastroenteritis en los rebafios ovinos y es el principal problema de regiones tropicales y
subtropicales del planeta (Waller y Chandrawathani, 2005). Ademas, se ha logrado destacar
del resto, por su patogenicidad y capacidad de resistir a todos los AH probados en laboratorio,
haciéndolo un modelo prominente en estudios sobre mecanismos de accién y generacion de
resistencia a los AH (Gilleard, 2013; Kotze y Prichard, 2016; Harder, 2016; Sangster et al.,
2018). De la misma manera, ha sido importante en la evaluacion de actividad bioldgica y
descubrimiento de los AH semi-sintéticos de uso animal mas actuales Emodepside, 2007 y
Derquantel, 2012 (Epe y Kaminsky, 2013; Geary et al., 2016).

Ante este panorama, y el promisorio éxito obtenido de los AH semisintéticos derivados
de hongos (Derquantel y Emodepside); el interés cientifico se ha visto estimulado para
enriquecer el inventario de compuestos, explorando el vasto catdlogo de hongos con énfasis
hacia los hongos nemat6fagos. Los hongos son fuente de compuestos naturales con 200
compuestos téxicos para nematodos. Metabolitos secundarios como terpenoides (p.e.
Isovelleral, oligosporon), compuestos alifaticos (p.e. acido linoleico, acido acético), alcaloides
(p.e. fenoxazona, paraherquamida), compuestos aromaticos simples (p.e. 4-anisaldehido,
alcohol anisilico), compuestos heterociclicos con oxigeno y/o benceno (p.e. &cido 5-
metilfuran-3-carboxilico, nafuredin), péptidos (p.e. Omfalotina A, PF1022A), etc.; asi como
algunas proteinas (p.e. lectinas, colagenasas, serin proteasas, quitinasas, proteinas pequefias
abundantes en cisteina) se consideran importantes factores de virulencia de los hongos. Hasta
la fecha, 23 especies del género Pleurotus han presentado actividad nemato6faga, tres de las
cuales han sido Utiles para identificar nueve compuestos bioactivos: 1) Cheimonophyllon E y
2) 5-hydroxymethyl-furancarbaldehyde en P. eryngii anteriormente descrito como P. ferulae;
3) acido trans-2-decenedioico en P. ostreatus Yy 4) acido S-coridlico, 5) acido linoleico, 6) p-
anisaldehido, 7) p-anisil alcohol, 8) 1-(4-methoxyphenyl)-1,2-propanediol, 9) 2-hydroxy-(4’-
methoxy)-propiophenone en P. pulmonarius. En el caso de P. cornucopiae las proteinas
tamavidinas y serin proteasas de P. ostreatus, se han manifestado con actividad letal contra

nematodos de vida libre (C. elegans y Panagrellus sp., respectivamente).



A pesar de que son escasos los estudios utilizando nematodos parasitos como
indicadores biologicos de actividad, se han notificado especies como P. ostreatus y P. eryngii
con actividad nematicida contra larvas infectantes (L3) de H. contortus con 97.2 y 98.1%,
respectivamente (in vitro). Este hecho motivo estudios méas rigurosos tanto de metabolitos
secundarios como de extractos crudos de Pleurotus contra ésta especie parésita. A la fecha, los
metabolitos secundarios mas efectivos de Pleurotus sp. son compuestos lipidicos (acidos
grasos Yy terpenoides), compuestos aromaticos simples, furanos y azucares. Siendo éstos
altimos los compuestos mas hidrosolubles, obtenidos generalmente por medio de macerados
hidroalcohdlicos. Por otro lado, los extractos crudos del micelio de Pleurotus sp., han revelado
tener actividad inhibitoria contra huevos de H. contortus; haciendo hincapié, sobre la

existencia de proteinas con funciones implicadas en la actividad contra los huevos.

En el presente estudio, se evaluara la actividad inhibitoria del extracto crudo de cinco
especies de Pleurotus (P. cornucopiae, P. djamor, P. eryngii, P. ostreatus y P. pulmonarius)
contra huevos de H. contortus. De la misma manera, se realizara el estudio de la actividad
larvicida del extracto crudo seleccionado contra estadios infectantes (L3) e histiotropicos (L4).
El trabajo se complementara con la confirmacion, o no, de la participacion de las proteinas en
la actividad larvicida del extracto crudo; asi como la presencia de actividad proteica

seleccionada y pruebas quimicas contra metabolitos de interés.



2. Antecedentes
2.1 Nematodos: su biologia y contribucion al ecosistema

Los nematodos se encuentran entre los animales mas numerosos de la Tierra y conforman el
segundo filo més diverso del reino con 25,043 especies descritas hasta el afio 2013. EI nUmero
de especies conocidas, sin embargo, no representa mas de la cuarta parte de las 0.1-100 x 10 °
de especies que se han calculado en todo el planeta (Meldal et al., 2007; Zhang, 2013).
Ubicuos en la naturaleza, los nematodos constituyen nichos ecoldgicos con poblaciones que
llegan hasta 1 x 108 de individuos por m? de suelo (Chen et al., 2004; Mekonen et al., 2017);
pudiéndose diferenciar, de acuerdo a su habitad, dos grandes grupos: 1) nematodos terrestres
y 2) nematodos marinos. Los nematodos terrestres, a los cuales nos vamos a referir en el
presente proyecto, son en realidad organismos acudticos; por lo que la humedad en su
microambiente es esencial para su sobrevivencia. De ésta manera, los nematodos terrestres
viven en ambientes semiacuaticos, embebidos en peliculas de agua que rodean las particulas
de suelo; debido a ello, es que hay posibilidad de encontrarlos en cualquier habitat que provea

una minima fuente de carbono orgéanico y condiciones minimas para su supervivencia, incluso

dentro de regiones desérticas (Freckman
et al., 1975; Song et al.,, 2017). Las
especies terrestres de nematodos se
componen aproximadamente de 25% de
nematodos de vida libre, 15% de
nematodos parasitos de animales y 14%

de nematodos parasitos de plantas

(Bongers y Ferris, 1999; Penfold vy

Collins, 2012; Song et al., 2017). Con datos de Penfold y Colins (2012)
Figura 1. Distribucién de especies de nematodos en la
naturaleza. Se muestran porcentajes obtenidos con
datos publicados por Bongers y Ferris, 1999; Penfold y
Collins, 2012; Zhang, 2013 y Song et al., 2017.




De manera general, los nematodos presentan una apariencia comin en su seccién
transversal: son organismos con forma cilindrica, alargada y delgada (Gunn y Pitt, 2012) con
ambos extremos convergentes. Son considerados metazoarios pseudo-celomados no
segmentados, taxonémicamente incluidos en el filo “Nematoda”. A pesar de ello, debido a su
apariencia vermiforme, los nematodos se incluyen en el grupo de los “Helmintos”; una
clasificacion medica complementaria, no taxondémica, pero ampliamente utilizada. Es
necesario aclarar, que el grupo de los Helmintos no constituye un grupo monofilético; pues se
incluyen metazoarios de cuatro filos distintos que no estan relacionados genealégicamente:
Platelmintos (gusanos planos), Acantocéfalos (cabeza espinosa), Nematodos (gusanos

redondos) y Anélidos (gusanos segmentados).

En suelo, los nematodos cumplen importantes funciones bioldgicas que abarcan desde
la mineralizacion de compuestos organicos, el mejoramiento de las propiedades fisicas del
suelo, incremento en la disponibilidad de nutrientes (N, P, K), hasta la distribucién de biomasa
dentro de las plantas; ademads, tienen potencial para ser utilizados como indicadores
ambientales y en programas de control biologico contra plagas de cultivos agricolas (Neher,
2001; Karssen y Moens, 2006; Gebremikael et al., 2016; Song et al.; 2017; Mekonen et al.,
2017).

2.1.1 Problemas con nematodos parasitos trasmitidos por suelo

Algunas especies terrestres de nematodos, suponen un riesgo potencial para la rentabilidad de
los sistemas productivos y sustentabilidad alimentaria del hombre (Nicol et al., 2011; Hassan
et al., 2013; Roeber et al., 2013; Cable et al., 2017). En este sentido; los nematodos paréasitos,
tanto de plantas y animales, destacan del resto por las repercusiones en actividades primarias
del ser humano (Bird y Opperman, 2009). Se estima que los nematodos parasitos de plantas
son responsables de la destruccion de al menos el 12.3% de la produccién global de alimentos,
que asciende a pérdidas econdmicas de mas de $3 billones de pesos mexicanos al afio, a nivel
mundial (Hassan et al., 2013). Nicol y colaboradores (2011) notifican que la destruccion
dentro de latitudes tropicales y sub-tropicales es mayor, con porcentajes de al menos 14.6%.



Por otro lado, en el sector pecuario, existe un incremento en el costo productivo debido
a tratamientos y contencion de enfermedades parasitarias por nematodos, que se calcula en
méas de $190 mil millones de pesos anuales a nivel mundial, solo para el caso de la
ovinocultura y sin tomar en cuenta las pérdidas debidas a la manifestacion de la enfermedad
(Roeber et al., 2013). En México, el impacto econémico negativo de las enfermedades
parasitarias en ganado bovino, se han calculado en mas de $25 mil millones de pesos anuales,
determinando que los principales efectores del dafio fueron principalmente endoparasitos
como los nematodos gastrointestinales (NGI), que se identificaron en muestras obtenidas de
rebafios mantenidos en regiones con latitudes tropicales y sub-tropicales del pais (Rodriguez-
Vivas et al., 2017).

2.1.2 Nematodos y la ovinocultura

La ovinocultura o crianza productiva de ganado ovino (Ovis aries) es una actividad pecuaria
que ademas de generar un ingreso economico, representa disponibilidad de alimento para
sectores marginales de la poblacion. En la Republica Mexicana, como en el resto del mundo,
la produccion ovina se desarrolla primordialmente bajo sistemas de pastoreo en praderas o
traspatio (Partida et al., 2013). De esta manera, se aprovechan los recursos forrajeros
disponibles minimizando costos y mejorando cualidades organolépticas de la carne. No
obstante, una de las desventajas de estos sistemas de crianza es que la rentabilidad del negocio
se vuelve dependiente de multiples factores que afectan la productividad de los hatos o
rebafios ovinos, como son: la cantidad, calidad y tipo de vegetaciéon accesible para los
rumiantes, condiciones climaticas de la region de pastoreo, la presencia o ausencia de

depredadores naturales, y la prevalencia de patdgenos en la zona, entre otros.

Entre los patdégenos que afectan la salud, bienestar y rendimiento de la productividad
de los ovinos se menciona a los paréasitos, en especial aquellos considerados endoparasitos
(especies que parasitan el interior de un hospedador); debido a que tienen mayor prevalencia
en latitudes templadas, tropicales y subtropicales del mundo (Rodriguez-Vivas et al., 2017;
Gonzalez et al., 2011).



Las enfermedades ocasionadas por endoparasitos son responsables de las mayores
pérdidas econdmicas en la ovinocultura (siendo de tipo directo representada por la muerte de
los animales jovenes y/o de tipo indirecto manifestandose clinicamente por diarreas
persistentes, anemia y desnutricién; dando como resultado un retraso en el crecimiento de los
animales jovenes y disminucion en la produccién de carne y leche en animales adultos) y son
consideradas un problema sanitario en los hatos ovinos alrededor del mundo (Henrioud, 2011,
Liébano, 2011; Waller y Chandrawathani, 2013). Los endoparasitos como los nematodos,
trematodos y cestodos, afectan principalmente el tracto gastrointestinal de los rumiantes,
ocasionando dafios histoldgicos y cuadros anémicos en animales susceptibles (Besier et al.,
2016a). Los parasitos mas patogenos del tracto gastrointestinal de los rumiantes son los
helmintos, y representan un riesgo a la produccion zootécnica, salud publica y medio
ambiente. Las enfermedades causadas por helmintos como el trematodo Fasciola sp., el
cestodo Moniezia sp., el nematodo pulmonar Dictyocaulus sp., y los NGI’s como
Teladorsagia/ Ostertagia sp., Cooperia sp., Trichostrongylus sp., y Haemonchus sp., son los

de mayor impacto econdmico en la ganaderia mundial.

De hecho, las parasitosis por infecciones con NGI en pequefios rumiantes, ademas de
provocar severos dafios en materia de rentabilidad, salud y bienestar animal; pueden llegar a
causar la muerte de animales infectados (Angulo-Cubillan et al., 2007; Roeber et al., 2013;
Hoste et al., 2016; Besier et al., 2016a). Se estima que mas del 80% de la poblacion mundial
es afectada por los helmintos, disminuyendo la produccion pecuaria drasticamente y
representando un grave problema de salud (Torgerson y Macpherson, 2011). Para Partida y su
grupo (2013), H. contortus es el parasito causante de mayores pérdidas econémicas en los
ovinos y mencionan que su potencial biético es magnificado en regiones con zonas de clima
calido o durante la temporada calurosa de zonas de climas moderados. Aunque, en zonas

semidaridas, también son responsables de importantes pérdidas.



2.2 Haemonchus contortus, un nematodo hematéfago

El nematodo H. contortus es uno de los NGI de mayor relevancia en la ovinocultura debido a
su patogenicidad, amplia distribucién en regiones templadas-calidas, tropicales y subtropicales
del mundo; ademas, por presentar un gran potencial bidtico (Vazquez et al., 2004; Waller y
Chandrawathani, 2005; Rinaldi et al., 2015; Emery et al., 2016; Besier et al., 2016b). Su
habito hemato6fago le lleva a consumir, por parasito, hasta 50 pL de sangre diariamente
(Angulo-Cubillan et al., 2007) provocando dafios histoldgicos y alteraciones en el equilibrio
hematopoyético del hospedador, cuya magnitud es dependiente de la cantidad de parasitos
infectantes, su virulencia y las condiciones de susceptibilidad del ovino (edad, estado
inmunologico, nutricional, genético y condiciones de manejo). Su prevalencia en suelos
infestados se debe principalmente a que las hembras son especialmente fértiles, eliminando de
5,000 a 10,000 huevos por dia, cada una (Liébano, 2011). Los huevos que son excretados
junto a las heces del ovino componen la fase pre-parasitica del nematodo y marca el inicio de

una corta travesia en el ambiente.

Los huevos de H. contortus son fecundados en hembras adultas del nematodo,
posterior a la copulacion con un macho de la especie. Los huevos tienen forma ovoide, con
extremos de curvaturas y polos dispares. El tamafio promedio de un huevo es de 70-79 um en
su eje longitudinal y de 45-49 um en el transversal. Generalmente, dentro de las hembras se
pueden encontrar huevos con hasta cuatro blastdbmeros, mismos que son ovipositados en el
interior del hospedero infectado. En el estbmago del hospedero, el desarrollo embrionario
continta hasta una etapa con 11 blastdmeros, y en casos extremos es posible encontrar huevos
en fase morular. Los huevos liberados con las heces, no suelen estar mas alla de la etapa
morular; sugiriendo que el oxigeno es necesario para la sintesis embrionaria. EI huevo
continua desarrollandose en el ambiente, encontrando huevos en fase renacuajo y etapas
larvales embrionarias a partir de las 6 y 10 h, respectivamente. En medios liquidos, los huevos

eclosionan normalmente antes de 18 h de incubacion (Veglia, 1916).



Las larvas eclosionadas (L1) son el inicio de una fase “tipo vida libre”, con un
comportamiento tipo rhabditoide. Las L1 varian en tamafio, con un promedio de 345 um de
longitud por 17 pum de grosor en la parte del esofago. La forma del cuerpo es cilindrica,
disminuyendo gradualmente en grosor desde la base del esdfago hasta la cola. Esta forma es
tipica y es una manera de distinguirla del segundo estadio. La L1 tiene una apertura bucal de 7
um de diametro externo, unida a un eso6fago de forma rhabditoide (con presencia de bulbo),
con el cual succiona bacterias y detritus que le sirven de alimento. El es6fago esta conectado
con el intestino-quilo compuesto por 8 células de forma triangular que llegan hasta el recto. La
L1, se alimenta a desde la primer hora de haber eclosionado y lo hace hasta entrar en un estado
letargico dentro de las 10-12 h posteriores a la eclosion, donde las larvas permanecen
inmdviles. En este estado es comun confundirlas con larvas muertas; debido a que no
reaccionan a estimulos como agitacion del medio liquido o exposicion a la luz. En este letargo
de 8 a 10 h de duracion, La L1 presenta adaptaciones morfologicas (acortamiento del es6fago,
pérdida de espacio intestinal, apariciébn de nucleo celular en las células intestinales, la
formacion de una nueva epidermis y un cambio en el tamafio de la larva), hasta que vuelve a la
actividad y logra desprenderse de la epidermis vieja, proceso conocido como ecdisis (Veglia,
1916).

La L2 inicia su etapa desde que sale del primer letargo. En esta etapa se observa una
longitud promedio de 500 pum y un didmetro longitudinal uniforme desde el eséfago hasta la
cola. El es6fago presenta un bucle, la epidermis exhibe lineas laterales bien formadas,
sombreadas y el extremo de la cola presenta forma de gancho. La alimentacion es activa,
como el estadio anterior y la larva se alimenta hasta un segundo periodo de letargo que inicia
aproximadamente a las 40 h de la primera ecdisis. En esta segunda etapa de letargo, los
cambios morfoldgicos son acompafiados de una segunda ecdisis que duran entre 8-12 h y son
dependientes de condiciones favorables del medio. La principal diferencia entre la segunda
ecdisis y la primera, es que en la segunda no hay un desprendimiento total de la epidermis;

quedando anclada a la larva en forma de vaina (Veglia, 1916; Liébano et al., 2011).



La morfologia de la larva infectante (L3) de H. contortus se compone por un cuerpo no
segmentado, cilindroide, simétrico, alargado y de proyeccion convergente en ambos extremos.
La larva L3 mide aproximadamente 734 um, es extremadamente movil y esta protegida por
una vaina semipermeable compuesta por lipidos, coldgeno y quitina, que le brinda soporte y
proteccion contra inclemencias de su entorno (factores ambientales como frio, calor, radiacion,
compuestos quimicos, etc.). La L3 posee un eséfago tipo filariforme con 16 células
intestinales bien diferenciadas. El extremo anterior y posterior de este estadio larval sirve de
base para exdmenes morfométricos en la identificacion y diferenciacion entre nematodos
parasitos (ver figura 3A). La larva en este estadio, no se alimenta y vive de reservas
energéticas de los estadios previos. Se sabe que la supervivencia de la L3 en el medio
ambiente, llega hasta los 21 d; por lo que el éxito de su sobrevivencia se basa en el hecho de
alojarse en un hospedero. La L3 ingerida por el hospedador se libera de su vaina en el rumen y
tarda en llegar al orificio omaso-abomaso alrededor de 10-20 min después de ingerida. Al
llegar al abomaso inicia una etapa tisular o histotropica y se transforma en L4; ésta penetra las
criptas de las glandulas gastricas, se alimenta y crece. Posteriormente pasa a la mucosa
abomasal, la abandona y se aloja en el lumen del abomaso mudando una vez mas para
transformarse en L5 la cual se desarrolla sin mudas posteriores hasta diferenciarse
sexualmente como nematodo macho (~10-20 mm) o hembra (~18-30 mm). Imagen adaptada
de Cuevas (2013); informacion, Liébano (2011).

Los nematodos adultos de esta especie son faciles de identificar por su localizacion
especifica en el sitio de infeccion (abomaso) y su gran talla (2-3 cm). Ademas, las hembras
muestran un aspecto caracteristico tipo “poste de peluquero” (por su traduccion del inglés
“barber’s pole”); que se debe al contraste rojo y blanco que hay entre sus ovarios y el intestino
lleno de sangre que se entrelazan en espiral a lo largo de su cuerpo. La cavidad bucal es
pequefia y contiene un estilete (pequefio diente tipo lanceta) que utiliza para ocasionar dafios
histologicos y succionar la sangre del hospedero. El cuerpo anterior posee papilas cervicales
prominentes. La vulva usualmente se encuentra protegida por una solapa cuticular, la cual
puede tomar formas variadas. En el caso de los nematodos machos, los l6bulos laterales de la
Bursa son grandes, mientras el rayo dorsal es pequefio y asimétrico (Taylor et al., 2016).
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2.2.1 Taxonomia

La sistematica de los nematodos esta inherentemente propensa a controversia e inestabilidad

(De Ley y Blaxter, 2002); sin embargo, el sistema de clasificacion presentado a continuacion

se basd en literatura taxondmica reciente (Taylor et al., 2016). En este sistema, los géneros y

especies de la clase Secernentea conformanl6 familias,

convenientemente divididas en dos grupos: (1) nematodos bursados (Trichostrongyloidea,
Strongyloidea, Ancylostomatoidea, Metastrongyloidea) y (2) nematodos no bursados

las cuales pueden quedar

(Rhabditoidea, Ascaridoidea, Dioctophymatoidea, Oxyuroidea, Spiruroidea, Filarioidea,

Trichuroidea, Trichinelloidea). Como podemos apreciar en la tabla, H. contortus pertenece a

la superfamilia Trichostrongyloidea.

Tabla 1. Taxonomia de Haemonchus contortus

Reino

Filo

Clase

Orden
Sub-orden
Superfamilia
Familia
Subfamilia
Geénero

Especie

Animalia

Nematoda
Secernentea
Strongylida
Strongylina
Trichostrongyloidea
Trichostrongylidae
Haemonchinae
Haemonchus

H. contortus

Fuente: Taylor et al., 2016
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2.2.2 Ciclo bioldgico

El ciclo bioldgico de H. contortus es monoxeno, por lo que no necesita hospedadores
intermediarios. Infecta preferencialmente rumiantes; siendo los llamados pequefios rumiantes,
como cabras Yy ovejas, los hospederos mas susceptibles a la infeccién. A pesar de que se han
notificado algunos otros mamiferos como hospederos accidentales (entre ellos, humanos,
elefantes, etc.), las larvas son vulnerables a su eliminacién y es dificil que completen su ciclo
biologico. El ciclo puede ser dividido en dos etapas o fases de desarrollo: una primer fase no
parasita (de vida libre) donde el nematodo se comporta como un nematodo de vida libre, y
transcurre los estadios de huevo (en fase morular o previa), L1, L2 y L3. La fase de vida libre
se realiza en 7d bajo condiciones favorables de temperatura y humedad. La segunda fase es
parasita obligada por lo que la L3 ingerida por el rumiante, se desenvaina en el rumen y migra
a través de los diferentes compartimentos estomacales hasta refugiarse en el abomaso o
estomago verdadero, sitio en el que se lleva a cabo la evolucién a L4 o larva histiotrdpica, la
cual comienza la maduracion y diferenciacion sexual y surgen los nematodos adultos, hembras
0 machos. El ciclo bioldgico completo dura alrededor de 28 dias: siete dias para la fase de vida

libre y 21 dias para la fase parasita (ver figura 2).

En condiciones de humedad (80 a 100%) y temperatura (18 a 35 °C) se suele favorecer
el desarrollo de los estadios libres del nematodo (Vazquez et al., 2004; Gonzélez, 2007;
Liébano, 2011). Cabe destacar que la precipitacion pluvial, luminosidad y tipo de pasto o
follaje pueden afectar o favorecer la sobrevivencia de las poblaciones larvarias en el ambiente.
La temperatura optima de las L3 de H. contortus oscila entre los 15 y 30°C, mientras que con
una humedad en suelo del 40 al 60% siempre se encontraran activas (Liébano et al., 1998;
Liébano, 2011). Las L3 activas son altamente mdviles y presentan ciertos tropismos que le
ayudan a concluir su ciclo bioldgico dentro de un hospedero rumiante: un tropismo negativo a
la luz intensa, que le ayuda a buscar refugio en el nano clima del subsuelo o en el tallo del
follaje; y un tropismo positivo a la luz tenue y humedad, que lo guia habitualmente a subir
verticalmente a lo alto de los pastos donde suele encontrarsele en gotas de rocio durante la
mafiana y la tarde (ver figura 3B). Este habito favorece la probabilidad de infeccion en los

rebafios que usualmente acostumbran pastar en condiciones similares.
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Figura 2. Ciclo biol6gico de Haemonchus contortus. El ciclo monoxeno se dividi6é en dos fases
importantes para el nematodo parésito: 1). Fase de vida libre: que inicia con huevos liberados al
ambiente y termina con la larva infectante L3. Etapa con duracion aproximada de 7 d.; y 2). Fase
parésita: que inicia con la ingestion de la L3en un hospedero rumiante, hasta la generacion de
huevos por copulacion de nematodos machos y hembras. Etapa con duracién aproximada de 21 d.

Figura 3. Larva infectante de Haemonchus contortus (L3). La imagen A muestra una L3 con
algunas de sus caracteristicas morfolégicas. En la imagen B se muestra de manera ilustrativa
cdmo las L3 migran e infestan el pasto, exponiéndose a la ingestion por un rumiante. Imagen B,

tomada de Liébano (2004).
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2.3 Control de helmintos y nematodos parasitos

El uso de antihelminticos comerciales para controlar las nematodiasis, en rumiantes, ha sido el
método preferido en los distintos sitios de produccién (Miller y Horohov, 2006); ya que suelen
ser costeables, efectivos y gozan de tener amplio espectro de accion. La gama comercial de los
formulados antihelminticos para rumiantes estan comprendidos en cinco grupos:
benzimidazoles, imidazotiazoles, salicilanilidos, nitrofenoles y lactonas macrociclicas. De
estos grupos, los benzimidazoles y las lactonas macrociclicas son los antiparasitarios mas

empleados en ovinos (Cuéllar, 2009).

Sin embargo, el uso masivo y constante de estos productos quimicos han generado el
problema mundial conocido como RA (Waller et al., 1996; Torres-Acosta et al., 2003; Kotze y
Prichard, 2016; Herrera-Manzanilla et al., 2017). Como consecuencia, la efectividad de estos
productos ha sido reducida debido a la seleccion antropogénica “accidental” de parasitos
resistentes que han sido expuestos a un solo tipo de principio activo durante un determinado
periodo de tiempo. Incluso, se han determinado especies parésitas de NGI que muestran
multiresistencia; es decir, resistencia a dos 0 mas activos antihelminticos (Kotze y Prichard,
2016; Herrera-Manzanilla et al., 2017). Por otro lado, la mayoria de los compuestos
antihelminticos en el mercado poseen efecto residual y/o se excretan activos al ambiente, lo
que representa un riesgo potencial en materia de salud publica; ya sea por la posibilidad de
intoxicacion por consumo de productos cérnicos y derivados contaminados o por generar
resistencia en parasitos de importancia humana (Geerts y Gryseels, 2000; 2001). Ademas, los
antihelminticos también pueden generar eco-toxicidad en lugares donde se mantiene el ganado
en pastoreo, debido a su eliminacidn en orina y excretas (Martinez y Cruz, 2009). Por lo tanto,
la RA, al igual que la resistencia a los antibiéticos y otros plaguicidas, plantean un paradigma
sobre el uso de los productos empleados; y han despertado una necesidad creciente para
disefiar estrategias integrales de control, que en el caso de los nematodos parasitos, se realiza
atacando la fase de vida libre o la fase infectante mediante la combinacion de medidas
preventivas y correctivas (Waller, 1999; Ciancio y Mukerji, 2008; Lopez et al., 2010; Terrill et
al., 2012; Besier et al., 2016b).
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Por tal motivo, es importante establecer medidas preventivas que disminuyan el riesgo
de parasitosis en el ganado y administrar tratamientos de manera selectiva s6lo a los
individuos que lo requieran (Lopez et al., 2010); esto es, siguiendo los lineamientos del
control integrado de parasitos (Waller, 1999; Terril et al., 2012). Ademas, los programas de
control integrado de parasitos se deben abastecer con compuestos selectivos para nematodos
que cuenten con baja residualidad y toxicidad, con el propdsito de minimizar los efectos
nocivos que presentan los antihelminticos comerciales en la actualidad; por otro lado, que
tengan potencial para ser incluidos en sistemas de crianza organica (Kumar et al., 2013). El
control bioldgico y los compuestos bioactivos contra parasitos parecen ser alternativas viables
para el control de las parasitosis en rumiantes; y los hongos basidiomicetos representan uno de
los grandes recursos de la naturaleza con potencial para encontrarlos (Li y Zhang, 2014;
Valverde et al., 2015; Mattos-Shipley et al.; Degenkolb y Vilcinskas, 2016).

2.4 Los hongos como fuente de nuevos antiparasitarios

El reino de los hongos es uno de los grupos mas diversos en la naturaleza. Se han estimado
entre 1.5 y 5.1 millones de especies fungicas en el mundo, incluyendo hongos mutualistas
heterétrofos, patdgenos y saprobios (Hawksworth, 1991; Blackwell, 2011). A la fecha, sélo
entre 70,000 y 100,000 especies han sido reconocidas; dentro de las cuales cerca del 30% se
han considerado comestibles y han tenido relevancia historica por su uso en la cocina
tradicional e inclusive algunas especies se han utilizado desde la antigtiedad por sus efectos
terapéuticos (Khan y Tania, 2012; Maftoun et al., 2015; Masri et al., 2017). En este sentido, el
hongo Agaricus bisporus (champifion, portobello, etc.) es el hongo comestible méas reconocido
en el mundo y, junto a Pleurotus ostreatus (setas), se consideran especies representativas de
los hongos basidiomicetos (Mattos-Shipley et al., 2016).

2.4.1 Hongos basidiomicetos

Los hongos basidiomicetos, al igual que los ascomicetos son referenciados como “hongos
superiores” y juntos forman un sub-reino taxondémico conocido como Dykaria. Los
basidiomicetos son hongos multicelulares que se reproducen sexualmente por meiosis y

producen esporas en estructuras llamadas basidios, de donde son dispersadas al ambiente.

15



En cada espora germinada, se presenta un crecimiento radial/apical de filamentos o
hifas que en su conjunto conforman el micelio del hongo; posterior a la fusién citoplasmica
entre hifas o plasmogamia (micelio dicaridtico), se produce una estructura macroscopica
conocida como basidiocarpo o cuerpo fructifero, el cual es resultado de hifas agrupadas
(prosénquima) y/o desdiferenciadas (pseudoparénquima) (Huerta, 2001). Entre los pliegues de
las agallas del hongo, se realiza la cariogamia que es la recombinacion de dos nucleos (2n),
que a su vez forman los basidios (ver figura 3). En la clase de los Agaricomycetes se incluyen
las especies méas sobresalientes de los basidiomicetos y sus cuerpos fructiferos son tan
variados que incluyen desde pequefios hongos de 2 mm de diametro, hasta hongos que llegan a
formar cuerpos fructiferos gigantes (400 -500 Kg de peso). Dentro de ésta clase se encuentra
el organismo mas extenso del planeta, una colonia individual de Armillaria ostoyae que se
extiende 965 hectareas dentro del parque Malheur de Oregon, Estados Unidos; y se estima que
tiene entre 1900 y 8650 afios de edad (Ferguson et al., 2003; Mattos-Shipley et al., 2016).
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Figura 4. Ciclo biol6gico de hongos basidiomicetos. Se muestra, de manera muy
laxa, el ciclo reproductivo de los hongos comestibles. Imagen adaptada de
Deepalakshmi y Mirunalini, (2014b); Campbell y Reece (2009).
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Tabla 2. Clasificacion taxondémica de los hongos Pleurotus sp.

Reino Fungi

Subreino Dykaria

Filo Basidiomycota

Clase Agaricomycetes

Orden Agaricales

Familia Pleurotaceae

Género Pleurotus (Fr.) P. Kumm.

) P. ostreatus; P. eryngii; P. cornucopiae; P.
Especies ]
djamor

Fuentes: Hibbett et al. (2007); Deepalakshmi y Mirunalini (2014b); Mattos-Shipley et al. (2016).

2.4.2 Pleurotus sp.

El género Pleurotus sp., comprende un conjunto de hongos multicelulares ampliamente
diversificados y distribuidos mundialmente. En la actualidad, alrededor de 70 especies han
sido descritas para éste género y algunas como P. florida, P. sajor-caju, y P. ostreatus generan
mayor interés comercial (Royse y Sanchez, 2001; Maftoun et al., 2015; Masri et al., 2017).
Pleurotus sp., oscila entre el segundo y tercer lugar en volumen de produccion mundial,
mientras A. bisporus ocupa el primer puesto (Royse y Sanchez, 2001; Ruhl et al., 2008). El
interés comercial de los hongos Pleurotus se basa en factores como: su adaptabilidad a
diferentes ambientes, excelente calidad organoléptica, capacidad para adaptarse a diferentes
sustratos (incluyendo desechos agroindustriales), temperaturas, a su facilidad de cultivo y bajo
capital de inversion para su produccion (Royse y Sanchez, 2001; Masri et al., 2017). Cabe
mencionar que a pesar de que el hongo tiene la capacidad de crecer en una gran diversidad de
sustratos lignocelulésicos, la morfologia y rendimiento dependera de condiciones ambientales,
habitat, clima, condiciones de cultivo, el tipo de sustrato utilizado e incluso condiciones de
estrés bidtico o abidtico (Kibar y Peksen, 2008; Maftoun et al.; Hoa y Wang, 2015; Bellettini
et al., 2016).
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Los hongos Pleurotus son considerados comestibles, con un alto valor nutrimental y
medicinal (Cohen et al., 2002). Aunque también se han reportado proteinas citoliticas
expresadas en el cuerpo fructifero del hongo P. ostreatus, como las toxinas ostreolisina y
pleurotolisina, que parecen tener funciones hemoliticas y porogénicas (Berne et al., 2002;
Frangez et al., 2017). A pesar de ello, P. ostreatus posee un alto margen de seguridad para
consumo humano, ya que los efectos toxicos por consumir los hongos crudos se manifiestan
solo si se han consumido en grandes cantidades. Por ejemplo: la DLsy en ratas es mayor a 5 g

de extracto de P. ostreatus/ Kg peso vivo (Deepalakshmi y Mirunalini, 2014a).

Son extensos los estudios que se han hecho acerca de las propiedades farmacolégicas
encontradas en estos hongos, entre las que se mencionan: efecto hipoglucémico,
hipolipidémico, hipocolesterolémico, antineoplasico, antitumoral, antitrombdtico, antiviral
antiosteoporositico, antiinflamatorio, antioxidante, antimicrobiano, antifungico e incluso, son

una fuente potencial de sustancias activas en cosmetologia (Masri et al.; Piska et al., 2017).

2.4.2.1 Actividad nematdfaga como rasgo comun del género

En el afio de 1984 Thorn y Barron observaron que algunos hongos del género Pleurotus sp. (P.
cornucopiae, P. cystidiosus, P. ostreatus, P. strigosus y P. subareolatus), eran capaces de
inmovilizar y digerir nematodos de vida libre (Panagrellus spp.) asi como colonias
bacterianas, en condiciones deficientes de C y N. Estudios posteriores confirmaron el efecto,
manteniendo los cultivos en condiciones de estrés nutritivo en agua-agar (Thorn y Barron,
1984; Thorn y Tsuneda, 1993). Desde entonces, se han estudiado diversas especies de
Pleurotus sp., como: P. eryngii, P. tuberregium y P. ostreatus contra nematodos de vida libre
Rhabditis sp., Panagrellus spp. (Barron y Thorn, 1987; Hibbett y Thorn, 1994) e incluso, P.
eryngii, P. ostreatus, P. cornucopiae y L. edodes, se han estudiado contra el nematodo parasito
H. contortus (Comans-Pérez et al., 2014). Otro nematodo empleado en el estudio de actividad
nematdfaga de P. eryngii ha sido Ancylostoma caninum, el nematodo zoonético de los perros
(Garcia et al., 2015).
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De manera general, los hongos Pleurotus sp. comparten actividad nematé6faga bajo un
sistema de produccién de toxinas inmovilizantes; y se sabe que algunas de éstas toxinas son
reservadas en estructuras globulares del micelio aéreo, definidas como “toxocistos”
(Clémencon, 2004). Los toxocistos han sido identificados por Thorn y Barron desde 1984, y
han sido confirmados por una gran cantidad de autores. Estudiando dichas estructuras en P.
coremiopleurotus, Truong y colaboradores (2007) hipotetizaron que los toxocistos podrian ser
vestigios de estructuras de reproduccion asexual, ya que algunos de ellos contenian material

genomico.

Ademas, definieron que para obtener toxocistos es necesario que el hongo tenga un
minimo de nutrientes previo al estrés nutritivo; para ello, colocaron una pequefia cantidad de
medio nutritivo agar papa y dextrosa (PDA por sus siglas en ingles) en una luneta sobre el
centro de una placa de agar-agua y en un minimo de ocho dias, obtuvieron la formacion de los
toxocistos, los cuales estan compuestos de un fluido hidréfilo contenido por una membrana
elastica (ver figura 4). Este tipo de estructuras sirve al hongo para montar la estrategia de
emergencia ante deficiencias nutrimentales. Kwok y colaboradores (1992) se intereso en el
estudio de los toxocistos formados en P. ostreatus; para ello utilizé un sistema de paja de trigo
humedecido como medio de cultivo, maceré con agua y fue separando compuestos de baja
polaridad de forma gradual. Este trabajo le llevé al descubrimiento de un derivado graso, el
acido trans-2-decenodioico al que evalué y comprobd su actividad inmovilizante en P.

redivivus.

D

2 days 4 days 6 days 8 days
Figura 5. Formacion de toxocistos en Pleurotus subgen. coremiopleurotus. Se observa la
formacion de estructuras globulares, responsables del atrapamiento de nematodos. Se obtienen s6lo
en condiciones de estrés nutritivo, en micelio aéreo y cultivos maduros. Imagen de: Truong y
colaboradores (2007).
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Hasta el afio 2014 se han notificado 23 especies del género Pleurotus sp., con actividad
nematdfaga (Barron y Thorn, 1987; Li y Zhang, 2014) que parece ser un rasgo caracteristico
del género (Hibbett y Thorn, 1994). Ademas, nueve metabolitos activos de Pleurotus contra
nematodos han sido descritos: cheimonophyllon E y 5-hydroxymethyl-furancarbaldehyde en
P. ferulae; trans-2-decenedioic acid de P. ostreatus; p-anisaldehyde, p-anisyl acohol, 1-(4-
metoxifenil)-1,2-propano-diol y 2-hidroxi-(4’-metoxi)-propiofenona, acido S-coriélico y acido

linoleico de P. pulmonarius.

De manera complementaria, existe evidencia de que las proteinas y derivados proteicos
de los hongos comestibles, estan implicadas con funciones dentro del sistema de defensa del
hongo contra depredadores y parasitos (insectos, amebas, nematodos, etc.); lo que podria
sugerir el estudio de sus propiedades bioldgicas contra nematodos paréasitos (Saboti¢ y Kos,
2012; Kinzler, 2015).
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2.5 Proteinas fangicas contra nematodos

Las proteinas de hongos superiores parecen tener funciones esenciales en los procesos de
defensa contra patdgenos y antagonistas como bacterias, insectos, parasitos y amebas (Wang
et al., 2002; Bleuler-Martinez et al., 2011; Saboti¢ et al., 2016). De hecho, algunas toxinas
identificadas tanto en hongos ‘“venenosos” como comestibles, son compuestos de origen
proteico, de los cuales se han identificado algunos como: ostreolisina, amatoxina, coprina,

falotoxina y &cido acromélico A (Goransson et al., 2012; Jo et al., 2014).

Las proteinas de hongos, son el segundo componente molecular disponible después de
los polisacaridos (Parihar et al., 2016); y el bajo indice graso, asi como la ausencia de
colesterol hace a los hongos excelentes fuentes de proteina (Xu et al., 2011). Los cuerpos
fructiferos de hongos dicarioticos (ascomicetos y basidiomicetos) a menudo son ricos en
proteinas entomotdxicas y nematotoxicas; entre las cuales se mencionan a lectinas e
inhibidores de proteasas principalmente (Saboti¢ et al., 2016). Estas proteinas se relacionan
con funciones dentro del sistema de defensa innato del hongo contra depredadores y parasitos
(Saboti¢ y Kos, 2012; Kunzler, 2015) y/o cumpliendo funciones en el desarrollo de los
cuerpos fructiferos (Luan et al., 2010), entre otros. Lectinas fungicas e inhibidores de
proteasas han sido notificadas por su potencial aplicacién en medicina (Dunaevsky et al.;
Kobayashi y Kawagishi, 2014; Hassan et al., 2015).

Actualmente, las lectinas fungicas se han implicado en la resistencia de hongos a
parasitos; debido a su actividad letal contra nematodos (como Caenorhabditis elegans y H.
contortus), insectos (como Aedes aegypti) y amebas (como Acanthamoeba castellanii)
(Bleuler-Martinez et al., 2011; Stutz et al., 2015). Asi como otras actividades entomotoxicas y
nematotoxicas (Saboti¢ et al., 2016). Por ejemplo, las lectinas fangicas AAL de Aleuria
aurantia, CCL2 y CGL2 de Coprinopsis cinerea han demostrado actividad bioldgica in vitro
contra el nematodo parésito de ovinos, H. contortus (Heim et al., 2015); uno de los principales
parasitos de interés pecuario (Vazquez et al., 2004; Waller y Chandrawathani, 2005; Rinaldi et
al., 2015; Emery et al., 2016; Besier et al., 2016b).
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La lectina POL del hongo P. ostreatus ha sido estudiada (Kogure, 1975) e identificada
(Conrad y Rudiger, 1994). Se ha descrito actividad supresora de ingesta de alimentos en
ratones (Kawagishi et al., 2010), potente actividad antitumoral (Wang et al., 2000), y potencial
como adyuvante (Gao et al., 2013). Sin embargo, no se ha descrito un efecto contra
nematodos. Por el contrario, se han identificado metabolitos (toxinas) con actividad
nematicida: como la ostreatina/acido trans-2-decenodioico (Barron y Thorn, 1987; Kwok, et
al., 1992), peroxido de acido linoleico (Satou et al., 2008) y proteasas extracelulares (serin
proteasas), demostrando potencial como posible hongo depredador de nematodos parasitos de

importancia agropecuaria (Genier et al., 2015).

2.5.1 Proteinas de Pleurotus ostreatus con actividad biol6gica contra nematodos

El interés que P. ostreatus ha originado en el campo de la medicina, se basa en la gran
cantidad de compuestos bioldgicamente activos notificados (Sun y Liu, 2008; Vamanu 2012;
Chowdhury et al., 2015), incluyendo proteinas como la lacasa antiviral (El-Fakharany et al.,
2010), lectina POL antitumoral, inhibidora de ingesta alimentaria y adyuvante (Wang et al.,
2000; Kawagishi et al., 2010; Gao et al., 2013). Ademas, P. ostreatus como hongo nematéfago
ha generado interés en el control bioldgico de plagas agricolas. En este sentido, Okorie y
colaboradores (2011) evaluaron su potencial contra el nematodo fitopatogeno Meloidogine
incognita a nivel de invernadero; y a pesar de que se obtuvieron resultados alentadores con P.
ostreatus en cultivos de soya (sobre todo en el cultivar TGX 1440-1E), ain no se han

realizado mayores estudios en el area agricola.

Por su parte, Jasso-Diaz y colaboradores (2014) estudiaron la actividad biol6gica de
extractos miceliales de P. ostreatus ECS0152 y P. eryngii ECS1292 contra huevos del
nematodo parasito de ovinos H. contortus. Entre los resultados del grupo se mencionan cinco
bandas proteinicas en el extracto de P. eryngii con pesos moleculares entre 13 y 150 kDa. La
actividad ovicida fue de 97.18 y 97.04% para las concentraciones de proteinas totales de 0.65

y 1.3 mg/mL respectivamente.
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En el caso de P. ostreatus se obtuvieron tres bandas de entre 20 y 50 kDa. Se obtuvo
una actividad ovicida de 62.34% y se consideraron las proteinas miceliales como posibles
candidatos como agentes de control contra la hemoncosis ovina. Genier y colaboradores
(2015) fueron los primeros en estudiar la actividad proteolitica de P. ostreatus contra
nematodos de vida libre P. redivivus. En sus experimentos también determinaron la capacidad
“predadora” del micelio en placas de agua-agar. Los resultados obtenidos fueron acordes con
lo reportado por Thorn y Barron (1984). De hecho, mediante microfotografias fue posible
observar los toxocistos caracteristicos del micelio crecido en condiciones de estrés nutritivo.
En lo referente a la actividad proteolitica, se obtuvo un perfil enzimatico que demostré la
presencia de mas de una serin-proteasa. Cabe mencionar que la hipétesis de las serin proteasas
en el sobrenadante, se confirmo a través de un zimograma que presentd halos de digestion en
un gel de caseina-SDS-PAGE en condiciones 6ptimas de actividad proteolitica. El inhibidor
de proteasas fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF por sus siglas en inglés) inhibido la

actividad proteolitica, confirmando su hipotesis planteada.

En el mismo afio, Reyes y colaboradores realizaron la extraccion de proteinas solubles
a partir de micelio de P. ostreatus crecido sobre medio sélido harina de trigo integral (HIT), el
extracto crudo obtenido fue enriquecido con inhibidor de proteasas PMSF a una concentracién
de 1 mM. La actividad bioldgica de inhibicion de huevos, fue comparada con un extracto
crudo micelial del hongo nemat6fago Arthrobotrys oligospora en similares condiciones, con la
Gnica diferencia del medio utilizado (PDA). El bioensayo realizado contra huevos del
nematodo parasito H. contortus, confirm¢d la actividad bioldgica de los extractos de P.
ostreatus, obteniendo 94.68 y 83.85% de inhibicién a las 24 y 48 h, respectivamente. La
cuantificacion de proteinas totales del extracto fue de 371 pg/mL para el tratamiento con
mayor concentracion. En el caso del extracto crudo de A. oligospora, los datos del mayor
tratamiento mostraron porcentajes cercanos al 20%; sin embargo, la concentracion de
proteinas totales cuantificadas fue un poco menor a la mitad que el tratamiento mayor de P.

ostreatus.
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Como parte de sus conclusiones, Reyes y colaboradores mencionaron que pese a que
A. oligospora hubo presentado los menores porcentajes de inhibicion en comparacion con P.
ostreatus, las larvas L1 eclosionadas parecian haber sido afectadas en su motilidad,
posiblemente, debido al tratamiento al que fueron expuestas. Este hecho, abre la posibilidad
para el estudio de proteinas derivadas de micelio de hongos Pleurotus contra nematodos
parasitos.
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3. Justificacion

Los informes de RA son globales y se extienden a la mayoria de los AH disponibles en el
mercado. La aparicion de RA en un rebafio, genera dificultades para el tratamiento efectivo de
la enfermedad; comprometiendo la salud, bienestar animal y rentabilidad del negocio.
Ademas, a escala global, sita un panorama de peligro para el ecosistema y la salud publica.
Por tal motivo, es importante establecer medidas preventivas que disminuyan el riesgo de
parasitosis en el ganado, asi como garantizar tratamientos AH efectivos que puedan aplicarse
como terapia animal, incluso, dentro de sistemas de crianza organica. El control biologico y el
uso de compuestos bioactivos contra parasitos, parecen ser alternativas viables. En este
sentido, los hongos basidiomicetos representan uno de los grandes recursos de la naturaleza
con cerca de 64 compuestos bioactivos contra nematodos; de los cuales, sélo uno ha sido
evaluado contra un NGI de ratones. H. contortus, un NGI clave para el descubrimiento de los
productos AH maés actuales, ha mostrado susceptibilidad a extractos crudos de especies
Pleurotus; sin embargo, no se han logrado identificar los compuestos bioactivos responsables
y se desconoce si la actividad biologica se mantiene contra estadios larvales. El presente
proyecto estd encaminado hacia el descubrimiento del potencial bioldgico de proteinas de

hongos comestibles (Pleurotus sp.) contra nematodos paréasitos.
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4. Hipbtesis

El extracto crudo de Pleurotus sp. posee un efecto antagonico contra estadios larvales de
Haemonchus contortus, y las proteinas participan en su actividad.
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5. Objetivo general

Evaluar la actividad in vitro de extractos crudos de Pleurotus sp., y la participacion de sus

proteinas, contra huevos y larvas del nematodo parasito H. contortus.

5.1 Especificos

1. Determinar el potencial ovicida de cinco cepas de hongos comestibles del género
Pleurotus (P. cornucopiae ECS-1329, P. djamor ECS-0123, P. eryngii ECS-1292,
P. ostreatus ECS-1123 y P. pulmonarius ECS-0190) contra H. contortus.

2. Evaluar el potencial larvicida del extracto crudo seleccionado contra L3y L4 de H.

contortus.

3. Demostrar la participacion de las proteinas fungicas en la actividad biologica del

extracto crudo.
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6. Metodologia

El presente trabajo de investigacion se realizd en las instalaciones del Cetro de Investigacion
Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria del INIFAP (CENID-SAI/INIFAP). La metodologia
experimental fue dividida en cinco etapas: (1) produccion y preparacion de germoplasma, (2)
extraccién de proteina, (3) bioensayos, (4) inactivacion de proteinas, y (5) pruebas de

actividades proteicas seleccionadas.

6.1 Produccion y preparacion de germoplasma
6.1.1 Produccion del micelio de Pleurotus sp.

Las cepas de los hongos comestibles P. cornucopiae ECS-1329, P. djamor ECS-0123, P.
eryngii ECS-1292, P. ostreatus ECS-1123 y P. pulmonarius ECS-0190, se recibieron en fase
micelial provenientes del cepario micoldgico de “El Colegio de la Frontera Sur” (ECOSUR),
unidad Tapachula. EI material fungico se sembr6 inmediatamente dentro de placas de Petri
descartables (90 x 110 mm) y tubos de ensaye de vidrio (20 x 150 mm); ambos conteniendo
medio agar papa y dextrosa (PDA) estéril 21 mL y 10 mL respectivamente. Se incubaron
durante 7 d a 27°C en oscuridad y los tubos se mantuvieron en refrigeracion a 4°C, con
resiembras mensuales en medio PDA fresco. Los cultivos en placas de Petri fueron utilizados
para mantenimiento de la cepa por el método de papel filtro en agua destilada y reservados a
4°C.

La preparacion de pre-indculos o cultivos semilla se realizd tomando un trozo de
cultivo micelial en tubo y colocandolo en el centro de una placa con medio PDA (ver figura
6). El crecimiento del micelio se desarrolld6 7 d en oscuridad a 27°C. De los mencionados
cultivos semilla se cortaron fragmentos de 0.5 cm de didmetro, obtenidos de la periferia del
crecimiento micelial y dichos fragmentos se colocaron en el centro de una placa con medio
agar de trigo integral (HIT: 36 g de harina de trigo integral, 18 g sacarosa, 32 g agar
bacterioldgico). Este medio fue seleccionado para la produccion de micelio.
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Figura 6. Cultivo madre en PDA. Se indican
con una flecha los fragmentos recortados (0.5
cm?) para la obtencién de pre-inculos en PDA.

6.1.2 Cosecha de micelio de Pleurotus sp.

El micelio se recuper6 mediante raspado en placa utilizando espétulas plasticas estériles. Se
colecto dentro de tubos conicos estériles de 50 mL de capacidad y se tomo el registro del peso
humedo en balanza analitica (esto se realiz6 para cada uno de los hongos). A manera de
control negativo, se rasparon placas con medio HIT que contenian un fragmento de agar PDA
sin micelio y sufrieron el mismo proceso de incubacion. Los tubos con micelio se congelaron a
-80°C durante 48 h.

6.1.3 Huevos de Haemonchus contortus

Se infectd de manera experimental un cordero (Ovis aries) de la raza Pelibuey de cuatro meses
de edad, administrando 350 L3 de H. contortus sin vaina / Kg de peso vivo, via oral; y
mantenido bajo condiciones controladas de alojamiento y alimentacion (ad libitum). Después
de un periodo pre-patente de 21 dias, las heces frescas fueron colectadas directamente del
recto del cordero donador para confirmar la infeccion mediante el recuento de los huevos por
gramo de heces (HPG) como lo describe Liébano y colaboradores (2011). Una muestra de
heces se colectd de manera aseptica y, con referencia en el HPG obtenido, se utilizd para
obtener huevos en fase de mérula.
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Las heces se mezclaron con agua potable hasta tener una mezcla homogénea y fue
filtrada sobre tamices granulométricos; los cuales se ensamblaron apilados formando una torre
con aperturas descendentes: #100, #200 y #400, en estricto orden. El sedimento conteniendo
huevos viables, se recuperaron en el tamiz #400, y se realiz6 un proceso de limpieza mediante
gradientes con sacarosa acuosa al 40% centrifugando a 3500 rpm durante 5 minutos. El anillo
se recuperd y se lavo en cuatro ocasiones utilizando un volumen de 10 mL de agua destilada
estéril y centrifugando por 1 min entre cada enjuague (Liébano et al., 2011). Se elimino el
sedimento contaminante y los huevos (lo mas limpios posible) se suspendieron en
amortiguador salino de fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés) 10mM pH 7.4. La
concentracion de huevos se determind por la técnica de gota, utilizando diez alicuotas de 5 pL
cada una sobre un portaobjetos y cuantificando con apoyo de un microscopio optico a traves
de un objetivo de 10X (Diaz, 2015). Una vez ajustada la concentracion, inmediatamente se
utilizaron los huevos para las pruebas biologicas.

Figura 7. Proceso de obtencion
y limpieza de huevos. La
imagen  superior izquierda
muestra el tamizado de las heces
frescas de un ovino infectado.
Posteriormente, mediante un
gradiente en sacarosa 40% se
obtienen los anillos con huevos,
gue son enjuagados con agua
destilada.
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6.1.4 Larvas infectantes de H. contortus.
El cordero donador se introdujo a una jaula metabdlica con la finalidad de colectar las heces
en un lapso de 18-24 horas. Las heces se homogeneizaron con agua potable hasta una
consistencia semiliquida y se mezcl6 en una proporcién 1:3 con gragea de hule espuma para
permitir aireacion y retener humedad en el coprocultivo. La mezcla se realizd dentro de una
palangana plastica, posteriormente se cubrié con una tapa ventilada y fue incubada durante
siete dias a temperatura ambiente, removiendo el material diariamente. Las larvas L3 fueron
recuperadas por filtrar el coprocultivo a través de tela gasa sobre embudos de Baermann
durante 12 horas. El sedimento de L3 recuperadas se coloco a 4°C durante dos horas; para
posteriormente realizar un segundo filtrado a través de papel para limpieza de lentes Opticos 6
x 8” (Marca Carolina, USA), colocados sobre embudos de Baermann. El segundo sedimento
de L3 se colocd una vez mas a 4°C durante dos horas y se descartd el sobrenadante. Se
cuantificaron las larvas por la técnica de la gota descrita anteriormente y se colocaron 100, 000
L3 dentro de una caja de cultivo celular de 250 mL con un volumen de agua de 45 mL. De
ésta manera se mantuvieron las suspensiones larvarias a 4°C hasta su requerimiento referencia.
Las L3 a utilizar fueron procesadas mediante gradientes con sacarosa 40% fria a 3500 rpm
durante 5 minutos para su limpieza. El anillo de L3 se recuperd con pipeta Pasteur de 1 mL 'y
se vertio en un tubo limpio. Se realizaron cuatro enjuagues con agua destilada estéril,

centrifugando a las condiciones descritas en el apartado 7.1.2.
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Figura 8. Obtencién de larvas L3 limpias. Se
muestra un anillo de L3 formado por gradiente
en sacarosa 40%.

6.1.5 Desenvaine de larvas infectantes

La suspension de L3 acuosa descrita en el apartado 7.1.3 se sedimentd por centrifugacion a
3500 rpm durante 1 minuto y se elimind sobrenadante. El precipitado de L3 se resuspendio a
10 mL con soluciéon acuosa de hipoclorito de sodio 0.186%, v/v. La suspension con
hipoclorito de sodio se dejo reposar por 10 minutos a temperatura ambiente, inmediatamente
después se realizaron cuatro lavados con agua destilada estéril. ElI sedimento de L3
desenvainadas se llevo a un volumen adecuado de PBS 10 mM pH 7.4 y se cuantificd por la

técnica de gota para ajustar su concentracion (se describe en el apartado 7.1.2) (Liébano,

2004).
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Figura 9. Vaina de una L3. Vaina de una L3
expuesta a hipoclorito de sodio 0.186% durante
10 min.

6.1.6 Cultivo para obtencion de larvas histiotropicas (L4)

Para obtener larvas histiotrépicas de H. contortus, es necesario cultivar L3 desenvainadas y
mantenerlas en condiciones especificas para su correcta evolucion. Se utiliz6 una suspension
de 50,000 L3, las cuales fueron sedimentadas por centrifugacion a 3500 rpm 1 min. Las L3
sedimentadas se resuspendieron en un volumen determinado de PBS 10 mM pH 7.4
enriquecido con anfotericina B y antibiotico-antimicético (100 pL c/u). Las L3 fueron
incubadas en la solucion de desinfeccion durante 2.5 h a 37°C y 50 rpm. Posteriormente, las
larvas se sedimentaron y el sobrenadante fue descartado (Liébano, 2004). De manera alterna
se preparé la solucién de cultivo enriquecida con eritrocitos de borrego lavados con solucién
VyM (49.2 mL de solucion HANKS con rojo fenol, sin bicarbonato de sodio; 0.246 mL de
antibidtico-antimicético; 0.492 mL de anfotericina B y 8 x 10 mL de eritrocitos lavados). Los
cultivos se realizaron en frascos Roux de 250 mL de capacidad a 40 mL de volumen de
trabajo. Los cultivos se incubaron durante 21 dias a 37°C, 5% CO; con recambio de medio
cada tercer dia. Las L4 fueron inspeccionadas en microcopio Optico con objetivo 10X, se

determind una L4 cuando la larva mostraba un desarrollo intestinal y se mantenian viables.
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6.2 Extraccion de proteina

A partir de micelio cultivado en HIT durante 7 dias a 27°C, se obtuvieron los extractos
miceliales de cada una de las cuatro cepas de Pleurotus, siguiendo la metodologia descrita por

Reyes y colaboradores (2015).
6.2.1 Preparacion y esterilizacién de extracto crudo

6 g de micelio fueron homogeneizados en mortero y pistilo de porcelana estéril con 20 mL de
PBS 10 mM pH 7.4 enriquecido con Triton X-100 0.1% y PMSF 1mM. Cada uno de los
cuatro extractos se depositaron en vasos de precipitados plasticos (estériles) y se mantuvieron
en agitacion constante a 4°C durante 24 horas, cubiertos con aluminio. Los extractos se
sometieron a centrifugacion (Sorvall ST8R, ThermoFisher Scientific: Alemania) a 4500 rpm
durante 30 min a 4 °C y el sobrenadante fue esterilizado por presién positiva a través de filtros
de jeringa estériles SFCA de 0.22 um (CORNING: EUA). Todo el trabajo descrito con el

extracto crudo fue realizado en frio.
6.2.2 Cuantificacion de proteinas solubles

La cuantificacidn de proteinas solubles se realizo por el método de Bradford (1976). El ensayo
fue desarrollado sobre microplacas de 96 pozos de fondo plano (E.I.A./R.I.A., Costar: EUA).
Se utiliz6 el colorante 5x para cuantificacion de proteinas BIO-RAD (BIO-RAD, 70667A:
EUA). El colorante Bradford concentrado se mantuvo en refrigeracion a 4 °C hasta su uso.
Previo a disponer del mismo, se temperizd por dos horas, posteriormente se diluyé tomando 4
mL del colorante BRADFORD concentrado y mezclandolo con 16 mL de agua Milli-Q. Esta
mezcla se filtr6 a través de papel Whatman #1, y se utilizd recién preparada para la

cuantificacion de proteinas.

Una solucion estandar con Albumina Bovina de Suero (BSA), fue preparada pesando
10 mg de BSA (Sigma, A-4503: EUA) y aforando a 10 mL con PBS 10 mM pH 7.4, para una
concentracion de trabajo de 1 mg/mL. La solucién de BSA fue utilizada para obtener la curva
patron de concentracion proteica, agregando en cada caso: 0, 10, 20, 40, 80, 160 uL de BSA 1
mg/mL en 200, 190, 180, 160, 120 y 40 uL de PBS 10 mM pH 7.4, respectivamente para

obtener un volumen final de 200 pL.

34



Las concentraciones de BSA obtenidas de ésta forma, fueron: 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8
mg/mL, en total seis concentraciones. 10 pL de cada una de éstas seis concentraciones se
depositaron en cada pozo de una microplaca nueva. Cada concentracion de la curva patron se
realizd por triplicado. Por otro lado, las muestras de extracto crudo fueron diluidas de manera
seriada hasta 10, y fueron depositados 10 uL de cada una de las muestras, también por
triplicado. Posteriormente, se anadieron 200 pL de colorante de Bradford 1X a cada uno de los
pozos elegidos para la curva patron y la determinacion de la muestra de extracto crudo,
resuspendiendo con puntas de micropipeta nuevas para cada pozo y se dejo reposar a
temperatura ambiente durante 30 min previo a la lectura. La lectura se realizd en un lector de
microplacas (iMark, BIO-RAD: Japon) con un filtro a 595 nm. Los valores fueron registrados
y utilizados para crear una grafica de dispersion, en la cual se obtuvo la ecuacion de regresion
lineal y el coeficiente de determinacion (r?). Se despejé el valor de la concentracion
desconocida de la muestra de extracto crudo y sus diluciones que tuvieron absorbancias dentro
de los limites de confianza de la curva patrén (r* > 0.97). De ésta forma, se determiné la
concentracion de proteinas totales, obteniendo el valor de concentracion y multiplicando por el

inverso de la dilucién que se haya elegido.
6.2.3 SDS-PAGE 5-12%

Para el analisis cualitativo del perfil proteico se utilizd un sistema de electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones reductoras (SDS-PAGE) con una fase concentradora y una fase
separadora 5-12%, respectivamente. Una solucion acuosa de persulfato de amonio (PSA) 10%,
fue preparada pesando 0.1 g de PSA (BIO-RAD, 161-0700: EUA) y llevando a 1 mL con agua
milliQ. El gel separador se formulé como se muestra en la tabla. La mezcla se vertio dentro de
un juego de vidrios con separacion de 0.75 mm hasta 3 cm del borde superior. Inmediatamente
se agregd 1 mL de isopropanol y se permitié polimerizar a temperatura ambiente. Posterior a
dos enjuagues con agua milliQ, se preparo el gel de la fase de concentracion como se muestra
en la tabla. Se verti6 la mezcla dentro de los vidrios hasta el borde y se colocé un peine de 15

pozos. Se permitid polimerizar a temperatura ambiente.
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Tabla 3. Preparacion de geles de poliacrilamida en gradiente

Reactivos Gel separador (V¢=10 mL) Gel concentrador (V=3 mL)

H,O milliQ 3.3 2.1

mix de acrilamida-bis 4 05

acrilamida 30% '
Tris1.5MpH 8.8 2.5 -

Tris1 M pH 6.8 - 0.38

SDS 10% 0.1 0.03

PSA 10% 0.1 0.03

TEMED 0.004 0.003

Las muestras se colocaron previa desnaturalizacion con buffer de Laemli y bafio maria
a 80°C por 10 min. Se cargaron 16 pL de las muestras desnaturalizadas y controles en los
pozos; asi como 4 pL de marcador molecular de amplio espectro, por corrida. Se utilizdé una
solucion tampon Tris/glicina (Tris/glicina/SDS 10X BIO-RAD, 161-0772: EUA) diluida a 1X
con agua milliQ. Las condiciones de corrida fueron a 45V, 13 mA durante 40 min y se separé
a 90V, 11-20 mA por 3 h. Durante la corrida electroforética, la camara de corrida se mantuvo

en bario de hielo para evitar sobrecalentamiento.
6.2.3.1 Tincién con azul de Coomassie

Los geles electroforéticos fueron obtenidos y enjuagados por hasta cuatro ocasiones en un
volumen suficiente de agua destilada. Se utilizé un agitador y se mantuvieron en agitacion
oscilante a 20 rpm durante 5 min por cada enjuague. Posteriormente, se afiadieron 40 mL de
solucion de tincion Coomassie (Solucidn azul brillante Coomassie R-250, BIO-RAD: EUA) y
se incub6 a temperatura ambiente durante 50 min en agitacion oscilante a 15 rpm. Se
realizaron tres enjuagues con agua destilada, en las condiciones mencionadas anteriormente,
con el fin de eliminar residuos del colorante. Se realizo la eliminacion del colorante unido al
gel de manera no especifica con una solucion destefiidora | durante 20 min a 30 rpm.
Posteriormente, el gel se cambi6 a una solucién de destincion Il y se incub6 durante toda la

noche a 15 rpm. Se capturaron imagenes en fotodocumentador.
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6.3 Bioensayos

Los extractos crudos de micelio de las cuatro especies Pleurotus fueron evaluadas in vitro
utilizando huevos, L3 y L4 de H. contortus, como indicadores biologicos del potencial
nematicida. La asignacion de los tratamientos fue aleatorizada, bajo un modelo completamente
al azar; donde las variables de respuesta consideradas fueron los porcentajes de inhibicion de
la eclosion de huevos (%IEH) o inmovilidad larvaria (%PL). La concentracibn maxima
utilizada se limité a la concentracion proteica alcanzada en los extractos integros de cada uno
de los extractos crudos, y sus diluciones en serie fueron utilizadas para la determinacion de los
limites de actividad letal de cada extracto. Posteriormente, se realiz6 un anélisis Probit para
determinar la concentracién de inhibicion promedio (Clsy) de cada uno de los extractos
evaluados. Los extractos se consideraron letales cuando los porcentajes de actividad, fueron

superiores al 85%.
6.3.1 Disefio experimental

Los tratamientos fueron asignados de manera aleatoria, utilizando un sistema manual por
tombolas, en las cuales se introdujeron papeles marcados con cada uno de los tratamientos y
las coordenadas de cada uno de los pozos de la placa de trabajo. Esto se realiz6 hasta concluir

con el nimero de tratamientos asignados a cada experimento.

El estudio de actividad se basé en un modelo completamente al azar (Yij = p + 1; + &),
donde los tratamientos de los cuatro extractos crudos de P. cornucopiae ECS, P. djamor
ECS0123, P. eryngii 1292 y P. ostreatus ECS1123 (EPc, EPd, EPe y EPo, respectivamente);
asi como sus controles, se colocaron aleatoriamente en pozos de microplacas de 96 pozos con
fondo de U, estériles (Nunc® MicroWell™, ThermoScientific: Dinamarca). Las unidades
experimentales consistieron de 100 huevos o larvas de H. contortus en un volumen final de
100 pl con tratamiento. La incubacion se realizd a 28 °C durante 24, 48 y 72 h para larvas y 48
a 72 h para huevo. La lectura y cuantificacion de los datos crudos se realiz6 por la inspeccion
bajo un microscopio 6ptico con un objetivo 10X.
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6.3.2 Inhibicién de la eclosion

Los extractos se disolvieron en PBS 10 mM pH 7.4 al doble de la concentracion requerida, y
se dispusieron en 80 uL en cada unidad experimental designada previamente. De manera
alterna, a partir de un volumen suficiente de suspension de huevos de H. contortus en PBS 10
mM pH 7.4 estéril (5000 huevos/mL), enriquecida con anfotericina B (5 ug/mL de suspensién)
y continuamente homogeneizada, se colocaron 20 pL en cada unidad experimental. El
bioensayo se realizd sobre microplacas de titulacion de 96 pozos, estéril y de fondo redondo
(Nunc® MicroWell™ 96 well, P5366: SIGMA-ALDRICH). De ésta manera, los tratamientos
aplicados (seis repeticiones) fueron diluidos 4:1 con la suspension de huevos y la
concentracion obtenida fue la reportada. La placa se sell6 con una tapa adhesiva no estéril
(SealPlate® film, Z369659: SIGMA-ALDRICH) y fue incubada a 28 °C durante 48 y 72 h,
hasta su lectura mediante microscopio de campo de luz a 10X. Se obtuvo el porcentaje de
inhibicién de la eclosion para cada tratamiento, determinado por el cociente de la cantidad de
huevos y la cantidad de L1 cuantificadas en cada tratamiento.

6.3.3 Actividad letal contra larvas

Se realiz6 una corrida independiente para cada uno de los tratamientos a evaluar, asi como
para cada tiempo de lectura, montados sobre microplacas de titulacién de 96 pozos estériles
con fondo redondo (Nunc® MicroWell™ 96 well, P5366: SIGMA-ALDRICH). Se partié de
un volumen suficiente de una suspension de larvas en PBS 10 mM pH 7.4 estéril a
concentracion de 5000 L3 sin vaina/mL. La suspension fue enriquecida con 5 pg de
anfotericina B por mililitro de volumen. Se colocaron los tratamientos al doble de la
concentracion requerida, disueltos en PBS 10 mM pH 7.4, previa asignacion, en cada una de
las unidades experimentales. En seguida, 100 larvas fueron colocadas en cada uno de los
pozos en un volumen de 20 pl. Con ello, se obtuvo un volumen final de 100 ul por pozo. Cada

uno de los tratamientos conto con cinco repeticiones.
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Las placas se sellaron con tapas adhesivas no estériles (SealPlate® film, Z369659:
SIGMA-ALDRICH) y se incubaron a 28 °C durante 24, 48 y 72 horas. Para su lectura y
cuantificacion se utiliz6 un microscopio de campo de luz a 10X. Los porcentajes de
inmovilidad se obtuvieron por el cociente entre larvas moviles y larvas inmoviles en cada uno

de los tratamientos
6.3.4 Analisis de datos experimentales

Los datos crudos fueron corregidos en cada una de las corridas experimentales, mediante la
férmula de Schneider-Orelli (Plntener, 1981):
[%.0rreg = {(Firar — K oome) + (100 — X, )} = 100] A partir de los promedios crudos, se

obtuvieron las proporciones [F"“ =0p + 100] que fueron transformadas a su Arco seno-raiz

[F= rx’rcoseno(w’F‘)], con el propdsito de cumplir con los supuestos de normalidad

(Shapiro-Wilk, o = 0.05) y homogeneidad de varianzas (Levene, a. = 0.05) (Giesbrecht y
Gumpertz, 2004). Los datos transformados fueron utilizados para un analisis de varianzas
(ANAVA, a = 0.05) en paquete estadistico STATISTICA 7 (©StatSoft Inc., 1984-2004). Los
tratamientos con significancia estadistica se compararon por su diferencia honesta significativa
(prueba de Tukey, o = 0.05) y se declar6 una mayor o menor actividad letal, cuando los

valores resultaron significantes estadisticamente (P < 0.05).

6.4 Inactivacion de proteinas

Los extractos crudos de micelio de las cuatro cepas de Pleurotus, fueron contrastados a través
de pruebas bioldgicas contra extractos sometidos a inactivacion de proteinas. En el presente
trabajo se evaluaron tres tipos de inactivacion: 1. Por calor, 2. Por uso de enzimas (tripsina) y
3. Por el uso de inhibidores (PMSF).
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6.4.1 Inactivacion por calor

Los extractos proteicos miceliales se sometieron a un proceso de inactivacién por calor
mediante un bafio maria a 100 °C durante 60 minutos. Posteriormente, los extractos
inactivados se resuspendieron por agitacion y fueron utilizados para su evaluacion mediante

bioensayos in vitro.
6.4.2 Inactivacion por el uso de enzimas (tripsina)

Los extractos crudos de micelio fueron digeridos con 0.1 mg/mL de tripsina. Posterior al
tiempo de incubacion, los extractos inactivados fueron evaluados mediante bioensayos y la

CLso fue determinada por Probit.
6.4.3 Inactivacion por el uso de inhibidores (PMSF)

Los extractos crudos de micelio se enriquecieron con 1 mM de fenil metil sulfonilo (PMSF,
por sus siglas en inglés) y la actividad letal residual fue evaluada de la misma forma que los

extractos mencionados anteriormente.
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7. Resultados

Todos los extractos crudos evaluados, tuvieron actividad inhibitoria contra huevos de H.
contortus (figura 10). Los extractos con mayor actividad fueron obtenidos de P. ostreatus, y P.
pulmonarius con 97.6 y 79.2 % de IEH, respectivamente. El extracto de menor actividad se
prepard con micelio de P. eryngii (45.1%), seguido de P. cornucopiae (53.1%) y P. djamor
(76.5%). De acuerdo a la prueba de Shapiro-Wilk, los datos transformados fueron no normales
(P<0.05); excepto para los datos del extracto de P. pulmonarius (P>0.05). Debido a ello, los
datos obtenidos por los extractos de P. cornucopiae, P. djamor, P. eryngii y P. ostreatus
fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis (no paramétrica), sélo en el caso del
extracto de P. pulmonarius se utiliz6 un ANOVA de una via, complementado con un analisis
PROBIT, el cual determind una concentracion inhibitoria media (Clsp) de 120 pg/mL. El
experimento realizado para evaluar la inhibicion en la eclosion de huevos de H. contortus por
los distintos extractos, permitié observar huevos inhibidos con larva embrionaria en su
interior, encontrando también, sobre todo en el extracto crudo de P. pulmonarius, larvas L1
con una morfologia atipica (figura 10f).
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Figura 10. Estudio de la actividad inhibitoria de extracto crudo de hongos Pleurotus spp. Se
muestran porcentajes de IEH obtenidos por extractos de: A) P. cornucopiae (EPC), B) P. djamor
(EPD), C) P. eryngii (EPE), D) P. ostreatus (EPO) y E) P. pulmonarius (EPP) a las 72h de
exposicion. Los datos A-D se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis (a=0.05), E se
analiz6 mediante ANOVA de una via («=0.05). Los asteriscos muestran diferencias entre los
tratamientos (P<0.05), ns= con diferencias no significantes (P>0.05). La figura F muestra un huevo
larvado viable (capturado a las 14h de iniciado el experimento) y una L1 viva encontradas en el
control con PBS 10 mM (columna izquierda), en distintos tratamientos se observaron huevos
larvados no viables y L1 muertas como lo muestra la imagen en la columna derecha.

Figura 11. Perfil proteinico de los extractos crudos de Pleurotus sp. Se presenta un gel de
poliacrilamida bifasico 5-12%, corrido en condiciones desnaturalizantes con SDS vy tefiido con
Coomassie brillante R-250. En cada carril corrié un extracto crudo, revelando entre sus componentes
la presencia de proteinas. Las bandas se marcaron con pequefias flechas, 3 para EPC, 15 para EPD, 6
para EPE, 15 para EPO y 15 para EPP.
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El experimento para la evaluacion de la actividad inhibitoria con EPC, EPD, EPE, EPO
y EPP contra huevos de H. contortus, se realizd una segunda ocasion con cada uno de los
extractos que se mantuvieron durante 30 d en refrigeracion a 4°C. Los datos obtenidos
indicaron una pérdida de la actividad de IEH en general, excepto para EPO (98.7% en extracto
integro y 52.2% en dilucién 1/2), EPP (74.9% en extracto integro) y EPC (23.2% en extracto
integro) (datos no presentados). En el experimento mencionado, se logré identificar un posible
efecto larvicida para el tratamiento con EPP. Debido a ello, se realizd un tercer experimento
en el cual se utilizé una alicuota de EPP congelada durante 3 meses, y se evalu6 contra huevos
de H. contortus. Los resultados reflejaron una actividad maxima de 47.8 + 17.9% de IEH a

una concentracion de 300 pg/mL (figura 12).
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Figura 12. Estudio de la actividad inhibitoria del EPP mantenido en congelacién. La figura A
muestra una actividad maxima de 47.8 + 17.9% de IEH (P<0.05). En las imagenes de B se presentan
dos columnas, mostrando las diferencias morfologicas entre los especimenes del control y los
tratados con EPP. Los huevos cuantificados a pesar de estar larvados, presentaban una morfologia
atipica, de la misma manera se descubri6 que la actividad contra las L1 se mantuvo a partir de 75
pg/mL.

Con base en los resultados anteriores, se seleccion6 la cepa P. pulmonarius para una
nueva extraccion y evaluacion contra huevos del nematodo parasito. ElI experimento
planteado, exhibié una actividad cercana al 100% para todos los tratamientos evaluados;

siendo de 260 pg/mL la concentracion méas baja evaluada del extracto (tabla 4). De manera
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complementaria, el efecto contra L1 fue nuevamente observado. Por lo tanto, se decidio

evaluar el extracto crudo de P. pulmonarius contra estadios larvales del parasito, utilizando

larvas infectantes L3y larvas histiotropicas L4, como indicadores de dicha actividad.

Tabla 4. Inhibicion de la eclosion de huevos del nematodo Haemonchus contortus por el extracto

crudo del hongo P. pulmonarius cepa ECS-0190.

Tratamientos Concentracién (mg/mL) % de inhibicién Tukey (P< 0.05)"
1.35 100 a
Extracto proteico 0.68 100 a
0.37 100 a
0.28 99.8+0.8 a
0.26 99.9+0.2 a
Control PBS 0 46+5.0 b

*La misma letra en la columna representa promedios iguales (P< 0.05)

Las larvas infectantes se desenvainaron y se expusieron durante 48 y 72 h al extracto

crudo de P. pulmonarius; sin embargo, los distintos tratamientos no tuvieron efecto visible en

las larvas, observandose vivas y con motilidad completa. Los porcentajes de mortalidad fueron

estadisticamente no significantes (P>0.05) (figura 14).
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Figura 13. Actividad del extracto crudo de P. pulmonarius contra larvas infectantes. La figura
A presenta los porcentajes de mortalidad obtenidos (P>0.05). En la figura B se muestra una larva L3
desenvainada sin dafio aparente. Este tipo de larvas fueron encontradas durante la cuantificacion de

las unidades experimentales.
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Para la evaluacion del EPP contra larvas histiotropicas (L4), los datos sefialaron una
actividad bioldgica del 56.9% de mortalidad a las 72h, confirmando el efecto mediante nula
respuesta de las larvas a estimulos fisicos. El extracto crudo activo contra L4, fue entonces
comparado contra alicuotas inactivadas por PMSF, calor y tripsinizacién. Los datos obtenidos
indicaron diferencias en la actividad entre tratamientos (P<0.05). El extracto crudo tuvo una
actividad del 56.9 + 3% de inmovilidad, comparable s6lo con el extracto inactivado por
PMSF con 54.9 + 4.4% (P>0.05) y significativo contra todos los demas tratamientos (P<0.05).
El extracto digerido por tripsina disminuyd su actividad hasta 35.3 + 9.9%. El extracto
inactivado por calor (16.3 £+ 3.3%), no tuvo diferencias significativas (P>0.05) con respecto al
control de PBS 14.7 + 2.6% (figura 14).
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Figura 14. Actividad antagdnica de EPP y EPP inactivado por calor, por inhibidor y por
tripsinizacion contra L4 de H. contortus. A) Se presentan los porcentajes ajustados de la actividad
letal de los tratamientos con extracto crudo en comparacion con extractos inactivados. A 900 pg/mL
se observa que los porcentajes de mortalidad de EPP y EPPp no tuvieron diferencias estadisticas
significativas entre ellos (P>0.05), pero si contra los demas tratamientos (P<0.05). B) El efecto
observado en las L4 de cada uno de los tratamientos.
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El perfil proteico de los tratamientos ensayados, también mostro leves diferencias entre
los perfiles proteicos del extracto crudo y el extracto inactivado con PMSF. Para EPP se
determinaron 23 bandas de proteinas, 17 para EPPc, 32 para EPPp y 14 para EPPt. Cada uno
de los tratamientos se corrio con el control correspondiente, siendo el mismo para EPP y
EPPc. Algunas bandas de proteinas se manifestaron en los tratamientos que fueron activos

contra las larvas, observando nula presencia en el tratamiento inactivado por calor (figura 15).

3.EPPc 5.EPPp 7.EPPt
KDa MM 1.EPP 2.EPPe ()  4.EPPp (-) 6.EPPt O]

Figura 15. Perfil proteinico de los tratamientos de EPP crudo e inactivados. Las bandas de
proteinas obtenidas por tincion con azul de Coomassie brillante R-250, fueron sefialadas con flechas.
Se contaron 23 para EPP, 17 para EPPc, 32 para EPPp, 14 para EPPt. Los controles negativos no
mostraron bandas de proteinas excepto el control con tripsina (carril 7).

Con el objetivo de confirmar la participacion de proteinas en la actividad bioldgica del
EPP contra L4, se contrastd el efecto bioldgico del mismo contra un extracto hidroalcoholico
del micelio de P. pulmonarius (EHA-PP) obtenido en las mismas condiciones de cultivo. Los
resultados mostraron una clara diferencia entre ambos tratamientos (P<0.05) de 14.9 + 2.6 del

EHA a 61.2 + 19.6% a concentracién de 1.8 mg/mL (figura 16). A las 24 h fue posible
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observar L4 presentando movimientos erraticos e involuntarios en algunas observadas en el
EPP. Ademas de este tipo de movimiento, no habia desplazamiento en el campo de lectura, a

diferencia de las L4 observadas en el tratamiento EHA-PP y el control.
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Figura 16. Comparacion de actividad bioldgica entre el extracto crudo y el extracto
hidroalcohdlico de P. pulmonarius. A) se observan los porcentajes ajustados de actividad letal
contra larvas histiotrpicas (L4) a 48h de exposicion (* = diferencia significativa, P<0.05). La figura
B describe la morfologia de las larvas cuantificadas en el tratamiento EPP a las 48h.

Para observar el perfil proteinico entre el EHA-PP y el EPP, se corrié un gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Se reveld la presencia de s6lo cinco bandas
de proteinas en el tratamiento del EPP, con pesos arriba de 35 kDa. En el caso del EHA-PP se

observo una banda de proteinas de arriba de 250 KDa (figura 17).
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2,3.4.EPP 5.6.7. EHIA-PP

Figura 17. Perfil proteinico del EPP y EHA-PP. Se presenta el gel en el que se comprueba que el
EHA-PP no contiene un gran ndmero de proteinas, encontrando sélo una banda de alto peso
molecular.
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8. Discusioén

Los extractos crudos de P. eryngii cepa ECS-1292, P. ostreatus cepa ECS-0152 y P. ostreatus
cepa ECS-1123 han sido evaluados previamente contra huevos del nematodo parasito H.
contortus (Jasso-Diaz et al., 2014; Reyes et al., 2015). Jasso y colaboradores (2014) estudiaron
el efecto del extracto crudo de P. eryngii ECS-1292 y de P. ostreatus ECS-0152 obteniendo
un maximo de actividad de 97% y 62.3% de IEH, respectivamente. Por su parte, Reyes y
colaboradores (2015) notificaron una actividad del 94.7% de IEH para el extracto de P.
ostreatus ECS-1123. En el presente trabajo, se amplia el conocimiento sobre extractos crudos
de especies Pleurotus no descritas hasta el momento, como P. cornucopiae cepa ECS-1329, P.
djamor cepa ECS-0123 y P. pulmonarius cepa ECS-0190. Los extractos crudos de P. eryngii
ECS-1292 y P. ostreatus ECS-1123 fueron tomados en cuenta para confirmar el efecto
inhibitorio reportado previamente. Sin embargo, los resultados de 45.1% de IEH contrastaron
con los reportados por el grupo de Jasso para P. eryngii ECS-1292 (97%), denotando posibles
diferencias metodoldgicas entre ambos experimentos. En el caso de P. ostreatus ECS-1123,
los porcentajes obtenidos se mantuvieron arriba del 97% IEH, siendo similares con el maximo
presentado por el grupo de Reyes (94.7%). Cabe resaltar que la concentracion utilizada en el
presente experimento fue > 3 veces superior a la evaluada por Reyes. Debido a ello, en el
presente trabajo se modifico levemente la metodologia para la obtencion de proteinas
miceliales de los hongos notificada por Reyes. Dicha modificacion, consistio en la omision del
uso de detergentes e inhibidores proteinicos en la solucién tamponada de extraccion. Esta
modificacion se realizd debido a dos razones fundamentales: 1. Para incluir el efecto de
enzimas tipo serin proteasas, mismas que son descritas como factores de virulencia
importantes en P. ostreatus (Genier et al., 2015) y 2. A que se localizé un efecto bioldgico en
huevos de H. contortus, utilizando triton X-100 al 0.1%, una concentracion >10 veces menor a
la notificada por Reyes y colaboradores (datos no presentados). A pesar de ello, se pudo
apreciar que el extracto de P. ostreatus no presentd diferencias en su actividad bioldgica

debido al uso u omision del inhibidor PMSF.

De la misma manera, fue evidente la estabilidad de los compuestos bioactivos del
extracto de P. ostreatus, manteniendo valores >97% IEH entre tratamientos frescos y aquellos

conservados a 4°C por un intervalo de 30 dias. Este tipo de estabilidad fue observada también
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para el extracto crudo de P. pulmonarius el cual se mantuvo entre 74.9-81.2% IEH en el

extracto integro.

Los huevos de H. contortus son eliminados, en fase morular o previa, junto con las
heces del rumiante infectado. Para el desarrollo embrionario del huevo, el oxigeno es
indispensable hasta la formacion de la larva en el interior del huevo y su posterior eclosion;
proceso que no dura mas de 18h en medios liquidos (Veglia, 1916). El huevo, de manera
general, contiene al embrion-larva que se encuentra rodeado por tres capas que lo protegen: 1.
La capa interna, compuesta principalmente por lipidos y proteinas, conforman una membrana
semipermeable a flujos de agua, solventes lipidicos, pequefios iones y gases; 2. La capa
intermedia o0 capa quitinosa, compuesta por complejos de quitina/proteina que garantizan una
fortaleza estructural; y 3. La capa externa o capa vitelina, compuesta por lipoproteinas que
proveen de una estructura tipo membrana (Gortari y Hours, 2008). Los compuestos activos
contra huevos inhiben la eclosién de los huevos, pudiendo perjudicar la supervivencia de las
larvas dentro del huevo o bien, interrumpiendo el proceso de eclosion (Salles et al., 2014). Los
huevos observados mediante microscopio de campo de luz (10x), mostraron huevos larvados
principalmente en los extractos de P. cornucopiae, P. djamor, P. eryngii y P. ostreatus; sin
embargo, los componentes bioactivos del extracto crudo de P. pulmonarius actuaron desde el
interior del mismo, destruyendo la larva en formacion. Este efecto fue dependiente de la
concentracion proteica del extracto; ya que dentro de las diluciones, fue posible observar L1
liberadas en el tratamiento. No obstante, estas L1 eclosionadas se encontraron expuestas
directamente en el tratamiento y murieron. Los diferentes estadios larvales, estan encaminados
a adaptarse a diferentes entornos. En los estadios L1, L2 y L4 la larva se mantiene adquiriendo
nutrientes mediante alimentacion activa; alimentandose de bacterias y detritus en los primeros

estadios (L1, L2) y fluidos sanguineos en el tercero (L4).

La L3, por el contrario, no se alimenta sino que vive de reservas adquiridas en estadios
previos y se mantiene aislada del exterior dentro de una vaina rigida que le da resistencia a
rayos UV, compuestos quimicos y dafios mecanicos. Esta “armadura”, se compone de
proteinas fibrosas como queratina y colageno, que forman complejos con quitina y otros
compuestos liposolubles. Ya que el extracto crudo de P. pulmonarius no tuvo efecto contra el

estadio L3, la actividad bioldgica apunta a que las larvas tienen que consumir los compuestos
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bioactivos mediante la alimentacién. Debido a ello, se cree que los compuestos activos del

extracto crudo, acttan a nivel gastrointestinal de la larva.

Metabolitos secundarios, proteasas (colagenasas, serin proteasas), quitinasas, lectinas y
pequefias proteinas abundantes en cisteina se consideran importantes factores de virulencia de
hongos nemato6fagos (Herrera-Estrella et al., 2016). Son alrededor de 200 los compuestos
toxicos a nematodos de origen fangico (Zhang y Hyde, 2014), entre los cuales figuran el
péptido PF1022A vy los alcaloides Paraherquamide y Marcfortine A que han servido para el
desarrollo de los antihelminticos semisintéticos para uso animal de ultima generacién
(Emodepside, 2007 y Derquantel, 2012; respectivamente) (Epe y Kaminsky, 2013). Otros
compuestos de ascomicetos como nafuredin, nafuredin-y y clonostaquidiol, continian en
estudio como terapéuticos animales. Algunos otros como lllinitone, las Omphalotinas A, B, C,
D, E, F, G, H, | y Dichomitina B que fueron aislados de basidiomicetos se consideran
candidatos para desarrollo de antihelminticos contra nematodos fitopatdgenos (Degenkolb y
Vilcinskas, 2016); desconociendo si el efecto contra nematodos se extiende hacia los
nematodos parasitos de animales. En este sentido el NGI H. contortus es un nematodo modelo
que ha sido muy importante para la evaluacion de la actividad bioldgica de nuevos compuestos
y el descubrimiento de los nuevos antihelminticos del mercado; presentando una mayor tasa
de éxito que la mayoria de los nematodos parasitos utilizados. Los hongos Pleurotus
conforman un género que comprende especies comestibles de hongos; sin embargo, desde
1984 el grupo de Thorn y Barron descubrio su capacidad para inmovilizar y digerir nematodos

mediante la secrecion de toxinas inmovilizantes.

Hasta ahora, son alrededor de 23 especies descritas con actividad nematofaga, tres de
las cuales han servido para identificar 9 compuestos bioactivos: 1) Cheimonophyllon E y 2) 5-
hydroxymethyl-furancarbaldehyde en P. eryngii anteriormente descrito como P. ferulae (Li et
al., 2007); 3) acido trans-2-decenedioico en P. ostreatus (Kwok et al., 1992) y 4) &cido S-
coriolico, 5) acido linoleico, 6) p-anisaldehido, 7) p-anisil alcohol, 8) 1-(4-methoxyphenyl)-
1,2-propanediol, 9) 2-hydroxy-(4’-methoxy)-propiophenone en P. pulmonarius (Stadler et al.,
1994). Algunas proteinas como las tamavidinas de P. cornucopiae y serin proteasas de P.
ostreatus, han mostrado actividad contra nematodos de vida libre: C. elegans y Panagrellus

sp., respectivamente (Bleuler-Martinez et al., 2012; Genier et al., 2015). Genier y

51



colaboradores (2015) fueron los primeros en estudiar la actividad proteolitica de P. ostreatus
contra nematodos de vida libre P. redivivus, describiendo que la participacion de las enzimas
tipo serin proteasa actuaban en un momento posterior a la inmovilizacion de los nematodos
mediante toxinas secretadas por el hongo. En lo referente a la actividad proteolitica contra las
larvas, se obtuvo un perfil enziméatico que demostrd la presencia de algunas serin-proteasas,
mismas que se confirmaron a través de un zimograma que presentd halos de digestion en un
gel de caseina-SDS-PAGE en condiciones optimas de actividad proteolitica. La adicion del
inhibidor de proteasas fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF por sus siglas en inglés) inhibi6
completamente la actividad proteolitica, confirmando su hipotesis. Sin embargo, de acuerdo a
la revision de literatura, se ha observado que no existen proteinas notificadas de Pleurotus con
efectos biologicos contra nematodos parasitos. A pesar de ello, el interés cientifico sobre el
efecto de proteinas y extractos proteicos sobre nematodos parasitos, existe. Tal es el caso de
las lectinas de hongos comestibles de Coprinopsis cinérea (CCL2, CGL2), Marasmius
oreades (MOA) y Aleuria aurantia (AAL) que han presentado actividad contra larvas de H.
contortus impidiendo su desarrollo hacia L3 (Heim et al., 2015). Este tipo de proteinas, ya se
han utilizado en pruebas con animales parasitados de nematodos gastrointestinales; sin
embargo, se han tenido que realizar algunas modificaciones para satisfacer los objetivos

planteados por el grupo de investigadores (Deplazes et al., 2016).

En plantas, se ha notificado actividad ovicida por extractos de semillas contra huevos
de H. contortus. Las plantas descritas se encontraron como especies nativas y exdticas de
Brasil (Albizia lebbeck, Crotalaria spectabilis, Ipomoea asarifolia, Jatropha curcas, Libidibia
férrea, Moringa oleifera y Ricinus communis) sugiriendo que las proteinas o péptidos podian
ser las sustancias activas responsables. En un estudio posterior, se utilizaron extractos de
semillas de Leucaena leucocephala contra la misma especie paréasita, concluyendo que el
efecto inhibitorio podria estar relacionado més particularmente con la actividad de proteasas y
quitinasas (Soares et al., 2015). Hasta ese momento, no se descartaba la participacion de
metabolitos secundarios; sin embargo, en el afio 2017 se confirmo un efecto contra huevos
exclusivo por proteinas contenidas en las fracciones de la planta Spigelia anthelmia (Aradjo et
al., 2017). Los avances mas prometedores en esta area, se describen para la proteina Cry5B de
Bacillus thuringiensis, la cual han planteado administrar como tratamiento antihelmintico en

animales, mediante la transformacion de una bacteria grado alimenticio (Durmaz et al., 2015).
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En un estudio mas reciente, se ha proyectado como una cura contra infecciones por
Ancylostoma sp., de humanos y otros animales (Hu et al., 2018). A diferencia de proteinas
antigénicas derivadas del parasito H. contortus (antigenos: derivados de intestino: H-gal-GP,
H11, GAL; de superficie de L3; de excrecidn/secrecion; etc.) que sirvieron para la generacion
de la vacuna Barbervax®; lo que se pretende es encontrar proteinas del tipo Cry5B que tengan
selectividad, mas no especificidad por especies de nematodos parésitos. En este sentido, los
estudios sobre compuestos fungicos han dejado claro que son una fuente valiosa de productos
naturales; y los extractos crudos pueden contener compuestos proteicos valiosos para
desarrollo de nuevos antihelminticos y optimizacién de estrategias en el control biol6gico de

parasitos.

53



9. Conclusiones

El efecto inhibitorio contra huevos de H. contortus por extractos crudos de hongos Pleurotus,
parece ser una caracteristica del género. Los porcentajes de IEH fueron 53.1% para P.
cornucopiae; 76.5% para P. djamor; 45.51% para P. eryngii; 97.6% para P. ostreatus y 79.2%
para P. pulmonarius en los extractos integros (sin diluir). Los extractos crudos de P. ostreatus
y P. pulmonarius, ademés de ser los de mayor actividad, mostraron estabilidad de sus
componentes bioactivos; prolongando su actividad bioldgica por 30d mantenidos en
refrigeracion a 4°C. Para el caso del extracto de P. pulmonarius pudo conservar el 47.8% de
su actividad de IEH.

El extracto de P. pulmonarius, no limito su actividad a huevos del parésito, sino que
tuvo un efecto letal contra larvas pre-infectantes (L1) presentes en los tratamientos inferiores
al 100% de actividad IEH, incluso a concentraciones de 75 pg/mL; asi como un efecto letal
tipo paralizante contra larvas histiotrépicas L4 (56.9% mortalidad). Las larvas infectantes
desenvainadas (L3), por el contrario, no fueron susceptibles a la exposicion del extracto crudo
de P. pulmonarius. Sugiriendo que los componentes bioactivos son no permeables a la
epidermis del parasito y que tal vez, la larva tenga que adquirirlos por medio de la
alimentacion. Los resultados por lo tanto, mostraron evidencia del potencial del extracto crudo

de P. pulmonarius contra estadios larvales de especies parasitas (con alimentacién activa).

Los componentes bioactivos mayoritarios del extracto crudo de P. pulmonarius
parecen tener naturaleza proteica (péptidos o proteinas), de acuerdo con los resultados
obtenidos en el contraste de actividad bioldgica entre el extracto crudo integro a 48 h (56.9-
61.2% mortalidad), extractos inactivados por tripsinizacion (35.3% mortalidad), por calor
(16.3% mortalidad) y el extracto hidroalcohdlico (14.9% mortalidad). El perfil proteico
obtenido de los extractos de P. pulmonarius exhibié bandas proteicas de entre 10 y 200 kDa,
contrastando con el perfil proteico obtenido del extracto hidroalcohdlico, en el cual solo se
observé una banda de proteinas. De la misma manera, se presume que las proteinas activas
sean diferentes a las del tipo hidrolitico referenciadas anteriormente por el grupo de Genier
(2015) y sean maés parecidas a la actividad descrita para las lectinas fungicas (Heim et al.,
2015; Sabotic et al., 2016).
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10. Perspectivas

El extracto crudo de P. pulmonarius ha mostrado componentes bioactivos contra estadios
larvales del nematodo parésito H. contortus, un nematodo clave en el desarrollo, evaluacion y
mecanismos de compuestos antihelminticos. Los alcances del presente proyecto, fueron
insuficientes para determinar e identificar el, o los componentes bioactivos del extracto; por
lo tanto, se sugiere someter el extracto a un perfil de componentes quimicos y proteicos,
mediante plataformas cromatograficas y/o espectrométricas. Este paso, es indispensable para
confirmar o refutar la hipdtesis generada por los datos experimentales aqui obtenidos. De
manera complementaria, se sugiere la evaluacion del extracto crudo contra especies
importantes de nematodos parasitos de plantas, asi como otros nematodos de importancia
veterinaria. Se espera, que en el futuro existan diversas metodologias y compuestos naturales

gue puedan sustituir o complementar los compuestos antihelminticos actuales.
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