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RESUMEN.

von Son de Fernex Elke. EFECTO ANTIHELMINTICO in vitro DE CINCO
EXTRACTOS DE LEGUMINOSAS TROPICALES SOBRE Haemonchus
contortus. Dr. Miguel Angel Alonso Diaz, Dr. Braulio Valles de la Mora.

Uno de los principales problemas de salud animal que enfrentan las
unidades de produccion bovina son las parasitosis causadas por nematodos
gastrointestinales (NGI). Las leguminosas tropicales (LT) son una fuente
importante de compuestos bioactivos que pueden tener propiedades
antihelminticas (AH). Los objetivos de éste trabajo fueron: i) evaluar el efecto
antihelmintico de cinco extractos liofilizados de leguminosas tropicales sobre la
inhibicién del desenvaine larvario de Haemonchus contortus; ii) evaluar el efecto
AH de los cinco extractos liofilizados de leguminosas tropicales sobre la inhibicion
de la migracién larvaria de H. contortus y iii) evaluar la participacion de los
compuestos polifendlicos en el posible efecto AH de las leguminosas tropicales
mediante el uso de un inhibidor especifico. Para evaluar el efecto AH de cada
extracto, se utilizaron las pruebas de inhibicion del desenvaine larvario (IDL) e
inhibicion de la migracién larvaria (IML). En la prueba de IDL, las larvas infectantes
(Ls) de H. contortus fueron expuestas a dos tratamientos (1200 ug de extracto/ml
PBS y PBS como control). En la prueba de IML, las larvas fueron expuestas a
dosis crecientes de cada extracto (150, 300, 600 y 1200 ug de extracto/ml PBS) y
se utiliz6 PBS como control negativo y levamisol al 1% como control positivo. Los
cinco extractos de LT inhibieron el proceso de desenvaine (P<0.01). En la prueba

de IML, el extracto de Cratylia argentea CIAT 22386 tuvo un efecto antihelmintico
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dosis-dependiente contra H. contortus (Ls.) (P<0.01). La restauracion del
desenvaine larvario asi como de la migracion larvaria L3 a valores similares a los
grupos control (después de adicionar el inhibidor de taninos), evidencié la

participacion de los taninos/compuestos polifendlicos en el efecto AH.


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

I. INTRODUCCION.

Uno de los principales problemas de salud animal que enfrentan las

unidades de produccion bovina en México son las parasitosis causadas por
nematodos gastrointestinales (NGI) (Koler, 2001). Los géneros de NGI que mas
afectan a los bovinos son: Haemonchus sp., Mecistocirrus sp., Ostertagia sp.,
Trichostrongylus sp., Cooperia oncophora, Oesophagostomum sp., Chabertia sp. y
Bunostomum sp. (Dimander et al., 2003). Dichos nematodos presentan un ciclo
biol6gico directo dividido en dos fases: I) Fase Pre-parasitica o de vida libre
(huevo y fases larvarias 1, 2, 3) y Il) Fase parasitica (Larvas 4, 5 y adulto).
El control de los NGI se ha basado en el uso de antihelminticos (AH) quimicos de
las familias de los Benzimidazoles (ej. albendazol), Imidazotiazoles (ej. levamisol)
y Lactonas macrociclicas (ej. ivermectinas) (Nari et al., 1996). Se ha demostrado
gue la dependencia al control quimico de los NGI favorece la presencia de cepas
de parasitos resistentes (Waller et al., 1995; Sangster, 1999; Campos et al., 1990,
1992; Torres-Acosta et al.,, 2003). Actualmente existen diversos reportes de
poblaciones de NGI resistentes a los AH en bovinos (Encalda Maena et al., 2008;
Guzman et al., 2010), por lo que se ha sugerido investigar nuevos métodos de
control (Nisar Khan et al., 2008).

El uso de plantas con propiedades medicinales se ha sefialado como una
de las principales alternativas al control quimico de los NGI. Las leguminosas
tropicales son una fuente importante de compuestos bioactivos, como los
compuestos polifendlicos, que pueden tener propiedades AH (Makkar, 2003;

Alonso-Diaz et al., 2010).

-10-
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Nematodos gastrointestinales y su impacto en la ganaderia bovina.

Las nematodosis del ganado bovino son uno de los principales problemas
de salud animal, que afectan las unidades de produccion bovina en el mundo
(Koler, 2001). Las infecciones se presentan con mayor frecuencia en animales
jovenes, pero también afectan al ganado adulto y son responsables de fuertes
pérdidas econdmicas. La interaccion del ganado con los NGI es un hecho
inevitable sobre todo cuando estan bajo condiciones de pastoreo. El costo de las
nematodosis puede clasificarse de la siguiente manera: i) con base en el costo
directo para su control (utilizacion de AH y mano de obra), ii) por las pérdidas
productivas Yy iii) por las muertes directas que ocasionan (McLeod, 1995; Charlier
et al., 2009).

En algunos paises, las pérdidas de los NGI por mortalidad ascienden a 22
millones de ddlares/afio y las pérdidas productivas ascienden a 170 millones de
dolares/afio. En diversos estudios realizados en Sudamérica, se registraron
perdidas en la ganancia de peso del 30-40% (30-60 kg) (Entrocasso, 1988) y se
afectaron los parametros reproductivos como disminucion en la tasa de fertilidad
asi como retraso a la pubertad en novillonas. Las pérdidas en produccién lactea
son de 200 kg/animal/lactaciéon (Fiel et al., 1991), afectando también la calidad de
la canal por reduccién de los tejidos y deposicion de grasa (Garriz et al., 1987).

Existe una gran variedad de NGI que pueden ser catalogados con base en
su ciclo biolégico y localizacion dentro del tracto gastrointestinal (TGI). Los NGI de
ciclo directo pueden ser clasificados de la siguiente manera: i) parasitos que se

-11-
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localizan en el abomaso: Haemonchus sp, Mecistocirrus sp, Ostertagia sp y
Trichostrongylus sp, ii) parasitos del intestino delgado: Trichostrongylus sp,
Cooperia sp, Bonostomum sp, Nematodirus sp y Strongyloides sp vy iii) parasitos
del intestino grueso: Oesophagostomum sp; Chabertia sp y Trichuris sp.

Las nematodosis por NGI pueden presentarse en curso agudo o cronico, y
los efectos adversos sobre el metabolismo y comportamiento productivo del
animal son similares. Se presenta, dependiendo de la severidad de la infeccién,
anorexia, diarrea, mala absorcion de nutrientes e incluso la muerte. De todos los
parasitos antes mencionados, Haemonchus contortus es el NGI hemat6fago méas
importante y es responsable de severas perdidas econdmicas en las unidades de
producciéon en todo el mundo (Paolini et al., 2005; Vatta y Lindberg, 2006),

alcanzando tasas de mortalidad hasta de un 44% (Wanyangu et al., 1997).

2.1.1 Ciclo biolégico de Haemonchus contortus.

Haemonchus contortus fue identificado por primera vez por Karl Rodolphi
en 1803 (Soulsby, 1982) y desde entonces han sido descritas 12 especies
diferentes. Este parasito pertenece a la familia Trichostrongylidae, posee un ciclo
de vida directo y se localiza en el abomaso de los rumiantes infectados. La
principal caracteristica de los parasitos adultos, asi como de las fases inmaduras
L4, s que se nutren de la sangre de su hospedero y causan micro hemorragias en
la mucosa abomasal. Se ha estimado que un parasito adulto es capaz de
consumir 0.05 ml de sangre/parasito/dia (Clark et al., 1962) por lo que una

infeccidn parasitaria puede ocasionar anemias severas, hipoproteinemia e incluso

-12-
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la muerte de los animales. Otra caracteristica de H. contortus es el alto potencial
biético de las hembras debido a que tienen la capacidad de producir de 5,000 a
20,000 huevos/hembra/dia. Esta misma caracteristica ha sido asociada a la

habilidad de Haemonchus contortus para desarrollar resistencia antihelmintica.

2.2. Control de nematodos gastrointestinales (NGI)

2.2.1. Control quimico.

El control de los NGI se ha basado, desde su descubrimiento hace 50 afios,
en el uso de AH de amplio espectro, pertenecientes a las familias de los
Benzimidazoles (ej. albendazol), Imidazotiazoles (ej. levamisol) y Lactonas
macrociclicas (ej. ivermectina) (Nari et al., 1996). Recientemente, y después de
mas de 25 afios de investigacion, se desarrollé6 una nueva molécula quimica que
es un derivado del amino-acetonitrilo (AAD) y ha mostrado una eficacia del 100%

contra NGI con resistencia multiple (Steffan et al., 2011).

El mecanismo de accién de dichos compuestos, puede resumirse en una
alteracion directa sobre el sistema neuromuscular de los parasitos, provocando
una paralisis irreversible y por consiguiente su muerte y expulsion del hospedero.
Este método de control quimico, se ha preferido en la mayoria de las unidades de
produccion debido a su facilidad de uso y eficacia contra las infecciones mixtas
(Jackson y Miller, 2006). En principio, se crey6 que la llegada de los AH quimicos
seria la solucion a largo plazo para la problematica de parasitos gastrointestinales
en el ganado; sin embargo, la rapida aparicion de la resistencia antihelmintica

(RA) ha mostrado que depender de un método de control no es sustentable.

-13-
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2.3. Resistencia antihelmintica.

La resistencia antihelmintica se define como la capacidad heredable de una
poblacién para tolerar dosis téxicas de principios activos que normalmente son
letales para una poblacion susceptible (Torres Vasquez, 2007; Guzman et al.,
2010). Este problema de RA ha sido ampliamente documentado en NGI de
pequefios rumiantes. En bovinos, debido a que son capaces de montar una rapida
y eficiente respuesta inmune contra los NGI (en comparacién a los ovinos y
caprinos) se supuso que la RA no implicaria un problema, pero en afios recientes
se han documentado varios casos de resistencia (Stafford and Coles, 1999;
Suarez and Silvina, 2005; Pomroy, 2006; Soutello et al., 2007; Suarez and Cristel,

2007).

2.4. Métodos alternativos de control de NGI.

En la dltima década aument6 la preocupacion mundial sobre el uso de
guimicos y su impacto en el medio ambiente y la salud humana. Por ejemplo, en el
2006 la unién europea prohibié el uso de los antibiéticos en la alimentacién animal
(Rochfort et al., 2008). Este tipo de movimientos, aunado a la creciente presencia
de cepas de parasitos resistentes a AH quimicos, ha orillado a los investigadores a

la busqueda continua de alternativas de control.

Jackson y Miller, (2006) clasifican a las diferentes alternativas de control de

la siguiente manera:

-14 -
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Control de parasitos en vida libre (manejo de pastoreo, control biolégico).

Control de parasitos dentro del hospedero (Inmunonutricién, seleccion

genética, vacunacion, forrajes bioactivos, agujas de cobre).

2.4.1. Control de parasitos de vida libre.
2.4.1.1. Manejo de pastoreo.

Para los NGI, la pradera representa su medio de desarrollo de huevos a
larvas infectantes, y las fases larvarias permanecen ahi hasta ser ingeridas por
algun hospedero. El principal objetivo del manejo de pastoreo es proveer a los
animales pasturas con baja contaminacion de NGI y puede conseguirse haciendo
énfasis en tres puntos: i) reducir la densidad larvaria, ii) explotar la tasa natural de
mortalidad de larvas infectantes vy iii) acelerar la mortalidad larvaria (Torres-Acosta
y Hoste, 2008). Dentro de las estrategias de manejo de pastoreo se encuentra la
rotacion de potreros que consiste en dividir un potrero en varias secciones de
pastoreo dejando areas inaccesibles para los animales, o que permite romper con
el ciclo vital de los NGI por inanicién y por efecto de la temperatura y radiacion
solar (Torres-Acosta y Hoste, 2008). Se ha reportado que la mortalidad larvaria se
presenta de cuatro a seis semanas post-contaminacién (Barger, 1996). No
obstante, éste periodo puede variar dependiendo de las condiciones medio

ambientales a las cuales se encuentran expuestas.

-15-
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2.4.1.2. Control bioldgico.

Gr@nvold et al.,, (1996) definen el control biolégico como: un método
ecoldgico disefiado por el hombre para disminuir la poblaciébn de parasitos o
plagas a densidades subclinicas aceptables o a mantener esas poblaciones a
niveles no dafinos usando antagonistas vivos.

Posiblemente uno de los organismos mas utilizados durante los ultimos
afos para el control biolégico de NGI ha sido el hongo nematéfago Duddigtonia
flagrans (Gr@nvold et al., 1993; Fernandez et al., 1997; Chandrawathani et al.,
2002; Mendoza de Gives et al., 2006; Arroyo-Balan et al., 2008; Brunet et al.,
2008; Casillas-Aguilar et al., 2008; Ojeda-Robertos et al., 2008; Galindo-Barboza
et al., 2010). Las clamidosporas de D. flagrans tienen la capacidad de sobrevivir al
paso gastrointestinal de los rumiantes, germinar y colonizar heces frescas (Torres-
Acosta y Hoste, 2008), asi como formar trampas para capturar larvas infectantes
de NGI. Dichas trampas se adhieren a la superficie del nematodo, penetran su
cuticula y forman un bulbo infeccioso dentro del mismo, a partir del cual, las hifas
troficas crecen dentro del cuerpo y digieren su contenido (Nordbbring Hertz et al.,

1982).

-16 -
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2.4.2. Control de parasitos dentro del hospedero.

2.4.2.1 Inmunonutricién.

Una de las principales herramientas que puede utilizar el hospedero
para contrarrestar los efectos negativos de los NGI, es la inmunidad
(Jackson, 2008). Se conoce que un factor clave para montar una buena
respuesta inmune contra los NGI es la nutricién, y los principales nutrientes
involucrados son las proteinas, la energia y los minerales (Jackson, 2008).
Houdijk et al.,, (2005 y 2006) demostraron que la suplementacion con
proteina influy6 en el desarrollo inmune de los animales contra los NGI. En
México, se ha demostrado que la suplementacion energética y proteica
puede influir sobre el desarrollo inmunitario de los hospederos contra los

NGI.

Durante un proceso infeccioso de NGI, el hospedero desarrolla una
respuesta inflamatoria general, reconoce los antigenos parasitarios y
genera la proliferacion de inmunoglobulinas, leucotrienos, células
mastociticas y leucocitos globulares, cuya naturaleza es de origen proteico
(Sandberg et al., 2007). Por ende, al mejorar la nutricion del hospedero se
puede mejorar su respuesta contra infestaciones parasitarias aumentando

la resistencia y/o resiliencia (Hoste et al., 2005).

2.4.2.2. Vacunacion.

Para que una vacuna sea eficaz y proteja a los animales ante infecciones

parasitarias, es necesario que el niamero de parasitos se reduzca dentro del

-17-
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hospedero, lo cual puede ser posible al restar la capacidad de las larvas
infectantes L3 de establecerse o incrementar la mortalidad de parasitos adultos ya
establecidos (Ketzis et al., 2006). A pesar que durante los ultimos 20 afios se han
desarrollado diversas vacunas para el control de NGI, ain no se ha conseguido
elaborar una vacuna viable (Jackson et al., 2009). No obstante, estos intentos han
permitido identificar y purificar algunas aminoproteasas (H11) y metalo-proteasas
(H-gal-GP) aisladas del intestino de larvas inmaduras L, y parésitos adultos de H.
contortus. Estas proteinas se conocen como antigenos ocultos y son los mas
protectivos que se han descubierto. La vacunacion de ovinos con H11 y H-gal-GO
disminuy6 en 70% las poblaciones de parasitos adultos y 90% en la eliminacién
de huevos de NGI en heces (Knox et al., 200). La aplicacion de estos antigenos
también se reflejo en un menor indice de anemia, diarreas y muertes de animales

(LeJambre et al., 2008).

Otros estudios, se han enfocado en la identificacion de enzimas, producto
de la excrecidn y secrecion parasitaria. Se reporté que durante un proceso natural
de infeccién H. contortus, produce dos proteinas de 15y 24 kDa (Knox et al., 200)
las cuales son reconocidas serolégicamente por el hospedero (ovinos) (Schallig et

al., 1997).

Posiblemente la principal limitante del uso de vacunas, es su accion
especifica contra un solo género parasitario cuando las infecciones de NGI son de

naturaleza mixta e involucra varios géneros y especies de parasitos.
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2.4.2.3. Seleccidon genética.

La variabilidad genética entre razas de borregos, respecto a los niveles de
resistencia parasitaria fue descrita por primera vez en 1937 por Stewart y
colaboradores. El grado de resistencia de los rumiantes a los NGI ha sido medido
mediante el conteo de parasitos adultos a la necropsia, y el conteo directo de
huevos en heces, asi como la resiliencia por medio del volumen del paquete de

células sanguineas y tasas de mortalidad (Mirkena et al., 2010).

La eliminacion de huevos por gramo de heces (hpgh), muestra la
interaccién directa que existe entre parasito-hospedero y se utiliza como un
parametro en un proceso de seleccion genética. Esta caracteristica fenotipica
tiene un indice de heredabilidad moderada (0.29-0.44) (Beh y Maddox, 1996;). En
Australia y Nueva Zelanda, se ha logrado el desarrollo de lineas de borregos
resistentes a infecciones por NGI por medio de la selecciébn de animales que
excretan menores hpgh (Beh y Maddox, 1996; Knox, 2001). No obstante, también
se ha reportado una correlacion negativa entre la eliminacion de hpgh y la
productividad animal (Bisset et al., 2001), por lo que se sugiere realizar estudios

costo-beneficio, previos a la implementacion de dicho manejo reproductivo.
2.4.2.4. Agujas de 6xido de cobre.

El uso de agujas de 6xido de cobre para el control de NGI, inici6 como un
método para contrarrestar la deficiencia de cobre en rumiantes bajo condiciones
de pastoreo. Sin embargo, se observd que los animales en tratamiento eliminaron

menos huevos por gramo de heces.
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El tratamiento se basa en la administracion oral de capsulas que contienen
pequeiias agujas de cobre, las cuales llegan hasta el abomaso para permanecer
en los pliegues de su mucosa y ejercer su accion AH. El pH acido del abomaso,
induce la liberacion continua de iones de 6xido de cobre durante varias semanas,
los cuales son letales para los NGI, en particular los abomasales. A pesar de que
el mecanismo de accién permanece desconocido, se sabe que la concentraciéon
de cobre crea un ambiente hostil que afecta directamente a los parasitos, evitando
su establecimiento y son expulsados del organismo (Burke et al., 2004). El efecto
AH que ejerce sobre Haemonchus contortus ha sido evidenciado en diversos
trabajos de campo, donde se demostr6 que provoca un desorden metabdlico
dentro del parésito, afecta su establecimiento dentro del hospedero, asi como la

fecundidad de las hembras (Knox, 2002).

2.4.2.5. Plantas medicinales

La Etnoveterinaria ha sido documentada en diferentes partes del mundo
(Githiori et al., 2006), y se refiere al uso de plantas medicinales (Barrau et al.,
2005) o sus compuestos bioactivos para el tratamiento de enfermedades. Hoy en
dia existen una gran variedad de plantas que permiten el tratamiento del ganado
contra casi todas las enfermedades parasitarias (Athanasiadou et al., 2007). Las
leguminosas tropicales son una fuente importante de compuestos bioactivos,
como los compuestos polifendlicos, que pueden poseer propiedades AH (Makkar,

2003; Alonso-Diaz et al., 2010).

-20-


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

2.4.2.5.1 Leguminosas forrajeras

Las leguminosas forrajeras son el segundo grupo mas importante de
plantas utilizadas por el hombre, después de las gramineas. Su atributo principal,
desde el punto de vista de la ganaderia de rumiantes, es el elevado contenido de
proteina que poseen (14-28%) y las bajas concentraciones de fibra (< 40%) que
se refleja en un mejor desempefio productivo de los animales (Lascano y Avila,
1991).

Otra caracteristica importante de las leguminosas tropicales es su
rusticidad, que se define como la capacidad que poseen para desarrollarse
adecuadamente en condiciones adversas (altas temperaturas, precipitacion
extrema y suelos de baja fertilidad). No obstante, una de las principales
desventajas del uso de algunas leguminosas tropicales en la ganaderia es la
presencia de metabolitos secundarios de las plantas (MSP). Estos metabolitos le
confieren proteccion a las plantas contra sus depredadores naturales incluida la
herbivoria.

Durante los dltimos afios existio la controversia sobre la presencia de los
MSP en la nutricién animal, debido a que pueden tener efectos tanto benéficos
como detrimentales. Sin embargo, recientemente se ha dilucidado que éstos
efectos pueden variar dependiendo de factores como la concentracién y
naturaleza de los MSP, la especie que los consume, la adaptacion fisiolégica, el

estado fisioldgico, asi como la composicion de la dieta (Makkar, 2003).
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2.5. Compuestos polifendlicos o taninos.

El termino tanino es un anglicismo derivado de la palabra “tanning” que se
refiere a la preservacion o curtido de las pieles (Waghorn, 2008). Los taninos son
metabolitos secundarios de las plantas, cuya funcién es actuar como mecanismo
de defensa contra: hongos, bacterias y herbivoria (Waghorn, 2008). Los taninos
son sustancias polifendlicas de diverso peso molecular y complejidad, que poseen
como caracteristica principal la capacidad de unirse a proteinas en sustancias
acuosas (Makkar, 2003). Debido a su estructura quimica han sido clasificados en
dos grandes grupos: Taninos condensados (TC) e hidrolizables (TH). Los TC son
polimeros de unidades de flavonoides unidos por ligaduras C-C (Schofield, 2001) y
sus polimeros pueden variar en la longitud de cadena, desde dimeros hasta mas
de 20 unidades de flavonoides (Waghorn, 2008). Los TC, han sido determinados
como proantocianidinas, debido a que el tratamiento con HCL/butanol, libera un
brillante y rojo colorido de antocianidina. Los TH por lo contrario estdn compuestos
por un azucar central, generalmente glucosa, la cual se encuentra rodeada por

varias unidades de acido galico (Mueller-Harvey, 2001).

2.5.1. Efectos beneficos y detrimentales de los taninos en rumiantes.

Se ha considerado que la ingesta de taninos puede afectar negativamente
el consumo voluntario y el metabolismo ruminal (McSweeney, 2001), debido a su
sabor astringente y reduccion en la tasa de digestion (Makkar, 2003). Los efectos

anti-nutritivos de los taninos se han asociado a la habilidad de los mismos para
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formar complejos con la proteina dietaria y con polimeros como la celulosa,
hemicelulosa, pectinas e incluso minerales, retardando su digestién (McSweeney,
2001). Sin embargo, dichos efectos se veran directamente relacionados con su
porcentaje de inclusion en la dieta. Paolini et al., en el 2004 clasifica el nivel de
consumo de TC en tres categorias en funcién de los efectos fisioldgicos sobre los
animales: i) consumo del 2% no ocasiona ningun efecto adverso, ii) consumo del
3-6% efectos beneficos vy iii) consumo mayor al 7% efectos dafinos. Las plantas
tropicales, pueden tener una gran mezcla de compuestos polifenélicos, por lo cual

es necesario considerar la actividad biologica de los mismos.

Debido a su amplia actividad bioldgica y farmacoldgica, también han sido
reportados efectos benéficos para la nutricion y salud animal. La formacion de
complejos tanino-proteina (T-P) puede aumentar la proteina de sobrepaso a nivel
intestinal. Las uniones T-P, se basan con mayor frecuencia en uniones
hidrofébicas e hidrégeno, y se ha demostrado que dichas uniones son pH
dependientes, es decir, en condiciones de pH cercanas a neutras se forma el
complejo T-P, y a pH menor de 3.5, como el del abomaso, se disocia el complejo y
se libera la proteina (Min et al., 2003). De esta forma, los taninos protegen la
proteina dietaria de la degradacion ruminal y ofrecen un mayor aporte a nivel

intestinal (Min et al., 2003).

Se ha encontrado que los TC también poseen efectos bactericidas
(Akiyama et al., 2001; Banso y Adeyemo, 2007), antioxidantes (Amarowicz et al.,
2000; Smirnova et al., 2009), nematocidas (Hoste et al., 2006; Alonso-Diaz et al.,

2008) e insecticidas (Fenny, 1970; Ayres et al., 1997; Barbehenn, 2009); por lo
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que la inclusién de taninos en la dieta de los animales puede tener efectos

benéficos sobre la salud animal y su desempefio productivo.

2.5.2. Efecto Antihelmintico de los taninos/compuestos polifendlicos.

Las primeras evidencias del efecto AH de los taninos se encontraron al
comparar la eliminacién de huevos en heces de pequefios rumiantes pastoreando
leguminosas de clima templado con taninos (Hoskins et al., 1999; Niezen et al.,
1995). A partir de estos reportes, diferentes investigadores se enfocaron a estudiar
el efecto AH in vitro de los taninos mediante extractos acuosos de leguminosas.
Las leguminosas que mas se han estudiado y tuvieron propiedades AH atribuibles
a los TC son: Hedysarum coronarium (Sulla) (Tzamaloukas et al., 2005),
Ornobrychis viciifolia (Sainfoin) (Hoste et al.,2005; Paolini et al., 2005; Heckendorn
et al., 2007; Brunet et al., 2008), Lotus corniculatus (Birdfoot treefoil) (Niezen et al.,
1998; Marley et al., 2003), Lespedeza cuneata (Sericea lespedeza) (Min et
al.,2004, 2005; Lange et al., 2006; Shaik et al., 2006; Joshi et al., 2010), Acacia
pennatula, Lysilosoma latisiliquum y Piscidia piscipula(Alonso-Diaz et al., 2008),
Leucaena leucocephala(Ademola et al., 2005; Rojas et al.,2006; Alonso-Diaz et
al., 2008), Acacia gaumeri(Alonso-Diaz et al., 2008), Acacia mearnsii y Carica
papaya (Cenci et al., 2007), Acacia mollisima (Minho et al., 2007), Acacia karoo y
Acacia nilotica (Kahiya et al., 2003), Azadirachta indica (Chagas et al., 2008),
Brosimum alicastrum y Havardia albicans (Alonso-Diaz et al., 2008), Arachis pintoi

y Manihot sculenta (Rojas et al.,2006). Existen pocos trabajos en condiciones in
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vitro, enfocados en el efecto AH de leguminosas forrajeras tropicales (Kahiya et
al., 2003; Ademola et al., 2005; Rojas et al., 2006; Cenci et al., 2007; Minho et al.,

2007; Alonso-Diaz et al., 2008).

2.5.3. Mecanismo de accién (efecto directo e indirecto).

En primera instancia, se planteé que el efecto AH de los taninos es
indirecto, por la habilidad que poseen de aumentar la proteina de sobrepaso a
nivel intestinal y aumentar la resistencia — resiliencia del hospedero contra las
infecciones de NGI (Coop y Kyriazakis, 1999) (Ver seccion 4.4.2.1).
Posteriormente, se planted la hipétesis que el efecto AH pudiera estar relacionado
a un mecanismo directo de los taninos contra los parasitos gastrointestinales
(Hoste et al., 2006). Después de realizar varios trabajos in vitro e in vivo, se ha
dilucidado que dicho efecto también estéa relacionado a la formacién de complejos
T-P. La cuticula de los nematodos, asi como otros 6rganos (cavidad bucal,
esfofago, cloaca, vulva) poseen estructuras ricas en prolina, las cuales tienen gran
afinidad a los taninos. Se presume que ésta caracteristica pudiese explicar el
efecto observado mediante microscopia electronica en la cuticula parasitaria
posterior al contacto con taninos (Hoste et al., 2006). Existen trabajos de
investigacion in vitro e in vivo donde se ha evaluado el efecto de las plantas ricas
en taninos (PRT) en la motilidad y desenvaine larvario, asi como en reduccion de
huevos por gramo de heces (hpgh) y establecimiento de parasitos adultos en el
hospedero (Joshi et al., 2010; Alonso-Diaz et al., 2008, 2008; Brunet et al., 2008;
Heckendorn et al., 2007; Hoste et al., 2006; Rojas et al., 2006; Nguyen et al.,

2005; Min et al., 2004, 2005; Paoilini et al., 2003; Athanasiadou et al., 2001).
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3. JUSTIFICACION.

El uso indiscriminado, y muchas veces la mala utilizacion de los AH quimicos, ha
favorecido la presencia de cepas de nematodos gastrointestinales resistentes a los
antihelminticos. La creciente emergencia de cepas multi-resistentes a los
diferentes principios activos ha favorecido y motivado estudiar nuevas alternativas

para el control de los parasitos en los rumiantes.

4. HIPOTESIS.

Los extractos de las leguminosas forrajeras Arachis pintoi CIAT 22160
(Cacahuate forrajero), Gliricidia sepium (Cocoite), Cratylia argentea Veranera,
Cratylia argentea CIAT 22386, Cratylia argentea (Yacapani) tendran efecto

antinelmintico in vitro contra larvas infectantes de Haemonchus contortus.
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5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo General

Evaluar el efecto antihelmintico in vitro de cinco leguminosas forrajeras

sobre el control de Haemonchus contortus.

5.2. Objetivos Especificos

1)

2)

3)

Evaluar el efecto antihelmintico de cinco extractos liofilizados de
leguminosas tropicales: Arachis pintoi CIAT 22160 (Cacahuate
forrajero), Gliricidia sepium (Cocoite), Cratylia argentea Veranera,
Cratylia argentea CIAT 22386, Cratylia argentea (Yacapani), sobre el
blogueo del proceso de desenvaine larvario de H. contortus.

Evaluar el efecto AH de los cinco extractos liofilizados de leguminosas
tropicales, sobre la inhibicion de la migracién larvaria de H. contortus.
Evaluar la participacion de taninos/compuestos polifendlicos en el

posible efecto AH de las leguminosas tropicales.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Area de estudio.

El presente trabajo, se realiz6 en el Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extensiéon en Ganaderia Tropical (CEIEGT), localizado en el municipio de
Tlapacoyan, Ver., ubicado en el km 5.5 de la carretera federal Martinez de la Torre
— Tlapacoyan, a una altura de 151 msnm. El clima de esta zona es calido humedo,
con una temperatura y precipitacion media anual de 23.4 °C y 1840 mm,

respectivamente.

6.2. Experimento in vitro.

6.2.1. Leguminosas tropicales y extractos.

Se utilizaron 500 g de material vegetal (hojas frescas) de cada especie de las
leguminosas: Arachis pintoi CIAT 22160 (cacahuate forrajero), Gliricidia sepium
(Cocoite), Cratylia argentea (Yacapani), Cratylia a. Veranera y Cratylia a. 22386,
del area experimental localizada en el predio La Soledad, perteneciente al
CEIEGT. El material cosechado fue transportado en refrigeracion al laboratorio de
nutricion del CEIEGT, se secO en una estufa a 60°C durante 72 hrs, y
posteriormente se molié la materia seca. De cada leguminosa, se realizé un
extracto con acetona: agua (70:30) y acido ascorbico (1%). Después, se utilizdé un
roto-evaporador para eliminar la acetona y se realizaron cuatro lavados con
clorhidrato de metileno para eliminar pigmentos y grasas. Cada extracto fue

congelado y posteriormente liofilizado (Alonso-Diaz et al., 2008).
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6.2.2. Determinacién de fenoles totales en los extractos.

De cada uno de los extractos, se determiné el porcentaje de fenoles totales

mediante la técnica de Folin-Ciocalteu (Makkar, 2003.)

6.2.3. Larvas infectantes de Haemonchus contortus.

Se obtuvieron 400,000 larvas infectantes (Ls) de H. contortus de un donador
mono-especifico del laboratorio de Helmintologia, del Centro Nacional de
Investigacion Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria del INIFAP (CENID
PAVET/INIFAP). Las larvas L3 se obtuvieron por medio de coprocultivos de un
ovino infectado con una cepa doble resistente de Haemonchus contortus.

Estas larvas fueron conservadas en refrigeracion y se utilizaron como modelo en

los bioensayos para determinar el efecto antihelmintico de los extractos.

6.3. Bioensayos para determinar el efecto antihelmintico de los extractos.

6.3.1. Inhibicion de la migracion larvaria.

El efecto antihelmintico de cada extracto se evalu6 mediante la prueba de
inhibicion de la motilidad larvaria (IML) (Rabel et al., 1994). Aproximadamente
1000 L3 de H. contortus/ml PBS fueron expuestas a dosis crecientes de cada
extracto: 150 pg/ml; 300 pg/ml; 600 pg/ml; 1200 pg/ml. En cada bioensayo se
utilizé un control negativo (PBS) y un control positivo (Levamisol al 1 %). Se

realizaron cuatro réplicas para cada tratamiento (dosis de extractos y controles).

-29.-


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Para determinar la participacion de los taninos/compuestos polifendlicos en
el posible efecto AH de cada extracto, se realizaron otros cuatro bioensayos donde
se utilizdé 1200 pg extracto/ml PBS con y sin la adicion de 500 mg de
Polietilenglicol (PEG), que se ha utilizado como un bloqueador especifico de los

taninos (Makkar et al, 2003).

6.3.2. Inhibicion del desenvaine larvario artificial.

Se utilizé la prueba de desenvaine larvario para evaluar el efecto de los
extractos sobre la biologia de H. contortus. Aproximadamente 1000 L; de H.
contortus/ml de PBS fueron sometidas a incubacién durante 3 horas a cada uno
de los extractos (1200 pyg/ml PBS). Se utilizd un grupo control que consistié en
incubar la misma cantidad de larvas en PBS. Posteriormente, ambos grupos
fueron sometidos a un proceso artificial de desenvaine, exponiéndolas
directamente a una solucion de Hipoclorito de sodio (2% wi/v) previamente diluido
en PBS a una relacion 1:300 (Alonso-Diaz et al, 2008). El proceso de desenvaine
se observo en intervalos de 10 minutos durante 60 minutos mediante microscopia

directa (40x). Se realizaron seis réplicas para cada extracto.

6.4. Andlisis estadistico.

Para evaluar el efecto del tratamiento de cada extracto de leguminosa sobre
el desenvaine larvario se utiliz6 un modelo lineal general (STATGRAPHICS Plus
v.5.1). El efecto del tratamiento, con los extractos de Cratylia a. Veranera, Cratylia
argéntea, Gliricidia sepium y Arachis pintoi, sobre la inhibicion de la migracién

larvaria (IML) de H. contortus se evalu6 mediante la prueba de Kruskal-Wallis
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(STATGRAPHICS Plus v.5.1). La evaluacién del efecto del tratamiento con
Cratylia argentea CIAT 22386, sobre la IML se analizé con un modelo lineal
general (STATGRAPHICS Plus v.5.1). Se utiliz6 un valor de P< 0.05 para

determinar diferencias estadisticamente significativas entre medias.
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7. RESULTADOS.

7.1. Compuestos polifendlicos de los extractos.

El extracto con la mayor cantidad de Fenoles totales (TT) fue Arachis pintoi

CIAT 22160 seguido de Cratylia argentea Veranera (Cuadro 1).

Cuadro |. Determinacion de Fenoles totales (FT).

Nombre g/100g
FOLIN
Arachis pintoi CIAT 22160 11.84

Cratylia argéntea CIAT 22386 6.18

Gliricidia sepium 4.32
Cratylia argéntea 6.24
Cratylia argéntea Veranera 7.42

7.2. Efecto del tratamiento sobre la inhibicion del desenvaine larvario de

larvas infectantes de Haemonchus contortus.

El desenvaine larvario de Haemonchus contortus (L3) en los grupos control
(PBS) fluctué del 80% al 100% después de 60 minutos de ser sometido al
desenvaine artificial; pero cuando las L3 de H. contortus se incubaron durante tres
horas a una dosis de 1200 pg de cada extracto/ml de PBS, el tratamiento de las

cinco plantas bloqueo el proceso de desenvaine (P<0.01) (Figura 1. a, c, €, g, i).
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Cuando el tratamiento 1200 pg/ml de PBS de cada planta, se combindé con un
bloqueador especifico de taninos (PEG; 2400 pg/ml de PBS) el efecto
antihelmintico, medido mediante el blogueo del desenvaine larvario, se restaur6 a

valores similares a los del grupo control (P > 0.05) (Figura 1. b, d, f, h, )).
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Figura 1. Efecto in vitro de cinco extractos de leguminosas tropicales en el
proceso de desenvaine larvario artificial de Haemonchus conforfus en su
fase infectante L,, incubadas a 3 hr y dosis de 1200 ug/ml PBS (a, c,e.g.i), en
compadaracion con el mismo tratamiento mas la adicién de PEG (b,d.f. h.j).
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7.3. Efecto del tratamiento sobre la inhibicién de la migracién larvaria (IML)

de larvas infectantes de Haemonchus contortus.

En los bioensayos de IML el porcentaje de migracion de Lz de Haemonchus

contortus en el grupo control negativo (PBS) fluctu6 del 55.25% al 77.7%.

La Figura 2 presenta el efecto de los cinco extractos de las leguminosas en
estudio, sobre el porcentaje de inhibicion de la migracién larvaria de Haemonchus
contortus en su fase Li;. Se observa que todos los extractos, excepto el
correspondiente a Arachis pintoi CIAT 22160 y Cratylia argentea, registraron un
efecto inhibitorio para la migracién larvaria, en comparaciéon con el tratamiento
control negativo correspondiente a cada leguminosa evaluada. El extracto de
Cratylia argentea CIAT 22386 present6 un efecto antihelmintico dosis-dependiente
(P<0.01) contra Haemonchus contortus (Ls.)(Figura 2 c¢). El maximo efecto que se
encontrdé en el cultivar Veranera y en Cocoite, fue con valores de 39.2% y 35.9%

(relativo al control con PBS) a la dosis maxima de 1200 ug extracto/ml PBS.

En el segundo ciclo de bioensayos de IML (con y sin la adicion de PEG), se
observo que el efecto AH de los extractos de Cratylia argentea CIAT 22386 y
Gliricidia sepium a una dosis de 1200 ug/ml (P < 0.05) se re-establecié a valores
de migracion larvaria similares a los del grupo control (PBS) cuando se adicioné

PEG durante la incubacion (P > 0.05) (Figura 3 a b).
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Figura 2. Efecto in vitro de cinco exiractos de leguminosas tropicales sobre la
inhibicion de |la migracién larvaria {IML) de Haemonchus confortus en su
fase infectante L, .
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Fig. 3. Efecto de los extractos de Gliricidia sepium (GS), Cratylia argentea
(CA), Cratylia a. 22386 (Ca22386), Cratylia a. Veranera (CV), sobre la
inhibicion de la migracién larvaria en larvas infectantes (L;) de Haemonchus
contortus. *indica efecto signiicativo comparado con el grupo control (P <

0.05).
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8. DISCUSION.

El efecto antihelmintico de plantas ricas en taninos o0 en compuestos
polifendlicos sobre NGI ha sido documentado principalmente con leguminosas de
clima templado y con leguminosas arboreas en el tropico (Molan et al., 2002;
Hoste et al.,, 2006; Alonso-Diaz et al., 2008 a, 2008 b). A pesar de su gran
potencial nutritivo, rusticidad al medio y produccién de biomasa, las leguminosas
forrajeras en el tropico han sido poco evaluadas sobre el control de NGI. El primer
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de cinco extractos de leguminosas
tropicales (Arachis pintoi CIAT 22160, Gliricidia sepium, Cratylia a. CIAT 22386,
Cratylia argentea y Cratylia a. Veranera) sobre la inhibicion del desenvaine larvario
en Haemonchus contortus (L3). Los cinco extractos inhibieron el desenvaine de las
larvas (P <0.01). Estos resultados son similares a los de otros autores quienes
reportaron una total o parcial inhibicion del desenvaine por efecto de extractos de
plantas ricas en taninos (Bahaud et al., 2006; Brunet et al., 2007; Alonso-Diaz et
al., 2008). En el ciclo biolégico parasitario de los NGI, el primer paso que debe
realizar una Ls para parasitar al hospedero es eliminar la vaina en los
compartimientos gastricos después de ser ingerida (Hertzberg et al., 2002).
Cuando se inhibe o retrasa el proceso de desenvaine las L3z son expulsadas del
hospedero y mueren. Es posible que el efecto AH de los extractos utilizados se
deba a la gran propiedad de los taninos o compuestos polifendlicos para unirse
con las proteinas (Makkar, 2003). El proceso del desenvaine ocurre por la accién

de proteasas las cuales pueden ser un posible mecanismo donde actuen los
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taninos para inhibir el mismo. Se sugiere realizar estudios para corroborar esta

hipotesis.

El segundo objetivo fue determinar el efecto AH de los cinco extractos sobre
la inhibicibn de la migracion larvaria. El bioensayo de la IML se basa en la
habilidad que poseen diferentes sustancias para paralizar las larvas infectantes e
inhibir su paso por filtros de mayas de nylon de 20 ym (Rabel et al., 1994). En este
estudio, se observl que el extracto de Cratylia a. CIAT 22386 tuvo un efecto dosis
dependiente sobre la IML de H. contortus (P<0.01). Ademas, los extractos de
Gliricidia sepium y Cratylia a. Veranera inhibieron la motilidad larvaria a la dosis
mas elevada (1200 ug de extracto/ml de PBS) (P< 0.05). Estos resultados son
similares a lo reportado por varios autores quienes utilizaron extractos de plantas
ricas en compuestos polifendlicos en el trépico (Kahiya et al., 2003; Ademola et al.,
2005; Rojas et al., 2006; Cenci et al., 2007; Minho et al., 2007; Alonso-Diaz et al.,
2008) o plantas ricas en taninos de clima templado (Barrau et al., 2005; Bahaud et
al., 2006; Brunet y Hoste, 2006; Brunet et al., 2007). Hasta el momento, se
desconoce el mecanismo de accion de los taninos sobre la IML de los NGI pero se
ha corroborado su participacion por medio de inhibidores especificos como el PEG
ylo el PVPP.

El tercer objetivo de este estudio fue evaluar la participacién de los taninos
o de compuestos polifendlicos sobre el efecto AH de los cinco extractos, mediante
el uso de un inhibidor de los mismos. Los inhibidores especificos de taninos como
PEG y/o PVPP han sido utilizados para evaluar la actividad biol6gica de los

taninos en plantas tropicales (Makkar et al., 1995; Barrau et al., 2005; Alonso-Diaz
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et al., 2008; Fernandez-Salas et al., 2011). El PEG y el PVPP tienen la capacidad
de precipitar e inactivar taninos y/o compuestos polifendlicos y de hecho se utilizan
en diversas pruebas diagnosticas. En este estudio se observo que la adicion del
PEG a los extractos bloque6 el efecto AH de los taninos/compuestos polifendlicos
tanto en la inhibicién del desenvaine como en la IML. También se determiné que
los extractos utilizados tuvieron niveles bajos de taninos y niveles considerables
de compuestos polifendlicos, por lo que el efecto AH observado en ambos
bioensayos puede ser atribuido a los FT.

La actividad biolégica de las leguminosas tropicales no se debe
especificamente a los taninos, sino también la presencia de otros compuestos
como flavonoides vy polifenoles, de los cuales se ha registrado que pueden afectar
la biologia de los parasitos (Athanasiadou et al., 2003; Molan et al., 2003). Makkar
(2003) menciona que para evaluar la relacion biologica de los compuestos
polifendlicos en plantas tropicales, es necesario realizar una bateria de pruebas
diagnosticas, y reporta que los fenoles totales estdn mas relacionados con la
actividad biologica de las plantas tropicales. Esto ha sido corroborado
recientemente por Alonso-Diaz et al. (2010 b) quienes han evaluado la actividad
biol6gica medida mediante diversas pruebas, como la produccién de gas in vitro
con y sin PEG, asi como de precipitacion de proteinas y otras pruebas
parasitolégicas. Shofield (2001) menciona que, a unidad por unidad, los taninos
hidrolizables (generalmente no determinados) tienen mayor actividad bioldgica, en
comparaciéon a los taninos condensados. Por lo anterior, se sugiere evaluar el

contenido de los compuestos polifendlicos de estos extractos, mediante pruebas
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como resonancia magnética o HPLC, para determinar la estructura quimica que

esta relacionada con el efecto AH.

9. CONCLUSION.

Se concluye que el tratamiento con los cinco extractos de leguminosas al
gue fueron sometidas las larvas Lz de H. contortus, inhibieron totalmente el
proceso de desenvaine, y parcialmente, la motilidad. Por lo tanto, éstas
leguminosas forrajeras podrian ser una buena alternativa para formar parte de un
Control Integrado contra las infecciones por NGI en las regiones del trépico,

después de evaluar su eficacia en campo.
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