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1 INTRODUCCION

Las infecciones por nematodos gastrointestinales (NGI) constituyen una de las principales
causas de pérdidas econémicas en la produccién de rumiantes en el mundo, en particular bajo
condiciones de pastoreo (Rodriguez-Vivas, et al., 2011). El uso de antihelminticos
comerciales ha sido la principal forma de control de los NGI en los sistemas de produccion;
sin embargo, este método se encuentra limitado debido al rapido desarrollo de resistencia
antihelmintica (RA) (Hoste et al., 2015). Cooperia spp. es un género de NGI endémico del
ganado en pastoreo en las regiones tropicales y subtropicales, el cual ha sido reportado como
uno de los géneros con mayor prevalencia en el mundo (Fielet al., 2012; Kenyon y Jackson,
2012). La cooperiosis genera pérdidas en los sistemas extensivos de produccién, debido a
una disminucion del desempefio animal (disminucién de consumo voluntario, disminucion
en la ganancia diaria de peso y produccion lactea, y disminucion de los parametros
reproductivos) asi como los costos por tratamiento y manejo. La busqueda de alternativas
eficientes, que ademas minimicen el uso de antihelminticos para el control parasitario en

rumiantes constituye un reto para la produccion animal a nivel mundial (Arece et al., 2012).

El uso de plantas bioactivas, en especial las leguminosas tropicales y de clima templado, se
han propuesto como una alternativa eficiente para el control de NGI (Basabe et al., 2009).
Asi mismo, algunas de estas plantas tienen la capacidad de fungir como nutraceuticos, los
cuales se definen como: “Un alimento capaz de combinar el valor nutricional y los efectos
benéficos sobre la salud de los animales” (Hoste et al., 2015). Caracteristica que ha sido
directamente relacionada a la presencia de metabolitos secundarios 0 compuestos bioactivos

(Hoste et al., 2015).



Estudios in vivo utilizando plantas nativas como Artemisia brevifolia, Zanthoxylum
zanthoxyloides, Sericea lespedeza, Manihot esculenta, han reportado que su consumo mejora
la respuesta animal ante infecciones parasitarias, debido a los efectos directos e indirectos de
los metabolitos secundarios presentes en las plantas o sus extractos (Hounzangbe-Adote et
al., 2005; Igbal et. al., 2004; Min et. al., 2004; Sokerya and Preston, 2003). Los efectos
directos de los metabolitos secundarios estan asociados a su capacidad para formar complejos
con las proteinas presentes en las estructuras parasitarias, lo cual afecta su biologia
(inhibicion del desenvaine y desarrollo larvario, inhibicion de la eclosion de huevos e incluso
mortalidad) (Hoste et al., 2006). Por otro lado, los efectos indirectos (reduccién de la
fertilidad de las hembras y la eliminacion de huevos y expulsién de los parasitos adultos) se
han asociado a un incremento en la resiliencia y resistencia de los animales a las infecciones

parasitarias (Kyriazakis et al., 2010. Arece et al., 2012).

En la ganaderia bovina tropical, existen recursos forrajeros que podrian ser utilizados como
nutraceuticos y que han sido poco evaluados contra los principales NGI que afectan a los
bovinos. Gliricidia sepium es un arbol forrajero ampliamente utilizado en México,
Centroamérica y regiones tropicales de sudamérica y Asia, tanto para la alimentacion del
ganado (Pérez, et al., 2014), como con propdsitos medicinales en humanos, entre los que
destaca su uso para tratar afecciones de la piel (sarampién, salpullido, granos, entre otras),
para disminuir la fiebre, curar el “empacho”, para tratar el dolor de cabeza, para combatir
parasitos, asi mismo, se le atribuyen propiedades diuréticas y antihistaminicas (Biblioteca
digital de la medicina tradicional Mexicana: Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional

Mexicana).



Por otro lado, se ha reportado que los extractos de hojas de G. sepium tienen propiedades
antihelminticas contra algunas fases bioldgicas de Haemonchus contortus (von Son-de
Fernex et al., 2012), contra huevos y larvas del mosquito Anopheles stephensi, y actividad
ovicida contra el fitonematodo Meloidogyne incognita (Pérez, et al., 2014, Adekunle and
Akinlua, 2007). EIl extracto aceténico de G. sepium (9.6 mg mL-1) tiene la capacidad de
inhibir la eclosién de huevos de Cooperia punctata en un 100 % (von Son de Fernex et al.,
2016). Estudios recientes reportan el aislamiento de una cumarina de las hojas de G. sepium
con elevado potencial antihelmintico (von Son de Fernex et al., 2017). En evaluaciones in
vivo, se reportd que el consumo de hojas frescas de G. sepium por bovinos infectados
artificialmente con C. punctata, redujo el establecimiento larvario en un 76.9 % (von Son de
Fernex, 2016). No obstante, hasta nuestro conocimiento no se ha reportado el posible efecto
antihelmintico del consumo de hojas frescas de G. sepium sobre las fases adultas de C.
punctata en bovinos. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto antihelmintico in vivo
del consumo de follaje de G. sepium sobre parasitos adultos de C. punctata, en bovinos F1

(Ho X Cebu) infectados artificialmente.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Impacto de las nematodosis en los sistemas de produccién de

rumiantes en pastoreo

Las infecciones por NGI son uno de los mayores problemas de salud en las unidades de
produccion de rumiantes en pastoreo, de las zonas tropicales y subtropicales (Liébano, et al.,
2011). Los NGI afectan el desempefio animal debido a una disminucion en el consumo de
alimento, pérdida de peso y en ocasiones, causan la muerte de los animales (Mendoza de
Gives y Valero, 2009). El impacto econdémico de las nematodosis se relaciona con pérdidas
econdmicas directas (disminucion de la produccion de carne y/o leche) e indirectas (debido
a que se aumenta el costo de produccidn por concepto de gastos en el control y tratamientos
de las parasitosis) (Rodriguez-Vivas et al., 2011). Se estima que el costo anual de las
nematodosis gastrointestinales en Mexico alcanza los $ 445, 096, 562 millones de dolares

americanos (Rodriguez-Vivas et al., 2017).

2.2 Impacto de Cooperia punctata en la ganaderia

Cooperia spp se considera el nematodo gastrointestinal mas comun en las regiones tropicales,
siendo C. punctata una de las especies de mayor prevalencia y patogenicidad (Yatsuda y
Vieira Bressan, 2000). La cooperiosis, al igual que el resto de las parasitosis
gastrointestinales, afecta principalmente a animales en etapa de desarrollo y crecimiento,
ocasiona disminucion del consumo voluntario (Basabe et. al., 2009), pérdida de peso, retraso
en la pubertad y por ende, el resto de parametros productivos (Perri et. al., 2011). La infeccién

de un becerro con 179, 200 Lz de C. punctata resulto en su muerte a los 25 dias post-infeccion



(Yatsuda y Vieira-Bressan, 2000). También se reportd que en becerros de 5 meses de edad,
la dosis Unica de 130, 000 Ls de C. punctata fue suficiente para matar a dos de los seis
animales infectados artificialmente (Yatsuda y Vieira-Bressan, 2002). Stromberg, et al.
(2012) reportaron que las infecciones por C. punctata ocasionaron una disminucion en la
ganancia diaria de peso de 0.11 kg y en el consumo de materia seca de 0.68 kg/dia. Asi
mismo, se ha reportado que ganado infectado mono-especificamente con larvas de C.
punctata muestra alteraciones en el metabolismo de la albimina y en el balance/retencion de
nitrégeno, disminucién del consumo voluntario de hasta 680 g/animal/dia y retraso en el
crecimiento de hasta un 13.5 %, comparados con animales libres de la infeccion (Vieira-
Bressan et al., 1996; Stromberg et. al., 2012). Al disminuir el consumo voluntario de los
animales infectados, se afecta también su capacidad para absorber o utilizar nutrientes
(Stromberg, et al., 2012), lo que deriva en la interrupcién de procesos fisiologicos
secundarios como crecimiento, desarrollo, reproduccion y produccion lactea (Stromberg, et
al., 2012; Liy Gasbarre, 2009). Por todo lo anterior, se concluye que las infecciones por C.
punctata constituyen un riesgo considerable para la rentabilidad de las unidades productivas

en todo el mundo.

2.3 Cooperia punctata y su ciclo bioldgico

C. punctata es un NGI perteneciente al phylum Nematoda, orden Strongylida, superfamilia
Trichostrongylida. C. punctata posee un ciclo directo, similar al de otros NGI, el cual se
divide en dos fases. En la primera fase o fase pre-parasitica, los huevos se excretan al
medioambiente a través de las heces de los bovinos. Los huevos de C. punctata son ovalados

y su tamario oscila entre 70-100 pum de longitud por 40-60 um de anchura; y son eliminados



junto con las heces en la fase de blastula (8 a 16 blastomeros). Una vez en el medio ambiente,
y si las condiciones son adecuadas (26 °C y 96 % HR), en el interior del huevo se desarrolla
la larva 1 (L1) que eclosiona en la materia fecal, muda a L2 y finalmente a una larva infectante
(Ls). Unade las caracteristicas principales de la Ls es la retencion cuticular de su fase anterior,
la cual le confiere proteccion del estrés medioambiental (temperatura y humedad) (Niezen et
al., 1998) y finalmente podran migrar a la pastura, donde permanecen hasta ser ingeridas por
un hospedador. Bajo las condiciones Optimas, ésta fase de vida libre tiene una duracion

promedio de 7 dias.

La fase parasitica da inicio tras la infeccion de los animales mediante la ingestion de Ls con
la pastura. Posterior a la ingesta, las larvas pierden la vaina (durante las primeras 13 horas
post-infeccion) en el abomaso (sitio previo al 6rgano blanco) por efecto de diversos estimulos

del hospedador, obteniendo asi su capacidad infectante (Lesage y Mallet., 1987).

Las larvas desenvainadas penetran en la mucosa intestinal entre las vellosidades intestinales,
donde mudan nuevamente y se convierten en L4 (4 dias post-infeccion); después de la Gltima
muda se transforman en juvenil y finalmente en adultos, que tras la copula da inicio la
eliminacion de huevos (Cordero et al., 1999). El periodo pre-patente de C. punctata es de 13

dias, mientras que la patencia tiene una duracion de 9 a 15 meses (von Son-de Fernex, 2016).

2.4 Métodos de control

Un método de control parasitario eficiente deberia considerar la implementacion de
diferentes tecnologias, uso racional y adecuado de los productos quimicos, aplicaciones
programadas y estratégicas; ademas, el entorno social y ambiental. No obstante, desde la

aparicion de los antihelminticos sintéticos (AH), el control de NGI se ha basado casi
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exclusivamente en la quimioprofilaxis. Los antihelminticos disponibles para el control de los

NGI en el ganado bovino pertenecen a las familias de los benzimidazoles (BZD),

imidazotiazoles (IMZ) y lactonas macrociclicas (LM) (Kaplan, 2004 y Wolstenholme et al.,

2014). El uso inapropiado de los AH ha generado la emergencia de poblaciones de NGI

resistentes, y se ha cuestionado la sustentabilidad de éstos compuestos como principal

mecanismo de control (Leathwick et al., 2013) (Ver cuadro 1).

Cuadro 1. Principales antihelminticos (AH), mecanismo de accién y mecanismo de

resistencia.

Clase

Mecanismo de accién

Mecanismo de resistencia

Benzimidazoles

Union a la B-tubulina evitando la
formacion de microtdbulos, lo que
inhibe la captacion de glucosa, la
secrecion de proteinas y la
produccion de microtabulos. La
muerte se produce por inanicion del
parasito.

Mutaciones en el gen de pB-
tubulina, causandole cambios
estructurales. Como
consecuencia, el farmaco ya no
puede unirse a su sitio diana.

Imidazotiazoles /
tetrahidropirimidinas

Colinérgico mimético que causa la
parélisis espastica de los parésitos,
los cuales son expulsados por el
peristaltismo normal.

Posible implicacion de cambios
estructurales en el receptor,
impidiendo la union del farmaco.
También se han propuesto
cambios en la sensibilidad del
receptor hacia la acetilcolina.

Lactonas
macrociclicas

Mantiene abiertos los canales de
cloruro regulados por glutamato
(GIuCl), permitiendo la entrada de
iones cloruro al interior de las
células nerviosas, ocasionando una
pardlisis flacida del parasito.

Posible implicacion de
mutaciones en el gen de la
glicoproteina-P, lo que produce
una eliminacion mas rapida del
farmaco del parasito.
Alteraciones en la estructura de
los canales GIuCl.

Derivados
acetronilicos

amino-

Inhibe los receptores nicotinicos de

acetilcolina (Hco-MPTL-1)
presentes unicamente en
nematodos,  ocasionando  una

paralisis irreversible y la expulsion
de los mismos.

Pérdida total o parcial del gen
que codifica el tipo particular de
receptor de acetilcolina (Hco-
MPTL-1).

Tomado de Roeber et. al., 2013



2.5 Resistencia antihelmintica

El uso de compuestos quimicos como unica herramienta para el control parasitario
revoluciono inicialmente el combate contra estos patégenos. No obstante, se ha convertido
en un método ambiental, econdmico y técnicamente insostenible para las unidades de
produccion animal, debido a: i) la posible presencia de residuos toxicos en los alimentos de
origen animal y en el medio ambiente, y ii) por la pronta aparicion de resistencia
antihelmintica. La resistencia antihelmintica se define como “la capacidad que tiene una
poblacidn de parasitos para tolerar dosis toxicas de sustancias quimicas que son letales para
otras poblaciones susceptibles de la misma especie” (Marquez-Lara, 2007). El surgimiento
de la resistencia antihelmintica es inevitable, puesto que es una respuesta evolutiva. No
obstante, y a pesar que el desarrollo de la resistencia antihelmintica esta determinado por
principios genéticos, existen otros factores de manejo zootécnico que aceleran su aparicion,
como son: i) elevada frecuencia de tratamientos, ii) sub-dosificacion, iii) mal manejo de los

antihelminticos, y iv) tratamiento de animales clinicamente sanos (Marquez-Lara, 2007).

En las Gltimas décadas los informes de resistencia antihelmintica en los NGI del ganado han
aumentado de manera alarmante, lo que pone en peligro las actuales medidas de control

parasitario (Demeler, et al., 2013).

2.6 Uso de plantas bioactivas para el control de las nematodosis

gastrointestinales en rumiantes

Las plantas o sus extractos han sido usadas durante siglos en medicina veterinaria para el

tratamiento de diversas patologias. Su uso se baso en practicas anecddticas y conocimiento



empirico; por ejemplo, el ajo, la cebolla y la menta se han empleado para combatir el
parasitismo gastrointestinal. Por otro lado, extractos de la planta de tabaco se han utilizado
para tratar la piel de ganado afectado por ectoparasitos., El epazote se ha utilizado como
antihelmintico desde principios del siglo XX (Guarrera, 1999). Pero en un intento de utilizar
de manera mas eficiente la informacion disponible en los informes etnoveterinarios sobre la
actividad antihelmintica de las plantas, existe una tendencia a validarlas bajo condiciones
experimentales controladas (Athanasiadou et. al., 2007). Los extractos de A. maritima
mostraron una fuerte actividad antihelmintica contra nematodos del ganado (Athanasiadou
et. al., 2007); asi mismo pellets de Onobrychis viciifolia mostraron un efecto inhibidor del
establecimiento larvario en becerros infectados artificialmente con Ostertagia ostertagi
(Desrues et. al., 2016b). Extractos obtenidos de la raiz de Cucumis sativus han mostrado
efectos nematicidas eficaces (Sepulveda-Jiménez et. al., 2003). Al tratar cabras con
infecciones mixtas de NGI con los extractos de Aloe ferox, Elephantorrhiza elephantina y
Leonotis leonurus se obtuvo disminucion en la eliminacién de huevos por gramo de heces
(hpgh) (Moreno-Gonzalo et. al., 2014). Marie Magdeleine et. al. (2009) reporto la actividad
antihelmintica de las semillas de Cucurbita moschata contra diversas fases de Haemonchus

contortus (Marie-Magdeleine et. al., 2009).

La actividad bioldgica de las plantas ha sido relacionada a la presencia de metabolitos
secundarios, entre los que destacan: lectinas, compuestos polifendlicos (taninos,
flavonoides), saponinas y terpenoides. Los metabolitos secundarios no cumplen funciones
primarias dentro de las plantas, no obstante, cumplen con una funcién principalmente

alelopatica que incluye mecanismos como: i) defensa contra la herbivoria, ii) defensa contra



agentes patdgenos (bacterias, hongos y virus), iii) proteccion de los rayos ultravioleta, iv)

reproduccion, entre otros (Sepulveda-Jiménez et al., 2003).

2.7 Gliricidia sepium
Gliricidia sepium es un arbol multipropoésito de rapido crecimiento, facil establecimiento y
con tolerancia a las podas regulares (Hernandez et al., 2014). De acuerdo con Garcia y
Medina (2006), esta especie destaca por su capacidad de fijar nitrégeno, lo cual es muy
significativo para la recuperacion de suelos degradados (Garcia y Medina, 2006). Esta planta
forrajera tiene un alto valor nutritivo en términos de proteina cruda (20 — 33 %) y una
digestibilidad de la materia seca in vitro (60 — 64 %). Gliricidia sepium es una leguminosa
arborea, caducifolia y nativa desde México hasta el norte de América del Sur, que se
encuentra ampliamente distribuida en las regiones tropicales del mundo. Es una especie con
alto potencial de produccién de biomasa y elevado valor nutritivo, lo cual la presenta como
una alternativa practica y econémica para incrementar la productividad animal y contribuir,
de esta manera, a disminuir los costos de produccion en los tropicos (Cardozo, 2013). Crece
bien en suelos de secos a hUmedos, resiste periodos prolongados de sequia y tiene capacidad
de prosperar en suelos relativamente pobres, por lo cual es una de las plantas mas
recomendadas y utilizadas en los sistemas agroforestales tanto en América Latina como en
Africa (Cardozo, 2013; Garcia y Medina, 2006). G. sepium es una leguminosa con alto valor
nutritivo (Cuadro 2), buena digestibilidad (Suarez et al., 2008), y que posee una amplia gama

de metabolitos secundarios (Garcia y Medina, 2006) (Cuadro 3).
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Cuadro 2. Composicion proximal de G. sepium.

MS (%) PC(%) EB(Mcalkgl) EE (%) FC(%) ELN(%) Cen (%)

35.9 20.4 411 1.89 10.80 43.2 14.10

MS: materia seca; PC: proteina cruda; EB: energia bruta; EE: extracto etéreo; FC: fibra
cruda; ELN: elementos libres de nitrogeno; Cen: cenizas.

Tomado de Foroughbakhch et al., 2012

Cuadro 3. Metabolitos secundarios presentes en G. sepium (%).

FT TT TPP TC TH Sap AlcT

2.22 0.46 0.41 0.40 ND 1.73 0.04

FT: polifenoles totales; TT: taninos totales; TPP: taninos que precipitan proteinas, como
equivalentes del acido tanico; TC: taninos condensados, como equivalente de leucocianidina: TH:
taninos hidrolizables, como equivalentes del &cido galico; Sap: saponinas, como equivalente
dediosgenina; AlcT: alcaloides totales; ND: no detectado.

Tomado de Garcia y Medina, 2006

2.7.1 Propiedades antihelminticas de G. sepium

Estudios in vitro e in vivo reportaron el potencial antihelmintico de G. sepium. Los extractos
organicos de las hojas jovenes de G. sepium tienen la capacidad de afectar el desenvaine y la
motilidad (71.3 % y 35.9 %, respectivamente) de larvas infectantes de H. contortus (von
Son-de Fernex, et. al., 2012). Los extractos acuosos de G. sepium mostraron efectos
inhibitorios sobre la migracion de larvas infectantes de NGI de ovinos superiores al 50 %, y
de obtener un porcentaje de inhibicion de la eclosion de huevos del 41.4 % (Puerto-Abreu,
2013). En otro estudio, se incubaron huevos de NGI de ovinos (Haemonchus contortus,
Cooperia curticei, Trichostongylus colubriformis) en extractos metandlicos de hojas de G.
sepium, el cudl mostré una inhibicién en la eclosion de huevos a la concentraciones de 500
pug/mL del 49.7 % (Peérez, et. al., 2014). Por otro lado, von Son-de Fernex et al. (2016),

reportaron que el extracto acetonico de G. sepium tienen la capacidad de inhibir el desarrollo
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embrionario y la eclosion de C. punctata en su totalidad, con una concentracion letal media
de 1.03 = 0.17 mg mL*. Asi mismo, el fraccionamiento biodirigido de extractos acetonicos
de G. sepium permitieron la identificacion de una cumarina como la posible molécula
responsable de su efecto antihelmintico (von Son-de Fernex et al., 2017). Las evaluaciones
in vivo reportaron un efecto inhibitorio del 76.9 % del establecimiento parasitario de C.

punctata en becerros (von Son-de Fernex, 2016).
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3 JUSTIFICACION

El crecimiento demografico exponencial a nivel mundial, demanda una mejora en la
produccion de alimentos que permita mantener la seguridad alimentaria de un modo

sustentable.

Las infecciones por NGI son uno de los principales problemas de salud que enfrenta la
produccion de rumiantes en el mundo y que tienen un impacto directo sobre los parametros
productivos, lo cual, aunado al rapido desarrollo de resistencia antihelmintica y a la demanda
de productos libres de residuos quimicos por parte de los consumidores, hace necesaria la

busqueda de alternativas sustentables para el control parasitario en rumiantes.

13



4 HIPOTESIS

El consumo de hojas frescas de G. sepium por bovinos disminuira la eliminacion de huevos
por gramo de heces. Asi mismo, reducira la fertilidad y el tamafio de las hembras de C.
punctata. Se observaran alteraciones morfomeétricas en los parasitos adultos recuperados del

contenido intestinal de los animales que consumieron hojas de G. sepium.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto antihelmintico in vivo del consumo de G. sepium sobre parasitos adultos de

C. punctata, en bovinos infectados artificialmente.

5.2 Objetivos especificos

1) Evaluar el efecto in vivo del consumo de follaje de G. sepium por bovinos sobre
la eliminacién de huevos por gramo de heces.

2) Evaluar el efecto in vivo del consumo de follaje de G. sepium por bovinos sobre
la fertilidad y el tamafio de las hembras de C. punctata.

3) Evaluar caracteristicas morfométricas de los parasitos adultos de C. punctata,
recuperados del contenido intestinal de los animales tratados y no tratados con G.

sepium.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de estudio

El trabajo se desarroll6 en el Mddulo de Produccion de vaquillas F1 “La Soledad”
perteneciente al Centro de Ensefianza, Investigacion y Extensién en Ganaderia Tropical, de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Nacional Auténoma de
México (CEIEGT-FMVZ-UNAM), localizado en el km. 3.5 de la carretera Martinez de la
Torre-Novara, Municipio de Atzalan, Veracruz, México (19°50°N, 97°1"W), a una altitud
de 110.9 msnm. El clima predominante es cdlido humedo Af (m) “W” (e) con una
temperatura media anual de 24.4 °C, 85 % de humedad relativa y precipitacion pluvial de

1990 mm (Garcia, 1981).

6.2 Gliricidia sepium
Se ofertaron hojas frescas de G. sepium (dos meses de edad aproximadamente) diariamente,

mediante el método de corte y acarreo.

6.3 Larvas infectantes y donadores monoespecificos

Las larvas infectantes se obtuvieron de donadores mono-especificos de C. punctata (cepa
CEIEGT-FMVZ-UNAM México) aislada del CEIEGT-FMVZ-UNAM. Los donadores
fueron alojados y criados en corraletas de cemento, alimentados con heno de Digitaria
decumbens (6.27 % PC), concentrado comercial (23 % PC) y agua a libre acceso.
Diariamente se colectaron heces directamente del recto de cada animal donador en bolsas
de poliuretano, las muestras se procesaron a temperatura ambiente (23.4° Cy 90 % HR) y
se realizaron coprocultivos mediante la técnica de Corticelli y Lai (1963). Posteriormente,

los cultivos se colocaron en un aparato Baermann para su coleccion y posterior filtrado. Una
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vez recuperadas las larvas, se almacenaron en cajas de cultivo a 4° C hasta su utilizacion.
Los animales experimentales que se utilizaron es este estudio, se manejaron cumpliendo con
los requisitos del Comité Interno para Cuidado y Uso de los Animales (CICUA) de la

UNAM.

6.4 Animalesy disefio experimental

Se utilizaron 12 becerros F1 (Holstein x Ceb() de aproximadamente 6 meses de edad y un
peso promedio de 133 kg, estabulados en corraletas individuales con piso de cemento y
libres de infeccion por NGI. El estatus libre de NGI se monitored mediante analisis diario
de las heces utilizando la técnica de McMaster (Raynaud, 1970). El periodo experimental

se dividio en tres periodos:

i) adaptacion de los animales a las corraletas y a la dieta experimental, y desparasitacion de
los animales experimentales (dia -14 al 0), con la finalidad de estar libre de NGI al inicio
del experimento. Cada animal se desparasito el dia -14 con levamisol a una dosis de 8

mg/kg; vy el dia -5 con albendazol a razon de 10 mg/kg de peso vivo (PV).

ii) periodo pre-patente (dia 0 al 14), tiempo transcurrido desde la infeccion artificial de los
animales hasta la aparicion de los huevos en las heces. Al inicio de este periodo, se
corroboré que todos los animales estuviesen libres de NGI. El dia cero (0), los 12 animales
se infectaron artificialmente con una dosis oral de 400 larvas infectantes (L3) de C.
punctata/kg PV/VO, y se distribuyeron en dos grupos experimentales, balanceados de
acuerdo al peso (n=6): T1 o Control (grupo que no recibié ningun tratamiento) y T2:

Tratamiento (grupo suplementado con G. sepium).

iii) periodo experimental (dia 15 al 26). Durante éste periodo se ofertd una dieta isoprotéica
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del dia 15 al dia 26 post-infeccion (pi). La dieta para el grupo control (T1) consistio de
concentrado comercial (12 % PC) La racion se calculd diariamente, con base en el consumo
de PC promedio del grupo T2, esto con la finalidad de lograr obtener dietas isoproteicas, y

henificado de la graminea Digitaria decumbens (6.72 % PC) ad libitum.

Al T2, se les ofertd hojas frescas de G. sepium durante un periodo de seis horas (08:00 a
14:00 h); después se les oferté 500 g de concentrado comercial (12% PC) y henificado
de la graminea D. decumbens (6.72 % PC) ad libitum. Los animales de ambos tratamientos

tuvieron acceso libre al agua.

El dia 27 del experimento se realiz6 la matanza humanitaria de dos becerros (uno de cada
grupo experimental) elegidos al azar para llevar a cabo la recuperacion, cuantificacion y
evaluacion morfométrica de los parésitos adultos recuperados del contenido intestinal. El
sacrificio se realizd bajo el cumplimiento estricto de las normas establecidas por el Comité

Interno para Cuidado y Uso de los Animales de la UNAM (CICUA).

6.5 Mediciones y técnicas de laboratorio
6.5.1 Determinacion del consumo voluntario
La determinacion del consumo voluntario de los componentes de la dieta (D. decumbens, G.
sepium y concentrado comercial) se realizé de modo individual, mediante el pesaje diario del

material ofrecido y rechazado.

6.5.2 Analisis quimico proximal (AQP)
Diariamente se tomaron muestras (100 g) de heno de D. decumbens y de follaje de G. sepium

tanto ofrecido como rechazado por los animales. Estas muestras se almacenaron en bolsas de
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papel kraft y se transportaron al laboratorio bromatologico para su secado a 70° C y su

posterior determinacidn de materia seca MS y del valor nutricional.

Se determind el porcentaje de MS, el porcentaje de elementos libres de Nitrégeno (ELN) y
el porcentaje de cenizas de acuerdo a lo sugerido por la AOAC (1980). El porcentaje de
proteina Cruda presente en las muestras se determind mediante la técnica de Kjeldhal;

mientras que el extracto etéreo se obtuvo por el método de Soxhlet (AOAC, 1980).

6.6 Técnicas parasitoldgicas

6.6.1 Eliminacién de huevos por gramo de heces (hpgh)

Diariamente se tomaron muestras de heces a todos los animales para monitorear la
eliminacién de huevos de Cooperia punctata mediante la técnica de McMaster modificada

(Raynaud, 1970).

6.6.2 Recuperacion de los parasitos adultos presentes en intestino delgado
Después de la matanza humanitaria de los bovinos, se localizo el TGI de cada animal. La
recuperacion de los parasitos se realizd de acuerdo a lo descrito por Torres-Acosta et al.

(2015).

Para obtener el intestino se realiz6 una doble ligadura con hilo cafiamo a una distancia de dos
centimetros aproximadamente de la union abomaso-duodenal tomando los primeros seis
metros del intestino delgado. Cada ID se coloco en un recipiente individual identificado con

el nimero correspondiente a cada animal, para su traslado inmediato al laboratorio.

El intestino de cada animal se abri6 y lavo para recuperar el contenido luminal. Los

contenidos se lavaron con agua precalentada a través de tamices de diferentes tamafios para
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colectar finalmente a los parasitos adultos en un tamiz con una apertura de poro de 44 pm.
Los parasitos colectados fueron colocados en un recipiente hermetico con formol al 10%,

previamente identificado con el nimero del animal y el grupo experimental.

6.6.3. Cuantificacion y evaluacion morfométrica de los parasitos

adultos presentes en intestino delgado

El conteo de parésitos adultos se realiz6 mediante la técnica de alicuota al 10 % (Paolini et
al., 2003; Valderrabano et al., 2010), y la evaluacion morfométrica, con base en lo descrito

por Torres Acosta et al., 2015.

6.6.4. Evaluacién de la fertilidad per cépita y fecundidad in utero de

las hembras parasitas

La fertilidad de las hembras se determind, dividiendo el nimero de huevos por gramo de
heces eliminados por cada animal previo a la matanza humanitaria, entre el nimero total de
hembras recuperadas (Paolini et al., 2003; VValderrabano et al., 2010). La fecundidad in utero

se realizo con base en la técnica descrita por (Martinez-Ortiz-de-Montellano et al., 2010).

7 ANALISIS ESTADISTICO

El efecto del consumo de G. sepium se evalué mediante la estimacion en la reduccion en la
eliminacion de huevos y la reduccidn en la poblacion de paréasitos adultos. El porcentaje de
reduccion de huevos por gramo de heces y de los parasitos adultos, se obtuvo mediante la

utilizacion de la siguiente formula (Coles et al., 1992):

PR =100 (12
=100(1 - —2)

20



Donde:

PR= Porcentaje de reduccién

XT= Media aritmética del grupo tratado con Gliricidia sepium

XC= Media aritmética del grupo control negativo.

El valor obtenido de eliminacion de huevos por gramo de heces de cada animal dentro de los
tratamientos fue transformado (log10 (EHPGH+1), para posteriormente realizar un analisis

de regresion lineal.

Se realiz6 un andlisis de correlacién de Pearson entre la eliminacion de huevos por gramo de

heces y el consumo de G. sepium.

El consumo de materia seca y proteina de cada grupo experimental se determind mediante

un analisis de varianza.

La tasa de fertilidad per cépita de las hembras parasitas se calcul6 con la siguiente formula

(Paolini et al., 2003; Valderrabano et al., 2010):

FPC - HPGH obtenido el ultimo dia del experimento

Total de hembras adultas recuperadas

Donde:

FPC: Fertilidad per capita

HPGH: Huevos por gramo de heces
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Las caracteristicas morfométricas de los parasitos adultos recuperados y fecundidad in utero
de las hembras recuperadas del T1y T2, fueron analizadas mediante un analisis de varianza

(ANOVA).

La tasa de establecimiento de adultos (TEA) fue calculada de acuerdo a la siguiente formula:
100*(1-Ar/Li), donde Ar representa el numero total de adultos recuperados y Lirepresenta el

namero total de L3 usadas para la infeccion. (von Son-de Fernex, 2016).

La tasa de reduccion de adultos fue calculada usando la formula 100*(1-Es/Ec) donde Et
representa el establecimiento obtenido en el grupo suplementado (T2) y Ec el establecimiento

obtenido en el grupo control (T1) (von Son-de Fernex, 2016).
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8 RESULTADOS

8.1 Analisis quimico proximal (AQP) de la dieta

La composicién quimica de G. sepium y D. decumbens ofrecido a los animales

experimentales se presenta en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Composicion quimica de G. sepium y D. decumbens ofrecidos durante el periodo

experimental (g/100 g MS).

Material O/R MS PC EE Cen FC ELN
Dd O 88.73 7.63 5.16 8.53 18.66 60.66

R 86.75 7.03 4.44 7.65 19.60 61.27

Gs 0 25.25 23.98 5.58 6.91 8.04 55.47

R 25.25 23.86 5.01 7.42 8.00 55.71

*Dd: Digitaria decumbens; Gs: Gliricidia sepium; O: Alimento ofrecido; R: Alimento rechazado;
MS: Materia seca; PC: Proteina cruda; EE: Extracto etéreo; Cen: Cenizas; FC: Fibra cruda; ELN:
Elementos libres de nitrogeno.

8.2 Determinacion del Consumo Voluntario

El consumo de materia seca (MS) total fue diferente entre grupos experimentales (P < 0.5)
(Figura 1). Los animales del grupo tratado (T2) consumieron menos MS (MS por % PV) en
comparacion al grupo control (1.98 £ 0.32 % y 2.22 + 0.25, respectivamente) (P < 0.05). El
consumo de PC (media + D.E.) fue de 260.01 £ 12.67 g/dia y 311.93 + 16.17 g PC/dia para

el grupo T1y T2, respectivamente (Figura 2; P < 0.05).

El porcentaje de inclusion de G. sepium con respecto al total de la dieta ofrecida para el
tratamiento fue de 25.75 = 1.7 %, con un consumo voluntario promedio de 675.8 + 43.4 g

MS/animal/dia.
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Consumo voluntario (% PV)

Bl 11-control
BEE T12- Tratamiento

Consumo voluntario (% PV)

T1 T2

Figura 1. Consumo voluntario de MS representado en porcentaje de peso vivo (%PV)
(MediazDE).
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Figura 2. Consumo de proteina cruda (PC) total entre tratamientos, representada como
gramos de PC por dia (g/dia) (Media = DE).
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8.3 Técnicas parasitoldgicas

8.3.1 Eliminacién de huevos por gramo de heces (hpgh)

La cinética de eliminacién de huevos por gramo de heces entre los grupos experimentales se
muestra en la Figura 3. No hubo diferencia en la eliminacion de huevos por gramos de heces
entre tratamientos (Figura 2; P > 0.05). No obstante, se observé una tendencia de reduccion
en la eliminacion de huevos alcanzando al dial2 post-tratamiento fue de 43.54 % (Cuadro
5). Se observo una correlacion negativa (-0.58) entre el consumo Gliricidia sepium y la
eliminacion de hpgh, donde por cada 10 gramos extras de consumo de hoja fresca de G.

sepium se eliminan 5.8 huevos menos por gramo de heces (P < 0.05).

Eliminacion de huevos por gramo de heces
entre tratamientos

54
—e— T1-Control

—_ - T2- Tratamiento
=
(@)
(@)
=
T
O
a
T
LLl 14

O 1 1 1 1 1 1 1

01 2 3 45 6 7 8 910111
Dias experimentales

Figura 3. Cinética de eliminacion de huevos por gramo de heces (EHPGH) entre los
tratamientos (Log10 (HPGH+1)).
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Correlacion entre el consumo de G.sepium y EHPGH
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G. sepium (gr MS)

Figura 4. Correlacion entre el consumo de G. sepium (g MS) y la eliminacion de huevos por
gramo de heces (EHPGH).
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Cuadro 5. Eliminacién promedio de huevos por gramo de heces entre tratamientos
(MediatEE).

Eliminacion promedio de huevos por gramo de heces
Dia de Tl T2 Reduccion en

experimentacion (Prom. £ e.e.) (Prom. + e.e.) eliminacién (%)

1 2800 £ 509 2827 £ 692 0

2 2475 £ 581 2794 + 893 0

3 2069 + 454 2168 + 729 0

4 2326 £ 718 2031 £ 692 12.68
5 2197 + 882 1598 + 565 27.24
6 2122 £ 730 1834 682 13.55
7 2014 + 791 1203 + 465 40.26
8 1952 + 701 1608 + 691 17.59
9 2758 + 1102 1739 + 729 36.93
10 2833 £1198 1824 + 815 35.62
11 2710 + 1142 2525 + 1089 6.83
12 2812 £1141 1588 + 675 43.54

8.3.2 Recuperacion, cuantificacion y evaluacion de los parasitos adultos
presentes en intestino delgado
El nimero total de parésitos adultos recuperados del intestino de los animales en ambos
grupos fue de 3280 y 1890 para el grupo control y tratamiento, respectivamente. Se observé
una reduccién del 39.43 % de la poblacion de C. punctata entre grupos experimentales con
respecto a sus tasas de establecimiento (%) (Cuadro 6). La proporcién de machos y hembras
entre grupos fue de 29.1 % de machos y 70.89 % hembras para el grupo tratamiento; mientras
que en el grupo control se observd una proporcion del 50.3 % de machos y 49.69 % de

hembras (Cuadro 7).
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Cuadro 6. Tasa de Reduccion de Adultos entre grupos experimentales T1y T2.

In6culo Adultos Tasa de Tasa de
(No. L3) Recuperados  establecimiento de Reduccion de
adultos (TEA) adultos
Control (T1) 54767 3280 5.99 %
. 39.43 %
Tratamiento (T2) 52100 1890 3.63%

Cuadro 7. Proporcion de machos y hembras recuperados entre grupos experimentales.

Total machos Total hembras Total adultos
Control (T1) 1650 1630 3280
Tratamiento (T2) 550 1340 1890

Las caracteristicas morfométricas de las hembras de C. punctata recuperadas de la mucosa
intestinal tuvieron una longitud total de 6.76 = 0.12 mm y 8.06 + 0.14 mmen T1y T2,
respectivamente (P < 0.05; Cuadro 5). Para los machos adultos, la longitud fue similar entre

tratamientos (P > 0.05; Cuadro 8).

Cuadro 8. Longitud total (mm) de los parasitos adultos de Cooperia punctata recuperados

de ambos grupos experimentales.

Longitud total (mm)

Hembras Machos
Control (T1) 6.76£0.12 2 5.48+0.08 2
Tratamiento (T2) 8.06+0.14° 552+ 0.09 2

Literales diferentes en la misma columna representan diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05)
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8.3.3 Evaluacion de la fertilidad per capita y fecundidad de las

hembras adultas recuperadas

En el grupo tratado, la reduccion en la fertilidad per capita de las hembras de C. punctata
fue del 96.63 % (P < 0.05). El numero de huevos producidos por hembras en los animales
que consumieron G. sepium fue menor en comparacién a los animales del grupo control
(0.04 y 1.33 huevos/hembra, respectivamente) (Cuadro 9). Asi mismo, se observo que las
hembras parasitas recuperadas de los animales que consumieron G. sepium tenian una
menor cantidad de huevos in utero en comparacion a las recuperadas del grupo control
(9.42 £1.6 y 17.96 £+ 1.3 huevos in utero/hembra, respectivamente); con una reduccion del

48.55 % en la fecundidad in utero (P < 0.05; Figura 5).

Cuadro 9. Tasa de reduccion en la fertilidad del grupo T2 con respecto al T1.

EPGH 9 Recuperadas Fertilidad % Reduccion
en la fertilidad

Control (T1) 2165 1630 1.328220859
Tratamiento (T2) 60 1340 0.044776119

96.63
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Figura 5. Comparacion de la fecundidad de las hembras de Cooperia punctata de ambos
grupos experimentales; obtenida mediante el conteo de huevos in utero.
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9 DISCUSION

A nivel mundial, la ganaderia tropical se enfrenta a multiples factores que impactan
negativamente su desempefio productivo. Se considera que dos de los problemas principales
son la baja calidad de la dieta asociado al uso de gramas nativas y las parasitosis que afectan
tanto la salud como el desempefio animal (Koler, 2001). Dentro de las principales alternativas
que buscan mitigar el impacto negativo de ambos factores, se ha propuesto la inclusion de
leguminosas tropicales (Gonzalez-Arcia et. al., 2012). Gliricidia sepium es una leguminosa
tropical ampliamente distribuida a nivel mundial que ha sido seleccionada debido a su calidad
nutritiva en términos de concentraciones de fibra menores a 40 % y de proteina cruda
mayores al 20 %, con una digestibilidad promedio del 76 % (Tesorero y Combellas, 2003).
Asi mismo, estudios recientes tanto in vitro como in vivo reportan el potencial antihelmintico
de G. sepium como un método preventivo de control de las nematodosis gastrointestinales,
inhibiendo el establecimiento larvario de C. punctata en bovinos (von Son-de Fernex, 2016).
No obstante, se desconoce el efecto que pueda tener sobre poblaciones adultas de C. punctata.
Motivo por el cual, el objetivo de éste trabajo de investigacion fue evaluar el efecto
antihelmintico in vivo del consumo de G. sepium sobre parasitos adultos de C. punctata, en

bovinos infectados artificialmente.

El consumo de hojas frescas de G. sepium mostrd una reduccién en la poblacion adulta del
32.07 %, asi como una marcada tendencia de reduccion en la eliminacion de huevos por
gramo de heces, alcanzando una reduccion del 43.53 % al dia 12 post-tratamiento (P > 0.05).
Dichos resultados son similares a los reportados por Desrues et al. (2016), quienes reportan
que la utilizacién de Sainfoin en bovinos infectados artificialmente con O. ostertagi y C.

oncophora redujo la poblacion total de O. ostertagi en un 50 %, no obstante no se encontrd
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una reduccion estadisticamente significativa en la EHPGH entre tratamientos. EI consumo
de G. sepium en éste trabajo de investigacion puede considerarse como moderado (675.8 +
43.4 g MS/dia) al compararlo con otros trabajos nutricionales donde se reporta un consumo
de 1.3 kg MS/dia en becerros (Abdulrazak et. al., 1997), asi como con evaluaciones del efecto
AH de la leguminosa in vivo donde se reportd un consumo promedio de 1.04 + 0.84 kg
MS/becerro/dia (von Son-de Fernex, 2016). En éste trabajo de investigacion se observo una
correlacion negativa entre el consumo de hojas frescas de G. sepiumy la EHPGH (P < 0.005),
asi como un efecto directo sobre la fertilidad, fecundidad in utero y la proporcion de machos
y hembras de C. punctata recuperados de la mucosa intestinal. Hasta nuestro conocimiento
éste es el primer reporte del efecto antihelmintico de una planta no taninifera sobre
poblaciones adultas de C. punctata en bovinos. Nuestros resultados son similares a lo
reportado por Heckendorn et al. (2006), quienes reportaron que la complementacion de
ovinos con Sanfoin en una infeccion mixta de H. contortus y C. curticei mostr6é un efecto
AH reduciendo la poblacion total de H. contortus, sin que la poblacion total de C. curticei se
viera afectada; y reportan que el consumo de Sainfoin si mostré un efecto AH directo sobre
la fecundidad per cépita de las hembras. De igual manera, Martinez-Ortiz de Montellano et
al. (2010), reportan que las poblaciones de H. contortus no se vieron afectadas por el
consumo de plantas ricas en taninos, pero asocian la reduccion de la eliminacion de huevos
entre grupos a la capacidad de los taninos para afectar la fecundidad de las hembras. Las
diferencias entre los hallazgos en éste trabajo pueden estar asociados en primer instancia a la
composicion fitoquimica de la planta; ya que G. sepium contiene trazas de taninos (Akharaiyi
et. al., 2012; Garcia y Medina, 2006); asi mismo se ha reportado que la actividad biologica
de la planta puede variar segun el género de NGI y su sitio de establecimiento en el TGI de

los rumiantes (Athanasiadou et. al., 2007). En éste caso se puede asociar la tendencia de
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reduccién en la EHPGH entre grupos al efecto sobre la poblacion adulta; asi mismo, la
reduccién en fertilidad y fecundidad de las hembras de C. punctata pudiese estar relacionada
directamente a la proporcion de machos y hembras encontrados en cada tratamiento. Estudios
reportan que el consumo de pellets de Sainfoin redujo la proporcién de machos de C.
oncophora a un 29 £ 23 % (Desrues et al., 2016b), valor muy similar al que se encontrd en
éste trabajo (29.1 %). La reduccién de la poblacion masculina parasitaria ha sido relacionada
a que en los géneros de Coooperia spp, los machos son expulsados primero que las hembras
(Desrues et al., 2016b). Es importante mencionar que la mayoria de los estudios existentes
sobre el género Cooperia spp, se han realizado utilizando como modelo a C. oncophora y
aungue son el mismo género, existen diferencias morfolégicas y genéticas entre especies, y
con ello la posibilidad de que el efecto del uso de plantas bioactivas sea diferente. Las
caracteristicas morfométricas de los adultos recuperados indican que las hembras del grupo
suplementado con G. sepium tuvieron mayor longitud con respecto a las hembras del grupo
control (8.06 £ 0.14 mm y 6.76 + 0.12 mm respectivamente); cuestion que difiere de lo
reportado por Martinez-Ortiz-de-Montellano et. al. (2010) al probar extractos de Lysiloma
latisiliguum sobre la fase adulta de Haemonchus contortus en ovejas, quienes obtuvieron un
menor tamafio en las hembras del grupo tratado. No obstante, nuestros resultados son
concordantes con lo observado por Moreno-Gonzalo et. al. (2014), cuyos reportes indican
mayor longitud de las hembras de Teladorsagia circumcincta recuperadas de los corderos
suplementados con brezo; cuestion que se relacion6 con la menor densidad en la poblacion
de parasitos adultos y con diferencias en la respuesta inmune individual del huésped
(Moreno-Gonzalo et. al., 2014). Hasta nuestro conocimiento, no existen datos sobre el efecto

de plantas no taniniferas sobre poblaciones adultas de NGI.
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10 CONCLUSION

El consumo de hojas frescas de G. sepium redujo la poblacion adulta, fertilidad y fecundidad
de C. punctata. Por lo cual, se concluye que la leguminosa tropical G. sepium tiene un efecto
AH in vivo contra poblaciones adultas de C. punctata; por lo cual podria considerarse como

un método preventivo en el control de la cooperiosis en bovinos.
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