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Resumen.

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar el efecto antihelmintico
de una solucion acuosa de taninos condensados (SATC) contra Haemonchus
contortus. La investigacion se llevo a cabo en cuatro etapas: 1. Determinacion de
taninos condensados (polifenoles), contenidos en un extracto de quebracho
(Schinopsis balansae/lorentzii). En promedio se obtuvo 113.2 g de taninos
condensados/kg del extracto. 2. Pruebas in vitro, ensayo de eclosion de huevos
(EHA) y motilidad de las larvas, se obtuvo que el uso de la SATC, la cual inhibié
55.2% de la EHA en comparacion con el 100% que mostré el albendazol. En el
ensayo de la motilidad se observo efecto a las tres horas de exposicion con la SATC,
pero entre mayor tiempo de exposicion de las larvas a la solucion, la motilidad de
estas se reduce considerablemente.

La infeccidn controlada y el tratamiento se analizo con base en el efecto nematicida
en la solucién acuosa de taninos contra el establecimiento de L3 y en las fases
adultas de fue dividida en dos experimentos; la evaluacion del efecto antiparasitario
de la solucién acuosa de taninos contra el establecimiento de Lz y también sobre el
efecto de esta misma en las fases adultas de H. contortus. En ambos casos se
colectaron las fases adultas del parésito, y se observé una disminucién en la
cantidad (2,290 y 5,090), en comparacion con el grupo testigo (8,685),

observandose una diferencia significativa (P < 0.05).



Abstract.

The objective of this research was to evaluate the anthelmintic effect of an aqueous
solution of condensed tannins (ASCT) against Haemonchus contortus. The
investigation was carried out in four stages: 1. Determination of condensed tannins
(polyphenols), contained in a quebracho extract (Schinopsis balansae / lorentzii). On
average, 113.2 g of condensed tannins / kg of the extract were obtained. 2. In vitro
tests, egg hatching test (EHA) and larval motility test, it was obtained that the use of
ASCT, which inhibited 55.2% of EHA compared to 100% that showed albendazole.
In the motility test, an effect was observed at three hours of exposure with the ASCT,
but the longer the exposure of the larvae to the solution, the motility of these is
considerably reduced.

Controlled infection and treatment was analyzed based on the nematicidal effect in
the aqueous solution of tannins against the establishment of Lz and in the adult
phases it was divided into two experiments; the evaluation of the antiparasitic effect
of the aqueous solution of tannins against the establishment of Ls and also on the
effect of the same solutioin in the adult phases of H. contortus. In both cases the
adult phases of the parasite were collected, and a decrease in the amount (2,290
and 5,090) was observed, compared to the control group (8,685), with a significant
difference (P <0.05).



Introduccion.

Los nematodos (gusanos redondos), de humanos y otros animales son de gran
importancia como patdgenos (Anderson, 2000). Particularmente los nematodos del
ganado, incluidas especies de Haemonchus, Ostertagia y Trichostrongylus, causan
pérdidas econdmicas sustanciales debido a un crecimiento reducido, pobre
productividad y muerte (Wolstenholme y col., 2004; Kaplan y Vidyashankar, 2012).
A nivel mundial, Haemonchus. contortus es uno de los representantes mas
importantes de la orden Strongylida, que infecta a pequefios rumiantes
principalmente a los ovinos por el hecho de ser una de las especies que por tradicién
se cria en condiciones rusticas en areas tropicales y subtropicales como México
(Besier y col., 2016).

Uno de los principales problemas sanitarios que enfrenta la produccién ovina
nacional es causada por los nematodos gastrointestinales (NGI) (Cuéllar, 2007).
Esta parasitosis se adquiere en los sistemas productivos donde se practica el
pastoreo y resulta un problema sanitario frecuente en los sistemas donde existen
praderas irrigadas (Cuéllar, 1992). La infeccién por NGE es una de las parasitosis
mas comunes en México, afecta principalmente a los ovinos por el hecho de ser una
de las especies que por tradicion se cria en condiciones rusticas. La nematodiasis
gastrointestinal se caracteriza por alteraciones digestivas, retraso del crecimiento,
disminucion de la produccién, edema submandibular, anemias y muerte. La
intensidad de la parasitosis varia con la edad y con el sistema de produccion (Meana
y Rojo, 1999; Quiroz, 2003).

Esta enfermedad es producida por nematodos de varios géneros que interaccionan
en el tracto digestivo de los rumiantes y traen como consecuencia importantes
trastornos metabdlicos (Cuéllar, 1986). Los nematodos gastroentéricos (NGE) mas
frecuentes en los ovinos de México, son: Haemonchus contortus, Teladorsagia
circumcinta, Trichostrongylus sp., Cooperia sp., Strongyloides papillosus, Chabertia

ovina, Nematodirus sp., Oesophagostomum sp. y Trichuris ovis (Quiroz, 2003).



De la amplia gama de NGE que afectan a los ovinos sobresale Haemonchus
contortus, que por sus habitos hematéfagos se convierte en uno de los que tiene
mayor grado de virulencia (Quiroz, 2003). Debido a su patogenia y distribucion
geografica se considera que H. contortus es el nematodo mas importante en los
ovinos de México (Cuéllar, 1986).

1.1 Caracteristicas de Haemonchus contortus

El H. contortus también es conocido como gran gusano del estbmago, gusano del
cuajar (Soulsby, 1987), gusano en poste de barbero (Lapage, 1976). Los adultos
de H. contortus se localizan en el abomaso del hospedador. Las hembras pueden
producir de 5,000 a 10,000 huevos al dia, los cuales son eliminados en la materia
fecal, si las condiciones ambientales son adecuadas, se desarrolla la larva 1 (L)
que eclosiona en la materia fecal en 1 o 2 dias (Quiroz, 2003).

El ciclo evolutivo es directo, dividiéndose en una fase no parasita que se desarrolla
fuera del hospedero y otra fase parasita, que se desarrolla dentro del rumiante
(Lapage, 1983).

El nematodo mas virulento de las regiones tropicales y subtropicales es H.
contortus, el cual ademas de ser endémico de estas regiones geograficas, se ve
favorecido por las lluvias continuas que permiten la presencia de estados larvarios
en las pasturas durante casi todo el afio. Asi puede causar la muerte a ovejas y
cabras de todas las edades en cualquier época (Waller, 2002).

Fase no parasita o de vida libre.

Los huevos de NGE son expulsados del organismo del animal parasitado en las
heces y liberados sobre las praderas (Mehlhorn, 2004). En este momento se
encuentran en estado de embriogénesis, salvo los de Strongyloides papillosus que
ya contienen larvas (Li1) formadas. En condiciones adecuadas de humedad y
temperatura, en 1 o 2 dias se desarrolla el embrion dentro del huevo y eclosiona
una larva de primer estado (L1) (Niec, 1968).

Los huevos de H. contortus miden de 70 a 85 ym de ancho, contienen un embrién

de 16 a 32 células. Si las condiciones de temperatura son de entre 20y 35 °C y la



humedad relativa es del 100%, el desarrollo del huevo al primer estadio evolutivo
se inicia entre las primeras 24 y 30 horas de incubacion, debido a la secrecion de
enzimas como la quitinasa y la proteasa las cuales rompen la pared del huevo
permitiendo la ecdisis o desenvaine de la larva (L1), la que tiene en promedio 369
pMm de longitud total, su estructura es muy simple posee cavidad bucal y eséfago
bulboso (rabditifirme), también esta provista de un aparato bulbar caracteristico en
forma de “Y” al que sigue un intestino simple de luz bien visible que termina en el
ano (Quiroz, 2003).

Esta se alimenta de bacterias del medio donde se encuentra. Al completar su
crecimiento, muda de epidermis y se trasforma en larva 2 (L2), que también se
alimenta de bacterias y crece hasta que madura, muda su epidermis, pero esta no
se desecha, permanece como una envoltura suelta alrededor de la L3 que se ve
separada por ella del ambiente, por lo tanto, no puede alimentarse. La L3 se
mantiene de los granulos de material alimenticio que han sido almacenados dentro
de las células que recubren su intestino (Lapage, 1976).

La tercera larva es en realidad la fase infectante de este nematodo. La primera y
segunda larva no puede infectar a un nuevo hospedero y si son ingeridas por algun
animal son destruidas por accion de los jugos gastricos (Niec, 1968; Smith 1974;
Lapage, 1983). La Ls es activa y capaz de subir a los tallos y hojas que sirven de
alimento a los hospederos, de esta manera se favorece su ingestién por via oral
constituyendo la ultima etapa del ciclo biologico fuera del hospedero definitivo. La
duracion de la etapa no paréasita de H. contortus es de siete a 90 dias dependiendo

esto de las condiciones climatolégicas de la region (Quiroz, 1984).

Fase parasita

Las larvas infectantes constituyen la Ultima etapa del ciclo biolégico fuera del
huésped definitivo. Ingeridas con el forraje penetran en la mucosa del abomaso o
del intestino, donde sufren dos mudas mas, convirtiéendose en larvas de cuarto y

quinto estado y finalmente en los nematodos maduros, formas sexuales. El ciclo



biolégico completo varia segun la especie desde mas o menos 17 dias (Cooperia
sp.), hasta 25 a 45 dias (Nematodirus sp.) (Niec, 1968).

El H. contortus es uno de los principales nematodos que afecta a ovinos y caprinos
(Burke, 2005). Su ciclo de vida es de tres semanas aproximadamente. La larva
infectiva es consumida por los animales con el forraje y una vez en el rumen, ésta
continua su desarrollo, viaja hasta el abomaso y alli llega a su estado adulto (fig. 1).
Una hembra adulta de nematodo puede producir miles de huevos y consumir cerca
de 200 pl de sangre diariamente. La gran capacidad de excretar huevos de las
hembras es la principal causa de las epidemias que se generan al inicio de las
épocas lluviosas cuando las condiciones climaticas son favorables para el desarrollo
de las larvas (Burke, 2005).

En el rumen de un nuevo hospedero la muda de larva L3 se inicia al detectarse un
incremento de pH ruminal causado por la secrecion de leucina-amino-peptidasa a
través de las células neurosecretoras localizadas entre la base del es6fago y los
orificios excretores de la larva, hay un desprendimiento del casquete de la larva,
gue es precedido por la aparicion de un tenue anillo refringente en el punto donde
el casquete se va a desprender (Olsen, 1974; Dakkak, 1981; Soulsby, 1982). La
entrada de la fase infectante al orificio omaso-abomasal ocurre de 10 a 20 minutos
después de haber sido ingerida la Ls. Una vez que la larva se ha liberado pasa hacia
el abomaso y entra a una fase del ciclo biolégico denominada fase tisular o
histotrépica, momento durante el cual se transforma en larva cuatro (Ls), ésta
penetra a las criptas de las glandulas gastricas donde se alimenta y crece,
posteriormente pasa a la mucosa abomasal y después abandona ésta para alojarse
en el lumen del abomaso mudando una vez mas para transformarse en la larva
cinco (Ls), la cual se desarrolla directamente sin mudas posteriores hasta madurar

y transformarse en verme adulto, macho o hembra (Hsu, 1977; Sommerville, 1977).
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Figura 1. Ciclo biol6gico de Haemonchus contortus. A) Adultos en el lumen abomasal. B)
Huevo eliminado en heces. C) Huevo larvado. L;) Larva 1 libre en suelo. L,) Larva 2. Ls)
Larva 3 (fase infectante).

Resistencia.

La alta incidencia de nematodos gastrointestinales en pequefios rumiantes,
especialmente H. contortus y en menor escala otros, como Cooperia sp.,
Trichostrongylus colubriformis, Oesophagostomum sp. y Strongyloides papillosus y
la resistencia que los mismos han generado a gran parte de los farmacos
antiparasitarios, hacen necesaria la busqueda de nuevas soluciones a este

problema (Alvarez y col., 2004).

El control de H. contortus y otros nematodos ha recaido fuertemente sobre el uso

de los farmacos antihelminticos (Holden-Dye y Walker, 2014). Tales farmacos
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incluyen derivados del aminoacetonitrilo (Ej. monepantel), aminofenilaminidas (Ej.
tribendimidinas), bencimidazoles (Ej. albendazol), imidasotiazoles (Ej. levamisol),
lactonas macrociclicas (Ej. ivermectina y moxidectina), espiroindoles (Ej.
derquantel) y tetrahidropirimidinas (Ej. morantel, oxantel y pirantel). El levamisol y
pirantel actdan ligAndose a un subgrupo de canales i6nicos receptores de
acetilcolina de los nervios y muasculos de los nematodos, resultando en una
contraccion espastica del musculo (Robertson y col., 2010) o paralisis de los
gusanos; los parasitos son incapaces de moverse dentro del tracto, por lo tanto, son
removidos mediante el peristaltismo. Los bencimidazoles tienen actividad en contra
de diversas especies de nematodos (Keizer y Utzinger, 2008); ligandose a la
tubulina (proteina del citoesqueleto), bloqueando la formacion de matriz micro
tubular, la cual es esencial para varios procesos bioldgicos en la célula, incluyendo
movimiento cromosomal y divisién celular (Stepek y col., 2006; Holden-Dye y
Walker, 2014). Las lactonas macrociclicas actuan abriendo los canales de cloruro
controlados por glutamato, aumentando el flujo de iones de cloruro, lo que conduce
a defectos en la neurotransmision y paralisis flacida (Stepek y col., 2006).
Recientemente nuevas clases de antihelminticos, por ejemplo: cicloocta
depsipéptidos (Ej. emodepside), los derivados de aminoacetonitrilo (Ej. monepantel)
y los espiroindoles (Ej. derquantel), estan disponibles comercialmente (Epe y
Kaminsky, 2013). Estos quimicos se ligan a la proteina G y a los canales de potasio
dependientes de voltaje/calcio (emodepsida), algunos receptores de acetilcolina
(monepantel) o receptores de acetilcolina nicotinica (derquantel) del subtipo B, que
conducen a paralisis espastica (monepantel) o flacida (emodepside y derquantel)
de algunos parasitos nematodos y su posterior muerte (Kriicken y col., 2012; Epe y
Kaminsky, 2013).

Hasta ahora, el control de estos parasitos ha recaido esencialmente en el uso
repetido de productos antihelminticos comerciales, ahora bien, la resistencia a los
farmacos antihelminticos es generalizada en las poblaciones de nematodos y la
aparicion de cepas resistentes se ha convertido en un problema serio en algunas
regiones del mundo (Kaplan, 2004). Aunado al costo relativamente bajo y la facil

administracion de los farmacos antihelminticos en contra de los NGE de los
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animales, ha llevado a su uso extensivo y consecuentemente, a una resistencia por
parte de los parasitos (Gilleard, 2006). En efecto, la resistencia de los nematodos
hacia  bencimidazoles, imidazotiazoles/tetrahidropirimidinas y lactonas
macrociclicas, ha sido reportado en muchas partes del mundo en todos los
continentes (Hughes y col., 2007; Demeler y col., 2009; Papadopoulos y col., 2012;
Verissimo y col., 2012; Byaruhanga y Okwee-Acai, 2013; Falzon y col., 2013; Rialch
y col., 2013; Tsotetsi y col., 2013; Chagas y col., 2013; Becerra-Nava y col., 2014;
Keane y col., 2014; Nabukenya y col., 2014; Gasbarre, 2014; Kudo y col.,2014;
Mabhieu y col., 2014; Playford y col., 2014; Bourguinat y col., 2015; Mufiz-Lagunes
y col., 2015).

Ademas de esto, la resistencia a los nuevos farmacos antihelminticos se desarrolla
rapidamente en los parésitos (Waller, 2005). Por lo anterior, el manejo para el
control de los parasitos busca alcanzar un control mejor integrado y mas
sustentable, por medio de la combinacion de tres principios; manejo de los sistemas
de pastoreo, estimular la respuesta del hospedador y mediante la modulacién de la

biologia del parasito (Hoste y Torres-Acosta, 2011).

Entre estos enfoques novedosos se encuentra la larga tradicion en el uso de plantas
bioactivas que, por sus propiedades antiparasitarias, han sido un campo re-
explorado. Esto es ahora considerado como una opciéon mas para mejorar el control
sobre los NGE (Rochfort y col., 2008).

Existe evidencia de que los taninos presentes en las leguminosas en niveles
medianos contribuyen al control de parasitos gastrointestinales en pequefios
rumiantes, lo cual se traduce en un mejor desempefo productivo. Paolini y col.
(2003a), suministraron a cabras una suspension de extracto de quebracho
(Schinopsis sp.), para observar el efecto de sus taninos sobre el recuento fecal de
huevos de H. contortus, la cantidad de gusanos presentes y los cambios en la
densidad de la mucosa del abomaso. Hubo disminucién en la cantidad de huevos

en las heces fecales, pero no en los otros dos indicadores estudiados. Los
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resultados sugieren que los taninos tienen un efecto sobre la fecundidad de las

hembras de H. contortus, reduciéndose asi la excrecion de huevos.

Molan y col. (2000) evaluaron el efecto de extractos de taninos de diferentes
leguminosas sobre la migracion larval de Trichostrongylus colubriformis,
encontraron un efecto positivo de los taninos extraidos de todas las especies
estudiadas sobre la inhibicion de la migracion larval, la cual fue mayor con una
concentracion de 1000 pg/ml. La respuesta en la migracion larval fue mayor
después de siete meses de exposicion. Estas observaciones sobre la importancia
del tiempo de exposicion de los parasitos a los taninos para el resultante efecto
sobre la poblacion de gusanos en el abomaso coinciden con lo encontrado por
Pomroy y Adlington (2006), quienes evaluaron el efecto de la suplementacion con
la planta sulla (Hedysarum coronarium) con niveles de taninos de 2.6% por un
periodo de 10 dias. Después de este tiempo, sacrificaron los animales y contaron
los gusanos de nematodos, pero no encontraron diferencias respecto al grupo
testigo, lo cual sugiere que se necesitan mayores periodos de exposicién a los
taninos para facilitar su eficacia.

Lange y col. (2006) evaluaron el efecto de los taninos condensados (TC) presentes
en el heno de Lespedeza cuneata sobre el parasitismo de H. contortus en corderos.
Utilizaron un grupo de animales infectados naturalmente y otro de corderos
infectados experimentalmente. Las dietas basales de heno de L. cuneata y heno de
pasto bermuda (grupo testigo) fueron ofrecidas por 49 dias. Posteriormente
alimentaron ambos grupos solo con heno de pasto bermuda durante 14 dias
adicionales. El conteo fecal de huevos se redujo entre un 67 y 98%, mientras
recibieron el heno de L. cuneata, pero se incrementé nuevamente al suspender su
uso, lo cual indica un efecto de los TC sobre la fecundidad de las hembras de H.
contortus. Estos resultados sugieren que el heno de L. cuneata puede ser utilizado
para disminuir la carga parasitaria en las pasturas por su efecto sobre la excrecion

de huevos al medio.
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Recientemente se ha encontrado evidencia del efecto antihelmintico que pueden
tener las sustancias bioactivas provenientes de las plantas. Estos efectos estan

asociados con el consumo de plantas ricas en taninos (Martinez y col., 2013).

Los taninos son un grupo complejo de compuestos polifendlicos, desarrollados por
las plantas como un mecanismo de defensa para evitar ser ingeridas por los
herbivoros. Los taninos son clasificados en dos grupos mayores, los hidrolizables y
los condensados, siendo estos ultimos los que han demostrado ser menos toxicos.
Los TC se caracterizan por una unién estable a proteinas, han demostrado tener
una importante bioactividad con agentes antioxidantes, foto protectores,
cicatrizantes, reafirmantes, antiulcerosos, astringentes y antivirales (Dearing, 2005).
En los dltimos 20 afios se ha obtenido suficiente experiencia que respalda el uso de
plantas para el control de NGE. La primera evidencia se originé en una investigacion
en Nueva Zelanda, basada en resultados empiricos y que reportaron una reduccion
significante en la cuenta de huevos de NGE en heces de ovinos cuando tenian un
pastoreo con diferentes legumbres, las cuales contenian TC. Es necesario continuar
con el desarrollo de sistemas de manejo en las granjas, los cuales puedan mantener
altos niveles en la producciéon de los animales con una menor dependencia en el
uso de antihelminticos. Una opcién puede ser incluir plantas que contengan una alta
cantidad de taninos TC en la rotaciébn de praderas. Los TC también pueden
beneficiar la nutricion de los rumiantes al reducir la degradacion de la proteina
vegetal por los microorganismos del rumen con la produccion de amoniaco,
aumentando el flujo de esa proteina hacia el intestino (Waghorn y col., 1987, 1994),
traduciéndose en una mejora en la eficiencia productivo del animal (Terrill y col.,
1992; Douglas y col., 1995; Niezen y col., 1995; Niezen y col., 1995; Wang y col.,
1996; Leathwick y Atkinson, 1996; Niezen y col., 1998).

La actividad nematicida de los extractos de taninos en contra de Ls de NGE (H.
contortus y T. colubriformis), ha sido evaluada in vitro utilizando forrajes
leguminosos o plantas lefiosas cultivadas bajo climas templados (Molan y col., 2003,

Paolini y col., 2004) y en condiciones tropicales (Alonso-Diaz y col., 2008a, 2008b).
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Mientras que en las pruebas in vivo, los efectos antihelminticos reportados por
Brunet y col., 2008, quienes encontraron un establecimiento reducido de H.
contortus en el abomaso de cabras y (Martinez-Ortiz-de-Montellano y col., 2010)
reportd una reduccion de conteo de huevos en las heces, fecundidad de las
hembras y tamafio de los gusanos.

Se sospecha de una propiedad antihelmintica por parte de los taninos.
Recientemente se han descrito cambios funcionales y estructurales para la Ls con
Onobrychis viciifolia (Brunet y Hoste, 2006; Brunet y col., 2007, 2008a, b, 2011).
Estos cambios se han relacionado, ya sea a una reduccién en la cantidad de
gusanos (Paoliniy col., 2003a, b, 2005; Heckendorn y col., 2006, 2007; Terrill y col.,
2007, 2009) y/o en la reduccion de la fertilidad por hembras (Lange y col., 2006;
Heckendorn y col., 2007; Manolaraki y col., 2010; Martinez Ortiz-de Montellano y
col., 2010). Si bien, una serie de informes han descrito la accion de los taninos y
polifenoles en contra la Ls (Brunet y col., 2011), hay menos informacion disponible
sobre el posible mecanismo de accion. En condiciones in vitro, el contacto con
extracto de sainfoin (O. viciifolia) ha sido asociado con una viabilidad reducida de
los adultos de H. contortus (Paolini y col., 2004). Se han detectado lesiones
cuticulares por microscopia electrénica de barrido en nematodos expuestos al latex

de papaya y ficina (proteinasas vegetales) (Behnke y col., 2008).
Sin embargo, los mecanismos de accién de estos compuestos polifendlicos en

contra de los nematodos aun se desconocen (Hoste y col., 2006; Mueller-Harvey,
2006).
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Justificacion.

La busqueda de nuevas moléculas que tengan capacidad antihelmintica no es
sencilla, la investigacion requerida para generar una nueva formula que sea eficaz

requiere mucho tiempo y a su vez los costos son demasiado elevados.

Teniendo esto en cuenta, se hace necesaria la implementacion de nuevas técnicas,
la busqueda de nuevas moléculas y/o métodos de control parasitario, tanto dentro
de los animales, como en las praderas, (fase parasita y de vida libre), de esta forma
nacen nuevas lineas de investigaciéon como el control biolégico, la herbolaria y la
homeopatia, las cuales pueden ser una herramienta mas para combatir la infeccién
por NGE, el cual es un problema muy importante en los sistemas de produccion de
rumiantes en pastoreo. Recientemente se ha encontrado evidencia del efecto
antihelmintico que pueden tener las sustancias bioactivas provenientes de las

plantas. Estos efectos estan asociados con el consumo de plantas ricas en taninos.

Tanto en experimentos in vitro como en pruebas de campo se ha corroborado la
capacidad antihelmintica por parte de los taninos contra las fases adultas de NGE,
pero estas pruebas se han llevado a cabo empleando plantas o partes de ellas
dificultando definir su dosis exacta, mecanismos de accién y efectos nocivos o

toxicos sobre el hospedador.

A través del presente trabajo, se pretende a partir del uso de una solucion acuosa
de extracto de quebracho (Schinopsis balansae/lorentzii) rica en taninos
condensados, conocer el contenido real de estos taninos y evaluar la eficacia sobre
las fases larvarias de NGE a través de pruebas in vitro y contra las fases adultas de
NGE en la evaluacidon de una prueba controlada empleando una cepa de H.

contortus.
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Hipotesis

Los taninos condensados derivados del quebracho (Schinopsis balansae/lorentzii)
presentan efecto antihelmintico in vitro e in vivo contra Haemonchus contortus en

ovinos.

1. Los taninos condensados presentes en una solucién acuosa de extracto
de quebracho (Schinopsis balansae/lorentzii) tiene un efecto nematicida
contra NGE, especialmente contra H. contortus.

2. Elextracto de taninos condensados en una solucidn acuosa tiene eficacia
antihelmintica in vitro que afecta el desarrollo de huevos y estadios
larvarios de H. contortus.

3. La solucion acusa del extracto de quebracho tiene efecto antiparasitario
en ovinos infectados en forma artificial con H. contortus.

4. Conocer el efecto antihelmintico de la solucion acuosa con taninos
condensados contra una infeccién controlada por H. contortus en ovinos,
para conocer la dinAmica de eliminacion de huevos, cambios en el peso
corporal, volumen del paquete celular, coloracion de la mucosa
conjuntival (sistema FAMACHA) y nimero de nematodos contenidos en

el abomaso.
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Objetivo general.

Determinar el efecto antiparasitario de una solucién acuosa de taninos
condensados a partir de un extracto de quebracho (Schinopsis
balansae/lorentzii), contra la infeccion controlada de Haemonchus contortus

en ovinos.

Objetivos particulares.

Conocer la concentracion de taninos condensados de un extracto comercial
de quebracho (Schinopsis balansae/lorentzii).

Evaluar la eficacia de esa solucion acuosa contra los huevos y larvas de H.
contortus mediante pruebas in vitro (ensayo de inhibicién de la eclosion de
huevos y evaluacién de la motilidad de L3) y establecer la dosis eficaz en
contra del H. contortus.

Conocer el efecto antihelmintico de la solucion acuosa con taninos
condensados contra una infeccion controlada por H. contortus en ovinos,
para conocer la dinamica de eliminacién de huevos, cambios en el peso
corporal, volumen del paquete celular, coloracién de la mucosa conjuntival

(sistema FAMACHA) y cantidad de nematodos presentes en el abomaso.
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Materiales y métodos.

Localizacion.

El presente estudio se realizé en las instalaciones de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautittan, UNAM. Las pruebas analiticas se llevaron a cabo en el
Laboratorio de Desarrollo de Métodos Analiticos con el apoyo de la Dra. Gabriela
Vargas, ubicado en Campo uno. Los ensayos in vitro se llevaron a cabo en el
Laboratorio 3 de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria (UIM); la prueba
controlada se llevo a cabo en el médulo de Posgrado perteneciente al Centro de

Ensefianza Agropecuaria (CEA), ambos en Campo Cuatro.

Animales.

Los corderos de la prueba controlada provinieron de una unidad de produccion que
garantizaron estar libres de NGE. Se mantuvieron en confinamiento en condiciones
que evitaron la adquisicion de parasitos. Recibieron alimento balanceado para cubrir

sus necesidades nutricionales y agua ad libitum.

Disefio experimental.

El trabajo consistié en cuatro experimentos:

1. Pruebas analiticas para determinar la concentracién de taninos condensados
contenidos en un extracto comercial de quebracho (Schinopsis
balansae/lorentzii).

2. Determinacion de la eficacia de una solucion acuosa de taninos condensados
(SATC), contra las huevos y larvas de H. contortus mediante las pruebas in vitro
de ensayo de eclosiéon de huevos (EHA) y evaluacion de la motilidad de Ls.

3. Evaluacion de la eficacia antihelmintica de una SATC, a las 24 horas post
inoculacion sobre la evaluacion de la dinamica en la eliminacion de huevos,
cambios en el peso corporal, condicion corporal, volumen del paquete celular,
coloracién de la mucosa conjuntival (sistema FAMACHA) y carga parasitaria en

corderos infectados artificialmente con H. contortus.
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4. Evaluacion de la eficacia antihelmintica de una SATC, al dia 36 post inoculaciéon
sobre la evaluacion de la dinamica en la eliminacion de huevos, cambios en el
peso corporal, condicion corporal, volumen del paquete celular, coloracion de la
mucosa conjuntival (sistema FAMACHA) y carga parasitaria en corderos

infectados artificialmente con H. contortus.
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Experimento 1.

Materiales y métodos.

El método de la vainillina se usa ampliamente para la cuantificacion de
proantocianidinas (taninos condensados) en frutas y granos. El ensayo de la
vainillina es especifico para flavan-3-ol, dihidrochalconas y proantocianinas, las
cuales tienen un enlace simple en la posicion 2,3 y poseen grupos hidroxilos en la
posicion meta del anillo B. La catequina es un flavan-3-ol monomérico
frecuentemente usado como un estandar en el ensayo de la vainillina. El etanol,
disolvente usado para el ensayo de la vainillina, puede afectar la cinética de
reaccion de la catequina y taninos con vainillina diferencialmente. El ensayo de la
vainillina en etanol es mas sensible para los taninos poliméricos que para los flavan-
3-oles monoméricos. Este ensayo es generalmente reconocido como un método Util
para la deteccion y cuantificacion de taninos condensados en plantas debido a su
sensibilidad, especificidad y simplicidad. Sin embargo, debe ser considerada la
posibilidad de interferencias con dihidrochalconas y antocianinas. El método se
puede usar para cuantificar taninos condensados en un intervalo de 5-500 pg con
precision y exactitud mayores a 1 ug cuando la concentracién 6ptima de reactantes

y disolventes son elegidos (Shahidi y Naczk, 1995).

Este método se basa en la condensacién de la vainillina con proantocianinas en una
solucion acidificada. La vainillina protonada, un electrofilo débil, reacciona con el
anillo del flavonoide en la posicion 6 u 8. El producto de esta reaccion se deshidrata
facilmente para dar un color rosa ligero a un intenso rojo cereza.

La estabilidad del color del aducto vainillinatanino puede incrementarse cuando la
luz es excluida y la temperatura de reaccion es controlada y entonces se obtienen

resultados exactos y reproducibles (Shahidi y Naczk, 1995).
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Figura 2. Esquema de la asociacion de la vainillina con proantocianidinas.

MeO

MeQ
H © HO

. H
HO +tH
) HO L
Vainillina (- OH+

Radical vainillina

OH OH

Leucocianidina

Compuesto intermediario

Producto coloreado

Extracto de quebracho (Schinopsis balansae/lorentzii).

Se utilizé el producto comercial MSD-S, un extracto de madera de quebracho
colorado (Schinopsis balansae/lorentzii), comercializado como aditivo para la
alimentacion en rumiantes por la empresa Unitan SAICA de Buenos Aires,

Argentina.

Determinacion de taninos condensados (Shahidi y Naczk, 1995, modificado

Martinez-Vasquez, 2007).
Se realizo la prueba de espectrofotometro de doble haz, para determinar la

absorbancia de las muestras del polvo de taninos condensados contenidos en el

extracto comercial de quebracho.
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Materiales y métodos para la determinacién de taninos condensados
Equipo

e Espectrofotometro de doble haz, Perkin Elmer.

Reactivos
¢ Vainillina (Vanillin), pureza 99%, Aldrich.
e (+)-Catequina hidratada, pureza 98%, Sigma.
e Etanol, grado reactivo.

e Acido clorhidrico, pureza 36.5-38%, J.T. Baker.

Soluciones

Stock de Catequina: Se peso lo equivalente a 10 mg del estandar de (+)-catequina
hidratada (98% de pureza, Sigma), se disolvio y aford con etanol (grado reactivo),
para asi tener una solucion stock de 1.0 mg/ml de catequina.

Solucion de Vainillina-acida:

Para la preparacién de la solucién de vainillina al 1% en etanol se realizaron los
siguientes pasos; Se peso6 0.5 g de vainillina (99% de pureza, Aldrich), y se llevan a
50 ml con etanol, después se guardoé la solucién en un recipiente oscuro a 0°C.

Al mismo tiempo se prepar6 una solucién de HCI al 10% en etanol siguiendo los
siguientes pasos; se tom6 5 ml de acido clorhidrico concentrado (pureza 36.5-38%,
J.T. Baker), y se completdé con metanol hasta 50 ml.

Al momento de la determinacion, se mezclo:

5 ml de la solucién vainillina) + 5 ml de la solucién HCL) = Solucién vainillina &cida.
Curva de Calibracion:

Se prepararon las diluciones para la curva de calibracién en el orden numérico que

a continuacion se describen:
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Cuadro No.1 Diluciones ordenadas.

V Stock Sumergir \% Tiempo
. V MeOH ~ e en
Catequina en Bafo a| vainillina- ~
(ml) (m) 300C | acida (ml)| Ban0a
300C
0 1
0.2 0.8
0.4 0.6 .
atemperar 1 20 min
0.6 0.4
0.8 0.2
1 0

A cada uno de los 6 tubos se agregd el stock de catequina y el etanol, se
sumergieron en un bafio de agua a 30°C, para atemperarlos y cubrirlos de la luz,
posteriormente se les adiciond 1 ml de la solucion de vainillina &cida, se agito y los

tubos se dejaron en el bafio maria a 30°C, por 20 minutos, cubriéndolos de la luz.

Figura 3. Tubos con la solucion final, a los cuales se les midi6 la absorbancia.
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Finalmente, se midi6 la absorbancia a 500 nm en el espectrofotémetro de doble haz
de luz (Perkin ElImer ®), de cada uno de los tubos y se realizdé el cuadro 2,

obteniendo la grafica de la curva de calibracion (Fig. 1).

Cuadro No.2 Datos de la absorbancia para la curva de calibracion.

[Catequina] mg/ml | A (500
nm)
0 0
0.10976 0.208
0.21952 0.423
0.32928 0.632
0.43904 0.817
0.5488 0.956

Figura 4. Curva de calibracién.

1.2 -
= y=1.7743x + 0.0191
o 1 - R2=0.9953
o
S
<
0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -
0 I I I I I 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
equivalentes de [Catequina] mg/mL
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Preparacion de la muestra (se realizé por triplicado).

A 0.1 ml del extracto de planta se agrego6 0.9 ml de etanol y atemperé en el bafio a
30°C, se agrego 1 ml de reactivo de vainillina-acida y se agit6, después los tubos se
dejaron en el bafio maria a 30°C, por 20 minutos, cubriéndolos de la luz y finalmente

se midio la absorbancia a 500 nm en el espectrofotometro de doble haz de luz.

Cuadro No. 3. Procedimiento aplicado para cada una de las muestras que a las que se les medira

la absorbancia.

V extracto V MeOH Sumergir en V vainillina- Tiempo en
vegetal (ml) (ml) Bafio a 30°C acida (ml) Bafio a 30°C
0.1 0.9 1 20 min
0.1 0.9 1 20 min
0.1 0.9 atemperar 1 20 min
0.1 agua .
(Blanco) 0.9 1 20 min

La concentracion del extracto problema, se calculé con base en la interpolacion en
la curva de calibracion y se expres6 como mg equivalentes de (+)-catequina/ml de

extracto.

Preparacion del extracto de planta

En tubos de polisulfona con tapa, se pes6é 1 mg de muestra vegetal (extracto de
taninos) y se agreg6 5 ml de disolvente (agua con 1% de etanol). Se colocé en el
sonicador por 15 minutos y se calentd a 90°C por 2 horas, se agitaron las soluciones
cada 30 minutos y posteriormente se enfriaron las muestras con hielo y se
centrifugaron a 10,000 rpm. Se realizaron tres repeticiones para cada uno de los
meétodos de extraccion Se midio la absorbancia a 500 nm en el espectrofotdmetro
de doble haz de luz (Perkin EImer ®), de cada uno de los tubos que contenian el

extracto de quebracho.
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Resultados.

Cuadro 4. Porcentaje contenido de taninos condensados en cada muestra.

Muestra | Disolvente | g TC/Kg | DSM

ATO 100% agua 2156 a 6.8

ATO 1% etanol 2506a | 47.5
MGM 100% agua | 104.4ab | 9.9
MGM 1% etanol | 1132ab | 4.4

En promedio se observdé mayor concentracion de TC en la muestra ATO que la
muestra MGM (ATO 233.11 gTC/Kg y MGM 108.79 gTC/Kg respectivamente).
Existio diferencia significativa (P < 0.05) entre las muestras de ATO y de MGM, pero
entre ellas no se observé diferencia significativa (P > 0.05).

Discusion

A pesar de que la muestra ATO resulté tener mayor cantidad de TC, se decidid
utilizar la muestra MGM para la prueba in vivo, ya que de acuerdo con la compafia
que lo produce, este es el especifico para rumiantes y no se utilizé ATO por si
llegase a contener algin metabolito que nos pudiera afectar de alguna manera en
las pruebas y el MGM es solamente extracto de quebracho. Dicho esto, se utilizo la
muestra MGM en el experimento de la infeccidén controlada.

Se decidio utilizar la muestra MGM usando como diluyente agua al 1% de etanol,
ya que, en comparacion, este presentd una mayor cantidad de TC.
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Experimento Il: Evaluacion de la eficacia de la solucion acuosa de
taninos en la inhibicién de la eclosién de huevos y evaluacion de

la motilidad de Lz de Haemonchus contortus.

Material y métodos.

Pruebas in vitro.
Se realizaron las pruebas descritas por Coles y col. (1992) para los ensayos de

eclosion de huevos y migracion larvaria (anexos 1y 2).

Larvas y huevos de Haemonchus contortus.

Se utilizo la cepa de H. contortus perteneciente a la FES Cuautitlan, UNAM. (Valdez
2006) Los huevos del parasito fueron obtenidos por via rectal de dos corderos
infectados experimentalmente, las larvas se obtuvieron por cultivo larvario segun la

técnica descrita por Niec (1968).

Ensayo de inhibicion de la eclosién de huevos.
Se realiz6 este ensayo de acuerdo con la técnica descrita por Coles y col. (1992).

Se utilizdé una placa de 96 pozos con tres repeticiones cada una, en los cuales se
agreg6 100 pl de la solucion concentrada de huevos con 100 pl del tratamiento con
la solucién acuosa de taninos condensados (SATC), tanto de la muestra de ATO,
como de MGM, los tratamientos con solucién de taninos a 125 pg, 250 pg, 500 ug
y 750 ug, albendazol 300 ug, agua al 1% de etanol y sélo huevos.

La metodologia utilizada se puede apreciar a detalle en el anexo 1.

Ensayo de Motilidad de Ls.

Se utilizé la técnica descrita por Fumiyuki (1987) y Chavez-Giuitron (2016), la cual

fue modificada.
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Se utilizaron placas de ELISA con 96 pozos, en los cuales se les agreg6é una
cantidad conocida de larvas (alrededor de 200 L3 por pozo); en placas separadas
se administraron diferentes dosis de la SATC (125 ug, 250 ug, 500 pug y 750 pg),
albendazol 300 pg y un grupo testigo (sin tratamiento), cada una con tres

repeticiones, se incubaron a 28°C, resultando de la siguiente forma:

Cuadro 5. Ensayo de la motilidad de Ls.

Placa Grupo Dosis
1 Testigo Ninguna
2 Albendazol 50 ug/100 pl
3 125 pg/100 pi
4 250 pg/100 pi
SATC
5 500 pug/100 pl
6 750 pg/100 pl

Se realizaron observaciones a las tres, seis, 24 y 48 horas, en las cuales se tomo
una muestra de larvas (alrededor de 20) y se filmaron por un minuto, se les asigno

una calificacion dependiendo su motilidad.

Cuadro 6. indice de movilidad de las Ls.

0 Muertas

1 No se mueven, pero estan vivas
2 Movimiento bajo

3 Movimiento medio

4 Movimiento alto
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Resultados.

Ensayo de inhibicion de la eclosidon
A través del ensayo, el albendazol tuvo un efecto letal del 100%, mientras que para

los grupos tratados con diferentes dosis de la SATC fue en promedio de 50.48%.

El porcentaje de inhibicidn de la eclosion para el albendazol fue de 100%, para el
grupo testigo fue de 7.9% y se obtuvo una inhibicion de la eclosion de 47.1%, 54.9%,
55.5% y de 44.4% para las diferentes dosis de 750 pug, 500 ug, 250 pug y 125 ug
respectivamente de la SATC.

No existié diferencia significativa (P > 0.05) entre las dosis de 750 pug 500 ug y 250
Kg, asi como entre las dosis de 125 ug con 750 pg.

Figura 5. Inhibicion de la eclosion deL; de Haemonchus
contortus tratados con una solucion de taninos condensados
(ATO) o albendazol.
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El porcentaje de inhibicion de la eclosion para el albendazol fue de 100%, para el
grupo testigo fue de 7.9% y se obtuvo una inhibicién de la eclosion de 48.7%, 56.4%,
60.4% y de 56% para las diferentes dosis de 750 pg, 500 ug, 250 pg y 125 ug
respectivamente de la SATC.

No existio diferencia significativa (P > 0.05) entre las dosis de 750 pug, 500 ug, 250

Mgy 125 ug,

Figura 6. Inhibicion de la eclosion de L; de Haemonchus
contortus tratados con una solucién de taninos condensados
(MGM) o albendazol.
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Cabe mencionar que se observo un tipo de estructura muy peculiar, la cual estuvo
presente en todos los pozos tratados con tanino, la cual no fue observada en el

grupo testigo ni en el grupo tratado con albendazol.
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Figura 7 Estructuras encontradas en el ensayo de la inhibicién de la eclosion.

Discusion.

Tanto para la muestra de ATO y MGM, se puede observar que no hay diferencia
significativa (P > 0.05), entre los promedios de estos (ATO del 50.5% y de 55.4%
para MGM), pero si la hay con el grupo de albendazol y el grupo testigo. Lo cual nos
sugiere que en cualquiera de estas dosis se tiene una inhibicién en la eclosion.

Los resultados presentados aqui pueden indicar que la SATC tiene la capacidad de
interrumpir el ciclo de vida de los nematodos al prevenir el desarrollo de huevos en
la etapa infectiva (L3) y esto, a su vez, podria prevenir o reducir la contaminacion de
las granjas con los huevos viables. Aunque no se conocen los mecanismos por los
cuales la SATC a diferentes concentraciones inactivan los huevos, se sospecha que
los TC puedan inhibir las enzimas responsables del proceso de incubacion de estos.
La eclosién de los huevos de nematodos se inicia con estimulos ambientales que
conducen a la liberacién de las llamadas "enzimas de incubacion" (Sommerville y
Rogers 1987), que incluyen proteasas, lipasas, quitinasas, beta-glicosidasas y
aminopeptidasas de leucina. Se ha demostrado que la inhibicion de algunas de
estas enzimas reduce la tasa de eclosion de los huevos o incluso detiene el proceso
por completo (Rogers y Brooks, 1977). Se ha demostrado que los taninos
condensados inhiben la actividad de las enzimas enddgenas (Oh y Hoff 1986,

Horigome y col., 1988).
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La mayoria de los farmacos antihelminticos pueden causar paralisis de la faringe en
los nematodos (Grzywacz 1983, Avery y Horvitz 1990, Gill y col., 1995) y prevenir
el bombeo faringeo, lo que resulta en un esdfago cerrado. Aunque es dificil de
comparar entre los TC y los farmacos antihelminticos, los TC pueden imitar esta
accion.

Estas posibilidades sugieren que los TC pueden potencialmente afectar a las larvas
tanto externa como internamente Molan y col., (2000), verificaron la viabilidad de las
larvas atrapadas (expuestas a TC extraidas de siete forrajes) de T. colubriformis
que no podian pasar a través de los tamices y encontraron que 83-93% de las larvas
estaban vivas pero sus movimientos eran lentos, sugiriendo cambios parciales de
pardlisis. Si los TC pueden causar paralisis en la musculatura del cuerpo (Molan y
col., 2000), también podrian paralizar los musculos faringeos.

Esto puede explicar la inhibicion del desarrollo de larvas L1 a Lz y también el alto

porcentaje de muerte entre las larvas L1 nacidas de huevos tratados con TC.

Resultados de la evaluacion de la motilidad de las Ls.
En el grupo de levamisol, desde la primera observacion realizada a las tres horas,
se encontraron las larvas muertas en su totalidad, en el grupo testigo se observo
mayor motilidad de las Ls a través del experimento (desde las tres hasta las 48
horas), en la dosis de la SATC mas baja (125 ug/100 ul), se observé que a las tres
horas no hubo diferencia significativa (P > 0.05), en comparacién con el grupo
testigo. En los demas grupos (250 pg/100 pl, 500 ug/100 uly 750 ug/100 ul), a los
cuales se les administré la SATC, hubo una diferencia significativa (P < 0.05), desde
la primera observacion a las tres horas en comparacion con el grupo testigo, a partir
de esta lectura, se observo similitudes entre todos los grupos que recibieron la
SATC, ya que su disminucion en la motilidad fue parecida conforme transcurria el

tiempo del experimento (Fig. 8)
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Figura No. 8. Motilidad de las L3 de Haemonchus contortus tratados con una solucién de

taninos condensados o albendazol a diferentes horas de exposicion.
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La disminucion en el movimiento de las Ls va en aumento conforme avanza el
tiempo de exposicion a la SATC, resultando en un aletargamiento de las Ls, el cual
se presume es inducido por la accion de los taninos, ya que los polifenoles tienen la
capacidad de ligarse a la proteina y en este caso, la cuticula de las larvas es rica en

glicoproteina (Athanasiadou y col., 2001).
Con base a los resultados obtenidos, se decidi6 utilizar la dosis de 250 ug/100 ul en

la infeccidn controlada, ya que no existio diferencia significativa (P > 0.05), a las 48
horas entre las dosis de 500 ug/100 uly 750 ug/100 pl.
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Experimento Il y IV: Evaluacién de la eficacia de la solucidn
acuosa de taninos en unainfeccién controlada por Haemonchus

contortus.

Materiales y métodos.

Ubicacion.

El presente trabajo se desarroll6 en la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria
(UIM), asi como en el Centro de Ensefianza Agropecuaria (CEA), ambos de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautittin Campo cuatro, UNAM y fue financiado
con fondos del proyecto PAPIIT: 28-IN2262-17.

Animales.

Se utilizaron 20 corderos machos cruza Hampshire con Dorset entre seis y ocho
meses de edad, identificados con arete metélico, los cuales procedian de una
unidad de produccion pecuaria dedicada a la engorda de animales, lo cual garantiz6
su homogeneidad, uno de estos corderos sirvid para mantener la cepa de H.

contortus con la cual se trabajo.

Todos los corderos se mantuvieron en confinamiento total, se alojaron en cinco
corrales de 9 m? (c/u), con piso de cemento y cerca de malla ciclénica. La
alimentacion consistié en alimento balanceado comercial para ovinos con 15% de
proteina cruda, asi como alfalfa achicalada y zacate de maiz, en una proporcion
20% de alimento comercial, 70% de alfalfa achicalada y 10% de zacate de maiz.

El alimento se ofrecié diariamente en cantidad del 4% del peso de cada grupo de
corderos, el agua se ofrecio ad libitum con bebederos tipo tina, los cuales se lavaban

diario y se rellenaban con agua fresca.

Los corderos a su llegada se encontraban clinicamente sanos, no recibieron
tratamiento previo ya que fueron negativos a NGE cabe mencionar que los corderos

tuvieron un periodo de adaptacion de tres semanas.
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El cordero que contenia la cepa se mantuvo en un corral individual aislado de otros
animales, la alimentacion que recibio fue la misma que los demas corderos, el agua

se ofrecié ad libitum en bebedero automatico de pivote.

Preparacion y administracion de la solucién acuosa de taninos condensados.
Se utilizé el producto comercial MSD-S, un extracto de madera de quebracho
colorado (Schinopsis balansae/lorentzii), comercializado como aditivo para la
alimentacion en rumiantes por la empresa Unitdn SAICA de Buenos Aires,

Argentina.

Para la preparacion de la solucidon acuosa de taninos condensados (SATC) se
siguieron las recomendaciones de Shahidi y Naczk (1995), modificado por Martinez-
Véasquez (2007):

v' Se pesaron 22.1 g de polvo de quebracho por cada uno de los corderos a
tratar.

v Posteriormente cada dosis se disolvié con 495 ml de agua destilada con 1%
de etanol (5 ml), y se homogenizo.

v" La solucién se coloct en bafio Maria a 90° C durante dos horas.

<

Cada 30 minutos se monitore6 la temperatura y se homogenizo6 la solucién.

v" Una vez transcurrido el tiempo se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Modelos experimentales

Se realizaron dos modelos:

1. En el primer modelo se evalu6 el efecto de una solucién acuosa de taninos
condensados contra el establecimiento de la infeccion de Ls de H. contortus
en ovinos.

2. En el segundo modelo se evalud la eficacia de una solucion acuosa de
taninos condensados contra la infeccion ya establecida (adultos), de H.

contortus en ovinos.
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Se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos con cuatro corderos cada uno, Yy el

grupo testigo con tres corderos, quedando de la siguiente forma:

Modelo 1.
e Grupo 1 (GTC): Administracion de la SATC por cinco dias (iniciandose 24
horas post inoculacion).

e Grupo 2 (GL): Administracion de levamisol, 7.5 mg/kg (dosis Unica).

Modelo 2.
e Grupo 1 (GTC): Administracion de la SATC por cinco dias (a partir del dia 36
post inoculacion).

e Grupo 2 (GL): Administracion de levamisol, 7.5mg /kg (dosis Unica).

El quinto grupo sirvié como el testigo (GT), para ambos modelos.

Dia 0

Inoculacion de 5,000 L, de H.
contortus a todos los
corderos.

Modelo 1.

Evaluacion contra el

establecimiento de la

infeccion por L; de H.
contortus.

Dial ab. Dia 1. Dia 36 a 40. Dia 36.

Administracién Administracion Administracion Administracién

de la solucién de levamisol de la solucidon de levamisol.

acuosa de (dosis Unica) acuosa de (dosis Unica)
taninos al GTC. al GL. taninos al GTC. ql GL.

Modelo 2.

Evaluacion contra la
infeccion establecida
(adultos) de H.
contortus.

Dia 29

Dia 42
Sacrificio

Sacrificio

Figura No.9 Metodologia llevada a cabo de la infeccion experimental controlada.
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Inoculacion de L3 de Haemonchus contortus.

Se utilizaron L3 de una cepa monoespecifica de H. contortus que fue aislada a partir
de un rebafio ovino comercial del municipio de Jilotepec, Estado de México, la cual
ha sido mantenida por pases sucesivos en corderos criados en estabulacion total
en la FES Cuautitlan.

Para la obtencion de las Lz se inocul6 a un cordero libre de NGE, se le administraron
5,000 L3 mediante sondeo esofagico-ruminal. Se realizd un seguimiento mediante
examenes coproparasitoscopicos, y una vez que el cordero eliminé elevadas
cantidades de huevos (alrededor de 4,000 hgh), se le colocd un calzén colector para
recuperacion de las heces, con las cuales se realizaron cultivos larvarios mediante
la técnica modificada de Corticelli Lai, la cual consiste en colocar una muestra
positiva a H. contortus del cordero donador, dentro de una caja Petri de 10 cm de
diametro, a su vez fue colocada dentro de otra caja Petri de 15 cm de diametro con
un poco de agua, a ésta ultima se le coloco su tapa y se coloco en la incubadora a
28 °C durante siete dias, las cajas se revisaron diariamente para monitorear el nivel

de agua y evitar la deshidratacion.

Después de los siete dias se revis6 con un microscopio estereoscépico el agua
contenida en la caja de Petri grande para verificar la presencia de larvas, se
homogeneiz6 y se obtuvo 100 pl de la muestra y se revisd al microscopio y se
cuantificé el nimero de Lz contenidas, este procedimiento se realizd por triplicado
para sacar el promedio de larvas contenidas en 100 pl. Una vez obtenido este dato
se multiplico por la cantidad de agua total obtenida (Cuenca y Cuenca 2005).

De esta forma se calcul6 la cantidad de muestra necesaria para elaborar indculos

individuales con 5000 Ls.

Solucién acuosa de taninos condensados (SATC).

Fue administrado 500 ml de solucidén acuosa a una dosis de 250 ug/100 pl, dando
como resultado utilizar 22.1 g del polvo de taninos.

Se decidi6 utilizar la dosis de 250 ug/100 ul, ya que en la infeccion controlada no

existio diferencia significativa (P > 0.05), a las 48 horas entre las dosis de 500 ug/100
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pl'y 750 pg/100 pl en la prueba de movilidad de las Ls de H. contortus tratadas con
la SATC.

El dia 1 se inici6 la administracién de la SATC por sondeo esoféagico-ruminal al GTC
a razoén de 22.1 g por animal; este procedimiento se llevd a cabo por cinco dias

consecutivos posteriores a la inoculacion de las larvas.

Tratamiento antihelmintico comercial.
En los corderos del grupo GL se utiliz6 levamisol comercial (Ripercol L® del
laboratorio Zoetis), se administré por via subcutanea en la axila a una dosis Unica

de 7.5 mg/kg de peso corporal.

Administracién de la SATC y levamisol.

Cada uno de los grupos recibio el siguiente tratamiento:

Modelo 1:
e Grupo tanino condensado (GTC): Se administrd6 una solucién acuosa de
extracto de quebracho conteniendo taninos condensados a una dosis de 22.1
g en 500 ml, a partir del dia 1 hasta el dia 5.
e Grupo levamisol (GL): Se le administré levamisol a una dosis de 7.5mg/kg

(dosis Uunica), en el dia 1.

Modelo 2:
e Grupo tanino condensado (GTC): Se administrO una solucién acuosa de
extracto de quebracho conteniendo taninos condensados a una dosis de 22.1
g en 500 ml a partir del dia 36 hasta el dia 40.
e Grupo levamisol (GL): Se le administro levamisol a una dosis de 7.5mg/kg
(dosis Unica), en el dia 36.
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Recoleccién de muestras.

Conteo de huevos.

El muestreo de la materia fecal se realizé semanalmente desde el dia 0, hasta el
dia de la eutanasia. Las heces fueron colectadas directamente del recto utilizando
bolsas de polietileno e identificadas individualmente con el nimero del cordero, se
mantuvieron y transportaron en refrigeracion, posteriormente fueron analizadas
mediante la técnica de Mc Master modificada (Alba, 2007), para monitorear y
cuantificar la eliminacion de huevos en las heces. Los resultados fueron expresados

como numero de huevos por gramo de heces (hgh).

Sangre.

Semanalmente desde el dia 0 hasta el dia de la eutanasia. Se realiz6 en ayuno y
se obtuvieron muestras de sangre (2 ml), por medio de venopuncion yugular, se
utilizaron tubos al vacio con EDTA como anticoagulante, los cuales se trasladaron
al laboratorio el mismo dia en refrigeracion.

La sangre se proceso por medio de la técnica de micro hematocrito descrita por

Gonzalez y Villegas (2006), para cuantificar el volumen del paquete celular (VPC).

Registro del peso vivo.

El peso fue medido semanalmente desde el dia O hasta el dia de la eutanasia. Esto
fue para evaluar la ganancia de peso durante el experimental, se realizé6 mediante
el uso de una bascula (dinamometro) de 150 kg de capacidad con un nivel de

medicion de un kg.

Condicion corporal

La estimacion de la condicién corporal (C.C) de cada uno de los animales se efectu6
semanalmente desde el dia 0 hasta el dia de la eutanasia. Se realizé por tacto
directo en las vértebras sacras (apofisis transversa y apofisis espinosa), asi como

en el area muscular del ojo del lomo, basado en una escala que va de 0 a 5
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dependiendo de la cantidad de grasa y musculo que contengan las estructuras

mencionadas. (Russel, 1979).

indice del sistema FAMACHA.

El grado de anemia de cada uno de los corderos fue evaluado a través de la
asignacion del indice correspondiente de acuerdo con la tarjeta del sistema
FAMACHA, este fue medido semanalmente desde el dia O hasta el dia de eutanasia.
Para este procedimiento fue tomado en cuenta el color de la mucosa conjuntival. La
aplicacion de este se realizé de acuerdo con las recomendaciones expuestas en el
folleto informativo de la tarjeta FAMACHA, elaborada por la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad de Pretoria, el Instituto Veterinario de Onderstepoort

y la Asociacion Veterinaria Sudafricana (Bath, 2004).

FAMACHA
ANAEMIA GUIDE

v

OPTIMAL —
L (NO DOSE)

(“ , ‘ 7 . ACCEPTABLE -

3. - | >
//‘ ' BORDERLINE -

DOSE?

~C DANGEROUS —
A DOSE! |

FATAL —
DOSE!!

Figura 10. Sistema FAMACHA
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Sacrificio

Se realiz6é el sacrificio de los corderos mediante la NOM-033-SAG/ZO0-2014,
Métodos para dar muerte a los animales domeésticos y silvestres, se obtuvo el
abomaso de cada uno de los corderos y se ligd de ambos extremos y se separé
(Gonzélez et al.,, 2011), estos fueron identificados en el lugar de sacrificio y
posteriormente se llevaron al Laboratorio 3 de la UIM de la FES Cuautitlan donde

se realizaron los conteos posteriores.

Recoleccién y conteo de nematodos adultos.

De cada animal se obtuvo y aislé el abomaso, se extrajo después de colocar una
ligadura en cardias y piloro. Posteriormente, se colocaron en una bolsa de plastico
identificandola con el nimero del animal, se transportaron en una hielera para su

revision en el laboratorio de acuerdo con el siguiente procedimiento:

v Se retir6 la ligadura en cardias y se vertio su contenido en un contenedor de
plastico; posteriormente se lavo tres veces con agua corriente, vaciando el
producto del lavado en el mismo contenedor.

v' El abomaso se incidié por su curvatura menor y se colectaron los parasitos
gue continuaban adheridos a su mucosa, éstos eran colocados en el
contenido previamente colectado.

v El contenido colectado se vertié en un recipiente de plastico y se afor6é con
agua corriente hasta completar dos litros y se adicioné formol al 10%.

v' Se tomé el 20% del total de volumen de contenido abomasal para recolectar
los parasitos.

v Se identificaron y contaron los parasitos adultos. Los parasitos cuantificados
en ese volumen se multiplicaron por cinco para conocer el total de parasitos

presentes en cada abomaso.
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Analisis estadistico.
Se realizé la prueba de ANOVA de STATGRAPHICS® para las variables:

e Cantidad de huevos por gramos en heces.

e Peso de los animales.

e Condicion corporal.

e Coloracion de la mucosa conjuntival (FAMACHA).
e Porcentaje del volumen del paquete celular.

e Cantidad de nematodos adultos recolectados.

De esta manera:

HO= pul=p2=p3 (No hay diferencia entre los tratamientos)

H1= p1#u2#u3 (Al menos uno de los tratamientos es diferente)

Donde ul es el grupo Taninos (GTC); p2 es el grupo Levamisol (GL); u3 es el grupo
testigo (GT).

Nota ética.

El manejo de los corderos se realizé conforme a los lineamientos del Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan de la Universidad Nacional Autbnoma
de México (CICUAE-FMVZ-UNAM) (Protocolo No. C 17_03).
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Resultados modelo experimental 1.

Eliminacion de huevos de Haemonchus contortus en las heces

El inicio de la excrecion de huevos de H. contortus inicié en el dia 14 dias post
inoculacion para el grupo GTC, GL y GT inicio la eliminacion en el dia 21.

A los 28 dias la eliminacion de huevos promedio se incremento, llegando a 3,550
hgh en el GTC, 2,900 hgh en el GL y en el GT 6,366.7 hgh. Un animal del GL no
excretd huevos durante todas las evaluaciones.

En la eliminacion individual; un animal del GTC inici6 la excrecion de huevos a los
14 dias postratamiento con 50 hgh. Dos animales del mismo grupo y otro del GL
iniciaron la eliminacién hasta el dia 28 y todos los corderos del GT eliminaron

huevos de H. contortus a partir de los 21 dias post infeccion.

Figura 11. Eliminacidn de huevos en ovinos infectados artificialmente
con H. contortus tratados con una solucién de taninos condensados y
levamiso
10000
9000
8000
7000
6000 S
5000 s
4000 s~
3000
2000
w00 LA
0 .

hgh

T T T TSI

14 21 28
Dias postratamiento

Cuando se transformaron logaritmicamente (log. 10 hgh+10) los datos de
eliminacion de huevos para estabilizar la varianza y analizarlos estadisticamente,
no se detectaron diferencias significativas (P > 0.05) entre los tres grupos.
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Volumen del Paquete Celular.

Al inicio de la prueba los tres grupos en promedio tenian 47.47% de VPC, al final de
esta se obtuvo en promedio 30.85%, en comparacion con los datos iniciales, hubo
una baja en los grupos, pero aun dentro de los pardmetros normales (27-45%) para
los ovinos.

El en GT al final del experimento descendié hasta 23.40%, esto coincidié con la
eliminaciéon elevada de hgh que se presentd para el dia 28, en donde se observo

diferencia significativa (P < 0.05) entre el GL y el GT.

Figura 12. Volumen del paquete celular (%) en ovinos infectados
artificialmente con H. contortus tratados con una solucion de taninos
condensados y levamisol
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Peso corporal.

Se inicio el experimental con un peso en promedio de 26.1 kg, 27 kg y 22.2 kg
respectivamente para cada grupo, para el dia 28 los pesos fueron de 27.7 kg en el
grupo GTC, 27.3 kg en el GL y 24.3 kg para el GT.
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Las ganancias de peso fueron modestas, siendo de 1.5 kg, .2 kg y de 2.1 kg
respectivamente para GTC, GL y GT, siendo estadisticamente similares GTC y GT
(P > 0.05).

La mejor ganancia de peso se observé en los corderos del GT (75 g), siguiéndole el
GTC (53.6 Q); el peor desempefio fue para el GL con 7.1 g, en donde existié
diferencia significativa (P < 0.05) con el GTC y GT.

Cuadro 7. Peso corporal (kg) en ovinos infectados artificialmente con Haemonchus
contortus, tratados con una solucién de taninos condensados o levamisol.

Dias postratamiento

GTP | GDP
(kg) (9)

GTC 26.2 26.4 26.3 26.6 27.7 15a 53.6

0 7 14 21 28

GL 27.1 27.7 27.2 27.0 27.3 0.2b 7.1

GT 22.2 23.2 23.3 22.8 24.3 21a 75.0

GTC: Tratamiento con solucién acuosa de taninos condensados; GL: Tratamiento con levamisol; GT: Testigo,
sin tratamiento. GTP: Ganancia total de peso; GDP: Ganancia diaria de peso.

Condicion corporal.

A lo largo del experimento, la condicion corporal de los tres grupos evaluados tuvo
un comportamiento muy estable, los corderos del GTC iniciaron con un promedio
de 1.8 y los grupos GL y GT de 2.0 (cuadro 11); posteriormente se presentaron
pequefias variaciones y se finalizdé con un indice promedio de 1.8 para los GTC y
GLy 1.7 para el GT. Cabe mencionar que no existieron diferencias estadisticamente
significativas (P > 0.05) entre los tres grupos en ninguna de las evaluaciones

realizadas.
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Cuadro 8. indice de la condicion corporal en ovinos infectados artificialmente con
Haemonchus contortus, tratados con una solucion de taninos condensados o levamisol.

Dias postratamiento
0 I 14 21 28
GT 1.8 1.9 15 1.8 1.8
GL 2.0 1.8 1.6 1.8 1.8
GT 2.0 1.7 2.2 1.5 1.7

GTC: Tratamiento con solucién acuosa de taninos condensados; GL Tratamiento con levamisol;
GT: Testigo, sin tratamiento.

FAMACHA.
Desde el dia 0 hasta el dia 14 no se observaron variaciones importantes entre los
grupos, la diferencia se amplio para el dia 28, el grupo que no recibié tratamiento
fue el mas afectado, ya que llegé a la escala de tres en el sistema FAMACHA, esto
correlacionado con la grafica de VPC y los resultados obtenidos para el GT, el cual
fue de 23.40%.
Sin embargo, no hubo diferencia significativa entre los grupos a lo largo del
experimento (P > 0.05), solamente en el dia 28 hubo diferencia (P < 0.05) de GT
con el GL.

Figura 13. indice del sistema FAMACHA en ovinos infectados

artificialmente con Haemonchus contortus tratados con una solucién
acuosa de taninos condensados y levamisol

Dias postratamiento

GTC: Tratamiento con soluciéon acuosa de taninos condensados; GL: Tratamiento con levamisol;
GT: Testigo, sin tratamiento.
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NUumero de parasitos adultos.

Tras haber realizado el sacrificio, se recolectaron las fases adultas de H. contortus
y después de 27 dias de administrados los tratamientos se obtuvo que en el grupo
de levamisol se recuper6 la menor cantidad de adultos, (1,225), siguiendo el grupo
tratado con la SATC (2,290) y, por ultimo, el grupo sin tratamiento, en el cual se
obtuvo la mayor cantidad recuperada de fases adultas con 8,685 parasitos totales
(fig14).

Figura 14. Cantidad de fases adultas de Haemonchus contortus
colectadas del abomaso de ovinos tratados con una solucion acuosa de
taninos condensados o levamisol.
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GTC: Tratamiento con soluciéon acuosa de taninos condensados; GL: Tratamiento con levamisol;
GT: Testigo, sin tratamiento.
En el caso de los corderos del GTC, el rango del conteo de adultos fue de 355 a
765 parasitos. En el GL, un animal no tuvo al nematodo y de los positivos, el rango
oscilo entre los 225y 475. Para el grupo GT, se colectaron entre 1,400 y 3,790 fases
adultas. No existio diferencia significativa (P > 0.05) entre los grupos GTC y GL,
pero si la hubo diferencia significativa (P < 0.05) entre el GT y el GTC y GL.
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Discusion
Los cambios observados en el VPC, puede ser debido a que los animales se
encontraban en un franco estado de susceptibilidad, pues es muy probable que la
parasitosis haya inducido el decremento de los niveles del VPC, ya que, como es
conocido el H. contortus produce un estado de anemia por su efecto hematofago y
por la pérdida de sangre en la lesion ocasionada en la mucosa abomasal (Coop y
Kyriazakis, 1999; Meana y Rojo 1999).
Se observo una disminucion de nematodos en el grupo tratado con la SATC, lo que
nos sugiere que existid un efecto sobre la poblacion establecida en el abomaso de
los corderos. Este cambio se ha relacionado ya sea con una reduccion en el nimero
del gusano (Paolini y col., 2003a, b, 2005b; Heckendorn y col., 2006, 2007; Terrill y
col., 2007, 2009) y/o a una fertilidad reducida por gusano hembra cuando este
parametro fue medido (Lange y col., 2006; Heckendorn y col., 2007; Manolaraki y
col., 2010; Martinez-Ortiz-de-Montellano y col., 2010;). Una serie de informes han
descrito la accion de los taninos. y polifenoles contra larvas infecciosas de la tercera
etapa (Brunet y col., 2006, 2007, 2008a, b, 2011).
Cuando el forraje rico en taninos se consumio junto con la infeccién de los animales
experimentales con larvas de tercer estadio (Ls), la tasa de establecimiento de estas
fases infecciosas disminuyo significativamente (Paolini y col., 2003b, Paolini y col.,
2003c, Paolini y col., 2005a, Brunet y col., 2008b). Esto dio como resultado un nivel
reducido de infeccion del huésped en comparacion con los controles. Ademas, un
estudio realizado en ovejas canuladas en el rumen que consumen diferentes niveles
de sainfoin, ha confirmado la aparicién de tales alteraciones en la biologia larvaria
en condiciones in vivo y esto fue un fendmeno dependiente de la dosis (Brunet y
col., 2007).
En general, estos resultados sugieren que los taninos condensados y algunos otros
polifenoles en forrajes leguminosos, asi como en una amplia variedad de plantas,
pueden perturbar las primeras fases de invasion del huésped y por lo tanto disminuir
el éxito de infeccion. El papel de los mondmeros constitutivos de los taninos. (flavan-
3-ols) se ha determinado directamente. ademas, el papel de los taninos es sugerido

por los datos comparados obtenidos. (Bahuaud y col., 2006).
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Resultados modelo experimental 2.

Eliminacion de huevos de Haemonchus contortus en las heces.

La excrecion de huevos de H. contortus inicié con un individuo del GL en el dia 14,
para el GTC y GT inici6 la eliminacion en el dia 21.

El GTC tuvo una eliminacion de huevos ascendente, inicié en promedio con 637 hgh
al dia 21 y termin6 con un promedio de 3,550 hgh en el dia 28. El grupo GL para el
dia 21 se obtuvo en promedio 150 hgh y para el dia 28 se tuvo un conteo en
promedio de 2,900 hgh; el GT el cual no recibié tratamiento alguno, presenté una
eliminacibn de manera ascendente a través de la prueba, en el dia 21 tuvo en
promedio 250 hgh y para el dia 28 hubo un conteo en promedio de 6,366 hgh.
Hubo diferencia significativa entre el grupo de levamisol y el grupo tanino a partir
del dia 42 y para el dia 49, ya que la administracion del levamisol resulté eficaz al
100%.

Figura 15. Eliminacion de huevos en ovinos infectados con
Haemonchus contortus tratados con una solucion de taninos
condensados y levamisol.
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Volumen del Paquete Celular.

Se observé una tendencia decreciente en el porcentaje del volumen del paquete
celular (VPC) a través de las evaluaciones (fig. 12). Se inici6é un porcentaje promedio
del VPC de 47.9% para el GTC, de 49.1% para el GL y el GT tuvo 33.4%. En el dia
35 los resultados fueron de 29.3%, 26.5% y de 23.5% respectivamente para GTC,
GL y GT, teniendo una pérdida en comparacion con el primer muestreo de 18.8
puntos porcentuales para GTC, en los GL y GT de 22.6 y 9.9 puntos porcentuales
respectivamente, destacando la mayor pérdida para GL; 24 horas después se les
administré la SATC al GTC y el levamisol al GL. Siete dias postratamiento (dia 42
post infeccion), el GTC y GT mostraron un descenso en comparacion de 3.3y 2.2
puntos porcentuales respectivamente y el GL obtuvo un aumento de 6.1 puntos
porcentuales. Para el dia 14 postratamiento (dia 49 post infeccion), existi6 una
diferencia significativa entre el grupo testigo (GT) con 20.0% con y el de levamisol
(GL) con 36.6% en el VPC, mientras que el GTC obtuvo un aumento de 3.64 puntos
porcentuales al igual que el GL con 3.9% y el GT continué descendiendo, perdiendo
1.2 puntos porcentuales.

Fig. 16 Volumen del paquete celular (%) en ovinos infectados
artificialmente con Haemonchus contortus tratados con una solucion
de taninos condensados y levamisol.
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Peso corporal.

En el cuadro 12 se muestran los datos obtenidos del peso corporal de los corderos
de los tres grupos experimentales. Al inicio del trabajo los animales del G1 tuvieron
un peso corporal promedio de 23.4 kg, los del G2 25.4 kg y 22.2 en el GT.

Cuadro 9. Peso corporal en ovinos infectados artificialmente con Haemonchus contortus, tratados

con una solucién de taninos condensados o levamisol.

Dias postratamiento

0 7 | 14 | 21 | 28 | 35 | 42 | 49 | GTP(kg) | GDP(g)

GTC| 234|243 | 242 | 245 | 251 | 240 | 264 | 26.6 3.3 0.07
GL | 254|257 | 25.6 | 253 | 26.4 | 26.2 | 27.4 |28.2a 29 0.06
GT | 222|232 | 23.3 | 22.8 | 243 | 23.6 | 22.9 |25.1b 29 0.06

GTC: Tratamiento con solucién acuosa de taninos condensados; GL: Tratamiento con levamisol;
GT: Testigo, sin tratamiento. GTP: Ganancia total de peso; GDP: Ganancia diaria de peso.
a, b, Diferencias estadisticas con P < 0.05.

Después de 49 dias los corderos tuvieron ganancias modestas de peso, siendo de
3.3 kg para el GTC, 2.9 kg para G2 y de 2.9 kg para el GT, existiendo diferencia
significativa (P < 0.05), para el dia 49 entre el GL y el GT.

La mejor ganancia de peso la obtuvieron los corderos del GTC (0.07 g), seguido por
el GL y el GT con 0.06 g, sin embargo, en este rubro no existieron diferencias

significativas (p>0.05).

Condicion corporal.
En el transcurso del experimento, la condicion corporal de los animales en los tres

grupos que fueron evaluados presentd un comportamiento muy estable, los
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corderos del GTC iniciaron con un promedio de 1.6 y los grupos GL y GT de 2.0
(cuadro 13), posteriormente se presentaron pequefas variaciones y finalmente se
obtuvo un indice promedio de 1.6 para GTC, de 2 para GL y de 1.7 para el GT.
Para el dia 35 los valores obtenidos fueron de 1.4, 1.9y 1.7 para GTC, GL 'y GT
respectivamente, 24 horas después se iniciaron los tratamientos con la SATC para
el GTC y de levamisol para el GL.

Cuadro 10. indice de la condicion corporal en ovinos infectados artificialmente con Haemonchus

contortus, tratados con una solucién acuosa de taninos o levamisol.

Dias postratamiento
0 7 14 21 28 35 42 49
Gl 1.6 1.5 1.4 1.6 1.6 1.4 1.5 1.6
G2 2.0 2.0 1.8 2.0 1.8 19 1.8 2.0
GT 2.0 1.7 2.2 1.5 1.7 1.7 1.7 1.7

GTC: Tratamiento con solucién acuosa de taninos condensados; GL: Tratamiento con levamisol;
GT: Testigo, sin tratamiento. GTP: Ganancia total de peso; GDP: Ganancia diaria de peso.

En el dia 42 posinfeccion (dia 7 postratamiento), el indice de C.C subié para el GTC
a 1.5, disminuyo a 1.8 en el GL y por ultimo el GT se mantuvo igual con 1.7. Para el
dia 49 posinfeccion (dia 14 postratamiento), el GTC se incrementd de nuevo
resultando con 1.6, el GL tuvo un ascenso quedando con 2.0 y el GT se mantuvo
igual con 1.7.

Cabe mencionar que hubo diferencia significativa (P < 0.05) para el dia 49 entre el
GTCyGL.
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FAMACHA.

Desde el dia siete no se observaron variaciones importantes entre los grupos, la
diferencia se amplio para el dia 49, el grupo que no recibi6 tratamiento y el grupo
que recibio la SATC fueron los mas afectados, ya que llegaron a la escala de tres
en el sistema FAMACHA, esto correlacionado con la gréfica de VPC y los resultados
obtenidos para los grupos GTC y GT, los cuales fueron de 29.71% y de 20.06%

respectivamente.

Sin embargo, no hubo diferencia significativa entre los grupos a lo largo del

experimento (P > 0.05).

Fig. 17 indice del sistema FAMACHA en ovinos infectados
artificialmente con Haemonchus contortus tratados con una soluciéon
acuosa de taninos o levamisol
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NUumero de parasitos adultos.

Después de 49 dias post infeccion (14 dias postratamiento), y tras haber realizado
el sacrificio de los corderos, las fases adultas de H. contortus fueron colectadas del
abomaso de los animales y se obtuvo que en el grupo de levamisol (GL), fueron
eliminados en su totalidad los parésitos, ya que no se encontrd ninguna fase adulta
contenida en el abomaso, siguiendo el grupo tratado con la SATC (5,090) y por

altimo, el grupo sin tratamiento con 8,685 parasitos totales (Fig. 18).

Figura 18. Cantidad de fases adultas de Haemonchus contortus
colectadas del abomaso de ovinos tratados con una solucién acuosa
de taninos condensados o levamisol.
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En el caso de los corderos pertenecientes al GTC, el rango del conteo de adultos
fue de 660 a 2,440 parasitos. En el GL, los animales no tuvieron al nematodo,
resultando negativo. Para el grupo GT, se colectaron entre 1,400 y 3,790 fases
adultas. Existiendo una diferencia significativa (P < 0.05) entre los tres grupos

analizados.
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Discusioén

En el grupo de levamisol (GL), se elimin6 en su totalidad a los parasitos adultos, en
el grupo de la SATC (GTC) y en el grupo testigo se recuperaron 5,090 y 8,685
respectivamente, lo cual indica una reduccion de 41.4% con respecto al grupo sin
tratamiento, aunque la SATC no elimind por completo a los parasitos, hubo un efecto

considerable en la reduccion de las fases adultas.

Con lo anterior se confirma que existié una diferencia significativa entre los grupos

de taninos-testigo, levamisol-testigo y taninos-levamisol (P < 0.05).

Dado que los taninos condensados no parecen ser absorbidos por el tracto
gastrointestinal de las ovejas, se puede decir que estan presentes en altas
concentraciones en el lumen y de esta manera, podrian haber sido capaces de

afectar mas a los gusanos adultos (Reed, J.D 1995).

Se ha reportado una reduccién en la carga total de gusanos de las especies
intestinales y abomasales en ovejas que pastorean praderas que contienen taninos
condensados (Niezen y col., 1998). Varios resultados sugieren que los taninos

condensados presentes en los forrajes cuentan con propiedades antihelminticas.

Se han realizado estudios in vivo e in vitro para examinar los efectos de diferentes
fuentes de taninos en varios rasgos biologicos de los nematodos. Se encontraron
variaciones en los resultados segun la etapa parasitaria, en particular dependiendo
de si las larvas infecciosas de la tercera etapa (L3) o los gusanos adultos se

sometieron a un ambiente rico en taninos (Paolini y col., 2003Db).

Los resultados obtenidos en cabras que recibieron quebracho, un recurso rico en
taninos, sugirieron que estos compuestos polifendlicos podrian afectar el
establecimiento de las etapas iniciales de la infeccion por nematodos (Paolini y col.,

2003c). Estos resultados in vivo fueron concordantes con los datos in vitro
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adquiridos en varias especies de nematodos, mostrando una disminucién en la
motilidad Ls después del contacto con extractos brutos o taninos condensados
extraidos de un rango de plantas ricas en estos (Molan y col., 2000a, Paolini,
Fouraste y Hoste, 2004).

Esta baja motilidad de las Lz puede afectar en la asociacion de estas a la mucosa
del abomaso y esto a su vez disminuye la cantidad de larvas que puedan llegar a
su etapa de adulto, lo cual se mostré en los resultados de este experimento, la
cantidad de adultos encontrados fue menor en comparacién con el grupo testigo,

habiendo una diferencia significativa (P > 0.05) entre estos dos grupos.

Estos ultimos resultados han fundamentado la hipétesis de un papel central para los
taninos en los efectos sobre las Ls. Sin embargo, los mecanismos de accion de
estos polifenoles en las larvas infecciosas permanecen aun sin conocerse, lo cual

deja un campo amplio e interesante para la investigacion.
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Discusién general

La actividad antihelmintica y el uso de diversos extractos de plantas en contra de H.
contortus, ha sido bien documentada (Igbal y col., 2007; Ahmed y col., 2013). Hoy
en dia, los compuestos bioactivos producidos por las plantas se han mostrado
prometedores para el desarrollo como nuevos antihelminticos (Aradjo y col., 2017;
Zabré y col., 2017). Cuando los animales infectados con poblaciones de parasitos
adultos (infeccion patente), consumieron forrajes ricos en taninos, las principales
consecuencias generales fueron que se redujeron significativamente la eliminacion
de huevos de nematodos. Esta disminucion en la producciéon de huevos alcanzé
hasta el 80% en comparacion con los valores de control, con un posible impacto en
una reduccion severa de la contaminacion de los pastos (Lange y col., 2006; Shaik
y col., 2006; Manolaraki y col., 2010). Dependiendo de los forrajes explotados y de
las especies de nematodos involucradas, estas reducciones en la excrecion de
nematodos en los huevos se han relacionado con disminuciones significativas en
los numeros de gusanos (Heckendorn y col., 2006; Heckendorn y col., 2007) o con
una fertilidad reducida de los gusanos hembra (Paolini y col., 2005b; Lange y col.,
2006; Manolaraki y col., 2010; Martinez-Ortiz-De-Montellano y col., 2010). En el
experimento uno, no se observo este efecto, ya que no hubo diferencia significativa
en la eliminacion de hgh en ambos modelos experimentales, Balic y col. (2000)
indican que, a menor poblacién de nematodos adultos, aumenta la prolificidad y
viceversa, eso como consecuencia de la tasa de infeccidn y resistencia adquirida
por el hospedador; por lo cual este fendmeno indicaria que, a pesar de la cantidad
de parasitos adultos en los grupos que recibieron tratamiento en comparacién con
el testigo, la dinamica de eliminacion de huevos mostré una tendencia similar

durante el experimento.

Hay poca informacion disponible en el posible modo de accion de los taninos y
polifenoles contra las fases adultas. Solo estudios in vitro han examinado el posible
efecto de los extractos de plantas ricas en taninos en las funciones del gusano, tales

como motilidad y/o mortalidad, incluyendo H. contortus (por ejemplo, Paolini y col.,
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(2004). Las pruebas in vitro no mostraron evidencia de que la SATC afectara el
desarrollo larvario per se, pero hay evidencia clara de que afecto la motilidad de las
Ls que se habian desarrollado bajo exposicion a la SATC. En contraste con los
estudios in vivo, que demostraron claramente diferencias interespecificas en
susceptibilidad a la SATC. La actividad antihelmintica observada del extracto de
quebracho in vitro podria ser atribuible a la capacidad del tanino que tiene para
unirse a las proteinas y podria operar a través de varios mecanismos (Athanasiadou
y col., 2001). Las larvas pueden ingerir taninos condensados, que se unen a la
mucosa intestinal y causan autolisis (Schultz, 1989). Esto también podria aplicarse
al desarrollo de larvas de nematodos. Los taninos condensados también pueden
unirse a la cuticula de las larvas, que es alta en glicoproteinas (Thompson y Geary,
1995) y causan su muerte.

Segun nuestro conocimiento, hay dos estudios que han examinado las posibles
alteraciones inducidas en el proceso de penetracion larvaria de los tejidos digestivos
(Brunet y col., 2008a). El primero se basé en un método experimental utilizando
explantes ex vivo de mucosas abomasales (Jackson y col., 2004). Los resultados
mostraron que: (1) el contacto de las larvas con los extractos de sanfoin provocé una
disminucién significativa. en la asociacion con las mucosas; (Il) el fenémeno fue
dependiente de la dosis; (Ill) también ocurrié después del contacto con algunos
flavan-3-ols y (IV) el proceso no fue especifico para las especies de nematodos.
Este resultado proporcionado apoya evidencia de la menor tasa de establecimiento
de las Ls in vivo cuando los animales se alimentan con forrajes ricos en taninos
(Paolini y col., 2003b, ¢, 2005a; Brunet y col., 2008b). El segundo experimento fue
el realizado por Montellano y col. el cual consisti6 en exponer adultos de H.
contortus a un extracto de plantas ricas en taninos y después se capturaron
imagenes con microscopio de barrido, en las cuales se aprecia claramente el dafio
realizado a la cuticula de los parasitos expuestos a ese extracto de taninos

condensados.

Se ha obtenido evidencia sobre la importancia de los taninos condensados a partir

de estudios in vivo, los cuales han examinado las consecuencias del uso de extracto
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de corteza de quebracho (Schinopsis sp.) rico en taninos (Streit, W. y Fengel, D.
1994), administrado a pequefios rumiantes infectados con nematodos. En general,
la adicion de quebracho provocé una disminucion en el establecimiento de larvas
de nematodos de la tercera etapa (Paolini, V. y col., 2005 y 2005) o reducciones en
la fertilidad de los gusanos y la produccién de huevos (Paolini, V. y col., 2003 y
Paolini, V. y col., 2003b).

Se debe considerar la capacidad de los taninos condensados para unirse a
proteinas y cambiar sus propiedades fisicas y quimicas, especialmente porque se
sabe que la cuticula del nematodo es una estructura rica en prolina e hidroxiprolina
que cubre no solo el cuerpo del nematodo, pero también la cavidad bucal, el

esoOfago, la cloaca y la vulva (Thompson, D.P. y Geary, T.G. 1995).

Butter y col., (2000), encontraron que en un modelo de alimentacién usando TC, se
reduce el recuento de huevos fecales en corderos infectados experimentalmente
con Trichostrongylus colubriformis. Ademas, la administracion de un extracto de
quebracho comercialmente disponible rico en taninos condensados, resulté en una
reduccion del 50% en el nimero de huevos y gusanos adultos recuperados de las
ovejas y en una menor fecundidad de los nematodos abomasales en cabras
(Athanasiadou y col., 2000a, b, Athanasiadou y col., 2001, Paolini y col., 2003).
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Conclusiones generales.

Al utilizar la técnica de la vainillina acida y usando como diluyente agua al 1%
de etanol, se observé que el porcentaje de taninos condensados contenidos
se expresaban de mejor manera (113.17 g/Kg)

En la prueba de inhibicién de la eclosion se inhibié el 55.4% la eclosion de
los huevos de H. contortus utilizando la muestra MGM, lo cual nos indica que
la SATC tiene un efecto directo sobre los huevos.

Entre mayor sea el tiempo de exposicion de las larvas con la SATC, las
mismas van perdiendo la capacidad de moverse.

Hubo una disminucion en la cantidad de parasitos adultos encontrados en el
abomaso de los corderos del modelo experimental uno, en el cual se utilizo
la SATC (GTC), la cual fue de 73.6% en comparacion con el grupo testigo
(GT). Existiendo diferencia significativa P > 0.05.

Hubo una disminucién en la cantidad de parasitos adultos encontrados en el
abomaso de los corderos del modelo experimental dos, en el cual se utilizé
la SATC (GTC), la cual fue de 41.4% en comparacion con el grupo testigo
(GT). Existiendo diferencia significativa (P > 0.05).

El uso de la SATC mostré tener una actividad antihelmintica en contra de las
fases larvarias de la primo infeccion y sobre la etapa de adultos del H.
contortus, resultando en una alternativa natural en contra de este nematodo.
Con base en los resultados obtenidos, se puede utilizar esta SATC tanto en
las unidades pecuarias enfocadas a la produccion organica, como en los
sistemas de produccién tradicionales con elevados indices de carga
parasitaria, ya que es una sustancia de origen natural, la cual ha demostrado
tener una capacidad antihelmintica considerable. Aun falta por investigar el
mecanismo de accién de los taninos condensados sobre los nematodos, asi

como en mejorar la forma de administracion de esta.
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Anexo 1.

Anexos.

Ensayo de eclosion de huevos (EHA) (Coles y col., 1992).

1. Coleccidén de la muestra

Para obtener un dato representativo, los huevos se usan dentro de las primeras tres

horas de haberse tomado la muestra, teniendo en cuenta que la sensibilidad

disminuye cuando la embrionacion incrementa.

Coleccion de huevos

1.1
1.2.

1.3.
1.4.
1.5.

1.6.

1.7.

1.8.

1.9.

1.10.

1.11.

1.12.

Homogenizar las muestras de materia fecal con un agitador.

Verter el contenido por una malla de 0.15 mm de apertura'y 20 cm de
diametro en un tazén. Verter el contenido filtrado en un recipiente de
vidrio.

Adicionar cloruro de sodio para crear una solucién sobresaturada.
Agitar y retirar el sobrenadante.

Verter el sobrenadante en tubos y afiadir la mitad de cada tubo con
agua destilada, centrifugar a 300 rpm/5 minutos.

Retirar el sobrenadante, adicionar la mitad de agua destilada y
centrifugar de nuevo.

Realizar el mismo procedimiento por cinco veces.

Retirar el sobrenadante y obtener el residuo del fondo de los tubos.
Cuantificar y evaluar integridad de los huevos.

Adicionar 100 huevos aproximadamente a cada pozo de placa para
Elisa, dejando una fila y una columna por medio de cada muestra.
Utilizar una placa por cada tratamiento. Adicionar el extracto de
taninos (X pL), agua (20 uL), albendazol a 300 mg/ml (X uL), solvente
y solo huevos (X pL).

Incubar a 27°C por 48 horas.
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1.13. Adadir dos gotas de lugol. Se cuentan por lo menos 100 de los huevos

restantes (muertos y embrionados) y las larvas eclosionadas en
microscopio a 40X.

1.14. Se determina el porcentaje de inhibicién de la eclosion.
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Anexo 2

Ensayo de la motilidad de L3

Se utilizo la técnica descrita por Fumiyuki (1987) y Chavez-Guitron (2016), la cual

fue modificada.

1. Obtener larvas 3 por cultivo larvario luego de siete dias.
2. Cuantificar las larvas y evaluar viabilidad de las larvas.
3. Utilizar una placa de ELISA por cada muestra a evaluar y colocar alrededor

de 200 L3 en cada pozo de una placa de ELISA (realizar esto por triplicado)
4. Adicionar el extracto de taninos (100 pL) a diferentes dosis (125 pg, 250 pg,
500 pg y 750 pg), albendazol (300 mg/ml, 100 pL), y solo huevos (sin
tratamiento), e incubar las larvas por tres horas a 28 °C.
6. Realizar observaciones a las tres, seis, 24 y 48 horas; tomar una muestra de
larvas (alrededor de 20) y filmar por un minuto y asignar una calificacion
dependiendo su motilidad.

Muertas

No se mueven, pero estan vivas

Movimiento bajo

Movimiento medio

Al W N | O

Movimiento alto
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