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RESUMEN

MENDOZA MARTINEZ NANCY NOEMI. Evaluacién del efecto antihelmintico in vivo
de Gliricidia sepium en bovinos infectados naturalmente con nematodos gastrointestinales
(bajo la direccién de: Dr. Miguel Angel Alonso Diaz y Dra. Elke von Son de Fernex).

Las infecciones por nematodos gastrointestinales (NGI) representan uno de los
principales problemas de salud en bovinos en pastoreo. Las plantas con
propiedades bioactivas se han estudiado en afos recientes como un método de
control alternativo con la finalidad de disminuir la dependencia a los
antihelminticos quimicos y con ello, mermar también la aparicion de cepas de NGI
multirresistentes a estos farmacos. El objetivo de este trabajo fue determinar la
actividad antihelmintica (AH) de Gliricidia sepium sobre NGI en bovinos infectados
naturalmente. Se utilizaron 12 becerros F1 (Holstein x Cebu) y 5/ 8 Holstein x
Cebu, distribuidos en dos grupos (n= 6): G1, tratamiento y G2, control. Durante el
experimento, los animales se mantuvieron en un sistema de pastoreo rotacional, al
G1 se le ofrecié hojas frescas de G. sepium ad libitum y al G2 se le suplementé
con alimento comercial y henificado durante cuatro horas. Al final del experimento,
se sacrificd un animal de cada grupo para colectar los parasitos adultos presentes
en el tracto gastrointestinal. Durante el experimento, se observé una tendencia a la
reduccion entre 40.00 - 66.67% en la eliminaciéon de hpgh (P >0.05). Al sacrificio,
no se observo diferencia en la carga parasitaria entre los dos animales (P > 0.05),
pero se encontraron diferencias en las longitudes de los géneros Haemonchus spp
y Cooperia spp (P <0.05) y en la fertilidad per capita de las hembras (G1: 3.57; G2:
0). El efecto AH de Gliricidia sepium es dosis — dependiente, siendo necesario

realizar mas estudios en infecciones naturales que evallen su potencial en campo.



INTRODUCCION

Las infecciones por nematodos gastrointestinales (NGI) representan uno de
los principales problemas de salud en la produccién de rumiantes en pastoreo
(Hoste et al., 2012). Estas parasitosis afectan la salud y el bienestar animal debido
a los signos que provocan, como inapetencia, anemia y pérdida de proteinas
plasmaticas en el tracto gastrointestinal. También alteran el metabolismo proteico,
de minerales, deprimen la actividad de algunas enzimas intestinales, hay pérdida
de peso, diarrea y, en casos severos, hasta la muerte del animal (Soulsby, 1987).
La forma de control mas comun de los NGI es el uso recurrente de antihelminticos
sintéticos de forma preventiva o de forma curativa (Hoste et al.,, 2011); sin
embargo, en los ultimos afios se ha reportado un incremento de unidades de
produccién de rumiantes con NGI resistentes a estos farmacos (Waller, 2006), en
especial en las zonas tropicales de nuestro pais (Canul Ku et al, 2012). Por este
motivo, y aunado a la creciente preocupacion de los consumidores sobre los
posibles residuos de estas moléculas sintéticas en los productos alimenticios o en
el medio ambiente, es necesario investigar y desarrollar métodos de control

alternativos, como el uso de plantas medicinales (Hoste et al., 2011).

El uso de plantas y/o sus extractos con propésitos medicinales en humanos
y en animales, se ha realizado desde la antigiiedad y en muchos casos son el
nacleo de tratamientos en medicina humana y veterinaria. Se estima que mas del
30 % de los medicamentos introducidos al mercado tienen, directa o

indirectamente, origen natural (Wilcox et al., 2001; Schmidt et al., 2007).



En los ultimos afios se han reportado plantas o extractos de plantas, que se
utilizan como alimento para el ganado en clima templado y tropical, que ademas
poseen propiedades antihelminticas (AH) debido a los metabolitos secundarios
que contienen (Nguyen et al., 2005; Hoste et al., 2006; Hoste y Torres Acosta,
2011; Novobilsky et al., 2011; Hoste, et al., 2011, 2012). Posiblemente los taninos
condensados (TC) son el grupo de metabolitos secundarios que mas se han
relacionado con el efecto AH en rumiantes; no obstante, estas plantas también
pueden poseer otros compuestos secundarios como saponinas, terpenoides,
alcaloides, otros compuestos polifendlicos, y aminoacidos no proteicos que
pueden estar relacionados con el efecto antihelmintico (Githiori et al., 2006;

Athanasiadou et al., 2007).

Existen estudios in vitro e in vivo del efecto de leguminosas con
metabolitos secundarios sobre el control de NGI de pequefios rumiantes (Ademola
et al., 2004; Alonso Diaz et al., 2008a, b; Oliveira et al., 2011; Hoste et al., 2012;
Vargas Magafa et al., 2014). La mayoria de los estudios in vitro han relacionado la
presencia de compuestos polifendlicos y/o taninos sobre la biologia de tres pasos
del ciclo de vida de los NGI: 1) la inhibicién del desenvaine larvario (Alonso Diaz et
al., 2008a, b; Novobilsky et al., 2011; Oliveira et al., 2011; von Son de Fernex et
al., 2012, 2014b), 2) la actividad ovicida (Vargas Magafa et al., 2014; von Son de
Fernex et al., 2016a) y, 3) la inhibicién de la motilidad de la larva infectante (L3)
(Alonso Diaz et al., 2008a, b; von Son de Fernex et al., 2012). Mientras que los
estudios in vivo, que se han enfocado en corroborar la eficacia de dichos forrajes

(Barry y Manley, 1984), han identificado tres impactos sobre el ciclo de vida de los



NGI: 1) la disminucién del establecimiento de la larva infectante (L3) en el
hospedero (Brunet et al.,, 2007, 2008; Moreno Gonzalo et al., 2013), 2) la
disminucién de la excrecion de huevos por los nematodos adultos, el cual se
relaciona con la reduccion en el numero de helmintos y/o baja fertilidad de las
hembras (Marley et al., 2003; Shaik et al., 2004, 2006; Heckendorn et al., 2006;
Lange et al., 2006; Cenci et al., 2007; Martinez Ortiz de Montellano et al., 2010;
Moreno Gonzalo et al., 2013) y, 3) inhibicién de la eclosion larvaria (Niezen et al.,

2002).

En contraparte, existen pocos estudios in vitro e in vivo evaluando el efecto
de las plantas sobre NGI en bovinos. Novobilsky et al. (2011, 2013), al evaluar el
efecto in vitro de tres leguminosas de clima templado (Onobrychis viciifolia, Lotus
pedunculatus y Lotus corniculatus) contra Cooperia oncophora y Ostertagia
ostertagi de bovinos, reportaron un efecto AH dosis — dependiente que se
relacioné a los taninos condensados como el principal compuesto con propiedades
antihelminticas. Similares resultados fueron reportados por von Son de Fernex et
al. (2014b, 2016) quienes reportaron el efecto antihelmintico in vitro de
leguminosas y fabaceas de clima tropical (Leucaena leucocephala, Gliricidia
sepium, Guazuma ulmifolia, Cratylia argentea y Azadirachta indica) sobre el

desenvaine larvario y la eclosion de huevos de Cooperia spp.



Al evaluar el efecto AH in vivo de hojas frescas de Gliricidia sepium ofrecidas
ad libitum a bovinos infectados artificialmente con Cooperia punctata, se reportd
una reduccion en el establecimiento larvario del 76.9% (von Son de Fernex, 2016).
Sin embargo, es necesario continuar evaluando el efecto de esta planta sobre
otros géneros parasitarios que infectan naturalmente a los bovinos en el trépico

humedo de México.

En este estudio se seleccion6 la leguminosa arborea tropical Gliricidia
sepium, nativa de México y Centroamérica (Orwa et al., 2009). El follaje de esta
planta posee un alto valor nutricional, en base seca contiene 15.4 — 28.8% de
proteina cruda (PC) y 14.4 — 28.4% de fibra cruda (FC) (Adejumo y Ademosun,
1985; GOmez et al., 1990; Francisco y Hernandez, 1998; Araque et al., 2006;
Heuzé y Tran, 2015). La composicion fitoquimica de Gliricidia sepium de acuerdo
a Akharaiyi et al. (2012) y Sinha (2013) presenta un porcentaje de alcaloides de
6.8-7.5%, 0.45-0.47mg/mL de flavonoides, 5.81-5.85mg/mL de saponinas, 0.10-

0.12mg/mL de taninos y 1.5-1.7mg/mL de fenoles totales.

El objetivo de este trabajo fue determinar la actividad antihelmintica in vivo
del consumo de Gliricidia sepium sobre infecciones naturales de nematodos
gastrointestinales en ganado bovino bajo condiciones de pastoreo en el tropico

himedo mexicano.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Nematodos gastrointestinales y su impacto en la ganaderia

bovina

La ganaderia en México ocupa mas del 50% del territorio nacional y
mantiene cerca de 32 millones de cabezas de ganado bovino (Magafa Monforte et
al., 2006). De acuerdo con Financiera Nacional de Desarrollo Agropecuario, Rural,
Forestal y Pesquero (FDN) y el Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP) en el afio 2014, existen 1.1 millones de unidades de produccion
bovina que representan 43% de la produccién pecuaria nacional. Los sistemas de
produccion de doble propédsito se localizan principalmente en la region tropical,
que comprende el 25% del territorio nacional (Fundacion Produce Veracruz y
Colegio de Postgraduados, 2003). La producciéon carnica y lechera nacional
registrados en el afio 2014, fue de 1.8 millones de toneladas de carne y 11.1
millones de toneladas de leche (FDN, 2014; SIAP, 2014); a pesar de esto, México
es el cuarto pais importador neto de alimentos en el mundo, lo que representa un
fuerte impacto en la seguridad alimentaria nacional (Davalos Flores, 2015). De
acuerdo a Garcia Winder (2011), la produccion nacional sélo abastece el 31.4 % y
67 % de la demanda mexicana de carne y leche, respectivamente; por lo tanto, es

necesario optimizar las unidades de produccion bovina (UPB) existentes.

En las zonas tropicales, las nematodosis son una de las limitantes para el
crecimiento de la produccion carnica y lechera, especialmente en los sistemas de

produccion de doble propdsito (Encalada Mena et al., 2009). Estas parasitosis por



NGI afectan al ganado joven principalmente (Forbes et al., 2000; Charlier et al.,
2009; Encalada Mena et al., 2009); sin embargo, hay estudios que demuestran
que el ganado adulto, y en particular el ganado lechero, también puede verse
afectado (Sanchez et al., 2004; Mertz et al., 2005; Charlier et al., 2009; Stromberg
et al.,, 2012), en gran parte ocasionando pérdidas de naturaleza subclinica

(Corwin, 1997; Encalada Mena et al., 2009; Charlier et al., 2014).

Las parasitosis por NGI tienen una distribucion mundial, y la prevalencia
de los géneros que afectan a los bovinos varia de acuerdo a las condiciones
climaticas de cada region. Los géneros con mayor prevalencia en las regiones
templadas son: Haemonchus spp., Ostertagia spp., y Trichostrongylus spp., en
abomaso; Cooperia spp., Nematodirus spp., Bunostomum spp. en intestino
delgado; y Oesophagostomum spp. en intestino grueso (Corwin 1997; Sanchez et
al., 2004; Charlier et al., 2009, 2014, 2015; Hoglund et al., 2010; Quiroz Romero,
2011; Kunkle et al., 2013, Vanderstichel et al., 2013; Walker et al., 2013; Gasbarre,
2014; Geurden et al.,, 2015); mientras que en las regiones tropicales y
subtropicales, incluyendo México, los géneros con mayor prevalencia son:
Haemonchus spp., Ostertagia spp., y Mecistocirrus spp. en abomaso; Cooperia
spp., Trichostrongylus spp. y Bunostomum spp., en intestino delgado, y
Oesophagostomum spp. en intestino grueso, (Fabiyi, 1987; Dominguez Alpizar et
al., 1993; Olivares et al., 2006; Vazquez Prats et al., 2004; Encalada Mena et al.,
2009; von Son de Fernex et al., 2014a). De estos géneros, Cooperia spp. y

Ostertagia ostertagi presentan importancia productiva y econdmica considerable



en bovinos tanto de clima templado como tropical (Fabiyi, 1987; Corwin, 1997;

Stromberg et al., 2012; Charlier et al., 2014, 2015).

El desarrollo de estas enfermedades en el ganado provoca pérdidas en la
productividad de los animales de diversas formas. Una caracteristica comun de las
infecciones por NGI, es la disminucion en el consumo de alimento que esta
vinculado con los cambios hormonales en el hospedero, y se cree que es el
principal mecanismo de impacto de produccion subclinica (Charlier et al., 2014).
Forbes et al. (2000) reportaron en un estudio con vaquillas en pastoreo, que los
animales parasitados con NGI pasaron 105 minutos menos de tiempo por dia en
promedio en pastoreo y la ingesta diaria de forraje fue de 0.78 Kg de materia seca
(MS) por dia menor a la de los animales tratados con antihelminticos. Shaw et al.
(1998) reportaron una disminucién en la ganancia diaria de peso en becerros con
infecciones subclinicas y clinicas de NGI, en un meta-analisis (85 trabajos en
Europa oriental) se encontraron mermas de 150 — 315 g/dia/animal en promedio.
Resultados similares se reportaron por Kunkle et al. (2013) y Walker et al. (2013)
quienes al evaluar el efecto de las parasitosis con NGI en becerros de cruzas
carnicas y raza Angus encontraron una pérdida en la ganancia de peso de 165
g/dia/animal y 130 — 170 g/dia/animal en promedio, respectivamente. También
reportaron que las nematodosis afectaron la deposicién de grasa en la canal asi
como su calidad, que esta directamente relacionada con el crecimiento y ganancia

diaria de peso (Mertz et al., 2005).



En cuanto a las mermas en la produccion lactea causadas por las
nematodosis gastrointestinales, en un estudio de meta-analisis realizado por
Sanchez et al. (2004) a 75 trabajos publicados entre los afios 1972 a 2002 en
condiciones de produccion intensiva en climas templados y con vacas
especializadas en produccion lactea, encontré que la produccion disminuye 0.35
kg/dia/vaca. Recientemente, en condiciones de clima templado y con vacas
especializadas en produccion de leche, Charlier et al. (2009) encontraron una
disminucién de 1 kg de produccion por vaca al dia en promedio al realizar la

revision y analisis de diversos estudios durante la lactancia.

Asimismo, existen estudios que muestran que hay repercusion en el
desemperio reproductivo. Las vacas infectadas con NGI tienen una disminucién de
la tasa de concepcién, y del porcentaje de paricion, asi como un aumento del

intervalo parto - concepcién (Hawkins, 1993; Gross et al., 1999)

Otra de las causas que repercuten en las pérdidas econdmicas
ocasionadas por los NGI, son los costos por medicamentos antihelminticos, asi
como mano de obra asociada al control de estas enfermedades como parte de los
programas de salud en las unidades de produccion bovina (Corwin, 1997; Charlier

et al., 2009).

En paises bajos, las pérdidas econdmicas estimadas por NGI fueron de
120 millones de délares anuales (Corwin, 1997); en Nueva Zelanda, Bisset (1994)
reportd un gasto anual aproximado de 27.9 millones de ddlares por la compra de

AHs; mientras que Williams y Loyacano (2001) reportaron para Estados Unidos un



gasto anual aproximado de 2.5 billones de doblares en la compra de

desparasitantes, principalmente por nematodosis (Walker et al., 2013).

En Latinoamérica, las pérdidas econOmicas estimadas por parasitosis en
Brasil en el afio 2011 fueron de 13.26 millones de ddlares al afio, de los cuales
7.11 millones corresponden a infecciones por NGI con una pérdida potencial de
1.87 millones para la industria lechera y 5.23 millones de dolares para la industria
carnica (Grisi et al., 2014). En México, se estimé que las pérdidas econdémicas
asociadas a estas enfermedades son de 445.10 millones de dolares anuales
considerando Unicamente las pérdidas en produccion lactea y ganancia diaria de

peso en animales sin tratamiento (Rodriguez Vivas et al., 2017).

Son muchos los estudios que concuerdan que los NGI amenazan la
sustentabilidad a largo plazo de las unidades de produccion bovinas, por lo que la
investigacion y desarrollo de métodos de control alternativos podria ayudar a

minimizar dichas pérdidas econdmicas.

2.1.2. Ciclo biolégico de los nematodos gastrointestinales

El ciclo biol6gico de la mayoria de los NGI del orden Strongylida es
directo, y se divide en dos fases: 1) fase exdgena, pre-parasitica o de vida libre,
que involucra huevo, larva uno (Li), larva dos (L2) y larva 3 (L3), y 2) fase
endogena o parasitica, la cual involucra Larva 3 (Ls), larva 4 (L4), larva 5 (Ls) 0

adultos inmaduros y adultos (Bowman, 2014).

10



En la fase exdgena, los huevos son eliminados al ambiente por las heces,
éstos presentan una forma ovoide, con superficie lisa, son incoloros y
blastomerados (16 — 32 blastbmeros segun la especie), con excepcion de
Nematodirus spp. que presenta 8 blastomeros (Cordero del Campillo y Rojo
Vazquez, 2001). Los huevos eclosionan a Li bajo condiciones favorables de
temperatura (20°C), oxigeno y humedad (80%) en las primeras 24 — 30 horas, ésta
se alimenta de las bacterias que se encuentran en las heces, para posteriormente
en los siguientes 2 a 3 dias realizar la ecdisis o muda a L2, que también se
alimenta de bacterias (con excepcion de Nematodirus spp. en donde la L1 se
desarrolla a L3 dentro del huevo). La larva realiza una segunda muda a Lz o fase
infectante en tres a siete dias, segun las condiciones ambientales, la fase
infectante retiene la cuticula de la fase anterior conocida como vaina protegiéndola
de las condiciones ambientales, pero evitando su alimentacion, por lo que
depende de sus reservas alimenticias para su supervivencia, y presenta diferentes
tropismos que favorecen su continuidad y migracién en el forraje como son el
hidrotropismo positivo y fototropismo positivo a la luz tenue (Niezen et al., 1998;
Quiroz Romero, 2009). La L3 migra de las heces (de manera horizontal y lateral) a
través de la pelicula de agua que cubre al forraje que sirve de alimento a los
animales para infectarlos (Soulsby, 1988; Cordero del Campillo y Rojo Vazquez,
2001; Quiroz Romero, 2009; Bowman et al., 2014). La migracion larvaria, asi como
la localizacion de las mismas en el follaje, es un punto clave para la transmision

parasitaria (Silva et al., 2008).

11



La fase enddgena inicia cuando la Lz es ingerida por un hospedero
susceptible y tras su ingestion (en 30 minutos aproximadamente), las larvas
desenvainan en el tracto gastrointestinal del animal, las larvas de nematodos del
abomaso liberan la vaina en el transito rumino — omasal, y los que parasitan en el
intestino delgado y grueso la liberan en el abomaso. El desenvaine ocurre por
efecto de diversos estimulos del hospedero como son amortiguadores bicarbonato
— COz2, CO2 gaseoso, balance bicarbonato: acido carbodnico y pH del contenido
luminal (Rogers, 1960; Cordero del Campillo y Rojo Vazquez 2001), los cuales
hacen que la larva secrete el fluido de desenvaine (constituido por enzimas,
principalmente colagenasa y lipasa) que actla sobre la cuticula provocando su
ruptura y la larva ayudada por sus movimientos puede salir. Las larvas
desenvainadas penetran en diversas zonas de la mucosa gastrointestinal,
dependiendo del género parasitario; y en un periodo de uno a dos dias muda a La,
la cual permanece en la mucosa durante un periodo de 10 a 14 dias;
subsecuentemente emergen al lumen realizando una ecdisis a Ls o adultos
juveniles que maduran sexualmente, pasando a hembras y machos adultos
(Cordero del Campillo y Rojo Vazquez, 2001; Bowman, 2014). La eliminacion de
huevos inicia, en promedio, alrededor de la cuarta semana post-infeccién

(Bowman, 2014).

Dentro del ciclo de vida de los NGI se encuentra un proceso conocido como
“hipobiosis” de caracter heredable, que altera el ciclo normal de estos parasitos,
en donde la L4 puede someterse a un periodo de desarrollo detenido o aletargado;

después de la infeccién, las larvas pueden convertirse en metabdlicamente

12



inactivas (larvas “hipobidticas”) durante un periodo que puede durar varios meses
y luego reanudar el desarrollo. Este fendbmeno aumenta los periodos de patencia y
prepatencia, asi como longevidad y fecundidad de los NGI (Gibbs, 1986),
especialmente cuando las condiciones son adversas para el desarrollo y
supervivencia de los parasitos (Bowman, 2014). Entre los factores que
desencadenan este estado de inactividad metabolica se encuentran los
relacionados con el ambiente, con el hospedero y con el parasito (Gibbs, 1986),
los cuales no son excluyentes entre si. Dentro de los primeros, se encuentra la
temperatura, siendo en las regiones templadas el fenbmeno relacionado a las
bajas temperaturas y en las regiones tropicales y subtropicales a altas
temperaturas; humedad y fotoperiodo, este Ultimo afecta tanto a las larvas como al

hospedero (Gibbs, 1986; Armour y Duncan, 1997; Fernandez et al., 1999).

En los factores relacionados con el hospedero, se encuentra la regulacién
por parte del sistema inmune, ya que se ha observado que animales expuestos
previamente a los parasitos presentan una acumulacion de larvas hipobidticas en
comparacion a los no expuestos, y la maduracion de éstas ocurre cuando el
sistema inmunoldgico del hospedero puede deprimirse, como es en el caso del
parto donde se producen alteraciones endocrinolégicas que cambian los niveles
de corticosteroides o0 por estrés provocado por enfermedades intercurrentes
(Gibbs, 1986; Armour y Duncan, 1987); asi como el estado nutricional del
hospedero, ya que éste influye sobre el sistema inmunolégico (Walkden Brown y
Kahn, 2002). Dentro de los ultimos, se encuentra la regulacion de la poblacién

dependiente de la densidad, en donde la presencia de cierto nUmero de parasitos
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adultos puede enviar sefiales a las larvas recién ingeridas por el hospedero que
induzcan la hipobiosis, ya que se ha observado que la eliminacién de los adultos
por tratamiento antihelmintico o por perdida natural permite la maduracion de las
larvas hipobioticas (Armour y Duncan, 1987), aunque también se ha observado
gue puede estar inmunolégicamente mediado por el hospedero debido a que con
altas cargas parasitarias de nematodos adultos se genera una posible

“retroalimentacion inmunolégica” que induce el desarrollo inhibido (Gibbs, 1986).

2.2. Metodos de control de los nematodos gastrointestinales

El objetivo del control de NGI es mantener poblaciones de parasitos, por
medio de la interrupcién de su ciclo biolégico, dentro de un nivel que no sea
afectada la salud y la productividad del animal, sin ejercer presion de seleccion de
cepas resistentes a las formas de control a largo plazo. Existe una amplia gama de
métodos de control, que se clasifican en quimicas, inmunoldgicas, de manejo y
bioldgicas (Jackson y Miller, 2006). El control sustentable de los NGI debe
adaptarse de acuerdo a la epidemiologia dentro de cada region geografica y a las
condiciones individuales de la unidad de produccion bovina acorde al sistema de
produccion, manejo zootécnico y/o médico, asi como las condiciones relacionadas

con el hospedero (Torres Acosta y Hoste. 2008).
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2.2.1. Control quimico

Desde la introduccion del primer antihelmintico sintético comercial en 1940
(Waller, 2006), la forma de control de NGI se ha basado en el uso de estos
farmacos de forma preventiva o de forma curativa (Hoste et al., 2011; Canul Ku et
al., 2012). Las moléculas quimicas mas utilizadas pertenecen a las familias de los
imidazotiazoles (ej. levamisol), lactonas macrociclicas (ej. ivermectina,
doramectina, moxidectina y eprinomectina) y benzimidazoles (ej. albendazol)
(Sutherland y Scott, 2009; Bowman 2014). Estas moléculas, han presentado
“practicidad” en el control de los NGI para los ganaderos a nivel mundial, debido a
su facil adquisicion, multiples presentaciones, sencilla aplicacion, amplio espectro,
larga duracion del efecto de sus formulaciones (en algunos casos), asi como los
beneficios en la salud y desempefio productivo de los animales. Sin embargo, la
elevada frecuencia en la utilizacién de AH, el no rotar entre familias quimicas de
AH, el no pesar a los animales antes de la administracion de AH aplicando dosis
inadecuadas (sub o sobre dosificaciones), asi como la alteracién de poblaciones
de parasitos in refugia (Encalada Mena et al., 2008; Arnaud Ochoa y Alonso Diaz,
2012; Canul Ku et al., 2012; Becerra Nava et al. 2014; Mufiz Lagunes et al.,
2015), han ejercido en pocos afios presion sobre los NGI, desarrollando

mecanismos gue aseguran su supervivencia ante estos farmacos.

La Organizacion Mundial de la Salud define como resistencia
antihelmintica (RAH) a la capacidad hereditaria que poseen los parasitos de
tolerar y sobrevivir a dosis terapéuticas de un compuesto AH, siendo esta

reduccion de la sensibilidad a la accion de un farmaco expresada como la

15



disminucién de la frecuencia de los parasitos individuales afectados por la
exposicion al farmaco, en comparacion con la frecuencia observada en la misma
poblacion inicial o antes de la exposicion (Cavalli, 1952). La RAH en bovinos se ha
considerado de menor relevancia con respecto a los pequefios rumiantes, debido
a las practicas utilizadas de manejo de AH quimicos y de pastoreo (Coles, 2002).
No obstante, en los ultimos afios se ha reportado la aparicion de resistencia
antihelmintica en unidades de produccion bovina ante estos farmacos en todo el

mundo de manera alarmante (Sutherland y Leathwick, 2011).

En México, los estudios que reportan la RAH en bovinos se enlistan en el
Cuadro 1, estos demuestran que la dependencia ante estas moléculas se ha
convertido en un grave problema en las unidades de produccién bovinas, sobre
todo en las regiones tropicales de nuestro pais, siendo necesarias otras formas de

control sustentables a largo plazo, como son los métodos de control alternativos.

Cuadro 1. Reportes de resistencia a antihelminticos quimicos en unidades de produccion
bovina en México.

Familia quimica Molécula Referencia
Lactonas Ivermectina  Encalada Mena et al (2008); Canul Ku
macrociclicas et al. (2012); Muhiz Lagunes et al.
(2015)
Benzimidazoles Albendazol Arnaud Ochoa y Alonso Diaz (2012)
Imidazotiazoles Levamisol Becerra Nava et al. (2014)
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2.2.2. Métodos de control alternativos de los nematodos

gastrointestinales

Debido a las implicaciones negativas que presentan los métodos de
control quimicos en la ganaderia, en los ultimos afios se ha prestado atencion al
desarrollo de métodos de control no farmacologicos de NGI en rumiantes, los
cuales presentan tres principios de accion en la interrupcion del ciclo de vida de
los parasitos: 1) Agostar la fuente de contaminacién: con la reduccion del contacto
entre el hospedador y la fase infectante (Ls) mediante del manejo de pastoreo y el
control biolégico por medio de hongos, nematodos, virus, bacterias, lombrices de
tierra, colémbolos y acaros nematéfagos; 2) Aumentar la resistencia del
hospedero: con la estimulacion de la respuesta inmune del hospedero, por medio
de la inmunonutricién, vacunacion y seleccidon genética; y 3) Eliminacion del
pardsito: mediante la eliminacién de los nematodos del hospedero, mediante el
uso de plantas bioactivas o medicinales, agujas de cobre y estrategias de
desparasitacion selectiva con los antihelminticos comerciales (Hoste y Torres
Acosta, 2011). En este trabajo se describird el uso de plantas bioactivas como

método de control alternativo utilizable en bovinos.
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2.2.2. Uso de plantas forrajeras con efecto antihelmintico

Antes del siglo XX, los tratamientos para enfermedades tanto de uso
humano y veterinario dependian casi exclusivamente en medicamentos obtenidos
de fuentes naturales, como las plantas y/o sus extractos (Schmidt et al., 2007).
Aungue el uso de plantas con fines medicinales se basa en préacticas anecdéticas
y se ha declinado su uso con el advenimiento de las moléculas sintéticas, en
muchos casos son el nucleo de tratamientos en medicina humana y veterinaria, ya
que se ha estimado que mas del 30 % de los medicamentos introducidos al
mercado tienen directa o indirectamente origen natural (Wilcox et al., 2001;

Schmidt et al., 2007).

En los ultimos 20 afios, se han realizado estudios para identificar plantas
y/o extractos con propiedades AH, asi como para asegurar su seguridad y eficacia
en su uso en animales. Estos estudios se han centrado en el uso de plantas con
compuestos bioactivos, con énfasis en plantas leguminosas, a las que se les
atribuye el nombre de plantas nutracéuticas o “alimentos funcionales” (Hoste et al.,
2012). Un nutracéutico se refiere a cualquier sustancia que pueda considerarse un
alimento o parte de un alimento que proporciona beneficios para la salud, incluida

la prevencion y el tratamiento de enfermedades (Andlauer y First, 2002).

Aunque se han realizado diversos estudios tanto in vitro como in vivo en
donde se muestra el efecto AH de los compuestos bioactivos de plantas sobre
diferentes estadios en distintas especies de NGI, éstos se han centrado en
pequefios rumiantes (Ademola et al., 2004; Alonso Diaz et al., 2008a, b; Oliveira et

al., 2011; Hoste et al., 2012; Vargas Magafia et al., 2014).
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En bovinos, son pocos los estudios que reportan el efecto de plantas
bioactivas como método de control de NGI. Novobilsky et al. (2011, 2013), al
evaluar el efecto in vitro de tres leguminosas de clima templado (Onobrychis
viciifolia, Lotus pedunculatus y Lotus corniculatus) contra Cooperia oncophora y
Ostertagia ostertagi de bovinos, reportaron un efecto AH dosis — dependiente
relacionando a los TC como el principal compuesto con propiedades AH. Similares
resultados fueron reportados por von Son de Fernex et al. (2014b, 2016) quienes
reportaron el efecto AH in vitro de leguminosas y fabaceas de clima tropical
(Leucaena leucocephala, Gliricidia sepium, Guazuma ulmifolia, Cratylia argentea y
Azadirachta indica) sobre el desenvaine larvario y la eclosion de huevos de
Cooperia spp. von Son de Fernex (2016) al evaluar el efecto AH in vivo de
Gliricidia sepium ofrecida ad libitum a bovinos infectados artificialmente con
Cooperia punctata, reportd una reduccién en el establecimiento larvario del 76.9%.
Desrues et al. (2016a) reportd resultados similares al evaluar la actividad AH in
vitro de cuatro monoémeros flavonoles (flavan-3-ols), dos derivados galdlicos y 14
fracciones de taninos condensados purificados obtenidos de plantas, sobre la
motilidad de paréasitos adultos de Cooperia oncophora. Asimismo, Desrues et al.
(2016b), al ofrecer pellets de Onobrychis viciifolia a becerros infectados
artificialmente con Ostertagia ostertagi y Cooperia oncophora reportaron una

reduccion en el establecimiento larvario de Ostertagia ostertagi del 50%.
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2.3. Metabolitos secundarios de las plantas (MSP)

Los compuestos bioactivos o también conocidos como metabolitos
secundarios de las plantas (MSP), son moléculas que son sintetizadas por
distintas rutas metabolicas derivadas del metabolismo primario del carbono en las
plantas, pero no tienen participacion directa en los procesos de crecimiento,
desarrollo y reproduccién de las plantas. Muchos de estos compuestos sirven
como hormonas, pigmentos, atrayentes de polinizadores, mecanismos de defensa
ante insectos, microrganismos patégenos y herbivoros, ademas de actuar como
agentes alelopéticos (es decir, que influyen en la competencia entre especies de

plantas) (Croteau et al., 2000; Avalos Garcia y Pérez Urria Carril, 2009).

El estudio de estos compuestos ha cobrado importancia en el area médica
y médica veterinaria, debido a que muchos de éstos han mostrado efectos
antimicrobianos, antifingicos, anticancerigenos y antiparasitarios, siendo una
alternativa viable ante los farmacos quimicos (Schmidt et al., 2007). En la
actualidad, se conocen alrededor de 20 000 metabolitos secundarios, los cuales

se clasifican en cuatro grupos:

a) Terpenos / isoprenoides / terpenoides: Es el grupo con mayor numero de
compuestos bioactivos, se derivan de la fusién de unidades ramificadas de un
monomero de cinco carbonos (5 C) conocido como isopreno, los cuales se
clasifican de acuerdo a la cantidad de unidades de isopreno que éstos
contengan, denominandose: hemiterpenos (5 C), monoterpenos (10 C),
sesquiterpernos (15 C), diterpenos (20 C), triterpenos (30 C), tetraterpenos (40

C) y politerpenos cuando contienen mas de ocho unidades de isopreno. Entre
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b)

las mas de 40 000 moleculas encontradas en este grupo, se encuentran los
esteroles y derivados de esteroles que presentan gran importancia médica
(Croteau et al., 2000; Schmidt et al., 2007; Avalos Garcia y Pérez Urria Carril,
2009). Se ha reportado la actividad AH contra NGI y Dictyocaulus viviparus en
algunos de estos compuestos, como la cucurbitacina B (un compuesto
triterpénico) y las lactonas sesquiterpénicas crudas (Molan et al., 2003; Marie

Magdeleine et al., 2009, 2010).

Alcaloides. Se consideran los MSP con mayor aportacion a la medicina
moderna, gracias a su gran actividad biolégica como relajantes musculares,
tranquilizantes, antitusivos, purgantes, anticancerigenos o0 analgésicos. Son
compuestos (en su mayoria heterociclicos) sintetizados a partir de aminoacidos
como triptéfano, tirosina, lisina, ornitina, arginina y fenilalanina. Se clasifican de
acuerdo a los anillos presentes en la molécula del metabolito en: alcaloides
isoquinoléicos, alcaloides quinolizidinicos, alcaloides pirrolizidinicos, alcaloides
tropanicos y alcaloides inddlicos. La alta actividad de estos metabolitos se
debe a su similitud quimica con numerosos neurotransmisores, siendo a altas
dosis, muy téxicos (Croteau et al., 2000; Schmidt et al., 2007). Dentro de estas
moléculas, se ha reportado actividad AH de tres alcaloides isoquinoléicos

(protopina, D - coridalina y L — estilopina) (Satou et al., 2002).

Compuestos fendlicos. Son metabolitos que derivan de un grupo fenol, un
anillo aromatico (fenil) unido a un grupo hidroxilo (OH") generalmente de
naturaleza &cida. Se clasifican de acuerdo con el numero y posicion de los

anillos aromaticos, asi como el numero de grupos hidroxilo que éstos poseen,
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constituyendo dos grupos de acuerdo a su complejidad quimica: i) fenoles
simples vy ii) compuestos polifendlicos. Entre estos compuestos se encuentran
la lignina y sus derivados, flavonoides (antocianinas, isoflavonoides,
flavonoides, flavonas, flavonoles y taninos condensados), cumarinas,
estilbenos, arilpironas y estirilpironas (Croteau et al., 2000; Avalos Garcia y

Pérez Urria Carril, 2009).

Los compuestos polifendlicos, como los TC y flavonoides, han mostrado
actividad AH tanto in vitro como in vivo sobre diferentes especies de NGI (Hoste et
al., 2015). Aunque el mecanismo de accidén de estos compuestos no estéd bien
dilucidado, existen dos teorias acerca de su efecto en los NGI, gracias a su
capacidad de unirse a las proteinas cambiando sus propiedades fisicas y
guimicas, no excluyentes entre si: la primera de ellas menciona que el efecto tipo
farmacolégico o “directo” al unirse a las proteinas de los NGI, sobre todo en la
cuticula (rica en prolina e hidroxiprolina), cavidad bucal, eséfago, cloaca y vulva y,
el efecto “indirecto” el cual aumenta la resistencia inmunolédgica del hospedero,
debido a que los compuestos polifendlicos se unen a la proteinas de los alimentos,
protegiéndolas de la degradacion ruminal, aumentando la cantidad de proteinas y

aminoacidos que son absorbidos en el intestino delgado (Hoste et al., 2006, 2012).

En los dltimos afos, estos estudios se han centrado en los TC, debido a que
son los MSP con mayor distribucion y también los mayormente estudiados en
cuanto a su actividad biologica contra NGI (Hoste et al., 2006; Hoste y Torres

Acosta, 2011; Hoste et al., 2012); no obstante, se han realizado estudios que han
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identificado a otros compuestos fenodlicos con actividad nematocida, como los

estilbenos (Croteau et al., 2000).

d) Glicosidos. Estan compuestos por una molécula de azlcar que se condensa
con otra que contiene un grupo hidroxilo, cuya caracteristica principal es su
actividad detergente. Se clasifican de acuerdo a la molécula con la que el
azucar se encuentra unida en saponinas (triterpenoides o esteroides),
glicésidos cardiacos (lactonas) y glicésidos cianogénicos (compuestos
nitrogenados) (Avalos Garcia y Pérez Urria Carril, 2009). Se ha reportado la
actividad antihelmintica atribuible a las saponinas sobre NGI en ovinos
(Camurca Vasconcelos et al., 2007; Marie Magdeleine et al., 2009; Hernandez

Villegas et al., 2011; Pérez Pérez et al., 2014).

Los aminoacidos no proteicos, son aminoacidos que naturalmente no estan
codificados por el codigo genético de cualquier organismo, y se sintetizan por tres
vias: por modificaciones estructurales de aminoacidos existentes (generalmente
de origen proteico), por modificacion de rutas existentes que sintetizan
aminoacidos proteicos y por medio de nuevas rutas metabdlicas (Barret, 1985;
Seigler, 1998). Tienen como funcion ser un mecanismo de defensa ante
depredadores, a los cuales provocan intoxicacion por medio de la interferencia de
los aminoacidos no proteicos en la sintesis proteica de los depredadores o por
interaccidbn con neurotransmisores (Huang et al.,, 2011), algunos no son
necesariamente toxicos para los humanos y los animales (Bell, 2003). Estos

metabolitos pueden ser potencialmente utilizados como antihelminticos, ya que se
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ha reportado a la cucurbitina con actividad nematicida (Marie Magdeleine et al.,

2009).

2.4. Generalidades de leguminosas arbustivas para la

alimentacion del ganado

En México, la ganaderia bovina de doble propdésito tiene gran importancia
en climas calidos, por sus bajos costos de inversion y la gran flexibilidad
productiva que ofrece (Fundacion Produce Veracruz y Colegio de Postgraduados,
2003; Magafa Monforte et al., 2006). Este sistema tiene como base para la
alimentacion del ganado, el uso del pastoreo (rotacional o extensivo) con
gramineas tropicales nativas o inducidas (Magafia Monforte et al., 2006). Pero una
de las limitantes en este tipo de sistemas es la estacionalidad en la disponibilidad
de materia seca (MS) y su valor nutricional bajo. Es comdn que los productores
suplementen / complementen al ganado en la época de estiaje con insumos
comerciales o subproductos agricolas locales (Magafia Monforte et al., 2006; Rojo

Rubio et al., 2009).

La produccién y productividad ganadera mejora sustancialmente cuando se
dispone de forraje en cantidad suficiente y con alto valor nutricional que satisfaga
las necesidades nutricionales de los animales a bajo costo (Faria Marmol, 2006).
Una alternativa a la suplementacion o complementacion con insumos comerciales,
es la incorporacion de leguminosas forrajeras en el sistema de pastoreo. Para

esto, es necesario encontrar especies de leguminosas con un nivel de utilizacion
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alto y persistencia a largo plazo, igualmente, es esencial que la cantidad y calidad
del forraje utilizable sea alta, asi como su accesibilidad y facilidad para su cosecha

(Coates, 1995).

Las leguminosas arbustivas se pueden utilizar en el tropico en forma de
bancos de proteina o en asociacibn con gramineas debido a su alto aporte
nutricional para la alimentacion del ganado; contienen niveles de proteina cruda
altos (120 - 300 g / kg MS) y niveles de fibra cruda (< 30%) bajos, lo cual favorece
su consumo Yy digestibilidad (Topps, 1992). Las leguminosas también son
apreciadas por sus variadas contribuciones en los sistemas agropecuarios (como
cerco vivo, barreras rompevientos, barreras contra incendios, sombra para los
cultivos), en el uso doméstico (como fuentes de madera, lefia o carbon, alimento y
remedios medicinales) asi como su papel en la proteccion del medio ambiente
(como fijadores de nitrégeno en el suelo, estabilizan terrenos evitando la erosiéon
de los suelos, absorben dioxido de carbono, y sirven de sombra y refugio para

fauna silvestre) (Shelton, 2000).

Posiblemente, uno de los inconvenientes para la alimentacion del ganado es
la presencia de los MSP considerados como factores anti - nutricionales (Topps,
1992; Shelton, 2000). Los MSP pueden alterar negativamente el valor nutricional
de la leguminosa o presentar un impacto negativo en el desarrollo y salud de los
animales. Los factores que pueden determinar los efectos benéficos o
detrimentales en el hospedero, son la concentracion y el tipo de MSP, asi como la
especie animal y su adaptacion a las leguminosas (Shelton, 2000; Hoste et al.,

2006; Alonso Diaz et al., 2010; Seth y Ghamba, 2015). Algunas investigaciones
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acerca de la actividad AH de los MSP contenidos en leguminosas forrajeras
utilizadas como alimento en rumiantes, han mostrado un efecto positivo sobre la

salud y el desarrollo de los animales.

Una de las leguminosas que se utilizan para la alimentacion de ganado en
las zonas tropicales de México es Gliricidia sepium (Pinto Ruiz et al., 2005:
Jiménez Ferrer et al., 2008). Estudios in vitro e in vivo han reportado actividad AH
de G. sepium contra NGI en pequefios rumiantes y en bovinos (Wabo Poné et al.,
2011; Kabore et al., 2012; Rios de Alvarez et al., 2012; von Son de Fernex et al.,
2012, 2014b; Puerto Abreu et al., 2014; von Son de Fernex, 2016; von Son de
Fernex et al., 2016), mostrando que puede tener potencial para el control de NGI

de bovinos en infecciones naturales bajo condiciones de pastoreo.

2.5. Descripcion botanica de Gliricidia sepium

Gliricidia sepium (Jacg.) Kunth ex Walp. (Figura 1), también conocido
comunmente como cocuite, madre de cacao, matarratobn y/o madero negro, es un
arbol caducifolio nativo de México y Centroamérica que pertenece a la subfamilia
Fabaceae de la familia Leguminosae (Parrotta, 2000; Orwa et al., 2009). Llega a
medir hasta 20 m de altura y presenta un tronco corto (30 cm a la altura del pecho)
con corteza escamosa a ligeramente fisurada de color pardo amarillenta a pardo
grisacea, sus ramas no tienen espinas y posee una copa esparcida e irregular con
amplia cobertura de follaje. Sus hojas son compuestas, alternas, e imparipinnadas,

miden de 12 a 30 cm de largo incluyendo el peciolo, con 7 — 25 peciolos de 3 a 8
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cm de largo por 2 a 4 cm de ancho, ovados a elipticos, con el margen entero, de
color verde brillante en su juventud. Florece durante la temporada seca, cuando
los arboles se encuentran parcial o totalmente defoliados, las flores son
pediculadas, de color rosa palido a violaceo, se agrupan en racimos densos,
tienen una longitud aproximada de 10 a 20 cm y se sitlan en las axilas de las
hojas caidas. Sus frutos son vainas lineales dehiscentes a lo largo de dos suturas,
aplanadas, de 10 a 20 cm de largo y 1 a 3 cm de ancho, agudas, péndulas, con
nervadura fina, cada vaina presenta de 3 — 10 semillas, las vainas son de color
verde claro cuando estan en desarrollo y de color pardo obscuros cuando

maduran (CONABIO; Parrotta, 2000; Orwa et al., 2009).

Figura 1. Hojas y flores de Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp. Copyright 2014 por T.K. Lim.
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2.6. Valor nutricional y perfil fitoquimico de Gliricidia sepium

Gliricidia sepium posee un valor nutricional alto, pero la calidad nutricional
del follaje puede variar por la frecuencia de corte, época del afio y edad del
material vegetativo, mostrando variaciones en los valores reportados por distintos
investigadores (Gomez et al.,, 1990; Francisco y Hernandez, 1998). Las hojas
frescas de G. sepium poseen un contenido de MS de 19.6 — 37%, en base seca
contiene 15.4 — 28.8% de proteina cruda (PC), 14.4 — 28.4% de fibra cruda (FC),
3.0 — 5.5 % de extracto etéreo (EE), 6.7 — 13.7% de cenizas y la energia digestible
(ED) de 4.70 — 5.21 MCal (Adejumo y Ademosun, 1985; Francisco y Hernandez,
1998; Benavides, 1999; Gomez et al., 1990; Araque et al., 2006; Heuzé y Tran,

2015).

Las hojas de G. sepium son una fuente de compuestos que poseen
actividad biologica benéfica para la salud animal y humana. Esta leguminosa
contiene alcaloides (6.8 - 7.5%), saponinas (5.81 - 5.85mg/mL), fenoles totales
(1.5 - 1.7mg/mL), taninos (0.10 - 0.12mg/mL) y flavonoides (0.45 - 0.47mg/mL)

(Akharaiyi et al., 2012; Sinha, 2013).
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2.7. Efecto antihelmintico de Gliricidia sepium

En afios recientes, se ha comprobado la actividad AH in vitro de G. sepium
sobre NGI en pequefios rumiantes de manera dosis - dependiente. Los extractos
de hojas de G. sepium tuvieron efecto ovicida, larvicida y sobre el desenvaine

larvario in vitro sobre H. contortus asi como en estrongilidos de ovinos (Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto antihelmintico in vitro de Gliricidia sepium reportado en NGI de pequefos
rumiantes

Efecto AH Referencia

Wabo Poné et al. (2011); Kabore et al.

Ovicida (2012); Pérez Pérez et al. (2014); Puerto
Abreu et al. (2014); von Son de Fernex et
al. (2016)

Larvicida Wabo Poné et al. (2011); Kabore et al.

(2012); Rios de Alvarez et al. (2012); Puerto
Abreu et al. (2014)

Inhibicidn del desenvaine larvario von Son de Fernex et al. (2012)

No obstante, son pocos los estudios que reportan el efecto AH tanto in vitro
como in vivo de esta leguminosa en bovinos. von Son de Fernex et al. (2014b,
2016) al evaluar in vitro el efecto AH de Gliricidia sepium en Cooperia punctata, se
reportd un efecto ovicida y sobre el desenvaine larvario de manera dosis —

dependiente.
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Se ha reportado el efecto AH in vivo de hojas frescas de Gliricidia sepium,
en donde al ser ofrecidas ad libitum a bovinos infectados artificialmente con
Cooperia punctata, se observd una reduccion en el establecimiento larvario del
76.9% (von Son de Fernex, 2016).

Debido a que este forraje es rico en MSP, su actividad AH ha sido
asociada a la presencia de compuestos polares, principalmente TC (Wabo Poné et
al., 2011; Kabore et al., 2012; von Son de Fernex et al., 2012; Pérez Pérez et al.,
2014; Puerto Abreu et al., 2014), sin embargo, von Son de Fernex et al. (2016) al
evaluar el efecto de los TC por medio de la adicion de polietilenglicol (PEG) en la
prueba in vitro de la inhibicién de la eclosion de huevos de Cooperia punctata, no
mostro la actividad biolégica asociada a estos compuestos, sugiriendo la posible
participacion de otros MSP en el efecto AH de esta leguminosa que pueden actuar
conjuntamente, entre los que se han asociado estan los triterpenos, lectinas,
saponinas, alcaloides y otros compuestos polares como los flavonoides (Kabore et
al., 2012; Rios de Alvarez et al., 2012; von Son de Fernex et al., 2012; Pérez

Pérez et al., 2014; Puerto Abreu et al., 2014; von Son de Fernex et al., 2016).
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. JUSTIFICACION

El control ineficiente de las enfermedades parasitarias en el ganado bovino en
pastoreo, asi como la creciente resistencia de las poblaciones de parasitos ante
los antihelminticos sintéticos, han hecho que las nematodosis gastrointestinales
sean una de las principales causas de pérdidas econdémicas y de salud en los
animales, principalmente en las regiones tropicales. Muchos de los estudios que
se han realizado para evaluar las propiedades antihelminticas de diferentes
leguminosas han hecho énfasis en el control de nematodos gastrointestinales en
pequefios rumiantes, por lo que se pretende evaluar en este estudio el potencial
de leguminosas tropicales, en este caso Gliricidia sepium, para el control de

parasitos gastrointestinales en bovinos.
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IV. HIPOTESIS

El consumo de Gliricida sepium por bovinos infectados naturalmente en el tropico
hamedo mexicano mostrara un efecto antihelmintico efectivo (= 90%) en los

nematodos gastrointestinales establecidos en el hospedero.
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V. OBJETIVOS

5.2. Objetivo general

Determinar la actividad antihelmintica in vivo del consumo de Gliricidia sepium
sobre infecciones naturales de nematodos gastrointestinales en ganado bovino

bajo condiciones de pastoreo en el tropico himedo mexicano.

5.1. Objetivos especificos:

1) Evaluar la actividad antihelmintica del consumo de Gliricidia sepium sobre
la eliminacién de huevos por medio de la cuantificacion y reduccion en la

eliminacién de huevos por gramo de heces.

2) Evaluar la actividad antihelmintica del consumo de Gliricidia sepium sobre
la poblacién total de parasitos adultos en el tracto gastrointestinal por
medio de la cuantificacion de la poblacion, la evaluacion del desarrollo

parasitario y de la fertilidad de las hembras parasitas.

3) Determinar el consumo voluntario y la calidad nutricional de Gliricidia

sepium y del forraje en potrero.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Localizacion geografica

El experimento se realiz6 en el modulo de produccién de vaquillas F1 “La
Soledad” del Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Ganaderia
Tropical de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional
Autonoma de México, localizado en el Km 3.5 del camino vecinal Martinez de la
Torre — Novara, en el municipio de Atzalan, Veracruz. En esta zona predomina el
clima calido hiumedo, con una temperatura promedio anual de 23.4°C y una

precipitacion pluvial de 1743 mm por afio (Garcia, 2004).

6.2. Animales

Se emplearon 12 becerros cruza Bos taurus taurus x Bos taurus indicus, de
genotipo F1 (Holstein x Cebu) y 5/8 Holstein x Cebu de aproximadamente 5 - 6
meses de edad con un peso promedio de 127.2 + 2.3 Kg, infectados naturalmente
con nematodos gastrointestinales (eliminando mas de 100 hpgh). Los animales se
distribuyeron en dos grupos (n=6) de acuerdo a carga parasitaria a fin de tener
cargas parasitarias homogéneas en ambos grupos. El grupo uno (G1), seis
animales (cinco hembras y un macho) tratados con Gliricidia sepium; mientras que
el grupo dos (G2), fueron seis animales (cuatro hembras y dos machos) que no

recibieron ningun tratamiento (grupo control).
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Todos los animales estuvieron bajo observacion continua, se les oferté una
dieta isoprotéica, balanceada individualmente de acuerdo al aporte de la
leguminosa; conjuntamente, tuvieron acceso a agua ad libitum, y se les ofrecié
melaza de manera individual. Los animales del estudio tuvieron un periodo de
adaptacion de siete dias a la dieta. Los animales no fueron desparasitados al

menos durante dos meses previos al inicio del experimento.

6.3. Material vegetativo de Gliricidia sepium

El material vegetativo que se utilizé fueron hojas frescas de G. sepium, las
cuales se colectaron en el mes de octubre del 2016 en el area experimental del
moédulo de produccion de vaquillas F1 del Centro de Ensefianza, Investigacion y

Extensién en Ganaderia Tropical de la FMVZ de la UNAM.

6.4. Diseio experimental

El presente estudio tuvo una duracion de 18 dias, los cuales se dividen
en: i) periodo de adaptacion, con una duracion de siete dias, ii) periodo
experimental, con una duracién de 11 dias. Durante todo el periodo experimental,
los animales de ambos grupos pastaron juntos, como dieta basal, en un area de
ocho potreros con Pasto Toledo (Brachiaria brizantha), bajo un esquema de

pastoreo rotacional con tres dias de ocupacion por 18 dias de descanso.

Los animales del grupo uno (G1) se les ofrecié hojas verdes de Gliricidia sepium
ad libitum durante cuatro horas (9:00 a 13:00 h). El ofrecimiento de la planta se
realizd6 en corraletas individuales (180 cm? area, 100 cm ancho x 180 cm largo x
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140 cm altura) mediante un sistema de corte y acarreo, para tener un mejor control
del consumo individual de MS y alimento comercial (12% PC) para tener la dieta
balanceada isoprotéicamente en ambos grupos. Los animales del grupo dos (G2)
se colocaron en corraletas durante el mismo periodo de tiempo, donde se les
ofreci6 heno de pasto Estrella de Africa (Cynodon plectostachyus) y alimento
comercial (12% PC). Después de este periodo, los animales de ambos grupos se

llevaron al potrero para que pastorearan juntos.

Al término del estudio, se realizé el sacrificio humanitario de un animal de cada
grupo, bajo los estandares dictados por la Norma Oficial Mexicana NOM-033-
Z00-1995 Sacrificio humanitario de los animales domésticos y silvestres y del
Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales (CICUA) de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Inmediatamente después del
sacrificio, se realizd la necropsia para retirar el tracto gastrointestinal (TGI)
completo de cada animal para recuperar a los parasitos presentes con el fin de

poder realizar su evaluacion respectiva.

6.5. Toma y procesamiento de muestras

6.5.1. Forraje y follaje: Se tomO una muestra diaria de 500 g de hojas de G.
sepium, del heno ofrecido y del forraje en potrero durante el periodo
experimental para determinar su calidad nutricional. Asimismo, se tomé una

muestra de 500 g de forraje de un potrero el dia siete del experimento para
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6.5.2.

6.5.3.

la estimacion de la tasa de infeccion. Las muestras fueron identificadas,
almacenadas en refrigeracion (4°C) y transportadas al laboratorio de
nutricion del CEIEGT para su procesamiento.

Heces: Cuatro semanas previas al estudio, se tomd una muestra individual
semanal de heces vy, diariamente durante el periodo experimental,
directamente del recto de cada animal con bolsas de polietileno para
determinar cargas parasitarias. Se realiz6 un coprocultivo por grupo
experimental para la identificacion de géneros parasitarios. Las muestras se
identificaron y se transportaron en refrigeracion (4°C) al laboratorio de
sanidad animal del CEIEGT, hasta su procesamiento.

Parasitos adultos. Inmediato al sacrificio, se localizd6 el TGl de cada
animal; para obtener el abomaso se realizé una doble ligadura con hilo
caflamo a una distancia de dos centimetros aproximadamente de las
uniones omaso — abomasal para obtener el abomaso; para el intestino
delgado se realiz6 la ligadura abomaso — duodenal tomando los primeros
seis metros del intestino delgado y, para el intestino grueso fue a la altura
de la valvula ileo — cecal hasta el recto. Cada una de las secciones
obtenidas fue abierta y lavada para obtener el contenido luminal; los
contenidos se lavaron con agua precalentada a través de tamices de 44 pum
(nimero 325) y se almacenaron en recipientes individuales previamente
identificados con una solucion de formalina al 10% para su posterior

analisis.
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6.6.

6.6.1.

6.6.2.

6.6.3.

Mediciones y técnicas de laboratorio

Determinacion de consumo voluntario. Se realiz6 mediante el pesaje del
material vegetal ofrecido a cada uno de los animales y lo rechazado
diariamente (Brunet et al., 2008). EI consumo de forraje en el potrero se
calcul6 por el método comparativo de acuerdo a Haydock y Shaw (1975).
Determinacion de la calidad nutricional del forraje y follaje. Se realizé el
andlisis quimico proximal, en donde se determiné la cantidad de MS de
acuerdo a la AOAC (1980). La proteina cruda (PC) se determind por el
método de Kjeldahl, el extracto etéreo (EE) por el método de Soxhlet, de
acuerdo a la AOAC (1980). La cantidad de extractos libres de Nitrégeno
(ELN) y cenizas se determiné de acuerdo a la metodologia de la AOAC
(1980).

Célculo de densidad larvaria en el potrero. Se realizé por medio de la
metodologia descrita por Taylor (1939) en un potrero durante el periodo
experimental. Se muestreo un dia antes de que los animales entraran a
pastar con la finalidad de determinar la cantidad de larvas por kg de MS. Se
ejecutd un transecto a lo largo del potrero en forma de “W” en donde se
hicieron 25 paradas cortando la hierba a una altura de 5 cm del suelo,
colectando una muestra total de 500 g de forraje. El pasto colectado, se
coloco en un aparato de Baermann durante 24 horas (Williams y Bilkovich.
1973), en donde se tomo un concentrado de 15 mL para realizar el conteo e

identificacion de L3 de acuerdo a las claves taxonémicas descritas por Nlec
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6.6.4.

6.6.5.

6.6.6.

6.6.7.

(1968). Posteriormente se determind la MS de la hierba de acuerdo a la
AOAC (1980), para obtener el indice de infeccidén en pasto.

Determinacion de cargas parasitarias. Se cuantifico la eliminacién de
huevos de NGI por gramo de heces (hpgh) por medio de la técnica de
McMaster (Besné et al., 2007; Canul Ku et al., 2012).

Identificacién de géneros parasitarios a partir de larvas infectantes. Se
realizaron coprocultivos del grupo tratado con G. sepium y del grupo control
usando la técnica en caja de Petri y la recuperacion larvaria se realizé con
la técnica de Corticelli — Lai (Corticelli y Lai, 1963) con la cual se efectud la
identificacion de las larvas infectantes (Ls) por las caracteristicas
morfologicas descritas por Niec (1968).

Estimacion de poblacion adulta. Se realizd el conteo del nimero de
parasitos en el lumen de cada uno de los 6rganos de los animales
sacrificados basada en un alicuota al 10% (Paolini et al.,, 2003,
Valderrabano et al., 2010).

Identificacién de géneros de parésitos adultos. Se recuperaron
nematodos adultos de cada 6rgano de cada animal y se depositaron en
cajas de Petri identificadas de acuerdo al animal y 6rgano donde fueron
colectados con agua destilada. Se tomaron especimenes individualmente
con una aguja y se montaron en portaobjetos para su identificacion en el
microscopio de acuerdo a las claves descritas por Torres Acosta et al.

(2015).
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6.6.8. Evaluacion del desarrollo parasitario. Se realizO por medio de
caracteristicas morfométricas de acuerdo a lo descrito por Torres Acosta et
al. (2015).

6.6.9. Célculo de fecundidad per capita de las hembras parasitas. Se realizo

de acuerdo a lo descrito por Paolini et al. (2003); Valderrdbano et al. (2010).

6.7. Analisis estadistico

La eficacia antihelmintica se evalué mediante la estimacion en la reduccién en la
eliminacién de huevos, por medio del célculo del porcentaje de la reduccion de

huevos, con la siguiente formula (Coles et al., 1992):

PR =100 (1 -
=100(1——7)

Donde:

PR= Porcentaje de reduccion

XT= Media aritmética del grupo tratado con Gliricidia sepium
XC= Media aritmética del grupo control negativo.

La fertiidad per capita de las hembras parasitas se calculé con la siguiente
formula (Paolini et al., 2003; Valderrabano et al., 2010):

HPGH obtenido el ultimo dia del experimento

No.de hembras recuperadas
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Donde:

FPC: Fertilidad per capita

HPGH: Huevos por gramo de heces

Para calcular la densidad larvaria del potrero se realizé6 por medio de la siguiente
férmula (Taylor, 1939):

L3/ _ (1000 X N)
MS — MS

Donde:
Ls/MS: NUumero de larvas infectantes por kilogramo de materia seca,
N: Numero de larvas contadas

MS: Peso de la materia seca en gramos.

Las diferencias entre grupos en la eliminacién de huevos por gramo de heces y
entre la cantidad de adultos encontrados, asi como en el desarrollo parasitario por
morfometria se evaluaron por medio de la prueba de Kruskal-Wallis (StatGraphics
version 16.1.18.). La relacién entre el nimero de huevos y el consumo de Gliricidia
sepium en el grupo tratado se realizdé por medio del coeficiente de correlacion de
Spearman (StatGraphics version 16.1.18). El efecto del tratamiento sobre el
consumo de materia seca y sobre la cantidad de proteina ingerida por cada uno de
los grupos se determiné por medio de andlisis de varianza de un factor

(StatGraphics versién 16.1.18).
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VIl. RESULTADOS

7.1. Determinacion de calidad nutricional y consumo de las

dietas ofrecidas

7.1.1.Calidad nutricional de las dietas ofrecidas

La composicion quimica del forraje y del follaje ofrecido a los animales, se
presenta en el cuadro 3. El follaje de G. sepium tuvo un porcentaje de proteina
cruda (PC) de 24.82% y de energia digestible (ED) de 3.25 mega calorias por
kilogramo de materia seca (Mcal/kg de MS). Con relacién al forraje del potrero, en
donde pastaron los animales de ambos grupos, la cantidad de PC fue de 7.72 % y
de ED 2.93 Mcal/kg de MS. En cuanto a la calidad nutricional del heno de pasto
estrella (Cynodon plectostachius) ofrecido al G2, el porcentaje de proteina cruda

(PC) fue de 5.20%, y de ED de 2.63 mega calorias por Mcal/kg de MS.

Cuadro 3. Analisis quimico proximal (en base seca) de los componentes de la dieta ofrecida a los
animales de ambos grupos durante el periodo experimental.

Componente Gliricidia sepium Forraje en Forraje henificado
(G1) potrero (G2)
(Gly G2)
Proteina Cruda 24.82% 7.72% 5.20%
Extracto Etéreo 6.41% 8.41% 3.09%
Cenizas 7.84% 9.79% 11.69%
Fibra Cruda 8.68% 17.43% 19.71%
Extractos Libres de 52.25% 56.65% 60.31%
Nitrogeno
Energia Digestible 3.25 Mcal/Kg 2.93 Mcal/Kg 2.63 Mcal/Kg
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7.1.2.Consumo de materia seca y de los componentes de la

dieta ofrecida

Con relacién al consumo de MS, se observo que los animales del grupo tratado
consumieron menos MS (1.22 £ 0.06% de su peso vivo) en comparacion al grupo
control (1.64 = 0.06% de su peso vivo) (p <0.05). El consumo por animal de G.
sepium en promedio fue de 266.84 + 28.14 g, que representd un porcentaje de
inclusién en la dieta del 16.81 + 3.66%. El rango del consumo individual varié de

84.96 a 507.35 gramos.

El consumo aparente de pasto por animal en potrero fue de 1030 + 0.09 g en base
seca. Mientras que el consumo de heno ofrecido al grupo control por animal
(Cynodon plectostachius) fue de 159.32 + 13.32 gramos en promedio,
presentando un porcentaje de inclusion en la dieta del 7.66 + 1.20% y un rango de

75.68 a 310.77 gramos en el consumo individual.

El cuadro 4, muestra el consumo promedio en gramos de materia seca del

alimento comercial ofrecido a los dos grupos durante el periodo experimental.
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Cuadro 4. Consumo promedio de alimento comercial por animal durante el periodo experimental.

Consumo de alimento comercial en base seca por animal

Gl G2
Animal Promedio/Animal (g) = E.E.
1 211.76 £ 5.57 716.27 + 25.74
2 217.67 +5.74 986.45 + 36.29
3 220.78 + 5.83 696.84 + 24.74
4 219.34 +5.80 695.05 + 32.50
5 213.59 + 5.63 834.06 + 25.27
6 222.15 +5.85 1074.91 + 19.53
Promedio (g) 217.55 + 0.68 833.93 + 27.20

G1: Grupo tratado con G. sepium; G2: grupo control; E.E.: Error estandar.

7.1.3.Consumo de proteina

De acuerdo con los analisis quimicos y el consumo de materia seca, el consumo
de PC promedio fue de 171.64 + 16.91 g/dia para el grupo tratado con Gliricidia
sepium y de 187.67 + 9.26 g/dia para el grupo control, no encontrandose

diferencias estadisticamente significativas entre grupos (p >0.05).

7.2. Determinacion de densidad larvaria en potrero

El indice de infeccion del pasto fue de 2127 Ls por kilogramo de MS. Los animales
tuvieron un consumo aproximado de larvas infectantes por dia de 2190 Ls. EIl 96
% de las larvas infectantes en la pradera fueron Cooperia spp. y el 4 %

Haemonchus spp.
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7.3. Efecto del consumo de Gliricidia sepium sobre la

eliminacion de huevos de nematodos gastrointestinales

7.3.1.Reduccion de eliminacién de huevos por gramo de heces

En el cuadro 5, se muestra la eliminacion de hpgh por dia de los animales en
ambos grupos experimentales. A partir del sexto dia, se observo una reduccion en
la eliminacion de hpgh en el grupo tratado con Gliricidia sepium con un porcentaje
de reduccion del 53.85%. Del dia 7 al dia 11, el porcentaje de reduccién fluctuo del
40.91% al 66.67%. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre grupos (p > 0.05).

Cuadro 5. Eliminacién promedio de huevos por gramo de heces durante el periodo experimental
en los animales, asi como el porcentaje en la reduccion en la eliminacion.

Eliminacién promedio de huevos por gramo de heces
Dia de Gl G2 Reduccion en
experimentaciéon  (Prom. £ e.e.) (Prom. £ e.e.) eliminacion (%)

1 1600 + 905.32a 1300 + 563.72a 0
2 1200 + 643.35a 1150 + 432.82a 0
3 1100 + 569.90a 1000 + 346.21a 0
4 1200 + 576.00a 800 + 282.84a 0
5 1200 + 665.42a 700 = 282.47a 0
6 600 + 260.66a 1300 + 467.02a 53.85
7 650 + 303.77a 1100 + 361.94a 40.91
8 600 + 335.84a 1000 * 415.26a 40.00
9 400 + 267.94a 700 = 311.63a 42.86
10 300 + 207.26a 600 + 317.46a 50.00
11 100 + 71.88a 300 *+ 138.44a 66.67

G1: Grupo tratamiento; G2: Grupo control. Distinta literal entre las columnas de cada linea,

indica diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05).
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7.3.2.Relacion consumo Gliricidia sepium con la eliminacion de

huevos por gramo de heces

La relacion del consumo de Gliricidia sepium y la eliminacién de huevos por
gramo de heces (hpgh) en el grupo tratado se observa en la figura 2. Durante el
periodo experimental, se observo un aumento en el consumo de Gliricidia sepium
hasta el sexto dia, lo cual coincide con la tendencia en la disminucion en la

eliminacion de hpgh (p > 0.05).

1800 400.0
1600 350.0
14 _

0o 3000
3

= 1200 e

g 2500 ©

& &

< 1000 £

< S

& 2000 32

é 800 %

£ 150.0 9

T 600 £

2
100.0 S
400 S
200 50.0
0 0.0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Dias de experimentacion

——HPGH

Consumo MS-GS

Figura 2. Relacién del consumo de Gliricidia sepium con la eliminacidon de hpgh del grupo tratado.
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7.3.3.ldentificacion de géneros de NGI por medio de larvas

infectantes (L3) obtenidas a partir de coprocultivos

Los géneros de NGI identificados en los coprocultivos se muestra en el

cuadro 6. EI género con mayor prevalencia fue Cooperia spp. en ambos grupos

experimentales.

Cuadro 6. Géneros de NGI identificados en coprocultivos.

Porcentaje (%) de géneros de NGI durante periodo experimental

Dia Coop. spp Haem. spp | Oesmum.spp Bun. Spp
Gl G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2
1 | 100 86 0 4 0 0 0 10
2 99 88 1 5 0 0 0 7
3 91 88.14 7 10.17 1 0 1 1.69
4 | 100 87.63 0 1134 O 0 0 1.03
5 83 90.67 | 13 9.33 4 0 0 0
6 | 91.8 88 8.1 4 0 0 0 8
7 79 92.31 3 7.69 18 0 0 0
8 94 91.67 2 0.0 4 8.33 0 0
9 50 100 0 0.00 50 0 0 0
10 | 100 100 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 100 0 0 0 0

G1: Grupo tratado con G. sepium; G2: Grupo control. Coop.: Cooperia spp., Haem: Haemonchus
spp., Oesmum.: Oesophagostomum spp., Bun.: Bunostomum spp.
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7.4. Efecto del consumo de Gliricidia sepium sobre la

poblacion de adultos de nematodos gastrointestinales

7.4.1.Estimacion de poblacion adulta

En el cuadro 7, se presenta el nUmero de parasitos adultos recuperados a

la necropsia.

Cuadro 7. Numero de adultos recuperados en los animales sacrificados.

Seccion TGl Gl G2
Abomaso 64 868
Intestino delgado 2276 1350
Intestino grueso 28 216
Total 2368 2434

G1: Grupo tratado con G. sepium; G2: Grupo control.

7.4.2.1dentificacion de géneros de nematodos gastrointestinales

Los géneros de NGI en el TGI fueron Haemonchus spp, Cooperia
spp., Trichostrongylus spp., Bunostomum spp., Oesophagostomum spp. Yy
Trichuris spp. (cuadro 8). La cantidad de parasitos del género Cooperia spp. que
se cuantificaron en el ID fue similar para ambos grupos (99 y 98%). La proporcion
macho: hembra de parasitos por 6rgano también fue similar; sin embargo, la
fecundidad per céapita fue mayor en el grupo tratado con G. sepium, con un valor

de 3.57, con respecto al control en donde el valor fue de cero.
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Cuadro 8. Proporcién de los géneros de NGI encontrados por érgano

Organo Género G1 G2
AB. Haemonchus spp 90% 29 %
Cooperia spp. 0% 70%

Trichostrongylus spp 10% 1%

I.D. Cooperia spp 99% 98
Trichostrongylus spp 0% 2%

Bunostomum spp 1% 0%

I.G. Oesophagostomum spp 80% 91%

Trichuris spp 20% 9%

G1: Grupo tratado con G. sepium; G2: Grupo control, AB.: Abomaso, I.D.: Intestino delgado, 1.G.:
Intestino grueso

7.4.3.Evaluacion del desarrollo parasitario por morfometria

En este trabajo, s6lo se pudo medir el tamafio de Haemonchus spp. en
abomaso y Cooperia spp. en intestino delgado de ambos animales. Las longitudes
promedio de las hembras y machos recuperados de estos géneros parasitarios se
encuentran en el cuadro 9. Para ambos géneros de pardsitos, hubo diferencias

estadisticamente significativas entre grupos experimentales (p < 0.05).

Cuadro 9. Longitudes promedio de machos y hembras (mm) de Haemonchus spp. y Cooperia spp.
recuperados en los animales.

Haemonchus spp Cooperia spp

G1 G2 Gl G2
Hembras (mm) 12.24+0.32a 14.89+0.67b 6.0+0.11a 7.32+0.16b

Machos (mm) 10.09+0.32a 125+0.60b 4.68+0.10a 5.46+0.14b

G1: Grupo tratado con Gliricidia sepium; G2: Grupo control. Distinta literal entre columnas indica
diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05).

49



VIll. DISCUSION

El uso de plantas nutracéuticas se ha propuesto como un método de
control alternativo para las parasitosis producidas por NGI. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la actividad AH in vivo de G. sepium en infecciones naturales
de bovinos, bajo condiciones de pastoreo. A partir del sexto dia del tratamiento
con G. sepium, se observo una tendencia a la reduccion en la eliminacion de
huevos por gramo de heces (hpgh) que fluctué de 40.91% a 66.67% en el grupo
tratado. Esta tendencia a la reduccién en la eliminacion de hpgh es menor a lo
reportado por autores que evaluaron el efecto AH in vivo de leguminosas de clima
templado en ovinos infectados con Haemonchus contortus (Marley et al., 2003;
Lange et al., 2006). Son escasos los estudios in vivo sobre el efecto AH del
consumo de hojas frescas de leguminosas por bovinos. Gonzéalez Torralba et al.
(datos no publicados) al evaluar el efecto AH del consumo de hojas frescas de
Gliricidia sepium en bovinos infectados artificialmente con Cooperia punctata,
encontraron un porcentaje de reduccion de hpgh que fluctu6 entre un 43.53 % y
97.22 %. No obstante, estudios recientes reportan que el consumo de pellets de la
leguminosa Sainfoin (Onobrychis viciifolia) en bovinos infectados artificialmente
con O. ostertagi y C. oncophora no mostr6 diferencias en la eliminacion de huevos
entre grupos experimentales (Desrues et al., 2016b).

Las diferencias encontradas entre los diversos trabajos de investigacion
in vivo pueden estar asociadas a factores directamente relacionados con la planta
(especie de leguminosa; incluyendo la naturaleza y concentracion de metabolitos

secundarios) y al disefio experimental (cantidad y tiempo de oferta de la
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leguminosa, asi como la composicion de las dietas basales de los animales
experimentales). Uno de los factores que méas puede influir sobre el efecto AH in
vivo de una planta bioactiva es el consumo de la misma por los animales. En este
estudio, el consumo de Gliricidia sepium fue bajo (266.84 + 25.06 g MS/ animal)
en comparacion a otros trabajos donde el consumo promedio de 675.77 £ 43.43 y
1042 = 200.00 g MS de hojas frescas de G. sepium mostraron actividad AH contra
poblacibnes adultas y el establecimiento larvario de Cooperia punctata,
respectivamente (Gonzélez Torralba et al., datos no publicados; von Son de
Fernex, 2016). El bajo consumo de la leguminosa en comparacion a los trabajos
antes mencionados, puede asociarse a la calidad de las dietas ofrecidas. En éste
trabajo de investigacion los animales experimentales se manejaron bajo un
esquema nutricional de pastoreo directo; mientras que en los otros, los animales
experimentales fueron manejados en corraletas individuales con una dieta basal
constituida por heno de D. decumbens y concentrado comercial. Se ha reportado
qgue los rumiantes prefieren los forrajes suculentos sobre los secos y que el
consumo voluntario dependera de la velocidad de paso del alimento por el tracto
gastrointestinal, mismo que se encuentra directamente relacionado con las
propiedades fisicoquimicas de la dieta (Mejia Haro, 2002).

El segundo objetivo de éste trabajo de investigacion fue determinar el
efecto AH del consumo de G. sepium sobre la poblacion total de parasitos adultos
en el hospedero. En este trabajo de investigacion no se encontraron diferencias
entre las poblaciones totales de NGI (p > 0.05). Estudios previos reportaron que
las poblaciones adultas de NGI en rumiantes no fueron afectadas tras la

complementacion de las dietas con hojas frescas, heno o pellets de leguminosas
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de clima templado (Paolini et al., 2003; Martinez Ortiz de Montellano et al., 2010;
Desrues et al., 2016b). Por otro lado, Heckendorn et al., (2006) reportaron que la
complementacion con heno de Sainfoin en ovinos infectados artificialmente con H.
contortus y C. curticei redujo la excrecién de huevos en heces y la poblacién
adulta de H. contortus; no obstante, dichos autores reportan que en la poblacion
adulta de C. curticei solamente se vio afectada la fecundidad per capita de las
hembras parasitas. Dicho reporte es similar a lo observado en este trabajo de
investigacion, donde no se observé una reduccion en la poblacion total de adultos
en el TGI; pero si una menor cantidad de parasitos adultos de Haemonchus spp.,
en abomaso (868 y 64 ejemplares adultos recuperados en control y tratamiento,
respectivamente); sin mostrar efecto a nivel de intestino delgado con poblaciones
adultas de Cooperia spp., de 1350 y 2276 ejemplares recuperados del control y
tratamiento, respectivamente, sugiriendo que la actividad AH puede tener
diferentes mecanismos entre los géneros de NGI (Heckendorn et al., 2006).

Otras evaluaciones han reportado un efecto AH del consumo de G.
sepium sobre infecciones artificiales de Cooperia punctata en bovinos, registrando
una reduccién en el establecimiento larvario del 76.9% (von Son de Fernex, 2016)
y una reduccion de parasitos adultos de 32.07% (Gonzalez Torralba et al., datos
no publicados). Las diferencias reportadas del efecto AH del consumo de G.
sepium sobre el control de NGI en bovinos puede deberse a la fase del ciclo
parasitario en que éste fue evaluado, en los trabajos donde se inhibi6 el
establecimiento larvario mediante el consumo de G. sepium, el tratamiento se dio
desde el momento en que se infectaron los animales con Lz de C. punctata, esta

documentado que el proceso de desenvaine larvario es altamente sensible a la
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presencia de metabolitos secundarios de plantas (Hoste et al., 2006); por otro
lado, la reduccion de paréasitos adultos de C. punctata reportada por Gonzélez
Torralba et al., (datos no publicados) se obtuvo mediante una infeccién artificial y
dietas basales controladas. En este trabajo de investigacion, los animales
estuvieron bajo un sistema de pastoreo continuo, con tasas de re-infeccién de
2,127 Ls/Kg MS en los potreros; lo cual nos hace pensar que esta reinfeccion
constante pudo influir en que la mayoria de los metabolitos secundarios estuvieran
ejerciendo su actividad AH inhibiendo el establecimiento larvario y en menor
proporcion contra las poblaciones adultas ya establecidas. Aunque este trabajo no
permite asegurar o rechazar dicha hipoétesis, ni determinar la cantidad de MSP que
llegaron a los distintos segmentos del TGI; diversos trabajos de investigacion han
determinado que el efecto AH de los metabolitos secundarios de las plantas (MSP)
puede verse afectado por la cantidad o estructura de los mismos a lo largo del
tracto digestivo (Athanasiadou et al., 2007); asi como por el tiempo de exposicion,
debido a que la actividad AH de los MSP se ha considerado de tipo tiempo-
dependiente (Sandoval Castro et al., 2012). Por lo tanto, es posible pensar que la
naturaleza mixta de la infeccion parasitaria, la incrementada tasa de reinfeccion
diaria en potreros y el tiempo de oferta de la leguminosa hayan afectado los
resultados de este trabajo de investigacion con respecto a la reduccion de
poblaciones adultas dentro del hospedero.

No obstante, es importante comentar que si se observé una tendencia
de reduccién en la eliminacion de hpgh, la cual podria estar asociada al efecto del
tratamiento sobre el tamafio de las hembras parasitas. En este estudio, se observo

gue el consumo de G. sepium afectd el tamafio de las hembras de NGI (p < 0.05),
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observando longitudes totales promedio de 12.24 + 0.32 mm y 14.89 £ 0.67 mm
en los ejemplares adultos de Haemonchus spp., del tratamiento y control,
respectivamente; asi como longitudes promedio de los ejemplares de Cooperia
spp., de 6.0 £ 011 mm y 7.32 = 0.16 mm para tratamiento y control,
respectivamente. Las diferencias morfométricas obtenidas entre tratamientos son
consistentes con los reportados por von Son de Fernex (2016), en donde el
consumo de hojas frescas de G. sepium también afectd el tamafio de las hembras
jovenes de Cooperia punctata (5.3 £ 0.26 mm y 6.58 + 0.29 mm para tratamiento y
grupo control, respectivamente).

El efecto AH in vivo de leguminosas forrajeras sobre la reduccion en la
eliminacién de huevos de NGI, se ha atribuido a dos factores: 1) la reduccion en el
namero de helmintos en el TGI (Shaik et al., 2004, 2006; Lange et al., 2006; Cenci
et al., 2007, Brunet et al., 2008) y/o 2) la reduccion de la fertilidad de las hembras
pardsitas, que a su vez se asocia a una reduccién en el crecimiento y la longitud
de las mismas (Heckendorn et al., 2006; Martinez Ortiz de Montellano et al., 2010;
Valderrabano et al., 2010; Moreno Gonzalo et al., 2013). Es probable que en este
estudio hubo una tendencia en esta asociacion; sin embargo, no se puede
aseverar con certeza, debido a que la fertilidad per capita en estos géneros
parasitarios presenta un valor de cero en comparacion a las hembras parasitas del
grupo control. Los resultados obtenidos en éste trabajo de investigacion sugieren
gue, como se ha reportado en estudios previos, el efecto AH de G. sepium es de
tipo dosis-dependiente, (von Son de Fernex et al., 2014b, 2016). No obstante, se
considera necesario realizar mas estudios con infecciones naturales en bovinos

para validar su uso curativo contra NGl en campo.
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IX. CONCLUSION

El consumo de Gliricida sepium por bovinos infectados naturalmente no
mostrdé una reduccién significativa en la eliminacion de huevos por gramo de
heces (290%). Asi mismo, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas sobre la poblaciébn total de parasitos adultos en el tracto
gastrointestinal. No obstante, el consumo si afectd el desarrollo parasitario,
observando diferencias estadisticamente significativas entre las caracteristicas
morfométricas de las hembras parasitas recuperadas del TGl (12.24 + 0.32 mm en
el grupo tratado contra 14.89 + 0.67 mm del grupo control en Haemonchus spp y
6.0 £ 0.11 mm contra 7.32 £ 0.16 mm en Cooperia spp, para el tratamiento y
control, respectivamente). La falta de actividad antihelmintica puede ser
directamente relacionada con un consumo voluntario bajo de la leguminosa por
parte de los animales experimentales. Se sugiere realizar mas estudios que
evallen el potencial AH de Gliricidia sepium en infecciones naturales en bovinos

para validar su uso en campo como método de control alternativo de NGI.
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