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RESUMEN

El uso de medicamentos quimicos antihelminticos es una herramienta importante para el control
de nematodos parasitarios gastrointestinales (NGI) en rumiantes; Sin embargo, su uso continuo y
frecuente produce graves problemas de resistencia antihelmintica y dafios ambientales. Durante las
ultimas décadas, el uso de extractos de plantas se considera un método de control alternativo sobre
los pardsitos gastrointestinales en pequefios rumiantes, haciendo especial énfasis en el parasito
Haemonchus contortus, que afecta la salud y la productividad de los animales de manera mas severa
en comparacién con otros NGI. Los objetivos de esta investigacién fueron: en primer término,
fraccionar un extracto hidroalcohdlico de Acacia cochliacantha, para evaluar su efecto sobre la
inhibicidn de eclosién de huevos (IEH), del nematodo Haemonchus contortus; posteriormente, y en
base a los resultados obtenidos en el primer experimento, la fraccion organica EtAc-F (1,5 g) se re
suspendié en una solucion de diclorometano (60 ml) y finalmente se obtuvieron dos productos: un
precipitado de color naranja (DCMt-P, 350 mg) y una fraccién de diclorometano soluble (DCMt-F
1.15 sol). La fraccion acuosa se extrajo mediante maceracion con metanol (10 g, 50 ml) obteniendo
una fraccién soluble (Mt-F, 1.25 g), mismas fracciones que fueron evaluadas para determinar su
efecto sobre la inhibicidon de la eclosiéon de huevos del nematodo H. contortus, y finalmente se
montd un tercer experimento donde se incluyd las hojas de A cochliacantha en dietas de
mantenimiento de cabritos de la raza Boer para evaluar su efecto sobre las tasas de eliminacion de
huevo en heces del parasito nematodo H. contortus.

En el primer experimento, las fracciones fueron obtenidas a partir del extracto integro mediante
una biparticion con acetato de etilo, con la finalidad de separar por polaridad los compuestos bio-
activos e identificarlos cualitativamente mediante cromatografia de capa fina. Tanto al extracto
integro, como a las facciones se les determino un tamizaje fitoquimico cualitativo, para revelar la
presencia de flavonoides o terpenos. Los tratamientos fueron: fraccidén acuosa (FAq) y fraccion
organica (FAcEt) a concentraciones de 50, 25, 12.5, 6.2 y 3.1 mg/ ml. Se utilizd ivermectina al 0.05%
como control positivo (C+), agua destilada y dimetilsulfoxido al 2.5% como controles negativos (C-).
Los huevos de H. contortus fueron expuestos con las fracciones y los controles en placas de 96 pozos
durante 48 horas. Los datos de la prueba de IEH, fueron analizados mediante un analisis de varianza
bajo un disefio completamente al azar y la comparacién de medias se determind por la prueba de
Tukey al 0.05 de significancia. Los resultados del analisis fitoquimico revelan la presencia de
flavonoides en la FAcEt. En la prueba de IEH se observd que la actividad ovicida de la FAcEt, fue
contundente en todas las concentraciones, inhibiendo la eclosion al 100 %. Mientras que en la FAq
solo se alcanzé a obtener un 40% de IEH en su maxima concentracion (50 mg/ ml). En el segundo
experimento, las extracciones obtenidas de un extracto hidroalcohdlico de hojas de A. cochliacantha
(HA-E; 60 g) permitieron obtener una fraccidon organica de acetato de etilo (EtAc-F; 1.92 g) vy, una
fraccidn acuosa (Ag- F; 58.1 g) que contenia los compuestos mas polares. Asimismo, la fraccién
organica EtAc-F (1,5 g) se re suspendidé en una solucion de diclorometano (60 ml) y finalmente se
obtuvieron dos productos: un precipitado de color naranja (DCMt-P, 350 mg) y una fraccion de
diclorometano soluble (DCMt-F 1.15 sol). La fraccidn acuosa se extrajo mediante maceracion con
metanol (10 g, 50 ml) obteniendo una fraccidn soluble (Mt-F, 1.25 g). Todas estas fracciones se
evaluaron a diferentes concentraciones (0.07-25 mg / mL) para identificar una actividad ovicida
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(inhibiciéon de la eclosién de huevos, EHI) en busca de un compuesto bioactivo. Se utilizé ivermectina
(5 mg / ml) como farmaco de referencia (control positivo). Se utilizaron agua destilada, DMSO al
2,5% y metanol al 4% como controles negativos. Las fracciones que resultaron con la mayor
actividad letal del huevo se identificaron mediante procesos de cromatografia. Los datos se
analizaron mediante ANOVA vy se utilizdé una prueba Probit para obtener las concentraciones letales
(CL50 y CL90). Resultados Los tratamientos menos polares (AcEt-F, DCMt-F y el precipitado DCMt-
P) mostraron las actividades ovicidas mas altas (100% EHI; a concentraciones de 3.12, 0.62 y 0.62
mg / mL). Los principales compuestos quimicos encontrados en estas fracciones se identificaron
como derivados de cafeina y cumaroilo, que fueron: acido cafeico, dcido ferulico, acido cumarico y
quercetina. Los tratamientos menos activos (Aq-F, Mt-F) se identificaron como compuestos con
caracteristicas de espectros UV tipicamente de derivados de flavonoides. Finalmente se montd el
tercer experimento donde se evalué la suplementacion de hojas de Acacia cochliacantha en una
dieta de mantenimiento para cabritos de la raza Boer sobre la tasa de eliminacién de huevos de
Haemonchus contortus, consumo de agua y materia seca. Se utilizaron diez cabritos recién
destetados con un peso vivo inicial de 16.850 + 1.630 kg y 3 meses de edad, los cuales fueron
infectados con larvas infectantes (Ls) de H. contortus (350 L; por kilogramo de peso vivo). Se
establecieron dos tratamientos: T1: control (animales infectados con larvas Ls de H. contortus y sin
suplementacion con hojas de A. cochliacantha) y T2: animales infectados con larvas Ls; de H.
contortus y suplementados con 5% hojas de A. cochliacantha en la dieta. Las variables medidas
fueron HPG, consumo de agua y MS. Los resultados encontrados demostraron reduccion (p < 0.05)
en la eliminacion de huevos de H. contortus en los cabritos que consumieron las hojas de A.
cochliacantha, el consumo de agua y materia seca fue similar en toda la fase experimental. Esto nos
permite concluir que la adicién de hojas de A. cochliacantha en dietas para cabritos tienen actividad
antihelmintica, lo cual esta leguminosa arbdrea podria representar una opcidn para integrarla en la
alimentacién de cabritos Boer bajo un enfoque nutracéutico.

Palabras clave: Leguminosas, acido cafeico, dcido cumarico, flavonoides.
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ABSTRACT

The use of anthelminthic chemical drugs is an important tool for the control of gastrointestinal
parasitic nematodes (NGI) in ruminants; However, its continuous and frequent use produces
serious problems of anthelmintic resistance and environmental damage. During the last
decades, the use of plant extracts is considered an alternative method of control over
gastrointestinal parasites in small ruminants, with special emphasis on the Haemonchus
contortus parasite, which affects the health and productivity of animals more severely in
comparison with other NGI. The objectives of this research were: first, to fractionate a
hydroalcoholic extract of Acacia cochliacantha, to evaluate its effect on the inhibition of egg
hatching (IEH), of the nematode Haemonchus contortus; Subsequently, and based on the
results obtained in the first experiment, the organic fraction EtAc-F (1.5 g) was re-suspended
in a dichloromethane solution (60 ml) and finally two products were obtained: an orange
precipitate (DCMt-P, 350 mg) and a soluble dichloromethane fraction (DCMt-F 1.15 sol).
The aqueous fraction was extracted by maceration with methanol (10 g, 50 ml) obtaining a
soluble fraction (Mt-F, 1.25 g), same fractions were evaluated for ovicidal activity obtaining
the egg hatching inhibition of the nematode H. contortus, and finally a third experiment was
set up where the leaves of A cochliacantha were included in maintenance diets of Boer kids
to evaluate their effect on fetal egg elimination rates of the nematode parasite H. contortus.
In the first experiment, the fractions were obtained from the whole extract by means of a
bipartition with ethyl acetate, with the purpose of separating the bioactive compounds by
polarity and qualitatively identifying them by means of thin layer chromatography. Both the
whole extract and the factions were subjected to a qualitative phytochemical screening to
reveal the presence of flavonoids or terpenes. The treatments were: aqueous fraction (FAQ)
and organic fraction (FACEt) at concentrations of 50, 25, 12.5, 6.2 and 3.1 mg / ml. 0.05%
ivermectin was used as positive control (C +), distilled water and 2.5% dimethylsulfoxide as
negative controls (C-). H. contortus eggs were exposed with fractions and controls in 96-
well plates for 48 hours. The data from the IEH test were analyzed by means of a variance
analysis under a completely randomized design and the comparison of means was
determined by the Tukey test at 0.05 of significance. The results of the phytochemical
analysis reveal the presence of flavonoids in the FACEt. In the IEH test it was observed that
the ovicidal activity of the FACEt was strong in all concentrations, inhibiting hatching at 100%.
While in FAq only 40% of IEH was reached at its maximum concentration (50 mg / ml). In
the second experiment, the extractions obtained from a hydroalcoholic extract of leaves of
A. cochliacantha (HA-E, 60 g) allowed to obtain an organic fraction of ethyl acetate (EtAc-F,
1.92 g) and an aqueous fraction (Aq). - F; 58.1 g) containing the most polar compounds.
Likewise, the organic fraction EtAc-F (1.5 g) was re-suspended in a dichloromethane
solution (60 ml) and finally two products were obtained: an orange precipitate (DCMt-P, 350
mg) and a fraction of soluble dichloromethane (DCMt-F 1.15 sol). The aqueous fraction was
extracted by maceration with methanol (10 g, 50 ml) obtaining a soluble fraction (Mt-F, 1.25
g). All these fractions were evaluated at different concentrations (0.07-25 mg / mL) to identify
an ovicidal activity (inhibition of egg hatching, EHI) in search of a bioactive compound.
Ivermectin (5 mg / ml) was used as a reference drug (positive control). Distilled water, 2.5%
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DMSO and 4% methanol were used as negative controls. The fractions that resulted with
the greatest egg lethal activity were identified by chromatography processes. The data were
analyzed by ANOVA and a Probit test was used to obtain the lethal concentrations (LC50
and CL90). Results The less polar treatments (AcEt-F, DCMt-F and precipitate DCMt-P)
showed the highest ovicidal activities (100% EHI, at concentrations of 3.12, 0.62 and 0.62
mg / mL). The main chemical compounds found in these fractions were identified as
derivatives of caffeine and coumaroil, which were: caffeic acid, ferulic acid, cumarico acid
and also a flavonoid quercertin. The less active treatments (Aqg-F, Mt-F) were identified as
compounds with characteristics of UV spectra typically of flavonoid derivatives. Finally, the
third experiment was carried out to evaluate the supplementation of Acacia cochliacantha
leaves in a maintenance diet for Boer kids on the egg elimination rate of Haemonchus
contortus, water consumption and dry matter. Ten freshly weaned kids with an initial live
weight of 16,850 + 1,630 kg and 3 months of age were used, who were infected with infective
larvae (Ls) of H. contortus (350 Ls per kilogram of live weight). Two treatments were
established: T1: control (animals infected with larvae Lz of H. contortus and without
supplementation with leaves of A. cochliacantha and T2: animals infected with larvae L3 of
H. contortus and supplemented with 5% leaves of A. cochliacantha in the diet. The variables
measured were HPG, water and MS consumption. The results showed reduction (p <0.05)
in the elimination of eggs of H. contortus in the kids that consumed the leaves of A.
cochliacantha, the consumption of water and dry matter was similar throughout the
experimental phase. This allows us to conclude that the addition of leaves of A.
cochliacantha in diets for kids have anthelmintic activity, which this arboreal legume could
represent an option to integrate it into the feeding of Boer kids under a nutraceutical
approach.

Key words: Legumes, caffeic acid, cumaric acid, flavonoids.
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1.- INTRODUCCION

La ganaderia a nivel mundial atraviesa por serios problemas derivados a las pérdidas que ocasionan
la infeccién causada por helmintos, los cuales representan un problema médico tanto para los
humanos como para los animales domésticos. Las pérdidas econdmicas en la ganaderia son
cuantiosas, en México se estiman perdidas millonarias que oscilan en los $445.1 millones de délares
(Rodriguez et al., 2017). Tradicionalmente los productores en aras de minimizar los efectos de altas
cargas parasitarias, recurren al uso indiscriminado de sustancias quimicas, estrategia que ha sido
ineficiente debido a la carencia de criterios técnicos para su uso y aplicacidn de estos farmacos, lejos
de mejorar la situacién la ha agravado seriamente a través del tiempo ya que en las Ultimas décadas
se ha incrementado el fendmeno de resistencia antihelmintica que no es otra cosa que la
disminucién en la efectividad de los desparasitantes contra una poblacién de parasitos
(Papadopoulus, 2008). Por otro lado, también existe la controversia sobre los efectos causados al
medio ambiente por el uso de estos farmacos antiparasitarios; de los antihelminticos disponibles y
actualmente de los mas usados por los productores, son las ivermectinas/milbemicynas las que
probablemente ejercen mas efectos negativos sobre el medio ambiente, especialmente en las
poblaciones de insectos benéficos asociados al estiércol, principalmente en sus formas larvarias
(Marquéz, 2003). Diferentes vias de administracion de estas drogas conducen a variadas
concentraciones en las heces, lo que origina efectos que van desde toxicidad aguda en larvas y
adultos hasta disrupcion de la metamorfosis, e incluso, la interferencia de la reproduccién. Asi, por
ejemplo, se ha demostrado que algunos dipteros son particularmente sensibles a estos efectos
residuales en las heces de los rumiantes, observandose desde mortalidad larval hasta el desarrollo
de anormalidades en los estados adultos. Strong et al., (1996) demostraron los efectos téxicos de
ivermectina excretada en el estiércol sobre algunas familias de insectos colonizadoras de heces en
un experimento realizado con tres grupos de bovinos tratados con ivermectina y fenbendazol,
observaron que en el estiércol de animales tratados con ivermectina no hubo desarrollo del diptero
Cyclorrapha spp. y las larvas del diptero Scarabaeidae spp. fueron significativamente menores y con
desarrollo inhibido que en los grupos tratados con fenbendazol y control no tratado.

Dentro de los endoparasitos los que mayor prevalencia y dafio ocasionan, son los nematodos, estos
endoparasitos pertenecen a la clase Nematoda, palabra que proviene del griego “nematos: que
quiere decir “filiforme”. Estos endoparasitos tienen forma cilindrica y estdn cubiertos por una
cuticula quitinosa, estos endoparasitos estan presentes en la mayoria de los rumiantes de diferentes
regiones del mundo; su mayor o menor presencia se ve determinada por factores propios de los
pardsitosy por factores medio ambientales como el clima, el manejo animal, la edad de los animales,
etapa de crecimiento de la pradera, etc. Entre los géneros de nematodos mas importantes que
afectan a los rumiantes se encuentran: Haemonchus spp., Mecistocirrus spp., Ostertagia spp.,
Trichostrongylus axei, Cooperia spp., Bunostomum spp., Nematodirus spp., Oesophagostomum spp.
y Dictyocaulus spp. (Marquez, 2003).

El Haemonchus contortus, es el nematodo gastrointestinal que mas infectan tanto a bovinos, ovinos,
caprinos y otros rumiantes en todo el mundo, sobre todo en regiones cdlidas y humedas. Este
pardsito es el gusano intestinal mas frecuente y dafiino, sobre todo para ovinos y el que representa
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mayores pérdidas econdmicas para los productores alrededor del mundo. Las larvas y los adultos
de este nematodo perforan o dafian la mucosa estomacal y chupan sangre de los vasos sanguineos
adyacentes, lo que causa inflamacion (gastritis) y ulceracidn de la pared estomacal. Mientras chupan
sangre liberan un anticoagulante en la herida lo que aumenta la pérdida de sangre y agrava la
anemia. Esta particularidad en su sistema de alimentacién del nematodo provoca una deficiencia en
el aprovechamiento de los nutrientes y puede ocasionar, en casos severos de infestacidon la muerte
de los animales (Marume et al., 2011).

Para tratar de disminuir el creciente problema de la resistencia antihelmintica, es necesario buscar
nuevas alternativas de control parasitario, las leguminosas arbdreas y arbustivas presentes en las
zonas de pastoreo de los rumiantes ademas de representar una opcién para la alimentacién del
ganado, poseen propiedades medicinales que podrian ayudar a controlar las nematodiasis (Olmedo
etal., 2015). Actualmente existen bioensayos en condiciones de laboratorio que son de gran utilidad
para evaluar las plantas en forma de extractos o fracciones sobre los nematodos gastrointestinales;
considerando distintas etapas de vida del parasito como la inhibicion de eclosién de huevos,
desarrollo larvario y mortalidad de larvas infectantes. Los usos de estas pruebas permiten hacer una
seleccion previa de las plantas que pueden ser candidatas a evaluaciones bajo condiciones in vivo.
La leguminosa A. cochliacantha es un arbol que tiene diferentes compuestos fendlicos vy
polifendlicos, asi como flavonoides. Diversas investigaciones han demostrado que plantas con estos
compuestos tienen actividad antihelmintica (Olmedo et al., 2015; Von Son-de-Fernex et al., 2012).



2.- REVISION DE LITERATURA

CAPITULO 1. Compuestos secundarios
2.1.1. Elementos basicos del metabolismo primario en relacién con metabolismo
secundario de plantas

En el reino vegetal al igual que en todos los seres vivos se llevan a cabo diversas reacciones quimicas
catalizadas por enzimas con la finalidad de sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas
simples, o para degradar las complejas y obtener las simples, esta serie de reacciones quimicas se
denomina metabolismo, en las plantas y organismos autétrofos, este metabolismo se divide en dos:

1. El metabolismo primario que lleva a cabo funciones especificas de supervivencia,
crecimiento, desarrollo y reproduccidn, y

2. El metabolismo secundario que no necesariamente estan involucrados en estos
procesos, estos metabolitos secundarios estan encaminados a funciones ecoldgicas, de
reproduccion y de defensa contra los diversos factores que afectan el desarrollo de las
plantas.

Ambos procesos dan lugar a compuestos quimicos con diferentes funciones, en el metabolismo
primario se sintetizan sustancias que sirven para el crecimiento y desarrollo de las plantas y que su
funcién es basica en el organismo, este tipo de metabolismo sigue patrones muy similares en la
mayoria de las células vivas. EI metabolismo secundario produce una serie de metabolitos
secundarios que poseen funciones esenciales para el crecimiento y desarrollo de la planta, ademas
de funcionar como un mecanismo de defensa en contra de bacterias, virus, hongos y ataque de
herbivoros y proteccion contra factores medioambientales como la escasez de agua y nutrientes,
bajas o altas temperaturas o las radiaciones UV (Salunkhe et al., 1990).

En el metabolismo primario, la mayor parte del carbono, el nitrégeno y de la energia son destinados
a sintetizar moléculas comunes a todas las células, necesarias para el correcto funcionamiento de
los organismos, entre estas moléculas encontramos los aminoacidos, los nucledtidos, los azucares y
los lipidos, entre otros y basicamente desempenan las mismas funciones en todas las especies.

En el metabolismo secundario. las plantas, a diferencia de otros organismos, destinan una
importante cantidad de carbono asimilado y de la energia para la sintesis de una amplia variedad
de moléculas orgéanicas que al parecer, no tienen una funcién de manera directa en procesos
fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas,
carbohidratos o lipidos, estos metabolitos secundarios estdan mas bien encaminados a funciones de
proteccion contra herbivoros, procesos de fotooxidacidn, algunos como atrayentes de insectos para
fomentar la polinizacidn, entre otros procesos.

Sin embargo, los metabolitos secundarios presentan una distribucién restringida en el reino vegetal,
es decir, no todos los metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas. Se



sintetizan en pequefias cantidades y no de forma generalizada, estando a menudo su produccion
restringida a un determinado genero de plantas, a una familia o incluso a algunas especies.

Estos metabolitos secundarios se distribuyen diferencialmente entre grupos taxondmicos,
presentan propiedades bioldgicas y muchos han cobrado una gran importancia debido a que se les
han dado diferentes usos y aplicaciones en la industria, algunos se utilizan como ingrediente activo
en medicamentos, insecticidas perfumes o colorantes, entre otros (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Algunos productos del metabolismo secundario tienen funciones ecoldgicas especificas como
atrayentes o repelentes de animales. Muchos son pigmentos que proporcionan color a las flores y
frutos, jugando un papel primordial en la reproduccién de las plantas ya sea atrayendo a insectos
polinizadores o mediante las esencias y colores de los frutos haciéndolos mas apetitosos para los
animales que los consumen contribuyendo con la dispersién de las semillas.

Otros compuestos funcionan como una barrera protectora frente a predadores, actuando como
repelentes, proporcionando a algunas plantas sabores amargos o haciéndolas indigestas o incluso
venenosas. También intervienen en mecanismos de defensas de las plantas frente a diferentes
patdgenos, actuando como pesticidas naturales.

Los compuestos secundarios presentes en algunos organismos vegetales se han utilizado por
décadas y sus usos con fines medicinales y terapéuticos es tan antiguo como la civilizacién misma,
Hipdcrates dijo 400 afios A.C. “DEJA QUE EL ALIMENTO SEA TU MEDICINA Y TU MEDICINA TU
COMIDA”, sin embargo, su estudio cientifico con fines terapéuticos y profilacticos en la sanidad
animal es relativamente reciente tan solo 2 décadas aproximadamente.

Las principales rutas de biosintesis de productos secundarios derivan del metabolismo primario del
carbono, y estas son: ruta del acido siquimico, ruta del 4cido maldnico, ruta del 4cido mevalonico y
ruta del metileritritol fosfato (Lincoln y Zeiger, 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Rutas del metabolismo secundario de plantas para la produccidn de productos
nitrogenados, productos fendlicos y terpenos a partir del metabolismo primario.

Los compuestos secundarios suelen ser agrupados segun las sustancias quimicas que los
constituyen, en forma general podemos identificar a los terpenos (lactonas sesquiterpénicas,
saponinas); a los compuestos fendlicos como los taninos, fitoestrégenos y cumarinas; a las toxinas
nitrogenadas (alcaloides), y a los glicdsidos cianogenéticos, glicésidos cardiacos glucosinolatos,
aminoacidos toxicos, lectinas e inhibidores de las proteasas (Ramos et al., 1998).

2.1.2. TERPENOIDES.

Por lo general, los terpenos son insolubles en agua y derivan todos ellos de la unién de unidades de
isopreno (5 atomos de C) (figura 2). De tal manera que los terpenos se clasifican por el nimero de
unidades de isopreno que contengan, es decir que tenemos los llamados monoterpenos con dos
unidades de Cs, los sesquiterpenos con tres unidades de Cs, los diterpenos tienen 4 unidades de Cs,
los triterpenos que contiene 30 C, los tetraterpenos con 40 C y finalmente se denominan
politerpenos cuando tiene mds de 8 unidades de isopreno.



Figura 2. Estructura quimica del Isopreno (CsHs)

Estos terpenos o terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios con
mds de 40000 moléculas diferentes. La ruta biosintética de estos compuestos da lugar tanto a
metabolitos primarios como secundarios de gran importancia para el crecimiento y supervivencia
de las plantas, entre los metabolitos primarios se encuentran hormonas (giberelinas, acido abscisico
y citoquininas), carotenoides, clorofilas y plastoquinonas (involucradas en el proceso fotosintético),
ubiquinonas (proceso respiratorio) y esteroles que son parte importantisima de la estructura de
membranas celulares.

2.1.2.1. Hormonas

Las plantas, al igual que los animales, producen en sus células pequefas cantidades de sustancias
quimicas que participan en la regulacion de ciertos procesos fisiolégicos con la diferencia que en los
animales estas hormonas se producen en las glandulas que son drganos especializados para ello, y
en las plantas estas sustancias se producen en los tejidos vegetales y posteriormente son liberadas
en los tejidos de transporte para actuar sobre tejidos mas alejados. Es importante mencionar que
en un mismo proceso existe un efecto de interaccién entre las diferentes hormonas segregadasy a
su vez cada hormona influye en varios procesos resultando muchos de ellos comunes a varias
hormonas, algunos procesos en los que se ven involucradas las hormonas son en el crecimiento
tanto de las partes aéreas como del sistema radicular de las plantas, también se ven involucradas
en la apertura estomatica, la floracion, la germinacion y el desarrollo de los frutos, entre otros
procesos (Squeoy Cardemi, 2006).

Con fines practicos y dependiendo de su intervencién en los diferentes procesos fisioldgicos de las
plantas, las hormonas se clasifican como: hormonas principales (Giberelinas, Etileno, Acido
abscisico, Auxinas y Citoquininas) y hormonas secundarias (Brasinoesteroides, Jasmonatos, Acido
salicilico, Sisteminas, Poliaminas, Oligosacarinas y Estrigolactonas).



Giberelinas

Las Giberelinas (GAs) son compuestos naturales que actlian como reguladores enddgenos del
crecimiento y desarrollo de los vegetales superiores, son consideradas como reguladores esenciales
del desarrollo, es decir fitohormonas que afectan, regulan o modulan miultiples y variadas
respuestas del crecimiento en el reino vegetal. De acuerdo a su estructura quimica, las giberelinas
constituyen una familia de diterpenos tetraciclicos acidos, cuya estructura bdsica estd constituida
por un anillo de ent-giberelano, la mayoria de las giberelinas no poseen la capacidad per se para
regular el desarrollo de las plantas, de hecho, casi todas las giberelinas son precursores o productos
inactivados, laterales o finales de las rutas que sintetizan la GAs activas. La GAs Ci9 que portan un
grupo hidroxilo en la posicion 3B (GA:, GAs, GAs, GA7) muestran una mayor actividad bioldgica, las
GAs activas se desactiva mediante la incorporacion de un grupo de 2B-hidroxilo y la presencia de un
grupo 4cido en la posicién Cy también confiere inactividad irreversible. Por lo tanto, las GAs 2-
hidroxiladas. Las tricarboxilicas, los conjugados de GAs y los catabolitos de GAs tienden a acumularse
in vivo, mientras que los intermediarios permanecen en niveles bajos (Davies, 2004).

Las GAs se encuentran en forma comercial como acido giberélico que se obtiene de la fermentacion
de los extractos del hongo Gibberella. Se emplean en la produccidon de uva sin semilla, para
aumentar el tamafio y la calidad de la manzana, estimula el desarrollo del tallo, interrumpe Ia
latencia de tubérculos, ademas de utilizarse como iniciador de la germinacién, para inducir una
floracién precoz e incrementar la proporcion de flores masculinas, entre otros usos.

Etileno

El etileno es una fitohormona que se encuentra en estado gaseoso presente en los organismos
vegetales, debido a su naturaleza su movilidad a través de los tejidos vegetales es mucho mayor en
comparacién al de las demds hormonas, ademas de que solo se requiere una infima cantidad para
producir efectos sobre la planta. El etileno puede ser degradado mediante oxidaciones sucesivas,
pasando por etilendxido, etilenglicol, acido oxdlico y finalmente CO,, el etileno se ha utilizado en la
agricultura para retrasar la maduracién de los frutos una vez cosechados mediante la oxidacion a
etilenglicol mediante reacciones con permanganato de potasio. El etileno también ha sido utilizado
no solo para inducir la floracidn, sino también para sincronizarla de manera que el tamafio y grado
de maduracion de la fruta es mas homogéneo lo que facilita la cosecha al reducir el nimero de
recolectas. Sin embargo, los efectos mas conocidos del etileno son sobre la maduracién de los
frutos, conforme va avanzando el nivel de maduracién se va dando la transformacién del almidén
en azucares, se da el ablandamiento y degradacidon de las paredes celulares junto con el desarrollo
de aromas, sabores y colores (Chen et al., 2009).



Acido abscisico

El acido abscisico es una de las principales fitohormonas que estad presente en todas las plantas
vasculares, en la mayoria de los musgos y en algunos especimenes del reino fungi. Dentro de la
planta, esta fitohormona puede encontrarse en casi todos los tejidos, sintetizdndose en cualquier
célula que posea un cloroplasto o un amiloplasto, aunque en mayoria se sintetiza en las células que
contienen un cloroplasto, siguiendo la ruta de los carotenoides, en términos generales la mayor
parte del acido abscisico es biosintetizado en las raices y hojas, viajando a través de los tejidos
conductivos del xilema o floema. El acido abscisico (ABA) es una hormona inhibidora del crecimiento
y desarrollo, actda sobre la semilla induciendo la tolerancia a la desecacidn fomentando la
acumulacién de determinados RNA mensajeros que codifican la produccién de proteinas LEA (Late
Embryogenesis Abundant), ademds de contribuir con otras hormonas en el incremento de la
acumulacidn de proteinas de reserva en la semilla, evita que las semillas germinen precozmente de
tal manera que evita la formacién de semillas viviparas, es decir, que las semillas hayan germinado
precozmente en el interior del fruto himedo, su efecto sobre la dormicién de la semilla termina
cuando sus niveles varian frente a la presencia de otras hormonas, especificamente, su efecto del
ABA termina cuando las giberelinas inducen el proceso de germinacion.

El efecto del ABA en la planta estd relacionada a la respuesta que tiene al estrés de diversos tipos,
aunque en términos generales su accidn esta ligada a la entrada de un estado de latencia o una
inhibicion del crecimiento, esto sucede en los periodos de frio donde el ABA junto con otras
hormonas inducen la dormicidn de las yemas para protegerlas del frio. Durante un estrés hidrico el
ABA induce el cierre de los estomas, inhibe el crecimiento del tallo e incrementa el crecimiento de
las raices, este proceso se da cuando las raices detectan la falta de agua lo que incrementa la
biosintesis del ABA lo que lleva a un considerable incremento de la circulacién del ABA en toda la
planta a través del xilema. De igual manera el ABA participa en otras situaciones de estrés en las
plantas como lo son el causado por lesiones o heridas fisicas, pero las respuestas son variadas
dependiendo de la planta de la que se trate (Taiz y Zeiger, 2006; Squeo y Cardemi, 2006).

Auxinas

Las auxinas ocupan un lugar importante en el tema de las fitohormonas, ya que, por un lado, fue la
primera hormona a la cual se le atribuyeron efectos sobre el crecimiento de las plantas, y por otro,
es la Unica hormona que juega un papel vital en la planta. La palabra Auxina deriva del griego auxin,
que literalmente significa “crecer” de tal manera su principal actividad bioldgica es muy similar a la
del acido 3-indolacético (AIA) que es la participacién en la elongacién celular en el coledptilo y las
secciones del tallo, ademas de participar en la divisidn celular en cultivos de callos en presencia de
citoquininas, también puede promover la formacidn de raices adventicias en hojas y tallos cortados
y otros fendmenos del desarrollo relacionados con la accién del AIA.

Las auxinas se sintetizan principalmente en el meristemo apical del tallo y raices, en embriones y
endospermo de frutos en crecimiento, en hojas jovenes, ndédulos y tumores entre otros, ademas,
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en pequefas proporciones también son sintetizadas en hojas maduras. La biosintesis de las auxinas
estd relacionada con el aminodcido triptéfano como posible precursor a través de varias rutas
metabdlicas siendo las principales: la ruta del acidoindol-3-pirdvico (IPA), la ruta de la triptamina
(TAM) vy la ruta del indol-3-acetronitrilo (IAN), existe otra ruta biosintética que depende del
triptofano, esta ruta utiliza el indol-3-acetamida como un intermediario, esta ruta es realizada por
bacterias patégenas del género Agrocacterium (Fergurson et al., 2009).

En la célula el AIA se acumula en dos érganos el citosol y los cloroplastos, la distribucidn del AIA en
estos dos drganos esta relacionada con el pH, como el AIA no puede atravesar las membranas por
si mismo, tiende a acumularse en los compartimentos mas alcalinos de la célula, mientras que el
AlAH se difunde rapidamente a través de ella.

Las auxinas estan involucradas en muchos procesos del desarrollo vegetal debido a que afectan ala
division, el crecimiento y la diferenciacion de las células, sin embargo, su accidn no es aislada,
también influyen otras hormonas como el etileno, las giberelinas y las citoquininas.

Normalmente el enraizamiento, es decir, la formacion de raices adventicias en la base del esqueje
es un proceso espontaneo, sin embargo, en especies recalcitrantes se ha comprobado que Ia
aplicacion de AlA auxinas sintéticas como la IBA y NAA, estimula el enraizamiento. En las especies
en las que se manifiesta la dominancia apical, la supresién de la yema principal permite el
crecimiento de las yemas laterales, este crecimiento de la yema principal puede ser inhibido cuando
se aplica auxinas al corte. Las auxinas también influyen en la abscisién (caida de las hojas, flores y
fruto de las plantas vivas). La zona de abscisidon de las hojas estd localizada cerca de la base del
peciolo, durante la senescencia de las hojas, las paredes de las células en la capa de abscisidn son
digeridas, lo que hace que las hojas se vuelvan suaves y débiles y al final la capa de abscision se parte
debido a la tensidn sobre las paredes celulares debilitadas. En las hojas jovenes los niveles de
auxinas son altos, disminuyendo progresivamente en las hojas maduras y son relativamente bajos
en las hojas senescentes.

Las auxinas también estan implicadas en el desarrollo del fruto, las auxinas se producen en el polen,
en el endospermo y en el embrién de la semilla en desarrollo. Una polinizacion satisfactoria inicia el
crecimiento del dvulo, a este proceso se le conoce como “cuajado del fruto”. El endospermo del
fruto aporta las auxinas durante la primera etapa de desarrollo del fruto y el embridn en desarrollo
puede sustituirlo como principal fuente de auxinas durante etapas posteriores. En muchas plantas
angiospermas, las auxinas estimulan la partenocarpia de los frutos, los frutos partenocarpicos se
caracterizan por la ausencia de semillas, esta partenocarpia se puede producir de forma espontanea
cuyos ovarios contienen mayor concentracidn de auxinas que en aquellas que requieren de
fertilizacion (Fergurson et al., 2009).



Citoquininas

Las citoquininas naturales son conocidas como derivados de una base purica adenina (6-
aminopurina). Estas citoquininas se clasifican de acuerdo a la naturaleza del sustituyente en Ng de
la adenina formando tres grupos, el primero denominado citoquininas isoprenoidicas (Zetina Z), la
isopentenila y la dehidrozeatina, la Unica diferencia entre estos tres tipos de citoquininas es que la
dehidrozeatina posee su cadena lateral saturada. Las citoquininas estimulan la divisién celular en
los cultivos de tejidos vegetales no meristematicos, es decir que, si un cultivo crece en presencia de
AlA, existe un efecto de mitosis, pero en cuanto existe la division celular da lugar a células
binucleadas, al afiadir una citoquinina hay un aumento de la mitosis acompanada de citocinesis.

Su funcién bilégica de las citoquininas es muy variada, en la parte aérea de las plantas, estimula el
alargamiento de células en discos de hojas estioladas, e incluso logran alargar células de hojas
desarrolladas ademads de favorecer el ensanchamiento de las células. Las citoquininas también
ejercen una accion morfogénica, ya que inducen a la formacién de érganos en una gran variedad de
cultivos de tejidos, bajo condiciones apropiadas de cultivo. El efecto sobre el tejido radicular de las
plantas se ejerce cuando aumenta la concentracidon de quinetina (citoquinina) en relacién con la
auxina, este aumento induce la formacion de brotes, que pueden desarrollarse y dar lugar a la
formacidn de una plantula. Por el contrario, si la quinetina disminuye, se favorece la diferenciacién
de raices.

Las citoquininas pueden sustituir la luz roja para romper el reposo de semillas de lechuga o tener un
efecto de sinergismo con la luz cuando esta estimula la germinacién. Otro efecto que puede tener
las citoquininas, es la capacidad de retrasar la senescencia al retardar el tiempo de desaparicién de
la clorofila y la degradacidn de las proteinas que acompafian la senescencia.

Las citoquininas circulan por toda la planta desde la raiz hasta el tallo y las hojas, circulando a través
del xilema y el floema, las citoquininas que se sintetizan en la raiz (zeatina y ribdsido) son
transportadas a lo largo del xilema hacia las hojas donde se acumulan durante la primavera e inicio
del verano, cuando las hojas alcanzan su maximo desarrollo, estas citoquininas son metabolizadas
y los metabolitos resultantes son conducidos a través del floema a otros d6rganos, muy
probablemente a los frutos.

Los glucdsidos de citoquininas son muy abundantes en las plantas y se han encontrado
practicamente en casi todos los érganos (excepto exudados de xilema), cuando los niveles de
citoquininas libres aumentan en forma acelerada, alcanza niveles tdxicos o cuando no son
necesarias para el crecimiento del érgano en cuestidn, las citoquininas forman glucdsidos, los cuales
tienen una funcién de almacenamiento como derivados inactivos. El nitrato potasico o el sulfato
amonico aplicado al suelo durante la fertilizacion quimica, aumenta considerablemente el contenido
de citoquininas en hojas y xilema de la planta de arroz, por otra parte, los niveles bajos de fésforo
conllevan a niveles reducidos de citoquininas, por otro lado, las condiciones de estrés como sequias,
bajo pH, fotooxidacidn, etc. Influyen en los niveles de actividad de la citoquinina en tejidos y
exudados xilematicos (Davies, 2004; Ferguson et al., 2009).
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Brasinoesteroides

Los brasinoesteroides son moléculas pertenecientes al grupo de los triterpenoides estructuralmente
similares a las hormonas esteroides de los humanos, ambas moléculas son sintetizadas a partir de
un esterol como precursor. Los brasinoesteroides desempenan un papel fundamental en el
crecimiento y desarrollo vegetal, plantas con enanismo presentan menor fertilidad, hojas mas
redondeadasy rizadas, diferenciacién vascular irregular y una escotomorfogénesis anormal, ademas
de una reduccién en la longitud de las raices, peciolos, hojas y frutos (Davies, 2004).

Jasmonatos

El 4cido jasmodnico es un ciclopentano derivado de acidos grasos que se pueden encontrar en la
mayor parte de los vegetales, actian como regulador de procesos fisioldgicos de algunos animales
como los insectos, dado la expansidon de este tipo de molécula en el mundo eucariota, los
jasmonatos son moléculas de gran interés biolégico. Los jasmonatos pertenecen a una familia de
derivados de acidos grasos oxigenados conocidos como oxilipinas, mismos que se producen a través
de la via de biosintesis oxidativa de 4cidos grasos poliinsaturados, principalmente a partir del acido
linoleico y controlan los procesos tanto de desarrollo como de defensa de las plantas. Los
jasmonatos desempefian un papel esencial en los mecanismos de defensa de las plantas,
protegiéndolas tanto de enfermedades como de ataques de insectos, actian como sefial para la
expresion de inhibidores defensivos de proteasas (Fahad et al., 2015).

Acido Salicilico

El dcido salicilico es una hormona vegetal perteneciente a los compuestos fendlicos y esta presente
en todos los drganos vegetales, participa en la regulacién del crecimiento, desarrollo e interaccién
de las plantas con otros organismos patégenos ademas de inducir la defensa de las plantas a
diferentes tipos de estrés ambiental como es el caso de las sequias, alta salinidad de los suelos,
inundaciones o cambios bruscos de temperatura, entre otros. En el caso de ambientes salinos se ha
demostrado que plantas bajo tratamiento de acido salicilico pueden resistir a condiciones de
salinidad, debido a que las plantas tienden a acumular solutos compatibles como la prolina y la
glicina betaina. Esta biomolécula activa los mecanismos de defensa de las plantas ante la incidencia
de cualquier patégeno a través del mecanismo de resistencia sistémica adquirida (RSA) gracias a la
sintesis de diferentes compuestos como fitoalexinas, fitoanticipinas y proteinas relacionadas con la
patogenicidad que proporcionan a la planta una defensa efectiva contra una gran cantidad de
patdgenos. La aplicacién exdgena del acido salicilico ha demostrado que induce la expresidn de
genes antipatogénicos de tal manera que induce la resistencia contra virus, bacterias y hongos
patégenos (Fahad et al., 2015).
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Otros efectos del acido salicilico son de que incrementa la termogénesis, es decir que aumenta la
temperatura en ciertos lugares de la planta o en ciertos drganos lo que fomenta a la formacidn de
drganos o tejidos nuevos, también se ha demostrado que el acido salicilico aplicado de forma
exogena retrasa la senescencia de hojas y pétalos proceso muy utilizado en ornamentales (Vlot et
al., 2009).

Sisteminas

Las sisteminas son fitohormonas-polipéptidos-fitorreguladores que liberan las planta
(principalmente de la familia solanacea) cuando son atacadas por herbivoros o sufren un dafio
mecanico. La respuesta de las plantas ante dafios mecanicos se da en dos niveles, el primer nivel de
respuesta es local, esto implica la sintesis de fitoalexinas y posteriormente el efecto es sistémico,
donde se manifiestan a distancia y viene instados por la sefializacién secundaria producida por las

células apoptdticas o células que ha activado genes defensivos. Posteriormente las respuestas
secundarias preparan a los tejidos y érganos para defenderse de un proceso, mediante la elevacion
de los niveles de toxinas defensivas constitutivas, de receptores de patdgenos y de reforzamiento
estructural de paredes celulares en tejidos. Esta respuesta dirigida contra patdgenos se le conoce

como resistencia sistémica adquirida (SAR) o resistencia sistémica inducida (ISR) (Vlot et al., 2009).

2.1.2.2. Pigmentos

El termino pigmento es utilizado para describir una molécula que absorbe luz y presenta un color
especifico. Las plantas contienen una gran variedad de pigmentos que dan lugar a los colores
especificos de cada una de ellas, practicamente toda la planta contiene muchas moléculas organicas
qgue absorben luz, principalmente las flores y los frutos contiene muchas de estas moléculas, sin
embargo, también las hojas, tallos y raices contiene pigmentos que incluyen las antocianinas,
flavonoides, flavinas, quinonas y citocromos, sin embargo, estas moléculas no son consideradas
como pigmentos fotosintéticos. Los pigmentos fotosintéticos son los Unicos que tienen la capacidad
de absorber la energia de la luz solar y hacerla disponible para el proceso fotosintético. En las plantas
terrestres hay dos clases de pigmentos fotosintéticos: las clorofilas y los carotenoides.

Los pigmentos clorofilicos son el pigmento biolégico mas abundante en la tierra y debe su color
verde a su capacidad de absorber las fracciones roja y azul de la luz solar, trasmitiendo los demas
colores cuya mezcla apreciamos en diversas tonalidades de verde, su funcion primordial de la
clorofila es la de absorber la energia solar y esa capacidad esta determinada por la concentracién
de la misma y de otros pigmentos accesorios, pero también depende obviamente de la cantidad de
luz disponible y de la calidad de la misma.

Los carotenoides (carotenos y xantofilas) son derivados tetraterpénicos que presentan dobles
enlaces conjugados y un anillo ciclohexano sustituido insaturado en cada extremo de la cadena
lineal. El caroteno mas importante en las plantas es el B-caroteno y la luteina es la principal xantofila,
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su principal funcién es la disipacién de la energia en exceso y en la detoxificacién de las formas
reactivas del oxigeno que se forma durante el proceso fotosintético (Demming et al., 1992).

Las naftoquinonas son pigmentos naturales, que tiene como caracteristica estructural poseer dos
grupos carbonilo en las posiciones 1,4 y en ocasiones en 1,2 o0 1,3 en el anillo del naftaleno de donde
deriva su nombre comun. Es muy amplia su distribucién ya que se han aislado de las plantas, hongos,
bacterias e inclusive de animales, sin embargo, estdan en una mayor proporcién en plantas de
determinadas familias de Angiospermas como la Ebenaceae, Droseraceae, Bignoniaceae,
Verbenaceae, Plumbaginaceae, Juglandaceae y Boraginaceae. Ademas de resaltar sus propiedades
como pigmento natural, las naftoquinonas poseen importantes actividades bioldgicas como agentes
antiparasitarios, antibacterianos, antifungicos y anticancerigenos (Lépez et al., 2011).

La sintesis de la 2-[trans-4-(4’-clorofenil) ciclohexil]-3-hidroxil,4-naftoquinona (Figura 3) conocida
como atovacuona ha sido ampliamente utilizado como un farmaco en contra del parasito
Plasmodium causante de la malaria, cuyo mecanismo de accién actia sobre la cadena respiratoria
mitocondrial de los parasitos sensibles entre el citocromo B y el C1 del complejo Il (Evans, 2000).
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Figura 3. Estructura de la 2-[trans-4-(4’clorofenil)ciclohexil]-3-hidroxi-1,4naftoquinona

Otros parasitos susceptibles a las naftoquinonas son Leishmania, Tripanosoma y Toxoplasma. Las
sales de potasio y acetato del lapachol, isolapachol y dihidrolapachol han mostrado actividad contra
L. amazonensis y L. braziliensis, especies que se relacionan con la leishmaniasis tegumentaria.
Derivados de 1,4-naftoquinona con sustitucién 2 y 3 por diferentes aminas muestran actividad
contra Tripanosoma cruzi. La naftoquinona hidroxilada 2-hidroxi-3-(1-propen-3-fenil)-1,4-
naftoquinona se reporta con activad antiparasitaria contra Toxoplasma gondii. Compuestos con
estructura 2-hidroxi-3-alquil-1,4-naftoquinona, han demostrado actividad en contra Biomphalaria
glabrata, quien es el huésped intermediario en el ciclo de infeccién del parasito Schistosoma
mansoni que provoca la Schistosomiasis (Ferreira et al., 2006; Salomon et al., 2001; Teixeria et al.,
2001).

También se han reportado actividad antimicrobiana, antifungica y anticancerigena entre otras
actividades bioldgicas. Los compuestos hidroxilados como la 5-amino-8-hidroxi-1,4-naftoquinona
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presentan actividad en contra de S. aureus, S. intermedius y S. epidermidis. Diversas especies de
micobacterias también muestran susceptibilidad por derivados hidroxilados como la 5,8-dihidroxi-
1,4-naftoquinona. Otros derivados azufrados de la naftoquinona muestran actividad contra
Streptococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae y los compuestos con sustitucion o-anisidilo, feniloy
metilo, presentan actividad antimicrobiana para Escherichia coli. La 8-hidroxi-2-(1-
hidroxietil)nafto[2,3-b]furano-4,9-diona, analogo ciclico del lapachol, se ha reportado como agente
antibacteriano, mostrando actividad contra Helicobacter pilori, Staphylococcus, Enterococcus,
Bacillus y Clostridium en un rango de 1.56 a 25 mg/MI 37,38. La quinona dimérica
Newbouldiaquinona-A, presenta actividad contra diversas especies como Enterobacter, Escherichia,
Klebsiella, Morganella, Proteus, Pseudomonas, Shigella, Salmonella, Bacillus, Staphylococcus y
Streptococcus, destacando la actividad contra Enterobacter aerogens de 24 veces mas activo que el
antibidtico de referencia gentamicina (Kuete et al,. 2007).

En relacion a la actividad antiflingica, las partes aéreas de la planta Impatiens balsamina se ha
aislado el compuesto 2-metoxil,4-naftoquinona, el cual presentd actividad antifungica contra 4
cepas de Candida albicans, Fusarium oxysporum, Microsporum gypseum y Trichophyton
mentagrophytes. La actividad mostrada por este compuesto es aun mayor que la actividad del
farmaco antifungico anfotericina B. Los derivados aminados y azufrados de la naftoquinona también
tienen efectos sobre otras variedades de hongos como son Cryptococcus neoformans, Trichophyton
mentagraphytes, Aspergillus fumigatus y Sporothrix schenckii, con un rango de actividad de 0.78 a
1.56 mg/mL, siendo estos valores de CMI comparables con los farmacos antifingicos anfotericina B
y miconazol. El lapachol también ha sido identificado como agente antifingico contra Candida
elegans. La actividad del lapachol contra C. albicans, C. tropicalis y Crypotococcus neoformans es
similar a la anfotericina B. La actividad antifungica del lapachol reside probablemente en su
interaccion con la membrana celular del hongo (Breger et al., 2007; Tandon et al., 2004; Tandon et
al., 2005.).

En cuanto a la actividad anticancerigena se refiere se ha demostrado que la B-lapachona tiene un
efecto sobre el crecimiento de la linea celular HepG2 de tal manera que inhibe la viabilidad de las
células por la induccidn de la apoptosis, ya que se evidencia con la formacidn de cuerpos apoptéticos
y la fragmentacidn del ADN. También la plumbagina ha demostrado su potencial como sustancia
anticancerigena teniendo efecto sobre células tumorales del pulmodn, su efecto se da sobre los
microtubulos, mostrando que la polimerizacidn de la tubulina es inhibida por la plumbagina con una
Clso de 38+ 0.5 uM (Bipul et al., 2008).

2.1.2.2. Aceites esenciales.

Muchas plantas, consideradas como aromaticas como es el caso del limdn, menta, eucalipto,
tomillo, ruda, entre otras, producen mezclas de alcoholes, aldehidos, cetonas y terpenoides
denominadas aceites esenciales, los cuales son responsables de los olores y sabores caracteristicos
de dichas plantas, esta mezcla denominada aceites esenciales posee propiedades que actian como
defensa de las plantas de tal manera que funcionan como repelentes de insectos o insecticidas. Los
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terpenos que se encuentran en los aceites esenciales, son por lo general monoterpenos como es el
caso del limoneno y el mentol, principales monoterpenos constituyentes de los aceites esenciales
del limén y la menta respectivamente (Figura 4).

Figura 4. Estructura quimica de los monoterpenos del limoneno y mentol

2.1.3. Alcaloides

Estos metabolitos secundarios forman la segunda familia mds grande con mds de 15000 metabolitos
identificados, los cuales guardan tres caracteristicas en comun, la primera es que son solubles en
agua, la segunda es que todos tienen al menos un 4tomo de nitrégeno en la molécula y finalmente
todos exhiben actividad biolégica. En los humanos, los alcaloides generan respuestas fisioldgicas y
psicoldgicas, la mayoria de ellas como resultado de su interaccidon con neurotransmisores. La
mayoria de los alcaloides resultan ser muy téxicos en dosis altas, sin embargo, en dosis bajas o
controladas tienen un alto valor terapéutico como relajantes musculares, tranquilizantes del
sistema nervioso central, antitusivos o como analgésicos. Por lo regular, los alcaloides son
sintetizados a partir de la lisina, la tirosina y el triptéfano, aunque algunos alcaloides, como es el
caso de la nicotina y sus compuestos relacionados derivan de la ornitina.

Debido a la gran cantidad de estructuras identificadas es dificil homogenizar una clasificacién de los
alcaloides, sin embargo, muchos autores coinciden en la siguiente clasificacidn:

1) De acuerdo a sus propiedades farmacoldgicas:
Modificadores del Sistema Nervioso Central que a su vez se clasifican en:
-Estimulantes nerviosos como el caso de los alcaloides de la iboga, iboganina, los alcaloides de
la nuez vdmica, etc.
-Alucinégenos como los alcaloides del peyote (mescalina) y los alcaloides del yage (harmalina).

Modificadores del Sistema Nervioso Auténomo:
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-Parasintopatomiméticos entre los cuales se encuentran los de accién directa (Jaborandi:
pilocarpina) y los Anticolinesterdsicos (habas de Calabar: eserina)
- Parasintopatoliticos (Belladona: atropina, efedras, efedrina, etc.)

2) De acuerdo a Su distribucidon botanica, donde encontramos a los alcaloides del tabaco (nicotina)
y a los alcaloides de las Solanaceae midriaticas (atropina, hiosciamina, etc.)

3) De acuerdo a su origen biosintético:

-Alcaloides derivados de aminodcidos alifaticos:
-Derivados de la ornitina
-Derivados de la lisina

-Alcaloides derivados de aminodcidos aromaticos:
- Derivados del acido nicotinico (piridinas)
- Derivados de la fenilalanina y tirosina (isoquinoleinas)
- Derivados del triptofano (indolicos y quinoleinas)
- Derivados del acido antranilico (quinoleinas)
- Derivados de la histidina (inmidazoles)

-Alcaloides de origen diverso
- Alcaloides terpénicos y esteroidales
- Alcaloides diversos (purinas, macrociclos, etc).

Esta ultima clasificacidon nos permite agrupar a todos los alcaloides naturales conocidos debido a
que todos derivan de un restringido nimero de aminodacidos o de precursores biogenéticos, por tal
motivo centraremos la revisidn de la bibliografia en esta clasificacion.
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2.1.3.1. Alcaloides Alifaticos

Son basicamente dos aminoacidos que mediante su metabolismo dan lugar a los alcaloides
alifaticos: la ornitina precursora de los alcaloides pirrolidinicos y la lisina precursora de los alcaloides
piperidinicos (figura 5).
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Figura 5. Alcaloides derivados de los aminodcidos alifaticos

Alcaloides derivados de la ornitina

Los alcaloides pirrolidinicos derivan del aminodcido ornitina, este tipo de alcaloide es menos
abundante que sus analogos piperidinicos, estos alcaloides son biogenéticamente derivados del A!
pirrolidina, algunos alcaloides adicionan cadenas laterales formadas por unidades de acetato y
comprenden:

e Las pirrolidinas simples como la higrinas y los alcaloides tropanicos de ciertas Solanaceae y
Erythroxylaceae (coca), los alcaloides del tabaco y la Stanchidrina de Stachys officinalis.

e Llas pirrolicidinas de Baraginaceas y de algunas compuestas.

e Llas indolicidinas (solo los encontrados en los géneros Eleaocarpus y Tylofora.

De este grupo y por su accién farmacolégica, los alcaloides derivados del nucleo tropdnico son los
de mayor importancia. El tropanol o sus derivados son esterificados con acidos orgéanicos. El
principal de estos acidos es el acido trdpico el cual posee en su estructura un carbdn asimétrico y se
forma a partir de un reagrupamiento tipo Many de la fenil-alamina luego de una transaminacion y
posterior reduccion.
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Existen dos importantes grupos:

- Grupo de la Atropina. Hiosciamina, atropina, escopolamina o hioscina. Estos alcaloides son
midridticos (dilatan la pupila) con propiedades parasimpatoliticas y se encuentran en algunos
géneros de la familia Solanaceae (Atropa, Datura, Brugmansia, Hyoscyamus y Duboisias). La
Atropina y la hiosciamina tienen las mismas propiedades farmacoldgicas, la hiosciamina es entre 10
y 50 veces mds activa que la atropina, solo que ésta es mas estable, ambas, en dosis altas, estimula
el sistema nervioso central (SNC) provocando una excitacidon que se traduce en un delirio llamado
“delirio atropinico”, en el sistema nervioso auténomo (SNA) en dosis terapéuticas provoca midriasis,
un aumento en el ritmo cardiaco, a niveles capilares una vaso constriccién, en el tracto digestivo
provoca un relajamiento del peristaltismo y una disminucién en las secreciones de jugos gastricos
ademads de poseer una accidn espasmolitico neurotrdpica. En el caso de la escopolamina en dosis
terapéuticas es una sustancia sedativa del SNC y antiparkinsoniana, su efecto parasimpatolitico es
mas débil que los anteriores alcaloides y en dosis altas, la escopolamina es capaz de provocar una
intoxicacion con narcosis y en algunas ocasiones provoca alucinaciones.

- Grupo de la cocaina. Son alcaloides derivados del pseudotropanol, tienen propiedades anestésicas
y es el principio activo de la coca (Erythroxylacea). Es el principal anestésico de superficie natural,
potencializa la conduccién de todo tipo de fibras nerviosas, y ha servido como modelo para la
sintesis de los actuales anestésicos locales, posee propiedades simpatomiméticas que se
manifiestan por una aceleraciéon cardiaca y una vasoconstriccion prolongando la accion anestésica,
estimula el SNC aumentando la eficiencia muscular, al mismo tiempo que disminuye la sensacién de
hambre, también es usado como remedio para la tos, el alcoholismo, la adiccién al opio, ténico
sexual y asma entre otros (Dewick, 2002).

Alcaloides derivados de la lisina

Los alcaloides derivados de la lisina comprenden estructuras simples como es el caso de los
alcaloides de las Lobelias, de la granada, los alcaloides de las Piperaceae y algunas estructuras
policiclicas como es el caso de los alcaloides quinilicidinicos y las indolicidinas de la familia Fabaceae.

La lisina como homdlogo de la ornitina, produce alcaloides andlogos a los producidos por la Al
pirrolidina, por lo tanto, su biosintesis, es similar a los de los alcaloides derivados de la A’ piperidina,
estos poseen anillos de seis miembros, mientras que los primeros poseen anillos de cinco miembros.

Los alcaloides de las Piperaceae poseen una porciéon que comprende el acido pipérico, el cual
proviene del acido siquimico via cinamil CoA mas una extension de cadena proveniente de la via
acetato/malonato (comparable a los flavonoides) y la condensacién de una molécula de A!
piperidina (Evans, 2000; Mecano y Hasegawa, 1991).
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2.1.3.2. Alcaloides aromdticos
Alcaloides derivados del acido nicotinico

El acido nicotinico es el precursor de los alcaloides contenidos en las plantas del tabaco, la nuez de
areca, de la ricinina de Ricinus comunes, entre otros.

En términos generales, los alcaloides provenientes del tabaco tienen una ruta metabdlica a
partir del dcido nicotinico, el cual se condensa con un ion N-metil A! pirrolidium para dar la
nicotina o con una molécula de A piperidina para producir la anabasina, (figura 6).
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Figura 6. Biosintesis de la nicotina y anabisina

Son muy variadas las drogas que pueden obtenerse a partir de los alcaloides derivados del acido
nicotinico, entre las principales tenemos las que se obtienen de las hojas del tabaco (Nicotiana
tabacum y Nicotiana rustica) las cuales contienen un elevado porcentaje de material mineral (entre
el 15y 20%) ademas de un contenido de 1 a 10% de alcaloides donde el principal es la nicotina. En
el caso de la higuera (Ricinus comunaris) los alcaloides se encuentran en mayoria en las semillas las
cuales contienen 50% de lipidos de donde se extrae el aceite de ricino, rico en aceite ricinoleico y la
ricina; una toxialbumina de constitucidn polipeptidica y la ricinina un cianoalcaloide derivado de la
piridona que a su vez se deriva del acido nicotinico. La nuez de areca (Areca catechu) también
contiene su principio activo en las semillas, es un agonista de los receptores muscarinicos y
nicotinicos de la acetilcolina. Es utilizado en forma de distintas sales como estimulante ganglionico,
parasimpaticomimético y vermifugo. El polvo de la nuez de areca (arecolina) es usado como tenicida
en medicina veterinaria. Sus semillas contienen entre 10 y 15% de lipidos, de 5 a 10% de prétidos
y entre 50 y 60% de glucidos; los principios activos estdn constituidos por taninos, aproximadamente
15% vy alcaloides entre 0.3 y 0.5% donde el principal es la arecolina (Evans, 2000; Mecano y
Hasegawa, 1991).
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Alcaloides derivados de la fenilalanina y tirosina

Los derivados de los aminoacidos fenilalanina, tirosina y sus productos de descarboxilacion,
comprenden una variada y gran cantidad de estructuras alcaloideas como: Aminas simples,
isoquinoleinas simples, derivados bencilisoquinoleinas (alcaloides de opio) y con participacién del
acido mevaldnico (emetina y cefalina). Las aminas simples o Fenil etil aminas, se encuentran
principalmente en las partes aéreas de algunas especies vegetales como en el caso de las efedras
(Ephedra spp) que son hierbas perenes, originarias de China, en sus partes aéreas se encuentran sus
principios activos que son alcaloides de tipo fenil-etil-aminas (1.5%) donde el principal es la efedrina,
ademas se encuentran la norefedrina y sus isdmeros; estas estructuras se conocen como
anfetaminas las cuales poseen un OH en el carbono bencilico. La efedrina es empleada contra el
asma con accién mdas prolongada que la adrenalina. El té de los abisinios (Catha edulis) contiene
estos alcaloides y es considerada como una droga estimulante vegetal que se masca, parecido al
tabaco, usada tradicionalmente en Yemen y otros paises arabes. Se trata de la planta con las
propiedades psicoestimulantes mas potentes que se conoce hasta el momento. Sus principios
activos son los alcaloides psicotrépicos catina (norefedrina) y catinona. Ambas moléculas son
psicoestimulantes derivadas de la feniletilamina y emparentadas quimica y funcionalmente con las
anfetaminas, terapéuticamente son utilizadas para el tratamiento del déficit de atencidn en nifios y
mas especificamente se utiliza en el sindrome de atencién por hiperactividad, aunque se ha
reportado que produce riesgos cardiovasculares. Esta planta originaria de Africa contiene 1% de
catinona, sustancia que produce farmacodependencia, la masticacion provoca euforia, sensacién de
bienestar, locuacidad, estimulacién motriz e intelectual, seguida de una fase depresiva produciendo
insomnio. El peyote o Botones de mezcal (Lophophora wiltiamsii) es un cactus que posee entre el 3
y el 6% de alcaloides totales donde el principal es la mescalina, contiene también alcaloides de tipo
tetrahidroisoquinoleina como la anhalanina y lofoforina. El peyote es una droga magico-religiosa
utilizada por los aztecas en ceremonias y rituales, su ingestidn provoca efectos siquicos como
alucinaciones, visiones coloreadas, distorsién en la percepcion visual y de los sonidos, luego de una
fase depresiva acompafiada de hipotensidn, nduseas, sudacién y midriasis.

Los alcaloides morfinianos son exclusivos del género Papaver, a pesar de que este género cuenta
con mas de 100 especies, solo una docena biosintétiza la tebaina y la morfina es biosintetizada por
P. somniferum y P. setigerum (Evans, 2000; Mecano y Hasegawa, 1991).

El opio es obtenido del latex desecado de las capsulas inmaduras de P sonniferum, esta pasta
obtenida contiene cerca de 25 alcaloides en mayoria combinados con acido mecdnico el cual se
puede detectar por la prueba del cloruro férrico.

Alcaloides derivados del triptéfano

El aminodacido L-triptéfano contiene el grupo inddlico y es sintetizado por la via del acido siquimico
o por la via del acido antranilico. Existen alrededor de 800 alcaloides de este tipo distribuidos
principalmente en la familia Apocynaceae, también se encuentran en una menor proporcién en
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hongos y familias como la Leguminoceae, Malphigiaceae, Rubiaceae y Rutaceae. El triptdéfano es el
precursor de estos alcaloides los cuales se clasifican en triptaminas y en no triptaminas, las
triptaminas a su vez, se subdividen en B-carbolinas y en indoleninas y pueden ser triptaminas
simples o triptaminas complejas y estas pueden ser isoprénicas o no isoprénicas.

Las triptaminas simples se obtiene por reacciones de descarboxilacion, metilacidon y oxidacién del
triptéfano, su uso data desde la época prehispdnica, juegan un papel importante en la cultura
indigena de América por sus efectos alucinégenos y extaticos en sus ceremonias religiosas, en los
hongos del género Psilocybe, Stropharia y Conocybe se ha encontrado alcaloides alucinégenos
(psilocibina y psilibina) que al ingerirlos produce diferentes sensaciones auditivas y visuales,
relajacion muscular, depresiones y euforias alternadas. La serotonina que juega un importante
papel en la actividad neuronal, se encuentra también en vegetales, se ha aislado en el pericarpio del
banano el cual seco es fumado y actia como un alucinégeno ligero.

Entre las triptaminas simples se incluyen estructuras un poco mds complejas como la ergina, que es
un alcaloide extraido de las Convulvulaceae del nuevo mundo, consideradas plantas sagradas de
Meéxico llamada “planta serpiente”, esta planta ha sido usada desde los tiempos del imperio Azteca
por los “chamanes” durante las ceremonias religiosas para visualizar el futuro, curar enfermedades
o en sacrificios humanos. La Physostigma venenosum es una liana de la familia de las Leguminoceae,
produce una vaina con 2 o 3 semillas que contienen fisostigmina o eserina y eserolina, se le conoce
como haba de calabar, se utiliza en Africa en ordalias como alucinégenos orales, su ingestién
produce hipersecrecion de la saliva, de sudor, de ldgrimas y de orina, trastornos visuales, sed
temblor, contracciones y en ocasiones muerte por paro cardiaco (Rahama et al., 2005; Wu et al.,
1996) (figura 7).
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Figura 7. Estructura quimica de la esergina, eserina y eserolina

Tradicionalmente las especies del género Muraya se ha utilizado como analgésico y anestésico local,
también ha sido utilizado como tratamiento contra el eczema, reumatismo, dolor abdominal,
hidropesia, diarrea, edema, trombosis, éxtasis venoso, anticonvulsivante y expectorante, en su
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estructura quimica se ha encontrado que este género presenta cumarinas, flavonoides, alcaloides
de tipo carbazol (Rahama et al., 2005; Wu et al., 1996).

Los indigenas del Amazonas han utilizado la corteza de diversas especies del género Sttrychnos,
familia Longaniaceae, como curares, donde se ha encontrado dimeros indélicos como el caso de los
curares de Menispermaceae.

Las triptaminas isoprénicas mds importantes son las ergolinas, nombre que recibe debido al nucleo
de los alcaloides del ergot (cornesuelo de centeno) y comprende el esclerocio desecado producido
por el hongo del género Claviceps, de este género se tienen cerca de 50 especies, pero el principal
es la C. purpurea, el cual se desarrolla en el ovario del centeno produciendo granos alargados en
forma de un pequefiio cuerno. Durante la primera guerra mundial se almacenaban una gran cantidad
de alimentos perecederos en lugares poco apropiados para este fin, debido a esto, se presentaron
diversas enfermedades en los habitantes que consumieron granos almacenados, el principal
sintoma de estas enfermedades era manifestaciones dolorosas de tipo gangrenosa a nivel de
estdmago, a esta sintomatologia se le llamo “fuego sagrado” o mal de los ardientes que producian
delirio y alucinaciones.

Las amidas derivadas del acido D-lisergico terminan en ina las cuales son bioldgicamente activas,
mientras que las derivadas del acido D-isolisérgico terminan en ininas y a diferencia de las amidas
derivadas del D-lisergico son inactivas. El LSD es la dietil amida del acido lisérgico, este compuesto
hemisintético es un potente alucinégeno. Otro tipo de triptaminas isoprénicas que presenta gran
complejidad estructural se encuentran en familias como Apocynaceae, Longaniaceae, Rubiaceae,
en esta ultima familia se encuentran los alcaloides de las quinas, aunque no tienen el nicleo indol
(nucleo quinoléico), estos alcaloides se derivan del aminoacido triptéfano y poseen una potente
actividad bioldgica. De la familia Apocynaceae, se han aislado cerca de 90 alcaloides donde
alrededor de 20 son dimeros, los mas importantes son la vinblastina (VLB o vinca leucoblastina) y la
vincristina (VCR o vinca leurocristina). Dentro de esta familia también se encuentran los alcaloides
de las raices de las Rauwolfias, las cuales poseen marcada actividad biolégica como neurosedante,
y antihipertensivo y/o antiarritmico.

Otros alcaloides provenientes del triptéfano son los que contienen el nicleo quinoléico, las quinas
son arboles originarios de la Cordillera de los Andes y pertenecen al género Cinchona familia
Rubiaceae. Su corteza contiene alcaloides utilizados por sus propiedades ténicas, febrifugas,
antimaldricas y antiarritmicas. Su uso se documenté desde la época de la conquista, se dice que el
conde de Chinchoén Don Luis Jerénimo Fernandez de Carrera Virrey del Pert en 1632, debia de dejar
el nuevo mundo debido a las constantes fiebres que sufria su esposa la condesa Ana Osorio, justo
antes de partir, un indigena mozo de su casa, le recomendd al conde que bebiera un brebaje de
quina-quina, que se preparaba de una planta de la region, milagrosamente sus fiebres fueron
controladas y se repuso de sus males, esto llevo a que se introdujera en Europa como planta
medicinal. Debido a sus potentes efectos medicinales la demanda de quinina y de quinidina
aumento considerablemente a tal grado que el arbol de quina se encuentra actualmente en via de
extincion (Evans, 2000; Mecano y Hasegawa, 1991).

22



Alcaloides derivados del acido antranilico (quinoleinas)

El acido antranilico da origen a alcaloides variados como quinoleinas simples, 2, 4 quinolonas
simples y preniladas y fura pirano quinoleinas. Estos alcaloides se encuentran en las familias
Rutaceae, Acanthaceae, Zygophylaceae, Serophulariaceae, Fabaceae y Araliaceae.

Alcaloides derivados de la histidina

La histidina origina un pequefo grupo de alcaloides conteniendo el nucleo imidazol (figura 8).
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Figura 8. Estructura quimica de la histidina

El jaborandi o ruda del monte (Pilocarpus microphyllus) es un pequefio arbol con ramas hirtelas y
hojas alternas, las cuales contienen entre 0.7 y 0.8% de alcaloides totales donde el principal es la
pilocarpina. Las sales de pilocarpina se utilizan en la practica oftalmica, producen contraccion de la
pupila, accion antagonista a la que posee la atropina. En el comienzo del glaucoma, sirve para
incrementar la irrigacién del ojo y disminuir la presién. Las hojas desecadas pierden rapidamente su
actividad (Bruneton, 1987).

2.1.3.3. Alcaloides de origen diverso
Alcaloides terpénicos y esteroidales

Estos alcaloides tienen, por un lado, origen biogenético comun, y por otro, estructuras, actividad
bioldgica y distribucion diversa. Este tipo de alcaloides tiene la particularidad de que primero se
forma el terpenoide y posteriormente se incorpora el nitrégeno, esta condicidn hace que se
consideren pseudoalcaloides o falsos alcaloides y su clasificacion esta mas ligada a los y terpenoides.
Los de mayor importancia son los alcaloides sesquiterpenos, diterpenos y esteroidales.

Este tipo de alcaloides se han aislado de la orquidea asiatica Dendrobium nobile, usada como
analgésico e hipotensor, el alcaloide aislado es la dendrobina. La deoxinufaridina es otro alcaloide
sesquiterpénico que se encuentra presente en el rizoma del Loto amarillo (Neuphar luteum) y del
loto blanco (Nymphaea alba) plantas acudticas que tradicionalmente se han usado en infecciones
dermatoldgicas y como sedativo y anafrodisiaco.

Los alcaloides diterpénicos son generalmente aislados de Ranunculaceas y de Rosaceas, se
caracterizan por su alta toxicidad, su estructura comprende esqueletos Cy y diterpenos y Cio
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norditerpenos. La aconitina y la delfinina son alcaloides norditerpenos, en las raices de la planta
Aconitum napellus, la aconitina es el alcaloide mas abundante en esta planta ya que representa
cerca del 99% de los alcaloides totales. La aconitina (figura 9) es una acetilbenzoilaconina
(C34H47N0O11) es una sustancia poco soluble en agua, pero muy soluble en alcohol, éter y
cloroformo. La via de exposicion mas frecuente como veneno es la digestiva, aunque también se
puede producir intoxicacion a través de las mucosas o incluso a través de la piel por via dérmica. La
aconitina es capaz de producir la apertura de los canales de sodio en las células nerviosas y
musculares, lo que origina una sensacion de hormigueo y picor en la boca que se extiende hacia
toda la cara y garganta; ademds de provocar la sensacién de que la cabeza del intoxicado aumenta
de tamaifio desmesurado, una sensacion que seguidamente se propaga al resto de su cuerpo y
extremidades seguido de nauseas, malestar generalizado vértigo, calambres arritmia y hasta
fibrilacion ventricular y, finalmente con dosis de 2 a 3 mg provoca la muerte (Evans, 2000; Mecano
y Hasegawa, 1991).
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Figura 9. Estructura quimica de la aconitina

Los alcaloides esteroidales se clasificas de acuerdo a su nimero de carbonos y encontramos tres
grupos:

Los C;: denominados aminopregnanos,
Los C24 denominados cicloartenol y
Los C,7 esteroidales.

Los alcaloides esteroidales C21 son derivados del pregnano; donde el nitrégeno puede ser intra o
extraciclico, estos alcaloides son caracteristicos de ciertos géneros de Apocynaceae,
especificamente de Funtumia, Holorrhena, Kibatalia, Malouetia, etc. Los alcaloides Cii, son
especificos de la Familia Buxaceae y son dinitrogenados en los carbonos 3 y 20, por otro lado, los
alcaloides esteroidales C,7 estan presentes en las familias Solanaceae y Liliaceae. En las Solanaceae
se encuentran los alcaloides esteroidales verdaderos, estos alcaloides guardan una gran similitud
con las sapogeninas esteroidales, encontrandose también como glicdsidos. La solanidina y el
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glicdsido B-solanina se encuentra en la corteza de la papa Solanun tuberosum asi como en Solanun
nigrum.

El eléboro blanco Veratrun dlbum Liliaceae contiene en el rizoma 1.55 de una mezcla compleja de
alcaloides todos C-nor D-homo esteroidales como el caso de la jervina (Evans, 2000; Mecano y
Hasegawa, 1991).

Alcaloides derivados de bases puricas

Estos alcaloides son de suma importancia debido al gran consumo alrededor del mundo utilizados
como excitantes del Sistema Nervioso Central donde el principal alcaloide es la cafeina. Estos
alcaloides son considerados alcaloides imperfectos debido a que se derivan de aminoacidos
modificados (figura 10) como la purina + la pirimidina, especificamente la xantina o dioxo-2,6 purina;
poseen un caracter basico, pero no precipitan con los reactivos especificos para alcaloides.
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Figura 10. Estructura quimica de la Xantina, alcaloide derivado de la purina

Estos alcaloides son basicamente tres: la cafeina o trimetil 1,3,7 xantina, la Teofilina o dimetil 1,3
xantina y la Teobomina o dimetil 3,7 xantina. Estos alcaloides generalmente se encuentran en los
vegetales en presencia con taninos. Las plantas que contiene alcaloides derivados de bases puricas
son usadas para preparar bebidas estimulantes del sistema nervioso central los mds representativos
son el Café Coffea arabica, Coffea canephora, el alcaloide que contiene es la cafeina y se encuentra
en toda la planta excepto en la raiz, sin embargo en los granos se encuentra la mayor concentracion,
las semillas verdes del café son ricas en carbohidratos, acido clorogénico, acido cafeico y una betaina
que es la trigonelina, ademas de contener trazas de teobromina y de teofilina (Pendell, 2002)

El Te (Thea sinesis) es un pequefio arbusto originario del sureste asiatico mide entre 5y 15 cm de
alto con hermosas y aromaticas flores blancas, la mayor cantidad de droga se concentra en sus
hojas, esta droga es rica en sales de potasio y dcidos organicos como malico, succinico, clorogénico,
ademads de contener flavonoides sobre todo heterdsidos del quercetol y derivados flavan 3 ol como
catecol y sus ésteres galico y taninos catéquinico. Las bases puricas se encuentran entre el 2 y 4%
siendo la principal la cafeina ademas de contener trazas de teofilina.
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El cacao (Theobroma cacao) es un arbol de las regiones tropicales cuyas hojas, raices y semillas
contienen bases puricas como la cafeina y trobromina, las semillas contienen 50% de lipidos donde
el principal acido graso es el linolol.

La Guarana (Paullinia sorbilis) es una liana de la familia Sapindaceae originaria de la zona amazénica,
encontrada en Paraguay, Peru, Argentina, Brasil, Colombia y Venezuela, sus semillas son ricas en
taninos (10%) y en cafeina (4-5%), tradicionalmente se colectan los frutos y se separan las semillas,
las cuales se almacenan hasta la fermentacidn. Posteriormente son tostadas y se les quita el
tegumento para hacer un polvo fino de las semillas. El guarand es usado como ingrediente de
algunas gaseosas y bebidas energizantes. En América tropical se usa para tratar la diarrea, disminuir
la fatiga, reducir el hambre y como coadyuvante en la artritis (Gupta, 1995).

2.1.4. Compuestos Fendlicos

En el metabolismo tanto primario como secundario, los aminoacidos aromaticos juegan un papel
importantisimo en la biosintesis de diferentes productos. Las plantas sintetizan una gran variedad
de productos secundarios que contienen un grupo fenol; el fenol es una molécula basica (figura 11)
gue se compone de un anillo aromatico (fenol) unido a un grupo hidroxilo (OH). El anillo aromatico
hace que los 4cidos débiles tengan un efecto inductivo en el hidrégeno del grupo hidroxilo. el anillo
aromatico juega un papel importante en las propiedades antioxidantes (Roos et al., 2003).
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Figura 11. Estructura quimica del fenol

Desde el punto de vista de la estructura quimica, los polifenoles comprenden desde moléculas
sencillas como los acidos fendlicos hasta polimeros complejos como los taninos y la lignina.
Basicamente existen dos rutas metabdlicas para la biosintesis de los compuestos fendlicos: la ruta
del acido siquimico y la ruta del acido maldnico, sin embargo, esta ultima, es la principal ruta
metabdlica para la sintesis de fenoles en el reino fungi y las bacterias, pero poco empleada en
plantas superiores.

La ruta del acido siquimico (figura 12) es la responsable de la biosintesis de la mayoria de los
compuestos fendlicos presentes en las plantas, a partir de la eritrosa-4-P y del &acido
fosfoenolpiruvico se inicia una serie de reacciones quimicas que derivan a la sintesis del acido
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siquimico y diferentes derivados como los algunos aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano
y tirosina) que a su vez derivan en muchos compuestos secundarios catalogados como alcaloides.
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Figura 12. Ruta metabdlica del acido siquimico para la biosintesis de polifenoles

La mayoria de los compuestos fendlicos derivan de la fenilalanina, que es a su vez parte de la ruta
metabdlica del dcido siquimico. Esta ruta esta presente en plantas, hongos y bacterias, pero no en
animales. La fenilalanina y el triptéfano se catalogan como aminoacidos esenciales para los
animales, ya que éstos no tienen la capacidad para sintetizarlos por si mismos. La tirosina no es
esencial en el sentido de que los animales pueden sintetizarla a partir de la hidroxilacién de la
fenilalanina (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

La enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) cataliza la formacién de acido cindmico por eliminacidn
de una molécula de amonio de la fenilalanina. Esta enzima estd situada en un punto de ramificacién
entre el metabolismo primario y secundario por lo que la reacciéon que cataliza es una importante
etapa reguladora en la formacién de muchos compuestos fendlicos (figura 13).
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Figura 13. Ruta del 4cido siquimico: desaminacién de la fenilalanina y formacién de acidos
cindmico y cumdrico, precursores de lignina, flaconas, isoflavonas y flavonoides

Flavanonas

Las reacciones posteriores a la catalizada por PAL son bdasicamente adiciones de mas grupos
hidroxilo y otros sustituyentes. Los 4cidos trans-cindmico y p-cumarico se metabolizan para formar
acido ferulico y acido caféico (figura 14) cuya principal funcidn es ser precursores de otros derivados
mas complejos: cumarinas, lignina, taninos, flavonoides e isoflavonoides. Los acidos cindmico y
cumadrico, asi como sus derivados, son compuestos fendlicos simples llamados fenilpropanoides por
contener un anillo de benceno y una cadena lateral de tres carbonos.
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Figura 14. Estructura quimica del 4cido ferulico y del acido cafeico

2.1.4.1. Cumarinas

Las cumarinas son una amplia familia de lactonas con mds de 1500 compuestos identificados en mas
de 800 especies de plantas. Estos compuestos se encuentran en los tegumentos de las semillas,
frutos, flores, raices, hojas y tallos. Su principal funcidon es como mecanismo de defensa, ya que son
supresoras del apetito. Ademas, actian como antimicrobianos y como inhibidores de la
germinacién. Algunos compuestos muestran fototoxicidad frente a insectos tras activarse por luz
UV, provocando la muerte celular. La cumarina tiene un sabor amargo por lo que los animales la
evitan ya que también les produce hemorragias internas.

La cumarina mas simple y mas conocida es la que se encuentra en el aceite de la bergamota (Citrus
bergamia), aceite esencial que aporta el aroma caracteristico al tabaco de pipa, el té y a otros
productos de consumo frecuente. Las cumarinas mas toxicas son producidas por hongos, por
ejemplo, las aflatoxinas producidas por Aspergillus flavus (afectan al cacahuate y al maiz), quizas el
cancerigeno mas potente de las toxinas naturales (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

2.1.4.2. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos cuyo esqueleto carbonado contiene 15 carbonos
ordenados en dos anillos aromaticos unidos por un puente de tres carbonos. Se clasifican en funcién
del grado de oxidacién del puente de tres carbones. Su principal funcidn es la defensa de las plantas
y la pigmentacion, entre los principales flavonoides se encuentran las antocianinas (pigmentos),
flavonas, flavonoles e isoflavonas. Las antocianinas son los flavonoides responsables de la mayoria
de los colores de las flores y los frutos, son glicésidos con un azlcar en la posicion 3. Cuando las
antocianinas carecen de azlcar se denominan antocianidinas. El color de las antocianinas depende
del numero de grupos hidroxilo y metoxilo en el anillo B y del pH de las vacuolas en las que se
almacenan (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

La biosintesis de los flavonoides consta de varias etapas, la primera etapa consiste en la
condensacidn de 3 moléculas de malonil-CoA con una molécula de p.cumaril.CoA. Posteriormente
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esta reaccion es catalizada por calcona sintasa y da lugar a naringerina calcona, precursor de los
flavonoles y antocianinas. La misma condensacién catalizada por la estilbeno sintasa conduce a la
formacidn estilibenos implicados en mecanismo de defensa de las plantas frente a patégenos
(Avalos y Pérez-Urria, 2009).

2.1.4.3. Lignina

La lignina es un polimero altamente ramificado de fenilpropanoides, solo la celulosa supera a la
lignina como la sustancia organica mas abundante de las plantas. se encuentra unida a la celulosa
mediante un enlace covalente ademds de estar unida a otros polisacaridos de la pared celular. Es
insoluble en agua y en la mayoria de los solventes organicos lo que hace muy dificil su extraccidn sin
degradarla. Juega un papel fundamental en la estructura de las plantas, su naturaleza quimica es la
base de su dureza mecanica y de su rigidez que se manifiesta en los tallos alargados altamente
lignificados, los troncos de los arboles que imprimen la dureza de la madera. La lignina también se
encuentra en varios tejidos de soporte y de transporte, en traqueidas y en los vasos del xilema.
Principalmente se deposita en la pared secundaria, fortalece los tallo y tejido vasculares
permitiendo el crecimiento vertical y la conduccién de agua y minerales a través del xilema. su
biosintesis es a partir de tres derivados del fenilpropanoides: los alcoholes coniferilico, cumarilico
y sinapilico, de manera que cada uno de ellos puede formar numerosos enlaces y ramificaciones
haciendo que cada lignina pueda ser Unica. La lignina juega también un papel importante como
funcidn protectora de las plantas ya que, al dar resistencia en los tallos, evita que las plantas sean
alimento para los animales y, ademas, su naturaleza quimica hace que sea dificil digerirla por los
herbivoros (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

2.1.4.4. Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos poliméricos que tienen la capacidad de unirse a proteinas
desnaturalizadndolas. Generalmente son considerados como toxinas debido a su capacidad de unirse
a las proteinas. También actian como protectores al evitar que muchos animales consuman las
plantas o partes de las plantas que contienen altas concentraciones de taninos. Esto ocurre en los
frutos inmaduros en los que se concentran altas cantidades de taninos en la piel. Sin embargo, los
taninos del vino tinto tienen efecto benéfico en la salud humana al bloquear la formacién de
endotelina-1, una molécula sefial que provoca la vasoconstriccion.

Quimicamente no se encuentran bien definidas, su agrupacion de da debido a algunas
caracteristicas comunes, en términos generales, estos compuestos se dividen en dos grandes
grupos, taninos hidrolizables y taninos condensados. (Hervas, 2001).
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Los taninos hidrolizables estan constituidos por un nicleo compuesto por un glicido, cuyos grupos
hidroxilos pueden esterificarse con dacidos fendlicos (acido galico, egdlico, fecarboxilico o
hexahidroxidifénico), cuando estos compuestos son consumidos por los animales, pueden ser
degradados debido a que son hidrolizables en presencia de acidos, bases o encimas y a diferencia
de los taninos condensados, los productos de su degradacidon pueden absorberse en el intestino
delgado y ser potencialmente toxico para los animales especialmente cuando son ingeridos en
grandes cantidades (Waghom, 2008) (figura 15).

HO OH
OH

Figura 15. Representacién grafica de una molécula de tanino hidrolizable (acido gélico)

Los taninos condensados (figura 16) son compuestos complejos de oligdmeros y polimeros de
unidades flavonoides unidos mediante enlaces C-4 y C-8. Los 3-flavonoles son comiunmente
denominados catequinas, caracterizados por poseer dos carbonos asimétricos ligados mediante
enlaces de carbono C-3 y C-4 dando lugar a cuatro isémeros, mientras que los 3,4-flavonodioles
pertenecen a los compuestos denominados leucoantocianinas, cada una de sus moléculas poseen
tres dtomos de carbono asimétricos (C-2, C-3, C-4) dando lugar a ocho isémeros que contiene grupos
fendlicos donde el nimero de grupos funcionales en una molécula determina la formacién de
complejos con proteinas, formacion de quelatos con iones metalicos y otras capacidades reductoras
(Min et al., 2003).

Figura 16. Representacion grafica tipica de un tanino condensado (flavan-3-ol)
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2.1.5. Glicésidos
2.1.5.1. Saponinas

Las saponinas son glicosidos que se encuentran distribuidos ampliamente en las plantas y estan
formadas por una aglicona de origen terpénico, esteroidal o esteroidal alcaloide; al cual se une por
el hidroxilo del carbono, tiene también una cadena ramificada de azlcares que puede ser de hasta
5 moléculas, usualmente son glucosa, arabinosa, acido glucurdnico, xilosa y ramnosa. Algunas
saponinas tienen trazas de azucar en el carbono 26 o 28 que por lo general es glucosa. Las saponinas
esteroidales se encuentran principalmente en monocotiledéneas, mientras que las saponinas
terpénicas se encuentran especialmente en dicotileddneas. La gran diversidad de las saponinas se
refleja en las diferentes propiedades bioldgicas y fisicoquimicas y en el uso que se hace de ellas en
jabones, antimicrobianos, anticancerigenos y hemoliticos entre otros. A pesar de su gran aplicacion
industrial y farmacéutica, las saponinas glicoalcaloides, en determinadas concentraciones, son
toxicas para microorganismos, insectos, animales y humanos, por esa razén cuando estan presentes
en los alimentos son consideradas como factores anti nutricionales. Las saponinas ya sean
terpenoides o esteroidales son sintetizadas a partir de la via de los isoprenoides (terpenoides) (Diaz
y Luz, 2009).

Las saponinas con una cadena de azucares unida al carbono-3 tienen gran actividad microbicida.
Esta actividad depende de la ramificacién de los azucares ya que cuando la saponina pierde un
azucar terminal, la cadena de azucares queda linerizada y la saponina pierde la actividad microbicida
(Armah et al., 1999). Un posible mecanismo de accién de las saponinas es de que forman complejos
con los esteroles de las membranas celulares y produce grandes poros en las mismas que alteran su
permeabilidad y la célula se lisa. Los poros no se forman cuando una o mas azucares de la cadena
de la saponina se eliminan. (Baumann et al., 2000). La saponina SC-2 de Lolanum chrysotrichum
causa grandes cambios en las membranas celulares de numerosas especies de la levadura Candida
y afecta también la morfologia de la pared celular, la membrana citoplasmatica se separa de la pared
y se desintegra. Ademas de una degradacion total de los componentes celulares, también se reporta
que la saponina SC-2 tiene una actividad fungicida o fungistatica segun la especie de Candida de la
que se experimente (Herrera et al., 2007).

Las saponinas mas estudiadas en relacion al papel que juegan en la defensa de las plantas contra
hongos fitopatdgenos, son la tomatina de los tomates, la avenacina A-1 de la avena y la solanina 'y
la chaconina de la papa (figura 17). Estas cuatro saponinas tienen una sola cadena de azucares unida
al grupo hidroxilo del carbono 3 de la aglicona; mientras que los avenacosidos A y B de las hojas de
avena tiene dos cadenas de azlcares, una en el carbono-3 y otra en el carbono-26. Los avenocosidos
son biolégicamente inactivos, estos compuestos son convertidos en antifungicos por una
glucosilhidrolasa vegetal que hidroliza la azlicar unida al carbono-26 en respuesta al ataque de
patdgenos o al dafio en el tejido (Morrissey y Ossbourn, 1999).
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Figura 17. Estructura quimica de la tomatina y la avenacina A-1; saponinas presentes en los
tomates y la avena, respectivamente, asi como la solanina y la chaconina saponinas de la papa

2.1.5.2. Glicésidos cardiacos

Los glicdsidos cardiacos o cardendlidos son semejantes a las saponinas esteroideas, tienen también
propiedades detergentes, pero su estructura contiene una lactona. Se encuentran de manera
natural en forma de glicésidos o de agliconas. Quiza el mds conocido sea la digitoxina o su andlogo
digoxina, aislada de Digitalis pupurea y utilizada como medicamento en el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca congestiva. Los glucésidos cardiacos son conocidos desde la antigliedad,
siendo utilizados por los egipcios como veneno y por los romanos como ténicos cardiacos. La
digitoxina se utiliza en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva y para controlar el ritmo
ventricular en la fibrilacidn auricular crénica. Aunque la digoxina aumenta la fraccién de eyeccion
del ventriculo izquierdo, mejora la sintomatologia de los pacientes con insuficiencia cardiaca y
reduce las hospitalizaciones, no disminuye la incidencia de mortalidad entre estos enfermos (Avalos
y Pérez-Urria, 2009).

2.1.5.3. Glicosidos cianogénicos

Los glicésidos cianogénicos son compuestos nitrogenados, que no son tdxicos por si mismos, pero
se degradan cuando la planta es aplastada o dafada, liberando sustancias volatiles toxicas como
cianuro de hidrégeno (HCN). La amigdalina (figura 18) es un glicdsido cianogénico derivado del
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aminodcido fenilalanina, se encuentra naturalmente en las semillas del damasco (albaricoque,
chabacano), manzana, uva, sandias, ciertas nueces y en particular las almendras.

Figura 18. Modelo bidimensional de una molécula de amigdalina

Los glicésidos cianogénicos normalmente no se degradan cuando la planta esta intacta. Tienen un
papel protector frente a los herbivoros. El cianuro de hidrogeno es una toxina de accion rapida que
inhibe metal proteinas como el citocromo oxidasa, enzima clave en la respiracién mitocondrial. Sin
embargo, algunos herbivoros llegan a adaptarse al alimentarse de plantas cianogénicas y tolerar
mas altas dosis de HCN.

Los tubérculos de mandioca o yuca, muy ricos en carbohidratos, contiene altos niveles de glicdsidos
cianogénicos y forman parte de la dieta de muchos paises tropicales. Aunque el procesamiento
tradicional de estos tubérculos elimina gran parte de los glicésidos cianogénicos, la detoxificacion
no es completa dando lugar a efectos nocivos en las poblaciones consumidoras (Avalos y Pérez-
Urria, 2009).

2.1.5.4. Glucosinolatos

Los glucosinolatos, al degradarse, desprenden sustancias volatiles, las cuales son responsables del
aroma, el olor y el gusto de los condimentos como la mostaza y de algunos vegetales como el
repollo, brécoli o coliflor (Brassicaceae). Uno de los glucosinolatos mas representativo es el que se
encuentra en las semillas de la mostaza negra (Brassica negra) la sinigrina (figura 19). Los
glucosinolatos al igual que los glicdsidos cianogénicos, estan separados espacialmente de las
enzimas hidroliticas que los degradan y actian también como repelentes de herbivoros (Avalos y
Pérez-Urria, 2009).
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Los isotiocianatos (ITC) originados a partir de la degradacion enzimdtica de los glucosinolatos (GSL),
exhiben propiedades anticarcinogénicas por sus habilidades de inducir genes citoprotectivos. Los
mecanismos de efectos citotdxicos y citostaticos de los ITC incluyen induccién de apoptosis,
inhibicidn de la progresidn del ciclo celular e inhibicidon de angiogénesis. La regulacidon de apoptosis
por los ITC se logra principalmente a través de la liberacién mitocondrial del citocromo c, regulacién
de la familia Bcl-2, sefializacion MAPK y subsecuente activacidon de caspasas. Parte importante de
los efectos quimiopreventivos de los ITC puede estar asociada con la inhibicién de la activacion
metabdlica de carcindgenos por citocromo P450 (fase 1), junto con la mayor induccion de las enzimas
de detoxificacidn de la fase Il.

El enfoque bioldgico se basa en la liberacién de compuestos toxicos derivados de GSL con la
destruccién de tejido en presencia de agua. La defensa inducida por la ruptura de la GSL se activa
por el dafio tisular y la hidrdlisis es iniciada por la enzima mirosinasa (MYR). El sistema glucosinolato-
mirosinasa (GSL-MYR) se ha convertido en parte de un mecanismo de defensa evolucionado y
sofisticado contra insectos herbivoros y patogenos (Andersson et al., 2009), en el que GSL se
hidroliza en una variedad de componentes tales como isotiocianatos (ITC), nitritos, tiocianatos,
epithionitriles y oxazolidinas dependiendo de las condiciones de pH, iones metdlicos y otros
elementos proteinicos (Vaughn y Berhow, 2005).

Los mecanismos de los efectos citotdxicos y citostaticos de ITC incluyen la induccién de la apoptosis,
la inhibicién de la progresidn del ciclo celular y la inhibicidn de la angiogénesis. La regulacién de la
apoptosis por ITC se logra principalmente a través de la liberacion mitocondrial de citocromo Cvy
posterior activacion de caspasas, una familia de cisteina proteasas responsables del inicio y la
ejecucion de la apoptosis (Traka y Mithen, 2009). Los reguladores mds importantes que se han
caracterizado incluyen caspasas en apoptosis, la familia del receptor de TNF (factor de necrosis
tumoral), proteinas adaptadoras y familia Bcl-2, entre otros (Boedefeld et al., 2003).

2.1.6. Funciones bioldgicas de los principales compuestos secundarios de las plantas

Las plantas a diferencia de otros organismos, tienen la particularidad de destinar parte de la energia
y del carbono asimilado a la sintesis de una amplia variedad de moléculas orgdnicas que no estdn
directamente relacionadas a procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacién de nutrientes,
transporte de solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, estas moléculas organicas son
derivados de un metabolismo secundario.
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El papel que juegan los metabolitos secundarios dentro de la planta es muy variada, algunos tiene
funciones ecoldgicas especificas como atrayentes o repelentes de animales, muchos otros son
pigmentos que proporcionan color a flores y frutos contribuyendo con la reproduccion del reino
vegetal de tal manera que sirven como atrayentes a insectos polinizadores o confiriendo color y olor
a los frutos para que puedan ser consumidos por los animales y de esta manera contribuir con la
dispersion de las semillas. Otros compuestos funcionan como protectores frente a predadores,
actuando como repelentes, proporcionando a la planta sabores amargos, haciéndolas indigestas o
venenosas. También intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas frente a diferentes
patégenos, actuando como pesticidas naturales (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Basicamente se les atribuyen dos efectos fundamentales a las plantas utilizadas en investigaciones
sobre su uso como antiparasitarias en pequenas especies; estos efectos son:

1. Efectos directos, que estan relacionados sobre la actividad antiparasitaria de algun
metabolito secundario de las plantas (principalmente taninos condensados) y,

2. Efectos indirectos, que posee estrecho vinculo con un incremento del estado de resiliencia
de los animales que se garantiza por el efecto directo de un mejor aprovechamiento de la
dieta de esos animales.

Las plantas o sus extractos han sido usadas durante siglos en medicina veterinaria, tanto de forma
interna como externa para el tratamiento de diversas patologias. Las plantas elaboran una gran
variedad de moléculas organicas (glucidos, lipidos, acidos, sustancias pépticas, saponinas,
alcaloides, polifenoles, Terpenos, Esteroides, vitaminas y elementos minerales). Estos metabolitos
son necesarios para su funcionamiento y para su relaciéon con el medio externo. Entre ellos, los
metabolitos secundarios (saponinas, alcaloides, polifenoles, terpenos, esteroides, acidos y aminas
no proteicas, glucésidos cianogénicos y otros heterdsidos) son como su denominacion lo indica:
compuestos que no son sensu stricto indispensables para las funciones principales de la planta. Estos
metabolitos secundarios son actualmente asociados a la defensa de la planta, funcionan como
medio de proteccion en contra de insectos herbivoros, actian en contra de bacterias, hongos y virus,
asi como mecanismo de defensa en contra de otras plantas en la competencia por los nutrientes y
la luz, también se ha documentado la accidn de estos compuestos secundarios en contra de los
efectos destructivos de los rayos ultravioleta, entre otros (Fraenkel, 1969; Wink, 1988).

En las ultimas décadas, alrededor del mundo se han usado indiscriminadamente productos quimicos
con actividad antihelmintica para el control de enfermedades gastrointestinales causadas por
pardsitos en pequefios rumiantes, este uso indiscriminado de fdrmacos, ha creado
farmacorresistencia de las poblaciones de nematodos que causan infestaciones gastrointestinales
ademads de que se pueden encontrar residuos de estos farmacos en los productos obtenidos de
animales tratados (Jackson y Coop, 2000; Tsiboukis et al., 2013).

Esta situacion ha motivado a expertos parasitélogos a buscar alternativas para minimizar el uso
indiscriminado de farmacos antihelminticos para el control parasitario en pequefios rumiantes.
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Los recientes estudios se han centrado en el uso de compuestos fendlicos derivados de plantas,
especialmente taninos, que muestran una actividad antihelmintica directa e indirecta para el control
de parasitismo gastrointestinal en los rumiantes (Athanasiadou et al., 2001, Ghithiori et al., 2006;
Marie-Magdeleine et al., 2010; Vargas et al., 2014).

La presencia de los taninos en el reino vegetal es caracteristico cuando percibimos el sabor
astringente en algunas frutas y en el vino tinto, de igual manera podemos encontrarlos en las
coloridas flores durante la primavera y las hojas en el otofio. La presencia de taninos depende de la
especie de la que se trate sin embargo los podemos encontrar tanto en las plantas gimnospermas
como en las angiospermas; en estas Ultimas las plantas dicotiledéneas como en el caso de algunas
leguminosas, Anacardiaceae, Combretaceae, Rhizhophoraceae, Myrtaceae y Polynoceae son mas
notables por su contenido de taninos. Las plantas elaboran una multitud de moléculas organicas
(glucidos, lipidos, &cidos, sustancias pépticas, saponinas, alcaloides, polifenoles, terpenos,
esteroides, vitaminas y elementos minerales. Estos metabolitos son necesarios para su
funcionamiento y para su relacidn con el medio externo. Entre ellos, los metabolitos secundarios
(saponinas, alcaloides, polifenoles, terpenos, esteroides, acidos y aminas no proteicas, glucdsidos
cianogénicos y otros heterdsidos) son como su denominacién lo indica: compuestos que no son
sensu stricto indispensables para las funciones principales de la planta. Estos metabolitos
secundarios son actualmente asociados a la defensa de la planta, funcionan como medio de
proteccion en contra de insectos herbivoros, actian en contra de bacterias, hongos y virus, asi como
mecanismo de defensa en contra de otras plantas en la competencia por los nutrientes y la luz,
también se ha documentado la accidn de estos compuestos secundarios en contra de los efectos
destructivos de los rayos ultravioleta, entre otros (Fraenkel, 1969; Wink, 1988).

El termino Tanino se utilizé en un principio para describir las sustancias organicas que se utilizaban
para el curtido de pieles, este proceso es conocido en inglés como tanning, que su traduccion en
espanol es “curtido”. Su uso es ampliamente distribuido en este sector debido a que los taninos
reaccionan con las proteinas de coldgeno presentes en las pieles de los animales, uniéndolas entre
si, de tal manera que provoca un aumento en la resistencia de la piel al calor, a la putrefaccién por
la humedad y al ataque de diversos microorganismos. Esta propiedad hace que por lo general los
taninos resulten téxicos para los animales que los consumen. Durante mucho tiempo se pensé que
los taninos formaban complejos con las proteinas del intestino de los herbivoros formando puentes
de hidrégeno entre sus grupos hidroxilo y los sitios electronegativos de la proteina, pero evidencia
mas reciente también avala una unidn covalente entre los taninos (y otros compuestos fendlicos
provenientes de las plantas) y las proteinas de los herbivoros que los consumen. El follaje de muchas
plantas contiene enzimas que oxidan los fenoles a sus formas quinonas en los intestinos de los
herbivoros. Las quinonas son altamente reactivas, electrofilicas, y reaccionan con los grupos de
proteinas nucleofilicos -NH, y -SH. Cualquiera que sea el mecanismo por el que ocurra la union
proteina-tanino, este proceso tiene un impacto negativo en la nutricion de los herbivoros. Los
taninos pueden inactivar las enzimas digestivas de los herbivoros y crear complejos agregados de
taninos y proteinas de plantas que son dificiles de digerir (Felton et al., 1989).
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Debido a su naturaleza quimica, los taninos condensados tienen un efecto bacteriostatico y
bactericida sobre los microbios del rumen, por tal motivo, afecta de diferentes formas el
metabolismo de los nutrientes a nivel ruminal dependiendo del nivel de inclusién en las dietas. Los
taninos condensados (TC) afectan a los microorganismos del rumen de tres formas: la primera, a
través de la inhibicién de la actividad enzimatica, la segunda por la falta de sustrato al formar
complejos con las proteinas y los carbohidratos, y la tercera, por la accién directa sobre la membrana
de la pared celular y la falta de iones metalicos (Pifieiro et al., 2015). Adicionalmente los complejos
que se forma entre los TC y los nutrientes contenidos en las dietas, podrian dar lugar a una mayor
eficiencia microbiana, fomentar el crecimiento de algunos de éstos y es posible que sean capaces
de modificar la composicién quimica del propio microorganismo, induciendo de esta manera
cambios en toda la fraccién microbiana (Castro et al., 2011).

Algunos estudios han demostrado los efectos negativos del uso de forrajes con altas
concentraciones de TC (Waghorm, 2008), estos forrajes utilizado en ovejas provocaron una
reduccién en la actividad enzimdatica de un 50 a un 70%, ademas de que pueden causar dafios en el
omaso y abomaso, reduciendo la produccidn de pepsina, ademas de provocar cambios en el tamafio
de las vellosidades digestivas provocando con esto una disminucidn en la absorcién de los nutrientes
e incluso algunos tipos de taninos pueden causar lesiones en la mucosa intestinal.

Los efectos de los TC sobre la nutricién y produccién animal estan relacionados con varios factores
tales como la composicidn de la dieta, el periodo de adaptacién, el momento de la cosecha, el tipo
y la concentracion de los taninos, ademas del estado fisioldgico de los animales al momento de
consumirlos, que esta intimamente relacionado con los requerimientos nutricionales (Theodoridou
et al., 2010).

Los taninos condensados son normalmente considerados como compuestos antinutricionales y
téxicos para los herbivoros, especialmente cuando se encuentran en una alta concentracién en los
tejidos vegetales (mas del 6% MS) (Aerts et al., 1999; Butter et al., 1999). Sin embargo, cuando se
ingiere en dosis menores, la TC puede tener efectos benéficos sobre la nutriciéon de los rumiantes
mediante la prevencidn del timpanismo, incremento en la utilizacion digestiva de proteinas de la
dieta, y actuando como antihelminticos y como antioxidantes (Makkar, 2003; Waghorn, 2008). Por
otro lado, los taninos condensados también pueden tener cierto potencial para interferir con el
metabolismo del rumen y modular la biohidrogenacién de los acidos grasos poliinsaturados, asi
como para mejorar la estabilidad oxidativa de la carne (Vasta y Luciano, 2011). Si consideramos que
los primeros aspectos que el consumidor toma en cuenta para comprar carne son el color y el
contenido de grasa de cobertura e infiltrada (Risvik, 1994) y que el color esta relacionado con el
grado de oxidacién de la mioglobina, que a su vez depende del grado de proteccién de la misma
frente a los prooxidantes (Monahan et al., 1994; Liu et al., 1995; McDowell et al., 1996), los
beneficios de incluir TC en la dieta representa una excelente estrategia nutricional para mejorar la
calidad de la carne en ovinos. Por otro lado uno de los aspectos que recientemente ha cobrado
especial interés entre los consumidores, es el aporte de grasas saturadas en los alimentos, las cuales
repercuten directamente sobre la salud humana como es el caso de los acido grasos polinsaturados
de la seria n-3 (AGPI n-3) y el acido linoleico conjugado (ALC) (Williams, 2000; Geay et al., 2001), el
contenido de estos acidos en los productos obtenidos de los rumiantes (carne y leche) puede ser
modificado a través de la manipulacién de la nutricion de los animales de tal manera que se pueden

38



producir alimentos mds sanos, sin embargo la modificacién de estos acidos repercute sobre el
aroma, el sabor y la vida de anaquel de los productos (Wood et al., 1999).

En otro estudio un grupo de investigadores reportaron que los patrones de biohidrogenacién en el
rumen fue modificado gracias a la inclusidn de Cistus ladanifer L. (CL) en dietas altas en forraje
suministradas a corderos en finalizacidon, dando como resultado un importante incremento en el
acido linoleico conjugado contenido en la grasa intramuscular de los corderos (Jerénimo et al.,
2010). Las variables de peso de la canal caliente y peso de la canal fria no se vieron afectadas por la
inclusion de diferentes niveles de CL, de igual manera tampoco se vio afectada la conformacion de
la canal por efecto de los tratamientos clasificandose un 40.8% como R (buena), un 53.1% como O
(regular) y un 6.1% como P (pobre). Sin embargo, la deposicién de grasa en la canal, se incremento
a medida que aumentaba el porcentaje de inclusion en la dieta de CL pasando de 1.94 (5% CL) a 2.38
(10% CL) y a 2.61 (20% CL); por otro lado, la suplementacidon con aceite disminuyo el porcentaje
muscular en la paleta y los hombros de borregos y aumento la deposicion de grasa del rifidn y la
deposicién de la grasa en la canal. Los pardmetros de ternesa y jugosidad de la carne se vieron
afectados cuando hubo una interaccién de CL con una mezcla de aceites vegetales, cuando los
corderos fueron alimentados con el 5% de CL la terneza disminuyo (P=0.012), sin embargo cuando
la dieta aumento el nivel de inclusién de CL (10%) y disminuyo el nivel de inclusidn de la mezcla de
aceites vegetales (4%) registro el valor mds bajo para la variable de terneza de la carne, para la
variable de jugosidad disminuyo este valor cuando hubo una interaccidn de la mezcla de aceites
vegetales y las dietas con 5y 10% de inclusién de CL, para las dietas con un 20% de inclusién de CL
no hubo diferencias ni en jugosidad ni en terneza (Francisco et al., 2015).

En otro estudio que se realizd con borregos en finalizacién alimentados con dietas altas en forraje,
sorprendentemente, no se vieron afectados los pardmetros de ganancia diaria de peso,
caracteristicas de la canal y la calidad de la carne al sustituir el 25% de materia seca de heno de
alfalfa por una mezcla de extracté de semilla de uva con C. ladanifer L. y aceites vegetales (Jeronimo
etal., 2012).

El trébol rojo (Trifolium pratense L.), es una leguminosa perenne de ciclo corto que crece durante
el invierno en la regién de los Apalaches en Estados Unidos y cuya principal caracteristica es la de
formar uniones de proteinas-quinona que alteran la deposicién del tejido muscular lo que mejora
la utilizacion de la proteina por los animales en pastoreo (Jones et al., 1995), ademds de mejorar la
resiliencia de los animales ante la infestacidon por nematodos gastrointestinales y mejorar los
rendimientos de las cabras productoras de carne (Turner et al., 2013), el loto corniculado (Lotus
corniculatus L.) es una leguminosa perene que crece en épocas frias, y contiene TC que reduce las
infestaciones de nematodos gastrointestinales (Molan et al., 2003). El forraje de achicoria
(Cichorium intybus L.) es una planta herbdcea perenne que contiene lactonas sesquiterpénicas
(terpenoide) y TC que puede reducir infeccion NGI (Foster et al., 2011; Molan et al., 2003) y que han
demostrado mejorar la ganancia de peso en corderos (Turner et al., 1999). Estos tres forrajes fueron
utilizados por Turner et al., (2015) en un experimento para finalizar a 72 cabritos donde se observd
que los animales suplementados con trébol rojo tuvieron un mayor peso vivo final asi como canales
mas pesadas en comparacion a los animales que recibieron suplementacion con loto corniculado y
achicoria, sin embargo no se registraron diferencias significativas en las variables de area de ojo de
la cotilla, espesor de la grasa dorsal, grasa intramuscular (marmoleo), longitud de la canal y
conformacion de la canal. En cuanto a la velocidad de crecimiento, los corderos crecen mas rapido

39



cuando pastorean achicoria que cuando pastorean trébol rojo, lo que no sucede con los cabritos,
sin embargo en estos resultados se deben de considerar algunos factores que estdn influyen en los
mismos, como por ejemplo, tiene que ver la selectividad de las plantas por el animal, la misma
digestibilidad e ingesta del forraje que a su vez esta influenciada por los cambios en la masa del
forraje, el valor nutritivo y su concentracién de metabolitos secundarios del forraje dependiendo de
la época del afio en que es consumida por el animal. Las diferencias en los pardmetros productivos
de las cabras pueden atribuirse también en parte a los metabolitos secundarios de los forrajes, en
el caso del trébol rojo la mejor ganancia de peso se puede atribuir a la accion de los fitoestréogenos
(Moorby et al., 2004) y a un aumento de la polifenoloxidasa que permiten un escape mayor de las
proteinas del rumen. El loto corniculado tipicamente contiene TC que mejord la eficiencia en el uso
de las proteinas a través de un mayor escape de proteinas del rumen para mejorar el rendimiento
de las ovejas. Achicoria puede mejorar el rendimiento debido a un mejor valor nutritivo del forraje
por efecto de la época del afio (Hall y Jung, 2008), ademas de que contiene lactonas sesquiterpénicas
qgue pueden mejorar el rendimiento de los animales mediante la reduccién en la infestacion de NGI
(Foster et al., 2011).

En relacion al peso de la canal se tienen resultados contradictorios, por un lado Hopinks et al.,
(1995), reportaron que no se registraron diferencias significativas en ganado caprino para carne
suplementados con achicoria o con heno de alfalfa (Medicago sativa L.), y por otro lado Turner;
Cassida y Zerby, (2014) reportaron canales mas pesadas cuando los cabritos fueron suplementados
con trébol rojo en comparacién con pasto orchard, de igual manera Hosking et al., (1999) reportaron
canales mas pesadas en crias de ciervos destetados cuando se suplementaron con pasto sulla
(Hedysarum coronarium, alto contenido de TC) comparado con chicory.

Hopkins et al., (1995) no encontraron diferencias significativas en el espesor de grasa dorsal en
corderos finalizados con pasto achicoria o alfalfa. Sin embargo, en otro estudio corderos que
pastoreaba en praderas de lotera registraron mayor espesor de grasa dorsal en comparacién con
los corderos que pastoreaban en praderas de raygrass y trébol blanco (Ramirez et al., 2005). Douglas
et al., (1995) trabajando con dos grupos de corderos en pastoreo reportaron que los corderos en
pastoreo en praderas con lotera registraron canales mas pesadas, pero no hubo diferencia en la
grasa dorsal en comparacion con los corderos que pastorearon en praderas de alfalfa.

Solaiman et al., (2010) reportaron que los TC reduce la deposicion de grasa en la canal de cabritos
destetados cruza de cabra Kiko a los cuales se les ofrecieron niveles crecientes de Lespedeza sericea
(Lespedeza cutnatea). Dependiendo de los niveles de consumo de los taninos condensados y del
nivel de concentracion en los forrajes sera el nivel de impacto sobre el espesor de la grasa dorsal en
los animales (Min y Hart, 2003). Min et al., (1998) informaron que con una concentracién de TC de
22 a 38 g por kg de MS en praderas de lotera beneficiaron rendimiento ovejas, pero se necesitaron
17 semanas de pastoreo para que se viera reflejado el beneficio en el crecimiento de lana.
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CAPITULO 2. Principales enfermedades parasitarias en ovinos
2.2.1. Nematodos

2.2.1.1. Caracteristicas generales

El Phylum Nematoda estd constituido por metazoos protéstomos pseudocelomados de simetria
bilateral, insegmentados, de cuerpo cilindrico aguzado en ambos extremos, filiformes o fusiformes
y sin apéndices (Fig. 20). Son conocidos vulgarmente como “gusanos cilindricos”, y es un grupo muy
numeroso, hay nematodos parasitos, de invertebrados, vertebrados y de plantas ademas de
nematodos de vida libre (dulceacuicolas, marinos y terrestres).
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Figura 20. Representacion anatémica del parasito nematodo

Son alargados con ambos extremos ahusados, presentan simetria bilateral y el compartimento del
tejido conectivo fluido, cavidad corporal que derivé del blastocele embrionario. Tienen un sistema
digestivo completo, con la boca en el extremo anterior y el ano cerca del extremo posterior. El
cuerpo esta recubierto con una cuticula no celular que es secretada por la hipodermis y es eliminada
cuatro veces durante la ontogenia. Los musculos de la pared del cuerpo presentan un arreglo
longitudinal, sin capa circular. Elsistema excretor consiste en glandulas ventrales, canales laterales,
0 ambas, abriendo cerca del extremo anterior por un poro excretor ventral. Excepto por algunos
drganos sensitivos que tienen cilias modificadas, no presentan cilias ni flagelos, incluso aun en el
gameto masculino. La mayoria de los nematodos son dioicos y presentan un dimorfismo sexual
considerable: las hembras son generalmente mas grandes, y el extremo posterior del macho es mas
curvado. Algunas especies son hermafroditas y otras partenogenéticas. La mayoria son oviparos,
pero algunos son ovoviviparos. El sistema reproductor femenino abre en un poro genital ventral,
mientras que el masculino abre en una cloaca, junto con el aparato digestivo. Los nematodos adultos
varian en tamafo, desde 1 mm, como el género Caenorhabditis, a mas de un metro como
Drancunculus.
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Son tipicamente gonocdricos (sexos separados) y, especialmente en las formas parasitas, con
acusado dimorfismo sexual, que se manifiesta tanto en las dimensiones como por la presencia de
estructuras particulares situados en la extremidad posterior del cuerpo.

Su desplazamiento obedece al comportamiento del tejido conectivo fluido y esqueleto hidrostatico,
la musculatura somaticay la pared del resto del cuerpo forman una cavidad llena de liquido el tejido
conectivo fluido. Su funcién depende de la cantidad de liquido no compresible que haya encerrado,
de la habilidad de las contracciones musculares para ejercer presion sobre el liquido, y de la
transmisién de la presién en todas direcciones en el fluido como resultado de su incomprensibilidad.
Mientras los musculos de las regiones dorsal y ventral se contraen, comprimen a la cuticula de ese
lado, y la fuerza de la contraccion es transmitida (por el fluido del CTC) al otro lado del nematodo,
estirando la cuticula del lado opuesto. La compresion y el estiramiento de la cuticula sirven para
antagonizar al musculo, y son las fuerzas que retornan al cuerpo a la posicién de reposo cuando los
musculos se relajan. La alternancia de la contraccidn y de la relajacién en los musculos ventrales y
longitudinales llevan al cuerpo a una serie de curvas dando lugar al movimiento caracteristico de los
nematodos (Simdén y Simdn, 1999).

En la mayoria de los nematodos, el sistema digestivo es completo, poseen boca intestino y ano, en
algunos mermitidos y filarias el ano estd obliterado. La boca es circular y estd rodeada de un maximo
de seis labios. Presentan una cavidad bucal entre la boca y el esd6fago, que en algunas especies
puede estar recubierta de una gruesa pared y formar la capsula bucal, el alimento (sangre, tejidos,
células, contenidos intestinales, etc.) ingresa por la boca y se dirige a una zona muscular conocida
como el eséfago o faringe, que succiona el alimento y lo introduce al intestino. El lumen del es6fago
es triradiado. Algunas especies presentan glandulas en el es6fago que secretan sustancias digestivas
o anticoagulantes. El eséfago es un caracter taxondmico muy importante en los niveles superiores
de la clasificacidon. En la clase Enoplea el eséfago tiene mas de cinco glandulas, en el eséfago
especializado de Trichuridae y Mermithidae la porcién anterior presenta una pared delgada, y luego
un tubo muscular rodeado de una columna de células glandulares denominadas esticocitos, cuyo
conjunto forma la estructura conocida como esticosoma. El intestino es simple, presenta forma de
tubo y se extiende desde la boca hasta el proctodeo, estd construido por una Unica capa de células
intestinales. En los machos termina en una cloaca junto con los elementos del sistema reproductor.
En las hembras termina en el ano. La regiéon comprendida entre la cloaca y el extremo posterior en
los machos y entre el ano y el extremo posterior en las hembras recibe el nombre de cola o cauda.

Los machos poseen testiculos que pueden encontrarse en pares o no. Son telogdnicos, las células
germinales se encuentran en el extremo terminal de la génada. Al testiculo le sigue una vesicula
seminal, de ésta sale un vaso deferente, que se divide en una regién glandular anterior y en una
regidon muscular posterior, el ducto eyaculador abre en una cloaca. Algunas especies tienen un par
de glandulas de cemento cerca del ducto eyaculador que secretan un material duro que utilizan
para tapar a la vulva después de la copula. Los espermatozoides carecen de flagelos. En la mayoria
de las especies existen dos (a veces una) espiculas, una suerte de varillas quitinizadas simples o
complejas, que nacen en una vaina espicular anexa a la cloaca y son protusibles al exterior y
retrdctiles por la accidn de un musculo localizado en la base de esta vaina. La funcidn de las espiculas
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es de mantener abierto el orificio genital de la hembra durante la cépula y formar una especie de
canal conductor del esperma para asegurar la fertilizacién, ya que no existen érganos copuladores
propiamente dichos (Simdn y Simdn, 1999).

En las hembras el nimero de ovarios puede variar de 1 a 6. Estos pueden ser telogdnicos u
hologdnicos, en este Ultimo caso las células germinales proliferan a lo largo de toda la génada. Los
ovocitos se originan en el ovario y luego contindan por el oviducto, en la zona proximal de éste se
distingue una espermateca, almacenadora de espermatozoides. El nimero de ovarios puede variar
de 1 a 6 y estos pueden ser telogdnicos u hologdnicos, en este ultimo caso las células germinales
proliferan a lo largo de toda la gdnada. Los ovocitos se originan en el ovario y luego contintdan por
el oviducto, en la zona proximal de éste se distingue una espermateca, almacenadora de
espermatozoides. Cuando los oocitos entran al oviducto (espermateca) se produce la fecundaciény
la formacion de la cascara de del huevo. El oviducto es continuo con el Utero, cuya pared tiene fibras
musculares. El extremo distal del Utero posee una musculatura mas desarrollada y se lo denomina
oviyector, a éste le sigue la vagina que se abre al exterior en la vulva. Esta puede localizarse en el
extremo anterior, en la regién ecuatorial o cerca del ano dependiendo de las especies (nunca se
abre posteriormente al ano). Los huevos son expulsados al exterior por accién muscular del
oviyector y de la vulva (figura 21).
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Figura 21. Esquema de un nematodo hembra

La cuticula del huevo consta de tres capas: una capa vitelina, normalmente no visible al microscopio
Optico y formada por la antigua membrana plasmatica del ovocito; una capa quitinosa que se forma
entre la capa vitelina y el citoplasma retraido, y una capa lipidica, mas interna, formada por la
extrusion y fusion del contenido de glébulos lipidicos que se hallan en el citoplasma y migran a la
periferia del mismo durante la embriogénesis. La capa quitinosa tiene una proporcién de quitina
muy variable segun las especies y también contiene proteinas. Su funcidn es probablemente
estructural o de soporte. La capa lipidica evita la desecacién y la penetracion de sustancias polares.
En algunas especies (e]j. Ascaris) existe una cuarta capa, externa, la capa proteinacea que consiste
en un complejo de proteina mas mucopolisacdridos acidos, y es aportada por secreciones de células
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del Utero. Algunos huevos poseen un opérculo, un drea especializada de la pared por donde emerge
el juvenil. En los huevos de los Oxyuridos hay un opérculo, en los de los Trichuridos, dos.

Posteriormente el huevo eclosiona y emerge las larvas que durante su desarrollo sufre cuatro
mudas de su cuticula. Los estadios sucesivos se denominan larvas Ly a larvas Ls y el 52 estadio es el
de adulto. En muchos nematodos parasitos existe una adaptacidon comun: una detencién en algun
punto de su desarrollo, que les permite sobrevivir en condiciones adversas hasta encontrar el
siguiente hospedador. Este fendmeno se denomina hipobiosis. Es muy comun que los Ls; de varias
especies detengan su desarrollo de esta manera, permaneciendo dentro de la cuticula del L, y
exhibiendo ciertos comportamientos que facilitaran el acceso al siguiente hospedador. Los L; de
Haemonchus o Trichostrongylus, pardsitos de rumiantes, que migran a la vegetacidon para ser
consumidos mas facilmente por aquéllos (Simdn y Simén, 1999).

2.2.1.2. Descripcion del género Haemonchus

La descripcion taxondmica de Haemonchus spp. es la siguiente:

Reino: Animalia
Filo: Nematoda
Clase: Secernentea
Orden: Strongylida
Superfamilia: Trichonstrongyloidea
Familia: Trichostrongylidae
Género: Haemonchus
Especie: contortus

placei

El género Haemonchus aparentemente se origind en Africa, donde hubo una colonizacién vy
diversificacion inicial en antilopes, posteriormente, estas cepas incipientes colonizaron y se
desarrollaron en otros rumiantes de vida salvaje, con el paso del tiempo y la domesticacién de
algunas especies estas cepas colonizaron a los rumiantes domésticos, mas tarde con las migraciones
humanas este género se propago a otros continentes colonizando a los rumiantes alrededor del
mundo (Hober et al., 2004).

Haemonchus contortus y Haemonchus placei son nematodos gastrointestinales que infectan a
bovinos, ovinos, caprinos y a otros rumiantes practicamente en todo el mundo, sobre todo en
regiones cdlidas y humedas. Son los parasitos intestinales mas frecuentes y dafinos de los hatos
ganaderos, principalmente para los ovinos, en ocasiones, sobre todo cuando se tiene rebanos en
pastoreo, se presentan con otros gusanos intestinales provocando infecciones mixtas (Cooperia
spp., Ostertagia spp., Trichostrongylus spp.) la enfermedad causada por las infecciones con estos
nematodos se denomina hemonquiasis, hemoncosis o haemonchosis (Angulo, et al., 2007).
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Los nematodos en su fase adulta se localizan en el abomaso, son de color rojizoy midende 1a 3 cm
de longitud. En las hembras los ovarios son de color blanco enrollados en forma de espiral alrededor
del intestino, el cual estd lleno de sangre lo que le da el estriado caracteristico de las hembras (figura
22). La cavidad bucal tiene una lanceta dorsal que sirve para perforar la mucosa géstrica y succionar
la sangre. La bolsa copuladora de los machos tiene un Iébulo dorsal asimétrico y las espiculas
terminan en forma de espoldn, en las hembras normalmente la vulva esta cubierta por la solapa
bulbar (Jacquiet, et al., 1997).

Figura 22. Estriado caracteristico de las hembras de Haemonchus contortus

Generalmente las hembras son mas grandes (1850 um) que los machos (1350 um). las hembras son
extremadamente prolificas ovopositando hasta 5000 huevos/hembra/dia (Le Jambre. 1995)

Como la mayoria de los nematodos gastrointestinales, el Haemonchus tiene un ciclo de vida directo
(Figura 23) con una fase exdgena y una enddgena. La fase exdégena comprende el desarrollo del
huevo hasta el estadio Lsy la fase enddgena abarca desde la ingesta de la Ls hasta el desarrollo del
parasito adulto, la cépula y la produccién de huevos. El desarrollo de la fase exdgena, ocurre en las
praderas donde, dependiendo de las condiciones medioambientales (humedad y temperatura)
puede durar de 4 a 8 dias. El hospedero adquiere la infeccidn al ingerir la Ls directamente del pasto.
Esta fase comprende desde la eliminacién de los huevos a través de las heces, hasta el desarrollo
del estadio infectante L; pasando por el desarrollo de L1y L,. Los estadios L; y L, se alimentan de
bacterias y detritus de las heces, para después transformarse en Lsla cual se encuentra cubierta por
la cuticula despendida de la L, por lo tanto este estadio no puede alimentarse y depende Unicamente
de las reservas energéticas para su supervivencia (Angulo, 2007; Onyiah y Arslan. 2005).
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Figura 23. Ciclo Bioldgico de Haemonchus contortus

Son varios los factores que influyen en el desarrollo de la enfermedad, entre los mds importantes
es el grado de virulencia del parasito y la respuesta del hospedero ante la enfermedad. Debido a
gue es un endoparasito hematéfago, provoca lesiones en la mucosa gastrica y hemorragias internas
ademas de alterar los pardmetros sanguineos al disminuir considerablemente el volumen celular
aglomerado (VCA) y disminuye su capacidad para absorber a nivel intestinal los nutrientes
necesarios para su 6ptimo desarrollo del hospedero. Un parasito adulto puede ingerir hasta 0.05 ml
de sangre por dia causando una notable pérdida de sangre (anemia) ademas de una baja en el VCA
ya que ademads de alimentarse de sangre el parasito libera un anticoagulante en la herida lo que
agrava los sintomas (Williamson et al., 2003). Los dafios provocados en la mucosa por las larvas y
los adultos provocan inflamacién de la mucosa gastrica (gastritis) y ulceracién de la pared estomacal.
En infecciones crénicas también provocan higado graso, hipoproteinemia y emaciacion. En
infecciones agudas puede ocasionar muertes repentinas sobre todo en corderos y cabritos jovenes,
también provoca edema abdominal, tordcico y submandibular (cuello de botella), anemia por
deficiencia de hierro, caida progresiva de lana o pelo, falta de apetito, pérdida de peso y muerte
(Fox y Jacobs 1991; Rowe et al., 1988.).

En infecciones crénicas se ha encontrado una reduccién de las concentraciones de proteinas
plasmaticas debido a la pérdida de sangre y la gastritis hemorragica que sufre el hospedero,
ademas, la filtracion de proteinas al lumen gdstrico se produce como resultado de la alteracion de
las uniones intercelulares y el aumento de la pérdida de células epiteliales de la mucosa gastrica lo
que afecta su permeabilidad, el hospedero se ve forzado a incrementar la produccion de moco y
una mayor sintesis proteica por parte del sistema inmunitario en respuesta a esta pérdida de
proteinas. Ademas, muchos factores evitan que tales pérdidas de proteinas sean reemplazadas por
la alimentacion. Los animales infectados reducen la ingesta de alimentos debido a la anemia; la
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gastritis reduce el paso de alimentos a través del tracto gastrointestinal provocando el Sindrome
de mala digestion, esto conlleva inevitablemente a un aumento del valor del pH en el abomaso, lo
gue evita la sintesis de pepsina y reduce la absorcion de aminodcidos y péptidos.
Este aumento de pH en el abomaso proviene de una disminucion en la produccidn y excrecién de
acido clorhidrico por parte de las células parietales de la mucosa gdstrica, generadas por su
secrecion y / o excrecion. El nimero reducido de células parietales se debe a la lesion del tejido, la
infiltracidn celular causada por la presencia de etapas parasitarias o sus productos de secrecién-
excrecion liberados en el medio, y el reemplazo celular por células inmaduras no funcionales
(Schallig, 2000).

2.2.1.3. Descripcion del género Trichostrongylus

La descripcidn taxondmica de Trichostrongylus spp. es la siguiente:

Reino: Animalia
Filo: Nematoda
Clase: Secernentea
Orden: Strongylida
Superfamilia: Trichonstrongyloidea
Familia: Trichostrongylidae
Género: Trichostrongylus
Especie: colubriformis

axej

vitrinus

capricola

Trichostrongylus es un género de parasito nematodo gastrointestinal que afecta a numerosos
mamiferos y aves domésticas y salvajes en todo el mundo.

Las especies de mayor importancia veterinaria son:

Trichostrongylus colubriformis, vitrinus infectan a menudo al ganado bovino, ovino, caprino y otros
rumiantes casi siempre en infecciones mixtas con otros nematodos gastrointestinales (Ostertagia,
Cooperia, Haemonchus, etc.).

Trichostrongylus axei infecta a bovinos, ovinos, caprinos, porcinos y caballos en todo el mundo.

Trichostrongylus tenuis parasita a las aves en todo el mundo: gallinaceas, pavos, gansos, etc.

47



La localizacidn de Trichostrongylus en el hospedero depende de la especie tal como se muestra en
la tabla 1:

Trichostrongylus Ovinos, caprinos y  Intestino delgado
colubriformis bovinos
Trichostrongylinae  Trichostrongylus axei Ovinos, caprinos y Abomaso
bovinos
Cerdos y caballos estomago
Trichostrongylus Ovinos y caprinos Intestino delgado
vitrinus
Trichostrongylus Ovinos y caprinos
capricola

Tabla 1. Lugar de alojamiento en el hospedero del pardsito Trichostrongylus de acuerdo a la
especie

Descripcion de Trichostrongylus

Los adultos son esbeltos de color pardo rojizo y alcanzan 11 mm de longitud. Las espiculas de T.
colubriformis son iguales, las de T. axei y T. tenuis son de longitud diferente. La bursa de los machos
tiene lébulos laterales. Los huevos miden unas 40 x 80 micras.

Ciclo biolégico

Las especies de Trichostrongylus tienen un ciclo vital directo. Tras abandonar el hospedador a través
de las heces, los huevos eclosionan en el entorno y dan lugar a larvas infectivas entre 5 y 7 dias
dependiendo de las condiciones climatoldgicas, en climas frios la eclosion puede retardarse
considerablemente. Estas larvas infectivas pueden entrar en un estado de hipobiosis y sobrevivir
hasta 6 meses en los pastos, hasta que las condiciones medioambientales sean las dptimas para
poder ser ingeridas por el hospedador final al pastar, las larvas migran al intestino delgado y ahi se
alojan en las criptas de la mucosa y completan su desarrollo a adultos. El periodo de prepatencia es
de unas 3 semanas.

Al igual que otros parasitos gastrointestinales, el, Trichostrongylus dana la mucosa intestinal o
estomacal (en el caso de T. axei) de los hospedadores lo que puede provocar enteritis o gastritis,
diarrea o estrefimiento, debilitacion general y pérdida de apetito y peso que pueden ser agudos si
la infeccion es masiva y se desarrolla en un tiempo breve. Puede haber muerte repentina en
animales jovenes con altas cargas parasitarias (Simdn y Simén, 1999).

El diagndstico de las infecciones de Trichostrongylus spp. es dificil de determinar, pues se asemejan
mucho a otras especies préximas. Los sintomas clinicos mas comunes son diarrea (a veces mucosa,
liguida o sangrienta), estrefiimiento, debilitaciéon, inapetencia y a veces también anemia.

La deteccidon de huevos tipicos en las heces confirma el diagndstico. La identificacion de la especie
exige el examen post-mortem de los gusanos adultos.
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2.2.1.4. Descripcion del género Ostertagia

La descripcion taxondmica de Ostertagia spp. es la siguiente:

Reino: Animalia

Filo: Nematoda

Clase: Secernentea

Orden: Strongylida

Superfamilia: Trichonstrongyloidea

Familia: Trichostrongylidae

Género: Ostertagia

Especie: circumcincta
Ostertagi
trifurcata
occidentalis

La Ostertagia es un género de nematodos estrongilidos de la familia Trichostrongylidae. Son
nematodos atenuados que se encuentran en forma de quistes incrustados en las paredes del
abomaso de los rumiantes. El nematodo adulto tiene una coloracién parduzca y poseen un eséfago
claviforme. Los machos miden de 7 a 9 mm y tiene una bolsa copuladora en conjunto de |6bulos
dorsales y apicales y espiculas en forma de gancho trifurcado, ademas de un gobernaculo, las
hembras miden de 10 a 12 mm y poseen una vulva con pliegue (Simén y Simdn, 1999).

Los nematodos del género Ostertagia tienen la particularidad de actuar sobre las células funcionales
de las glandulas gastricas. Ingieren el contenido abomasal lo que conlleva a una baja en el nivel de
produccién de los animales ya que se ve afectado el metabolismo de las proteinas. Interfiere en la
conversion del pepsindgeno a pepsina y se pierde el efecto bacteriostatico ruminal. El mayor dafio
y gravedad de la ostertagiosis es en el momento en que la larva sale de la glandula fundica.

Su ciclo biolégico de la Ostertagia es directo, los huevecillos fértiles expulsados a través de las heces
del animal, se transforman en larva de primer estadio (L1), que madura y se desarrolla en larva de
segundo estadio (L;) y finalmente se desarrolla en larva de tercer grado o larva infectante (Ls). Estos
cambios pueden ocurrir entre 5 y 7 dias bajo condiciones adecuadas de temperatura y humedad. La
Ls puede migrar desde el estiércol al forraje dependiendo de las condiciones medio ambientales.
Una vez que la Lsha sido ingerida por el ganado, esta se transforma en Lsy Ls dentro de las glandulas
abomasales en aproximadamente 18 a 21 dias, al cabo del cual, el parasito adulto joven, emerge de
las glandulas hacia el lumen abomasal en donde puede entrar en un estado de hipobiosis o madura
hasta el estadio adulto (Simdén y Simdén, 1999).

En la ostertagiasis existen dos formas clinicas de la enfermedad que son la Tipo | y la Tipo Il ademds
de una presentacién subclinica.
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Tipo |: Esta forma clinica ocurre después de la ingestiéon de grandes cantidades de Ls. Los signos
clinicos ocurren aproximadamente tres semanas después de la ingestion de las Ls, las larvas se
introducen en las gldndulas estomacales y permanecen por 20 o 21 dias, alcanzando su estado
adulto y volviendo al lumen. Este tipo de infeccidon tiene una alta morbilidad (75%) y baja mortalidad
(0%). Los signos principales son anorexia, pérdida de peso, diarrea y mortalidad. Cominmente se ve
afectada una alta proporcion del hato.

Tipo Il: en este tipo de infeccidn, la larva permanece en el interior de la glandula fundica alrededor
de 3 meses, manteniéndose hipobidtica y saliendo sincronicamente con una gran cantidad de
pardsitos por lo que se genera un gran dafio a nivel de la mucosa gastrica. Puede haber diarrea
intermitente que coincide con la salida de grandes cantidades de larvas, anorexia, pérdida de peso,
hipoalbuminemia, anemia moderada y edema submandibular. Los signos clinicos generalmente se
presentan en un no mas del 10% del ganado. Esta presentacion es observada en ganado en pastoreo,
ganado estabulado y corrales de engorda y mds cominmente en ganado entre dos y cuatro afios de
edad. Por lo general este cuando se presenta en comienzos de la primavera y es de baja morbilidad
(30%) pero de alta mortalidad (20%) si no reciben tratamiento.

Enfermedad Subclinica: Se presenta en vaquillas de reemplazo, ganado en crianza en pastoreo en
donde la desparasitacion, ha demostrado un beneficio en términos de ganancia de peso,
porcentajes de concepcion en ganado de carne e incrementos en la produccién en ganado lechero
(Herd y Zajac, 1999).

2.2.1.5. Descripcion del género Cooperia

La descripcion taxondmica de Cooperia spp. es la siguiente:

Reino: Animalia
Filo: Nematoda
Clase: Secernentea
Orden: Strongylida
Superfamilia: Trichonstrongyloidea
Familia: Trichostrongylidae
Género: Cooperia
Especie: curticel

oncophora

punctata

La Cooperia es un género de nematodo estrogilido de la familia Trichostrongylidae. Miden de 5 a 8
mm alcanzando una longitud maxima de 10 mm, son de coloracién rojiza y poseen una vesicula
cefélicay en la cuticula posee numerosas estrias transversales con aristas longitudinales. Los machos
poseen una bolsa caudal desarrollada, ademas de espiculas cortas, gruesas y retorcidas (Figura 24).
Sus huevos tienen paredes paralelas y alcanzan un tamafio de 40 a 80 micras. Se localiza dentro del
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intestino delgado y en menor frecuencia en el abomaso, es hematéfago, forma ndédulos que
destruyen las glandulas que segregan acidos, dependiendo de la especie parasitan a bovinos, ovinos
y caprinos (Cordero del Campillo et al., 1990, Sumano y Ocampo, 2006).

Figura 24. Representacién morfoldgica del nematodo Cooperia spp

Al igual que otros nematodos su ciclo bioldgico de /la Cooperia es directo. Los huevos en las heces
eclosionan dentro de las 24 horas de su expulsién y en su fase exdgena, se desarrollan pasando por
los estadios Li, L, hasta su estadio infeccioso Ls, proceso que dura alrededor de 4 dias. Las larvas
infecciosas pueden sobrevivir entre 5 y 12 meses en el medio ambiente mediante el proceso de
hipobiosis. El hospedero final se infecta mediante el pastoreo. El periodo de prepatencia, antes de
alcanzar su madures sexual, es de 2 a 3 semanas, pero las larvas Lsinhibidas pueden permanecer en
el hospedero final hasta 5 meses antes de completar su desarrollo hasta la madurez sexual.

Las larvas Ly y los adultos penetran en la mucosa intestinal, especialmente en el duodeno, causando
dafios generales al tejido y a los vasos sanguineos. Los primeros sintomas clinicos aparecen al inicio
del verano sobre todo en forma de diarreas acuosas, verde oscuro o negras que evolucionan a
deshidratacién y pérdida de peso como consecuencia del escaso aprovechamiento de los nutrientes.
También puede darse hipoproteinemia. Otros sintomas tipicos son apatia, falta de apetito bajas
ganancias de peso y bajo o escaso rendimiento, infestaciones masivas pueden afectar gravemente
a animales jovenes que sufren de anemia (Cordero del Campillo et al., 1990).

2.2.1.6. Descripcion del género Nematodirus

La descripcion taxondmica de Nematodirus spp. es la siguiente:

Reino: Animalia
Filo: Nematoda
Clase: Secernentea
Orden: Strongylida
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Superfamilia:  Trichonstrongyloidea

Familia: Trichostrongylidae
Género: Nematodirus
Especie: spathiger
helvetianus
filicollis
battus

Estos nematodos del género Nematodirus son parasitosis gastrointestinales que afectan a los
bovinos, ovinos, caprinos, ademads de otros rumiantes alrededor del mundo, pero principalmente
en las regiones del clima templado, esta infeccidn por lo general estd acompafada con otros
nematodos gastrointestinales. La enfermedad causada por la infeccién de estos nematodos se le
conoce como nematodirosis (Cordero del Campillo y Rojo, 1999).

Los nematodos adultos de este género alcanzan entre 1y 2.5 cms de longitud, los machos son mas
pequefios que las hembras. El extremo distal del cuerpo de las hembras es mas grueso lo que hace
que visualmente la cabeza parezca hinchada. Los huevos son especialmente grandes alcanzan un
tamanfio de 90 X 200 micras, el doble de la mayoria de los gusanos estrongilidos.

Siendo también un nematodo, los nematodirus tienen un ciclo de vida directo, sin embargo, en esta
especie existe una diferencia en comparacion con los demas estrongilidos, ya que el desarrollo de
los estadios hasta la Ls (estadio en el que las larvas son infecciosas) tiene lugar dentro del huevo en
lugar de desarrollarse en el exterior. Esto ocurre entre 1 y 3 meses después de a oviposicion
dependiendo de las condiciones medio ambientales. Las L; tanto en el interior del huevo como
después de que emergen son muy resistentes a las condiciones climaticas adversas, puede
sobrevivir hasta mas de 10 meses, y son capaces de hibernar. También pueden completar el
desarrollo en el interior de los establos, donde las larvas pueden sobrevivir largos periodos de
tiempo. Una vez ingeridas por el hospedero final, el periodo de prepatencia es de 2 a 4 semanas.
Las larvas del estadio Ls de algunas especies pueden entrar en hipobiosis durante varios meses antes
de completar su desarrollo (Mufioz et al., 2003).

Aunqgue no es un nematodo tan agresivo como otros nematodos, los Nematodirus pueden ocasionar
notables efectos en la disminucién del crecimiento y pueden ocasionar muertes en infestaciones
masivas, sobre todo en animales jévenes, este género no es hematdfago, sin embargo, también
causan dafio en la mucosa intestinal llegando a atravesar la misma, la infeccién se complica cuando
se presentan casos mixtos con Haemonchus contortus. En infecciones masivas de Nematodirus
pueden causar enteritis, diarrea negra o verde oscura, hipoproteinemia, edema periférico
(mandibula de botella), pelo hirsuto, apatia, pedida de apetito y crecimiento reducido. El diagnostico
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se confirma mediante estudios coproparasitolégico mediante la identificacién de huevos en heces
tipicamente mayores que los de otros estrongilidos (figura 25), (Mufioz et al., 2003).

Figura 25. Huevo tipico de estrongilido (A) y huevo de

Nematodirus (B)

2.2.1.7. Descripcion del género Chabertia

La descripcidon taxondmica de Chabertia spp. es la siguiente:

Reino: Animalia

Filo: Nematoda

Clase: Chromadorea

Orden: Rhabditida

Superfamilia: Strongyloidea

Familia: Chabertiidae

Género: Chabertia Railliet & Henry, 1909
Especie: ovina

La Chabertia ovina es un nematodo que parasita el intestino de ovinos y caprinos en todo el mundo,
ocasionalmente también infecta a bovinos y muy raramente a porcinos.

La extremidad anterior del verme estd truncada oblicuamente y tiene la boca abierta
anteroventralmente. Presenta una débil concavidad cervical, precedida por una ligera
protuberancia de una vesicula cefalica. El macho mide de 13 a 14 mm de longitud mientras que las
hembras ligeramente mayores, miden entre 17 y 20 mm. Las espiculas miden de 1.3 a 1.7 mm de
largo. Sus huevos son ovoides y miden 90 X 50 micras. Los vermes se alojan en el intestino grueso
de los rumiantes provocando Chabertiosis epizodtica de graves consecuencias sobre todo cuando
se tienen altas cargas parasitarias (Cordero del Campillo y Rojo, 1999).

El ciclo bioldgico es directo con una fase pre-parasitaria similar a los Trichostrongylus.
Después de su ingestion por el huésped, las larvas Ls desenvainan en el intestino delgado, penetran
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la mucosa y mudan a L. Entonces migran, congregandose en el ciego, mudando a adultos inmaduros
(Ls) y pasando al colon para madurar. El periodo prepatente es aproximadamente de 6 semanas.
Los efectos patdgenos son causados por adultos que se pegan a la mucosa y atraen una porcion de
mucosa dentro su capsula bucal que entonces es digerida. Esto provoca un drea de ulceracion de la
mucosa y hemorragia local con pérdida de proteinas del intestino En infecciones graves, los efectos
de 200 a 300 lombrices adultas provocan un colon edematoso y engrosado con areas locales
hemorragicas donde se instalaron estas lombrices. Algunos autores indican que larvas y adultos
inmaduros son hematdfilos. Tiene habitos hematdfagos lo que provoca anemia en los hospederos,
la anemia se agrava debido a que el parasito secreta venenos hemoliticos. Los parasitos se adhieren
a la mucosa intestinal mediante sus ganchos bucales causando multiples heridas que son la puerta
de entrada a numerosas bacterias causando infecciones secundarias lo que debilita
considerablemente a los hospederos. Altas cargas parasitarias provocan diarreas crdnicas, el
enflaguecimiento progresivo, la anemia severa y finalmente la caquexia (Heinz. 2016).

2.2.1.8. Descripcion del género Oesophagostomum

Oesophagostomum es un nematodo que parasita a bovinos, ovinos y caprinos ademds de porcinos
en todo el mundo, sin embargo, es mas frecuente en regiones cdlidas y humedas tropicales y
subtropicales.

Estos helmintos provocan infecciones denominadas Oesophagostomiasis o esofagostomiasis, las
principales especies son:

e QOesophagostomum brevicaudum, parasita a los porcinos sobre todo en América del Norte.

e Qesophagostomum columbianum, parasita a ovinos y caprinos en todo el mundo.

e QOesophagostomum dentatum, parasita a porcinos domésticos y salvajes en todo el mundo.

e Oesophagostomum multifoliatum, parasita a ovinos y caprinos en Africa del este y oeste.

e QOesophagostomum radiatum, parasita principalmente a bovinos, pero también infecta a
ovinos, caprinos y rumiantes salvajes en todo el mundo.

El érgano predilecto de los adultos es el intestino grueso (colon); las larvas se encuentran en nédulos
entre el estdmago y el intestino grueso. Los gusanos adultos alcanzan entre 15 y 20 mm de longitud,
aunque las hembras tienen mayores dimensiones. Poseen una gran vesicula cefalica.

Su ciclo bioldgico es directo. Los huevos son excretados a través de las heces y una vez fuera del
hospedero, los huevos eclosionan a larvas estadio 1 (L1), las cuales se desarrollan rapidamente en el
transcurso de una semana para convertirse en Ls (larvas infectivas).

Una vez ingeridas a través del pastoreo, las larvas penetran en la pared intestinal y forman nddulos
en cualquier lugar entre el intestino delgado y el intestino grueso. Posteriormente abandonan los
nddulos y emigran al colon donde completan el desarrollo a adultos y se reproducen. El periodo de
prepatencia es de 5 a 6 semanas. Los huevos son sensibles a la sequedad y a las temperaturas bajas
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o altas, pero pueden sobrevivir hasta 3 meses en el pasto en condiciones adecuadas de humedad y
temperatura (Nwosu et al., 2012).

El Oesophagostomum radiatum es muy nocivo para los bovinos, sobre todo para los animales
jovenes menores de 2 anos para los que una infeccién masiva puede ser fatal, lo mismo que para
los corderos con el Oesophagostomum columbianum. Las larvas infectivas perforan la pared
intestinal del hospedero el cual responde produciendo nédulos del tamafio de un guisante. Esto trae
como consecuencia una notable disminucion en la capacidad de absorcién de nutrientes y liquidos
los que desencadena en diarreas. En ocasiones, los nddulos revientan al interior de la cavidad
abdominal provocando infecciones bacterianas mortales. Las infecciones agudas causan fiebre,
pérdida de apetito y de peso, fuertes diarreas acuosas con presencia de mucosa, de color verde
oscura o negra. Las infecciones crénicas producen anemia y edema, ademds de diarrea, lo que
resulta en un debilitamiento notable de animales (Cordero del Campillo y Rojo, 1999).

2.2.1.9. Fase de vida libre

Los nematodos son los organismos mas numerosos dentro del reino Metazoa. Algunos de ellos son
pardsitos de insectos, plantas o animales, incluyendo humanos. Las especies de vida libre son
abundantes en ambientes acudticos, ya sea aguas dulces o saladas, y suelos. Los nematodos son
estructuralmente simples, su tracto digestivo va desde la boca en la parte anterior y finaliza en la
posterior cerca de la cola, siendo caracterizado como un tubo dentro de un tubo. Los nematodos
encontrados en sistemas de agua potable alcanzan un tamaiio de 0.1 a 0.6 mm. Alrededor de 20
ordenes diferentes han sido distinguidas dentro del Phylum Nematoda. Cuatro de estos érdenes
(Rhabditida, Tylenchida, Aphelenchida y Dorylaimida) son particularmente frecuentes en el suelo.
Los nematodos de vida libre no patogénicos que han sido encontrados en aguas potables incluyen
Cheilobus, Diplogaster, Tobrilus, Aphelenchus Rhabditis. Gran numero de nematodos son
normalmente encontrados en pozos y en sistemas de tuberias de agua potable, sobre todo huevos
o larvas infectivas de especies pardsitas a humanos (Ascaris, Trichuris, Ancylostoma, Necator y
Strongyloides) y la mayoria de especies de nematodos no patdégenas por lo general, no estan
presentes en aguas subterrdneas protegidas o son generalmente removidas durante los procesos
de tratamiento. En algunas circunstancias, cuando el agua contiene un alto nutriente o contenido
organico y la temperatura ambiente es apropiada, podria ser posible que los nematodos de vida
libre puedan alimentarse del crecimiento microbiano del biofilm (o biopelicula) o del limo en
procesos de tratamiento o en las tuberias de agua y asi multiplicarse dentro del sistema. Esto es
particularmente cierto si las fuentes de aguas no han sido adecuadamente protegidas, los sistemas
de tratamiento no son adecuados o no operan o se mantienen adecuadamente, el sistema de
distribucidn tiene escapes o existen algunas areas estancadas o “zonas muertas” en el mismo. Por
lo que seria factible de asumir que si un gran nimero de nematodos (vivos o muertos) son
detectados en el agua de consumo, existe un problema que necesitaria ser resuelto, sin
forzosamente implique un riesgo directo para la salud.
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La presencia de nematodos de vida libre en el agua potable no necesariamente indica una amenaza
directa a la salud. Sin embargo, la presencia de nematodos de vida libre en los sistemas de agua
potable reduce su aceptabilidad al consumidor. Esto ha sugerido que los nematodos de vida libre
podrian ser portadores de bacterias patdgenas en su intestino. Tales bacterias serian protegidas de
la desinfeccién por cloro y, por ende, presentar un riesgo para la salud. Las bacterias de la familia
Enterobacteriaceae han sido aisladas de la microflora intestinal de los nematodos colectados de un
suministro de agua tratada y de la fuente de abasto de agua de ésta. Sin embargo, ellos fueron de
un género no patogénico. Ademads, algunos patdgenos oportunistas tales como Nocardia y
Mycobacterium podrian ser transportados en el intestino de los nematodos de vida libre. No existe
ninguna razén para suponer que los patégenos serian favorecidos selectivamente. Los
microorganismos presentes en el intestino de los nematodos de vida libre son mucho mas similares
a aquellos presentes en los sedimentos y biopeliculas donde ellos se alimentan. En algunos casos,
las larvas moviles de patdgenos tales como las de los gusanos redondos (Necator americanus y
Ancylostoma duodenale) y gusanos intestinales (Strongyloides stercoralis) son capaces de moverse
a través de filtros de arena y quizas ser introducidos durante la distribucion del agua de consumo
como resultado de una contaminacién fecal. También existen algunas especies de nematodos que
tedricamente pueden infectar a humanos a través de la ingestién de agua contaminada, sin
embargo, tal fuente de infeccién es dificil de probar, Dracunculus medinensis es un nematodo
parasito que puede estar los sistemas de agua potable.

2.2.2. Trematodos y Cestodos
2.2.2.1. Caracteristicas generales de la clase Trematodos y cestodos

Los trematodos son metazoos triblasticos, acelomados, protéstomos y con simetria bilateral. Son
endopardsitos cuyos hospederos intermediarios son casi siempre invertebrados (sobre todo
moluscos) y cuyo huésped definitivo son vertebrados.

Estos endoparasitos tienen cuerpo sin segmentar en forma de hoja, poseen dos ventosas una oral y
una ventral que son érganos de fijacidn, tienen un tubo digestivo poco desarrollado, con una cavidad
bucal rodeada por la ventosa oral, una faringe, un corto eséfago y dos ciegos intestinales que
pueden ser ramificados o no dependiendo de la especie. No poseen un aparato circulatorio ni
respiratorio. Su sistema excretor es protonefridial, la mayoria son hermafroditas, pero con
fecundacién cruzada; la autofecundacion es rara. Los miembros del género Schistosoma
(esquistosomas) tiene sexos separados.

El aparato genital masculino consta de dos testiculos en donde se producen los espermatozoides.
De ellos salen dos conductos eferentes que se unen en un conducto deferente que desemboca en
una vesicula seminal, que actia como reservorio de espermatozoides. De alli, los espermatozoides
pasan al cirro u érgano copulador que esta alojado en la bolsa del cirro, la cual encierra también a
la vesicula seminal y a las glandulas prostaticas. El cirro y la vesicula seminal faltan en algunos grupos
(Cordero del Campillo y Rojo, 1999).
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El aparato genital femenino estd formado por un ovario donde se producen los évulos, que son
conducidos por el oviducto a una cavidad, el ootipo, donde se forma la cubierta del huevo. En
algunos grupos existe un corto canal que parte del ootipo, denominado canal de Laurer; se trata de
una vagina vestigial que ha perdido su funcidn a lo largo del proceso evolutivo. En algunos grupos
existe un diverticulo que funciona como receptaculo seminal, donde se almacenan los
espermatozoides hasta el momento de la fecundacién. En el ootipo también desembocan los
conductos vitelégenos procedentes de las glandulas vitelégenas que producen las sustancias de
reserva del futuro huevo, asi como el material que va a formar la cubierta del mismo. Rodeando el
ootipo, existen una serie de células glandulares, denominadas glandulas de Mehlis, que participan
con sus secreciones en la elaboracién del huevo. Por otra parte, del ootipo sale el Utero que es un
largo conducto durante cuyo recorrido maduran los huevos. Los huevos maduros salen por el
gonoporo, que es el mismo orificio por donde se evagina el cirro (Garcia et al., 2009) (figura 26).
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Figura 26. Esquema general de un trematodo adulto

Los Cestodos (tenias) son metazoos triblasticos, acelomados, protéstomos y con simetria bilateral.
Son parasitos intestinales de Vertebrados.

En las tenias tipicas (orden Ciclofilideos) el cuerpo es largo, aplanado, anillado y blanquecino. En él
se diferencian tres regiones (Figura 27):

e Escodlex: parte anterior del cuerpo, con elementos de fijacidn (ventosas, ganchos, etc.)
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e Cuello: regidn situada a continuacién del escélex. Parte proliferativa sin segmentar que
produce, en sentido posterior, los anillos, y
e Estrébilo: resto del cuerpo que comprende el conjunto de anillos o proglétides.

- cuello
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Figura 27. Morfologia general de una tenia: (A) Esquema general con las regiones caracteristicas,
(B) Detalle de esco

ex y (C) Detalle de las proglétides maduras

Los cestodos estan especializados para la vida parasitaria, ya que, su sistema digestivo se ha perdido,
pues solo tienen que tomar lo que necesitan de los intestinos del anfitridn por transporte pasivo o
activo de sus pieles, al no competir o preocuparse por depredadores, pueden invertir la mayor parte
de la energia y biomasa que capturan a generar propagulos.

Como todos los platelmintos, los cestodos son hermafroditas y practican fertilizacion mutua cuando
es posible encontrar companeros sexuales. Sin embargo, muchos cestodos tipicos, llamados
formalmente como los eucestodos son conocidos por autofertilizarse, por algo los llaman
comunmente como “solitarias”. En general los cestodos poseen un sistema reproductor simple,
pero los eucestodos poseen sistemas reproductores completos en cada uno de sus proglétidos.
Existe gran variabilidad en los detalles de estos sistemas, sin embargo, se puede generalizar un
sistema masculino y uno femenino de un eucestodo como las tenias (Garcia et al., 2011).

Los testiculos son numerosos, algunos se encuentran disgregados en el mesenquima, pero la
mayoria se encuentran concentrados a lo largo de los margenes laterales. Tubos colectores
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transportan el material reproductivo desde los testiculos a un tubo espermatico comun que se
extiende lateralmente y se denomina vesicula seminal, hasta llegar a un cirro almacenado en un
saco cirrético. El sistema masculino abre en una cavidad genital comun llamada atrio.

El sistema reproductor femenino usualmente incluye dos ovarios desde los cuales se extiende un
oviducto hasta el ootipo rodeado por las glandulas generadoras de la cascara. El receptaculo seminal
es un saco ramificado y ciego que se extiende desde el ootipo. El canal se extiende desde el
gonoporo femenino en el atrio genital hasta el oviducto. Su unién con el oviducto es cercana y
funciona como un receptaculo seminal. La porcidn del conducto cerca al atrio genital se denomina
vagina. Una glandula vitelina difusa segrega el vitelio a través de un conducto vitelino en el oviducto.

Durante la fertilizacién el cirro de cada conjugante es insertado en la vagina de su compafiero.
Muchos cestodos se doblan de manera que dos proglétidos del mismo individuo multiple puedan
fertilizarse. En algunas especies la autofertilizacion cruzada ocurre en un solo proglétido. El esperma
es inyectado en el conducto vaginal y almacenado en el receptaculo seminal. Los huevos son
fertilizados a medida que se mueven desde los ovarios hasta el ootipo. El material capsular y el
vitelio se depositan alrededor del cigoto, y los cigotos se mueven al interior del Utero para un
almacenamiento temporal.

El sistema reproductivo maduro se hace funcional a medida que el proglétido se aleja del escélex.
Los proglétidos que han realizado la fertilizacién mas de una vez se hacen mas grandes a medida
que producen mas huevos que hace que sus tejidos se expandan. Los proglétidos se rompen
eventualmente y se pierden del anfitrion por las heces, aunque en algunos casos, los proglétidos
liberan embriones al interior de los anfitriones y son transportados por las heces. La gran mayoria
de cestodos viven al interior del sistema digestivo de anfitriones vertebrados y usualmente
requieren uno o mas anfitriones intermediarios para completar sus complejos ciclos de vida, aunque
al igual que con Toxoplasma, generalmente se aprovecha la relacidon depredador-presa como
vehiculo determinista de infeccion (Garcia et al., 2011).

2.2.2.2. Descripcion del género Dicrocoelium

Dicrocoelium dendriticum mide de 5 a 10 mm y vive en los conductos biliares del ganado vacuno y
ovino de todo el mundo. El adulto puede vivir hasta 6 afios dentro del hospedero, ocasionalmente
se ha encontrado parasitando al ser humano.

El ciclo vital (figura 28) es peculiar y en él intervienen un caracol terrestre que es el 1" hospedero
intermediario por lo regular de los géneros Nebrina o Delicilla, y una hormiga el 2% hospedero
intermediario, existen alrededor de 17 especies de hormigas hospedadoras, la mas representativa
es la Formica fusca en el continente americano.
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Figura 28. Ciclo bioldgico de Dicrocoelium dendriticum

Los huevos operculados completamente embrionados con una dimensién de 40X25 pum son
expulsados con las heces del hospedero, el primer huésped intermediario (los caracoles de tierra),
ingieren los huevos, que eclosionan una vez en los intestinos y se convierten en miracidios. Estos
miracidios migran al higado donde se vuelven esporoquistes. Los esporocistos luego migran a la
glandula digestiva, donde se producen esporoquistes hijas. Los esporoquistes a su vez producen
cercarias, que migran a la cdmara respiratoria del caracol. En un mecanismo de defensa, el caracol
forma una bola de limo alrededor de los parasitos, bloquedndolos (Garcia et. al. 2011).

Los caracoles arrojan los pardsitos al toser las bolas de baba. Los segundos huéspedes
intermediarios (las hormigas), ingieren las bolas de baba que dejan los caracoles. Una vez dentro de
la hormiga, las cercarias se convierten en metacercarias en el hemocoel de la hormiga. A partir de
ahi, las metacercarias migran a través del cuerpo hasta los nervios que controlan la mandibula. Solo
una metacercaria permanece en el nervio mientras que el resto regresa al abdomen y se enquista.
La metacercaria que queda en el nervio controla el funcionamiento de la mandibula de la hormiga,
lo que la obliga a exhibir un comportamiento poco caracteristico. A medida que la temperatura baja
por la noche, en lugar de regresar a la colonia, las hormigas infectadas ascienden hacia la parte
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superior de los pastos y hierbas, donde se sujetan a la punta del pasto para aumentar la probabilidad
de ingestion por parte de un rumiante en pastoreo. Si la noche pasa sin ingestidn, la hormiga volvera
al suelo y se reunird con la colonia para evadir la exposicién a la luz solar y al calor, lo que puede
matar a las metacercarias. La hormiga repetira este ciclo hasta que se ingiera.

Una vez ingerido por el huésped definitivo, las metacercarias excretan en el intestino delgado.
Las metacercarias migran al arbol biliar, donde maduran hasta convertirse en adultos y producen
Ovulos y se repite el ciclo. (Zimmer, 2000).

Los humanos solo pueden infectarse por la ingestién accidental de una hormiga infectada. Sin
embargo, una vez infectados, también pueden servir como huéspedes definitivos. Debido a que los
cuerpos de estos parasitos son largos y angostos, las infecciones generalmente se confinan a las
partes mas distales de los conductos biliares. Como resultado, la mayoria de las infecciones por D.
dendriticum en el sistema renal solo producen sintomas leves, estos sintomas pueden incluir célicos
biliares y trastornos digestivos generales, incluyendo hinchazén y diarrea. Sin embargo, en
infecciones mas severas, los conductos biliares y el epitelio biliar pueden inflamarse, ademas de la
generacion de tejido fibroso que rodea los conductos, y como resultado, puede producirse
hepatomegalia e inflamacion del higado (cirrosis) (Jack et al., 2004).

2.2.2.3. Descripcion del género Fasciola

La descripcion taxondmica de Fasciola hepatica es la siguiente:

Reino: Animalia

Filo: Platyhelminthes

Clase: Trematoda

Orden: Echinostomida

Familia: Fasciolidae

Género: Fasciola

Especie: F. hepatica (Linnaeus, 1758)

La Fasciola hepatica es un platelminto trematodo de la subclase Digenea, caracterizado por su forma
lanceolada, con dos ventosas, una bucal y otra ventral, y un ciclo biolégico digeneo (dos
generaciones) en dos hospederos: un molusco gasterépodo anfibio del género Lymnaea spp. como
hospedero intermediario y un mamifero como hospedero definitivo. Es un parasito con distribucion
cosmopolita que parasita los canales biliares y la vesicula biliar de herbivoros y omnivoros, incluido
el ser humano, es el agente causal de una de las parasitosis mas difundidas del ganado, la fascioliasis
o fasciolosis, que es considerada como una de las enfermedades parasitarias mas importantes del
mundo de los rumiantes domésticos.

Los adultos de esta especie son gusanos planos, sin segmentos, carnoso, que mide de 2 a 3.5 cm de
largo por 1 a 1.5 cm de ancho. Es de color blanquecino y posee tonalidades que van desde el cenizo
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hasta coloraciones parduzcas. La porcidn anterior o cefalica presenta una ventosa bucal que mide 1
mm aproximadamente y otra de mayor tamafio en la zona ventral, de aproximadamente 1.6 mm.

La superficie del tugumento es muy plegada e invaginada, mostrando numerosas espinas que le
ayudan a aumentar la superficie para la absorcion e intercambio molecular entre el tegumento y el
hospedero definitivo. El aparato digestivo de la Fasciola hepatica es incompleto, formado por una
cavidad bucal pequefia que se continua por una faringe, eséfago que se bifurca formando dos ramas
laterales, las cuales se dirigen hacia la porcion posterior del cuerpo del gusano para terminar en
ciegos intestinales (Cordero del Campillo y Rojo, 1999).

Es hermafrodita, el Utero es corto y los diversos componentes del huevo se juntan en el segmento
proximal del Utero; las células vitelinas son abundantes, en forma de racimos de uvas y distribuidas
por todas las porciones laterales; de ellas se desprenden granulos vitelégenos. El ovario se
encuentra situado a la derecha de la linea media, en una posicién anterior con respecto a los dos
testiculos, uno detras del otro, muy ramificados y situados en los dos tercios anteriores del cuerpo
(figura 29).
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Figura 29. Estructura morfoldgica de Fasciola hepatica

El ciclo bioldgico de este parasito presenta cuatro fases:

e Fase de embriogonia: Inicia desde que sale el huevo al medio, madura y desarrolla, hasta
formarse el miracidium.

e Fase de partenogenia: Es todo el desarrollo que el parasito realiza dentro del caracol hasta
que sale la cercaria.
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e Fase de cistogonia: Inicia desde que sale la cercaria hasta que se enquista.
e Fase de maritogonia: Desde que el quiste es ingerido por el hospedador definitivo hasta que
termina su desarrollo y comienza a producir huevos.

Una Fasciola adulta puede poner un promedio de 3 500 huevos al dia (Cordero del Campillo et. al.,
1990). Su ciclo bioldgico (figura 30) comienza cuando los huevos son expulsados junto con las heces
fecales del hospedador definitivo. Los huevos de la Fasciola son relativamente grandes y presentan
una coloracién dorado-amarillenta caracteristica. Los huevos de Fasciola hepatica son influenciados
por la temperatura, humedad, el diéxido de carbono (CO2) y el oxigeno (02) para lograr su eclosion,
después de un periodo de incubacién que puede durar entre los 9 y 15 dias (si las condiciones son
favorables), o hasta 90 o mas dias. Durante la incubacidon se produce en el interior del huevo
numerosas divisiones celulares hasta la formacién de un embriéon movil, ciliado, llamado miracidio
el cual es un excelente nadador y en las 24 horas posteriores a su salida del huevo debe encontrar
el hospedador intermediario (caracol), o si no morir3; si no hay suficiente agua el ciclo puede quedar
interrumpido. Seguidamente el miracidio penetra dentro del hospedador intermediario, a la vez que
entran van perdiendo los cilios hasta formar una masa redondeada llamada esporocisto, estos
ultimos tienen la propiedad que a partir de sus membranas internas forman las llamadas redias (1-
3 mm). Las primeras se nombran redias hijas y dan lugar a otras generaciones hasta llegar a las
redias nietas y asi sucesivamente (multiplicacidon asexual). De un miracidio se pueden originar 600
cercarias, todas estas estan dentro del caracol. Luego las cercarias salen del caracol, se ha
demostrado que la temperatura ambiente modula el tiempo transcurrido entre la infestacion de los
caracoles y la salida de las cercarias, de esta manera cuando la temperatura es baja (6-8 grados C)
dicho periodo es de 67-69 dias y a temperaturas mas altas (20 grados C) es de 48-50 dias. En un
plazo de 1-2 horas las cercarias deben fijarse a alguna superficie lisa (hierbas, piedras), que son
consideradas por algunos autores como hospedadores intermediarios secundarios. La fijacion la
logran por medio de su ventosa ventral de manera tal que la mitad de su cuerpo quede inmersa en
el agua. Una vez enquistadas pierden la cola y segregan una sustancia que las protege. Tras sufrir
una serie de transformaciones, en un periodo que oscila entre 5 horas y 2-3 dias adquiere la
capacidad infestante, pasando a llamarse adolescercarias o metacercarias que pueden sobrevivir en
el medio de 6-10 meses en dependencia de la humedad. Se necesita un periodo de
aproximadamente 3 meses, desde que sale el huevo por las heces fecales del hospedador
intermediario, hasta la formacién de metacercarias. Los quistes son ingeridos por el hospedador
definitivo junto con las hierbas llegando al aparato digestivo y por la accién de las enzimas que se
encuentran en el jugo entérico quedan las Fasciolas jovenes en libertad, penetrando la pared
intestinal, siguiendo hacia el peritoneo parietal derecho (aqui puede estar hasta 7 dias). Por ultimo,
llega al higado y penetra a través de la capsula de Glisson y empieza a migrar por todo el parénquima
hepatico (esto puede durar hasta 6 semanas). Posteriormente profundiza hacia el interior del
higado, entrando e implantandose en los conductos biliares. Dos semanas después el hospedador
definitivo elimina los huevos al medio ambiente. Algunos autores consideran que los roedores y
lagomorfos son importantes reservorios naturales de Fasciola hepatica en el medio, por lo que no
deben ser ignorados en el establecimiento de un efectivo plan de control de la Fasciola hepatica
(Cordero del Campillo et al., 1990; Dreyfuss et al., 1999).
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Figura 30. Ciclo biolégico de la Fasciola hepdtica

2.2.2.4. Descripcion del género Paraphistomum

Paramphistomum es un trematodo que infecta a los rumiantes tanto domésticos como salvajes
alrededor del mundo.

Los adultos tienen el cuerpo en forma de pera con la cabeza en el extremo mas estrecho. Alcanzan
los 13 mm de largo y 5 mm de ancho y son de color de grisaceo a rojizo. La seccién es casi cilindrica.
Tienen dos ventosas: la abdominal esta cerca del extremo posterior y es especialmente grande y
una ventosa ventral denominada acetabulo en posicidon terminal y carecen de una armadura de
espinas en el cuerpo, la cual es reemplazada frecuentemente por unas papilas tegumentales.

El ciclo bioldgico y la epidemiologia del Paramphistomum es semejante al de la Fasciola hepatica,
su ciclo es siempre indirecto y tiene en comun la existencia de un primer hospedador intermediario;
un molusco, en el que el parasito se multiplica mediante reproduccion asexual, lo que permite que
un solo miracidio produzca un gran ndmero de cercarias. Sin embargo, la metacercaria no se
produce en el hospedador intermediario, mientras que el adulto se reproduce sexualmente en el
hospedador definitivo (figura 31) (Cordero del Campillo et al., 1999).
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Figura 31. (A) El parasito adulto en el hospedador final (Rumiantes). (B) Huevo en heces. (C)
Miracidios. (D) Hospedero intermediario. (E) Esporocito, redias hijas, redias nietas y cercarias
transformadas dentro del hospedero intermediario. (F) Cercarias libres en el medio. (G)
Metacercaria lista para ser ingerida por el hospedero definitivo

Se han identificado claramente tres fases durante el ciclo biolégico de Paramphistomum spp. La
primera fase es la etapa de ovoposicion y eliminacidon de huevos en donde los parasitos adultos
producen huevos no embrionados en el rumen, los mismos que son evacuados con las heces y que
en el ambiente llegan hasta pastos humedos. En condiciones de humedad y temperatura se
desarrolla un miracidio dentro del huevo. Los huevos son de color claro lo que diferencia a los
huevos de Fasciola hepdtica; son operculados y, en el momento de ser eliminados, se encuentran
en los primeros estadios de la segmentacidon (Soulsby, 1987; FAO, 1994).

La segunda fase se desarrolla fuera de los hospederos, el huevo embrionado al cabo de 17 dias en
promedio eclosiona el miracidio a un medio liquido a temperaturas de 15-24°C, el miracidio
permanece activo en el medio no mas de cuatro horas. Penetra en la cavidad respiratoria de los
hospedadores intermediarios. El tiempo de desarrollo hacia esporocisto dentro del hospedador
intermediario varia segln la temperatura y la especie de que se trate y es, aproximadamente, de 12
a 21 dias. El desarrollo larvario y la multiplicacién, via esporocistos y redias, tiene lugar en 4-10
semanas. Dentro de los esporocistos, al cabo de una o dos semanas, se desarrollan las redias, las
cuales, después de 20 dias, se liberan y producen redias hijas y, hacia los 39 dias en las glandulas del
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intestino medio, redias nietas. Estas originan cercarias todavia no plenamente desarrolladas las
cuales abandonan las redias y completan su crecimiento en el caracol en el plazo de dos semanas.
Al cabo de dos meses en total acaba por desarrollarse completamente la cercaria que posee una
sola cola propulsora mas larga que el cuerpo. Las cercarias abandonan los caracoles en los
momentos de gran claridad, en condiciones dptimas durante las horas de mayor intensidad solar.
Nadan cerca de la superficie del agua de un lado para otro propulsadas por la cola y se fijan a las
plantas del entorno, formando quistes que son ingeridos por los animales que pastan. Los quistes,
llamados metacercarias, estan rodeados de unas membranas resistentes, una externa de estructura
fibrosa y otra interna (Cordero del Campillo, et al., 1990).

La tercera fase ocurre dentro del hospedero definitivo cuando la metacercaria es ingerida al
momento de pastar o beber agua contaminada con la fase infestante (metacercarias). Después de
la ingestidon por el hospedador definitivo, el desenquistamiento ocurre a través del paso por rumen,
abomaso e intestino delgado por medio de la accidn de liquido ruminal, pepsina, dcido clorhidrico
seguido por tripsina y sales biliares en un medio alcalino. El desenquistamiento concluye en los seis
primeros metros del intestino delgado y alrededor de 24 horas. Las formas juveniles de
Paramphistomun spp. se fijan en los primeros tres metros del intestino delgado. El parasito una vez
liberado se fija durante algin tiempo a la mucosa, submucosa y muscularis mucosae del intestino
delgado y grueso sin producir trastornos en el caso de infestaciones débiles. Al cabo de 6-8 semanas
regresan al abomaso y posteriormente emigran hacia el rumen, donde se asientan definitivamente
entre las micro vellosidades, para hacerse sexualmente maduros a las 3-4 semanas; de tal manera
que el periodo de prepatencia oscila entre los 96 y 130 dias para bovinos y 96 a 107 dias para los
pequefios rumiantes (Cordero del Campillo, et al., 1990; Quiroz, 2005).

CAPITULO 3. Principales métodos de control parasitario
2.3.1. Resistencia, resilencia y tolerancia

La resistencia antihelmintica en la ganaderia de bovinos, ovinos y caprinos, se ha convertido en un
problema de talla mundial y de gran incidencia, debido a un uso inadecuado de estos productos
guimicos lo que conlleva a serias pérdidas econémicas debido a los altos costos de los mismos asi
como el costo por concepto de asesoria técnica de los profesionales, esto ha orillado a los
productores a autodiagnosticar las parasitosis y al abuso en el uso de los diferentes farmacos
existentes en el mercado trayendo como consecuencia una baja efectividad de los farmacos debido
a una subdosificacién o una mala eleccion del farmaco. El desarrollo de la resistencia esta
influenciado por factores del clima, practicas de manejo, edad de los animales y peso corporal de
los animales, aunado a esto tenemos que los productores tradicionalmente usan un mismo
producto durante tiempos prolongados, subdosificados y con intervalos de tiempo muy cortos para
el control de los endoparasitos gastrointestinales, estrategias ineficientes ya que carecen de un
criterio técnico y concede al parasito una ventaja, ya que puede no afectar de forma eficiente y
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pueden en cambio exponérsele a dosis muy bajas que no lo matan pero si le permiten desarrollar
resistencia al producto (Torres et al., 2007).

La resistencia ha sido definida como la capacidad heredable que tiene cierta fraccion de una
poblacién para tolerar dosis toxicas de sustancias quimicas que son letales para otras poblaciones
de la misma especie, siendo la heredabilidad de la resistencia la caracteristica mas importante de
este fendmeno. La resistencia puede ser intrinseca y adquirida. En la resistencia intrinseca un
pardsito es naturalmente insensible a una droga, debido a la ausencia de receptores o a la
imposibilidad del farmaco para entrar a la célula y desarrollar su mecanismo de accidn.

La resistencia adquirida se presenta en los parasitos gastrointestinales que inicialmente son
susceptibles a la accion terapéutica de un antihelmintico y posteriormente dejan de serlo luego de
la ocurrencia de modificaciones genéticas que son heredables de generacién en generacion (Torres
et al., 2007).

Los pardasitos adultos dentro del hospedador, seleccionan sus genes de resistencia cuantas veces
tengan contacto con un antiparasitario en un proceso hereditario e irreversible. Con la continua
seleccidn y reproduccidn de los nematodos resistentes aumenta la frecuencia de genes resistentes
en la poblacidn tratada por lo que las futuras generaciones de nematodos resistentes sobreviven a
los tratamientos antihelminticos (Sangster, 1999).

Las diferentes modificaciones genéticas que se encuentran en el proceso de la resistencia adquirida
son:

e Mutacién. El ADN de la célula susceptible es alterado afectando la funcién normal de este,
impidiendo que la droga produzca su accién farmacoldgica. La mutacidn siempre selecciona
la poblacidn resistente y por esto las demas generaciones provendran de las poblaciones
resistentes.

e Amplificacion genética. Es causada por la produccion exagerada de genes que conllevan a
una produccién incrementada de ciertas sustancias cruciales en la accidon de un farmaco
convirtiéndolas en resistentes a las concentraciones normales de la droga que son efectivas
en condiciones normales.

e Transferencia genética, las células de los pardsitos gastrointestinales susceptibles pueden
adquirir un material genético de otro ambiente u organismo, introduciéndolo en su
cromosoma, induciendo asi resistencia a los antihelminticos o a una droga especifica. En la
transferencia genética se dan tres mecanismos distintos, el primero es la Transformacién,
la cual consiste en que algunas piezas de ADN conteniendo los genes para la resistencia de
ciertas drogas, son captados por una célula sensible la cual incorpora el ADN en su
cromosoma. El segundo mecanismo es la Transduccion la cual consiste en que algunos
genes de resistencia son transportados desde una célula bacteriana a la otra por medio de
bacteriéfagos, y finalmente, la Conjugacidn la cual se da cuando los genes de resistencia a
drogas estan contenidos a un pladsmido por una conexion directa formada en la bacteria por
un Pili sexual.
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Los cambios genéticos que conducen a la resistencia antihelmintica y que conllevan a una serie de
modificaciones bioquimico-moleculares determinantes en la disminucién del efecto de una droga
en el parasito gastrointestinal resistente, pueden ser:

e Cambios estructurales y/o funcionales de las células que modifican la captacion de la droga
al sitio de accién, produciendo modificaciones en su metabolismo principalmente en la
inactivacién y/o eflujo celular afectando la capacidad de la droga para acumularse
intracelularmente.

e Alteracion del sistema enzimatico necesario para la acciéon farmacolégica de la droga.

e Alteracion de los receptores celulares por disminucién en el nimero o en su afinidad, lo cual
afecta la unidn del farmaco con su sitio de accién y, por lo tanto, su efecto farmacoldgico.

e Variaciones en diferentes procesos celulares que compensan o contrarrestan el efecto
inducido por un farmaco.

Rubilar et al., (2001), agrupan los antihelminticos de la siguiente forma:

e Pirerazinas.

e Organofosforados Diclorvos, Haloxano, Triclorfon.

e Tetrahydropyrimidinas (Morantel y Pyrantel).

¢ Imidazothiazoles (Tetramisol y Levamisol).

e Bencimidazoles (Thiabendazol, Mebendazol, Fenfendazole. Oxfendazol. Oxibendazol y
Albendazol).

e Pro-bencimidazoles (Fabantel).

e Lactonas macrociclicas (lvermectina, Eprinomectrina, Doramectina, Moxidectina,
Milbemycina y Selamectina).

La resistencia no debe confundirse con la resilencia o la tolerancia. La resilencia es la habilidad del
animal de mantener niveles productivos aceptables a pesar de la infeccidn parasitaria. Los animales
resilentes tiene la capacidad de mantener su produccion en forma independiente del grado de
infeccidn parasitaria, mientras que la tolerancia es la capacidad del hospedador para limitar los
dafios causados por una cierta carga parasitaria, la tolerancia es también la capacidad del
hospedador para mantener la homeostasis, incluso en la presencia de la replicacién del patégeno,
con la consiguiente limitacién de la agresién. El aumento de la resistencia del hospedador puede
inducir la aparicién de patégenos mas virulentos, mientras que el aumento de la tolerancia impone
poca o ninguna presion de la seleccidn sobre el patégeno. Los mecanismos de resistencia a
enfermedades suelen ser especificos para un patégeno en particular, mientras que los mecanismos
de tolerancia tienden a ser mds genéricos.

2.3.2. Rotacion de potreros

La dependencia total en un solo método de control parasitario ha demostrado ser poco sustentable,
efectivo y rentable a lo largo del tiempo. La prevalencia de infestaciones parasitarias en los hatos
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ganaderos depende de diversas variables como el estrés ambiental, la resistencia a farmacos, la
tolerancia, la condicién corporal del hospedero, las cepas presentes, el sistema de produccién y de
alimentacién y el manejo zootécnico de los hatos entre otros, estos factores deben de considerarse
al momento de planificar una estrategia de control parasitario. En términos de resistencia
antiparasitaria, el Control Integral de Pardsitos combina adecuadamente varias herramientas de
control, a efectos de desestabilizar la formacidon de aquellas poblaciones parasitarias con mayor
proporcién de individuos genéticamente resistentes, manteniendo un nivel adecuado de
produccién, este manejo Integral conlleva una drastica disminucién de la frecuencia de tratamientos
convencionales con drogas antiparasitarias.

El manejo de potreros es una de esas herramientas de control Integral de pardsitos basado en
conocimientos epidemioldgicos, donde las variaciones estacionales y la disponibilidad de larvas en
las praderas son elementos clave para poder establecer una adecuada rotacién de potreros y
obtener un control parasitario. El objetivo de toda esta estrategia consiste en obtener pastura
segura que presente bajos niveles de contaminacidn parasitaria y por lo tanto no representan un
riesgo para los animales que ahi pastorean. Para una correcta implementacion de la rotacién de
potreros es necesario contar con un adecuado conocimiento sobre los ciclos bioldgicos de los
pardsitos en cuestion, el ciclo productivo de la pradera que se trate, asi como el amplio
conocimiento de los ecosistemas de los que se trate, es decir que el descanso de praderas no es
igualmente eficaz en distintos climas, estaciones del afio, suelos y topografias. Por ejemplo, el
periodo requerido de descanso es sensiblemente superior en climas tropicales, en épocas de lluvias
que, durante el periodo seco, en suelos de mayor permeabilidad y drenaje y en dreas fuertemente
onduladas de buena infiltracién. En la rotacidn de potreros los animales no ocupan siempre toda el
area de pastoreo, sino que, en momentos determinados, existen areas que se mantienen libres de
animales. Los tiempos de pastoreo y descanso son variables y en general ajustados a la calidad y
disponibilidad de forraje. Si bien en estos sistemas la carga parasitaria instantdnea aumenta debido
a la presion de pastoreo, los periodos de descanso suficientemente largos, pueden hacer declinar
considerablemente los niveles de contaminacién de la pastura. Esto ultimo varia sustancialmente
de acuerdo a la region ya que en climas templados la disponibilidad de L; es relativamente lenta, la
supervivencia larvaria es mayor y por consiguiente la contaminacion de la pradera es mas
prolongada. Esta metodologia se hace un poco complicada cuando el criterio del maximo
aprovechamiento del forraje difiere del criterio para disminuir cargas parasitarias. Sin embargo,
cuando ambos criterios son compatibles, es muy probable que al haber retirado al ganado de un
area dada justo antes de que una poblacién larvaria esté disponible en grandes cantidades, los
animales tengan el privilegio de no haber sido infectados. Por otro lado, el periodo de descanso del
area de pastoreo provocara que las larvas que estén disponibles en el forraje en espera de ser
ingeridas, por accidn del tiempo y la exposicién por muchos dias a la radiacion solar y a muchos
depredadores naturales en el suelo, disminuyen sustancialmente su viabilidad y su capacidad
infectiva (Mendoza y Lépez, 2004).
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2.3.3. Manejo de la nutricidn para mejorar la resistencia de los hospederos

La nutriciéon es la principal limitante productiva en las diferentes explotaciones pecuarias, si
consideramos que la respuesta inmunoldgica del hospedero ante una infeccidn parasitaria depende
de multiples factores, el aspecto nutricional es el mas relevante de estos factores; por definicion,
los antiparasitarios no han sido desarrollados para solucionar problemas nutricionales sino para
eliminar poblaciones parasitarias, cuya accion se confunde con la subnutricién. Una vez
suministrado el antiparasitario, es de vital importancia mejorar la condicidn corporal de los animales
a través de un buen manejo alimenticio mejorando tanto la cantidad como la calidad de la dieta del
rebafio. Es bien sabido, que un adecuado manejo alimenticio es un factor clave en la respuesta de
los animales al parasitismo, afectando el desarrollo y establecimiento de los parasitos y también
influyendo en la magnitud de sus efectos patogénicos. La incorporacién en la dieta de proteinas de
alto valor biolégico puede influir en la resistencia o tolerancia del huésped a la infecciéon parasitaria,
afectando favorablemente grado de expresidn de la respuesta inmune en estas fases. Sin embargo,
la inmunidad contra los parasitos podria quedar relegada cuando debe competir por los nutrientes
en circunstancias de exigencia del huésped tales como el crecimiento, gestacidon o lactancia (Waller,
1999).

El "efecto antiparasitario” de la suplementacién proteica aumentando la resistencia, dependera de
cuan deficitario sea el estado de los ovinos ya que la funcién inmunitaria parece ser prioritaria con
respecto al crecimiento. Por otra parte, en un reciente estudio en ovinos en crecimiento se
demostréd, que el plano de nutricién no poseia efecto sobre los recuentos de huevos en materia
fecal ni en la carga parasitaria, pero que el tamafio de las hembras de pardsitos internos y su
fecundidad disminuian con el aumento del nivel de nutricidn; esto fue acompafnado de un aumento
en la concentracion de eosindfilos circulantes, sugiriendo que la respuesta inmune mejoraba en
corderos consumiendo altos niveles de energia (Valderrabano et al., 2002).

2.3.4. Terapias alternativas en el control parasitario de ovinos

A partir de los afios 60°s, cuando aparece el primer antihelmintico (tiabendazol) con buena eficacia,
amplio espectro contra nematodos y de baja toxicidad, nace una nueva era en el control de los
nematodos gastrointestinales. La rapida aceptacion de los bencimidazoles y su amplia frecuencia en
su utilizacién, marcaron el inicio de la quimica moderna para el ataque a los helmintos que se basé
en el empleo exclusivo de antihelminticos y la ausencia de un método de diagndstico adecuado, lo
gue origind su uso indiscriminado. Como consecuencia de lo anterior, a partir de ese momento y
hasta la actualidad, se han reportado numerosos casos de resistencia antihelmintica en el mundo.
En México, en 1988 se reporté por primera vez la deteccion de una cepa de H. contortus resistente
a bencimidazoles, especificamente al albendazol. Posteriormente Gonzdlez et al., (2012)
documentaron una reducida efectividad (62%) de Albendazol en el control de los principales
géneros de nematodos gastrointestinales en la sierra de Tabasco. Este aumento en la resistencia
antihelmintica de los nematodos ha originado nuevas estrategias en el control de nematodos
gastrointestinales, el uso de hongos con actividad nematdfaga se basa en el principio de que los
hongos estan destinados a combatir los estados libres de los nematodos gastrointestinales que se
encuentran en la materia fecal, estos poseen la capacidad de capturar larvas de los nematodos por
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medio de trampas adherentes, el hongo penetra al interior de su presa perforandole su cuticula y
desarrollando un bulbo a partir del cual las hifas tréficas invaden progresivamente al parasito y
ezetal, 2012).

absorbe su contenido provocando su muerte (Gonza

El sulfato de cobre en algiin momento se empled para el control de los nematodos gastrointestinales
en los rumiantes, sin embargo, para su correcto funcionamiento el sulfato necesita llegar directo al
abomaso para encontrarse en un medio dcido donde los compuestos letales del Cu puedan ser
liberados. Las particulas o agujas de 6xido de Cu, al ser colocadas en capsulas de gelatina y
administradas por via oral, pasan a través del rumen y se alojan en los pliegues del abomaso donde
liberan los iones de Cu, los cuales tiene efecto antiparasitario. Las agujas de 6xido de Cu pueden
representar una opcién estratégica para el control de los nematodos gastrointestinales que permite
reducir las pérdidas causadas por los nematodos en los ovinos, especialmente cuando se asocia a
otro tipo de control. Evaluando el efecto de las particulas de 6xido de Cu sobre la capacidad
depredadora del hongo nematdfago D. flagrans en ovinos de pelo, encontraron que las particulas
de Cu no afectaron la habilidad de D. flagrans para atrapar larvas residuales, existiendo un efecto
aditivo benéfico para los corderos tratados (Burke et al., 2005).

Sin duda alguna todos estos métodos de control parasitario serian mucho mas eficientes si se
hicieran de manera selectiva, de tal manera que se atacara a los animales con altas cargas
parasitarias y disminuyendo su uso en rebafios con poca o nula carga parasitaria. El Dr. FAffa MAlan
CHArt, desarrollo un método que consiste en evaluar clinicamente a los animales de un rebafio para
gue indirectamente pueda conocerse el efecto de la parasitosis y, en base a eso, se tome la decision
de aplicar el tratamiento antihelmintico, este método de diagndstico se le denominé FAMACHA®.

Malan y Van WYK, (1992) encontraron una correlacién entre la coloracién de la conjuntiva ocular,
el valor del volumen celular aglomerado (VCA) y la presencia de H. contortus. Estas coloraciones
fueron preestablecidas con auxilio de la computacién grafica, representando cinco grados de
anemia, incluyendo pequefias variaciones para cada grado, estos grados presentaron una
correlacién de 0.8 con un grado de confiabilidad superior a 95% para las infecciones causadas por
H. contortus. El objetivo de este método es identificar clinicamente animales resistentes, resilentes
y susceptibles a las infecciones parasitarias, optimizando el tratamiento de forma selectiva en
situaciones reales en el campo sin la necesidad de llevar a cabo pruebas de laboratorio. Cabe
mencionar que el sistema FAMACHA® solo debe ser utilizado en infecciones por H. contortus y se
recomienda emplearlo en conjuncion con otras medidas de control de helmintos (Figura 42).
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FAMACHA®

ANEMIA GUIDE

Figura 32. Escala gréfica de la coloracidn de la conjuntiva del ojo, método FAMACHA®
A su vez FAMACHA® también permite distinguir a aquellos animales que a pesar de estar

contaminados con Haemonchosis, logran reaccionar favorablemente a la infeccién y asi mantener
su perfil productivo.
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2.3.5. Uso de plantas y extractos sobre el control parasitario en ovinos

En las dltimas décadas, se han usado indiscriminadamente productos quimicos con actividad
antihelmintica para el control de enfermedades gastrointestinales en pequefios rumiantes causadas
por endopardsitos, este uso indiscriminado de farmacos, ha creado farmacorresistencia de las
poblaciones de nematodos que causan infestaciones gastrointestinales, esta situacion ha motivado
a numerosos investigadores a buscar formas alternativas de control de estos nematodos. Estas
investigaciones se han centrado en el estudio de metabolitos secundarios de algunas leguminosas
arbdreas con propiedades antihelminticas (von Son-de Fermex et al., 2012; Olmedo-Judrez et al.,
2014). Dentro de dichos compuestos se tienen a los taninos condensados (TC), terpenos, saponinas
y flavonoides (Williams et al., 2014). Algunos trabajos de investigacion han demostrado que los
flavonoides presentan actividad nematicida y que en conjunto con otros compuestos (taninos),
tienen un sinergismo que potencializa su efecto contra los nematodos gastrointestinales
(Klongsiriwet et al., 2015).

Garcia et al., (2005) evaluando seis extractos de la especie Morera alba var. Cubana encontraron
propiedades antihelminticas frente a larvas L; de los géneros de parasitos gastrointestinales
Trichostrongylus y Haemonchus en condiciones de laboratorio. Los extractos se obtuvieron a partir
de las hojas, peciolos y tallos tiernos de Morera, los extractos acuoso crudo (EAC) y Extracto Acuoso
Fraccionado (EAF) fueron de mayor accién antilarvicida, con una mortalidad superior al 80% a los 60
minutos. En los extractos obtenidos se pudieron identificar la presencia de polifenoles mayoritarios,
tales como Quercetina, Rutina, Umbeliferona y Resveratrol. En este sentido, las especies
investigadas recientemente como control fitoquimico del parasitismo gastrointestinal han sido
Acacia nilotica, Acacia karro, Albizia stipulata, Albizia antihelmintica (Githiori et al., 2003). Estas
plantas leguminosas presentan considerables niveles de TC y la actividad antiparasitaria ha sido
atribuida directamente a estos polifenoles. Por otra parte, en estudios in vitro e in vivo se ha podido
demostrar la efectividad de los TC en la disminucidn de la vitalidad de las larvas Ls y la poblacién de
parasitos en el tracto gastrointestinal (Molan et al., 2003). Estos resultados presentan mayor
importancia por la posibilidad que tienen los TC de no ser degradados cuantitativamente en el
sistema digestivo de los rumiantes y los monogastricos. No obstante, se ha demostrado que otras
especies no leguminosas que carecen de TC o presentan bajas concentraciones, tales como
Azadirachta indica (Meliaceae), Ananas comosus (Bromeliaceae), Vernonia anthelmintica
(Asteraceae), Embelia ribes (Myrsinaceae), Fumaria parviflora (Fumariaceae) y Caesalpinia crista
(Caesalpiniaceae), presentan propiedades helminticas relacionadas con la presencia de otras
estructuras activas (Hordegen et al., 2003).

Pelegrine et al., (2010) trabajaron con corderos de la raza Santa Inés, los cuales fueron infectados
experimentalmente con larvas Lz de Trichostrongylus colubriformis formaron 5 grupos, dos de ellos
sirvieron como controles uno positivo y otro negativo, otro grupo fue suplementando con sorgo
taninifero (Sorgum bicolor) y los otros dos grupos con diferentes niveles de un extracto de Acacia
de tal manera que los grupos experimentales recibieron 7-0, 7-2 y 14.0 g/animal/dia. Los resultados
obtenidos indicaron una reduccion importante en el conteo de huevos por gramo de heces (HPG),
lo que demuestra su efecto antihelmintico.
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Garcia et al., (2017), trabajando con ovejas Pelibuey se infestaron experimentalmente con una
mezcla de nematodos gastrointestinales (95% Haemonchus contortus, 2% Trichostrongylus
colubriformis y 3% de Oesophagostomum columbianum) donde se probaron 3 niveles de taninos
condensado libres (FCT) de Lysiloma acapulsensis sobre el conteo fecal de huevos (FEC), volumen
celular aglomerado (PCV) y coloracién de la mucosa ocular (OMC). A pesar de que las tres dosis de
FCT disminuyeron (P <0.05) la FEC, la mayor reduccidn se obtuvo con 37.5 mg kg ~* de BW. No se
observaron diferencias en PCV y OMC. El recuento de nematodos adultos (hembras y machos) en la
dosis mds alta de FCT fue similar a tratamiento quimico con ivermectina. Este estudio demostré
que la dosis mas alta de CFT (37.5mg / kg™ de BW) tuvo mayor eficacia en la reduccién de FEC, con
respecto al grupo de control. Ademas, se observd una tendencia similar en el grupo quimico a partir
del dia 27 posterior a la infeccidon. Las dosis bajas administradas disminuyeron la cantidad de huevos
eliminados en las heces con valores mas bajos. Es probable que las dosis mds altas de FCT tengan
mejores efectos sobre los parasitos ya establecidos en el abomaso; sin embargo, también es posible
que haya interferido con la absorcidn de nitrégeno. Garcia et al., (2017) también observaron un
aumento del efecto de la dependencia de la concentracidn, es decir que mientas la concentracion
aumentaba se registraba una mayor actividad del HAE. El contenido de taninos del HAE se
determind mediante espectrofotometria (UV-visible) y los otros fenoles mayoritarios, se
identificaron mediante procesos cromatograficos. el andlisis quimico de HAE mostré la presencia de
taninos, cafeina y derivados cumaroilicos y quercetina como compuestos principales, fenoles a los
gue se les atribuyen propiedades antihelminticas.
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3.- JUSTIFICACION

Una de las problematicas que mas aqueja a la ganaderia a nivel mundial, sobre todo en las regiones
tropicales es la prevalencia de parasitosis que afectan la productividad del ganado, esta
problematica ha llevado a los ganaderos al uso indiscriminado de farmacos para el control de las
parasitosis, sin embargo, estas acciones lejos de mejorar la situacién la han agravado debido a la
farmacorresistencia originada a nivel mundial. Dentro de las enfermedades causadas por los
pardsitos gastrointestinales, los nematodos son uno de los principales parasitos que ocasionan las
mayores pérdidas econdmicas en la industria ganadera. Haemonchus contortus es uno de los
principales pardsitos prevalentes en ovinos y caprinos de todo el mundo, sobre todo en regiones
calidas y himedas. Este parasito es el gusano intestinal de habitos alimenticios mas dafiinos, ya que
es un nematodo hematdfago lo que limita severamente la capacidad productiva de los animales,
ademas de ser uno de los pardsitos mas prevalentes en la ganaderia, sobre todo en pequeios
rumiantes.

Toda esta problemdtica anteriormente expuesta, ha motivado a expertos parasitélogos a buscar
nuevas alternativas de control para minimizar el uso indiscriminado de farmacos antihelminticos en
pequefios rumiantes. Las investigaciones realizadas se han centrado en el estudio de los metabolitos
secundarios de las plantas, sobre todo en algunas leguminosas arbdreas las cuales han demostrado
tener propiedades antihelminticas. Las plantas tienen la capacidad de producir diferentes sustancias
derivadas del metabolismo secundario, mismas que son utilizadas como defensa contra algunos
agentes fito-patdgenos. Dentro de dichos compuestos se tienen a los taninos condensados,
terpenos, saponinas y flavonoides. En el sur del Estado de México se tiene varias especies de estas
leguminosas en forma endémica. La Acacia cochliacantha es una leguminosa cominmente conocida
como “cubata” que se utiliza ampliamente en el sur del Estado de México, sus usos son muy
variados, sirve como cercos vivos para delimitar potreros, se usa como fuente de forraje en
pastoreo, se usa como lefia y también se ha utilizado en la medicina tradicional para el tratamiento
de enfermedades gastrointestinales. Diversos trabajos han reportado actividad nematicida in vitro
a partir de extractos de sus hojas, también se han identificado compuestos fendlicos tales como
taninos, quercetina, acido cafeico, cumarico y ferulico los cuales se han aislados de esta leguminosa
y son los responsables de la actividad nematicida. Todo esto nos da la pauta para generar la presente
investigacion para poder contribuir en la busqueda de nuevas alternativas de control parasitario que
conlleven a la mejora de la productividad de la ganaderia local y regional, asi como un manejo
integral del ganado para disminuir el uso de farmacos tradicionales.
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4.- PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢Los compuestos secundarios de la Acacia cochliacantha, poseen propiedades antihelminticas?

éEs posible inhibir la eclosién de huevos de Haemonchus contortus mediante el uso de un extracto
hidroalcohélico de Acacia cochliacantha?

éEs posible reducir la tasa de eliminacidén de huevos de Haemonchus contortus en heces mediante
la inclusion de hojas de Acacia cochliacantha en las dietas de mantenimiento de cabritos de la raza
Boer?

76



5.- HIPOTESIS

La Acacia cochliacantha posee metabolitos secundarios con propiedades antihelminticas capaces
de reducir la eclosién de huevo del parasito nematodo Haemonchus contortus.
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6.- OBJETIVOS

6.1. General

Evaluar las propiedades antihelminticas de un extracto hidroalcohdlico de Acacia cochliacantha.

6.2. Especificos
Evaluar el efecto sobre la inhibicidn de la eclosién de huevo de Haemonchus contortus del extracto
hidroalcohdlico de la leguminosa Acacia cochliacantha.

Identificar compuestos secundarios con propiedades antihelminticas a partir de un extracto
hidroalcohdlico de Acacia cochliacantha.

Evaluar el efecto de la suplementacion de hojas de Acacia cochliacantha en una dieta de
mantenimiento para cabritos de la raza Boer sobre la tasa de eliminacién de huevos de Haemonchus
contortus.
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7.- RESULTADOS.

Los resultados de la presente investigacion son presentados en un capitulo de libro y dos articulos
cientificos, mismos que son mostrados en los capitulos cuatro cinco y seis.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue fraccionar un extracto hidro- alcohdlico de Acacia cochliacantha, para
evaluar su efecto sobre la inhibicion de eclosion de huevos (IEH), del nematodo Haemonchus
contortus. Las fracciones fueron obtenidas a partir del extracto integro mediante una biparticion con
acetato de etilo, con la finalidad de separar por polaridad los compuestos bio-activos e identificarlos
cualitativamente mediante cromatografia de capa fina. Tanto al extracto integro, como a las facciones
se les determino un tamizaje fitoquimico cualitativo, para revelar la presencia de flavonoides o
terpenos. Los tratamientos fueron: fraccion acuosa (FAqQ) y fraccion organica (FACEt) a
concentraciones de 50, 25, 12.5, 6.2 y 3.1 mg/ ml. Se utiliz6 ivermectina al 0.05% como control
positivo (C*), agua destilada y dimetilsulfoxido al 2.5% como controles negativos (C). Los huevos de
H. contortus fueron expuestos con las fracciones y los controles en placas de 96 pozos durante 48
horas. Los datos de la prueba de IEH, fueron analizados mediante un analisis de varianza bajo un
disefio completamente al azar y la comparacion de medias se determiné por la prueba de Tukey al
0.05 de significancia. Los resultados del andlisis fitoquimico revelan la presencia de flavonoides en la
FACEt. En la prueba de IEH se observo que la actividad ovicida de la FACEt, fue contundente en todas
las concentraciones, inhibiendo la eclosién al 100 %. Mientras que en la FAq solo se alcanzé a
obtener un 40% de IEH en su maxima concentracion (50 mg/ ml). Se concluye que la leguminosa A.
cochliacantha tiene propiedades nematicidas y podria utilizarse en futuros experimentos para ser
evaluada bajo un modelo in vivo con ovinos experimentales y su posible validaciéon en una prueba de
campo. Asimismo, se sugiere someter la FAcCEt a cromatografia de alta resolucién (HPLC) para
identificar de forma cuantitativa los compuestos o flavonoides involucrados en la actividad ovicida
contra el nematodo H. contortus.

Palabras clave: Leguminosa, flavonoides, actividad antihelmintica

INTRODUCCION

Debido a la resistencia generada de algunos nematodos gastrointestinales (NGI) hacia diferentes
familias de antiparasitarios quimicos, surge la necesidad de buscar nuevas alternativas para el control
de estos nematodos. Actualmente, existen estudios sobre metabolitos secundarios de algunas
leguminosas arboreas que tienen propiedades antihelminticas (von Son-de Fernex et al., 2012;
Olmedo-Juérez et al., 2014). Las plantas producen muchos compuestos secundarios que utilizan para
defenderse contra algunos agentes Fitopatégenos. Dentro de dichos compuestos se tienen a los
taninos condensados, terpenos, saponinas y flavonoides (Williams et al., 2014). Algunos trabajos de
investigacion han demostrado que los flavonoides presentan actividad nematicida y que en conjunto
con otros compuestos (taninos), tienen un sinergismo que potencializa su efecto contra NGI
(Klongsiriwet et al., 2015). Las hojas y frutos de la leguminosa A. cochliacantha son una fuente de
proteina para los rumiantes (Rojas-Hernandez et al., 2016), que son aprovechadas como parte de su
dieta en condiciones de pastoreo. El objetivo de este trabajo fue obtener dos fracciones del extracto
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hidro-alcohdlico de A. cochliacantha y evaluarlas sobre la inhibicion de la eclosion de huevo del
parasito nematodo Haemonchus contortus.

MATERIALES Y METODOS

Zona de estudio. Este trabajo fue llevado a cabo en las instalaciones del departamento de
Helmintologia del Centro Nacional de Investigacién Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria (CENID-
PAVET), del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado
en Jiutepec, Morelos, México.

Material vegetal. Las hojas de A. cochliacantha fueron colectadas en la comunidad de el Salitre
Palmarillos municipio de Amatepec, Estado de México con una altitud de 800 metros sobre el nivel del
mar. Se colectaron hojas frescas (jovenes y maduras) considerando arboles con una edad aproximada
de tres afnos. Se almacenaron y trasladaron en termos a una temperatura de 4°C. Posteriormente se
sometieron a un proceso de secado bajo la sombra durante una semana y finalmente las hojas fueron
separadas con tamiz del numero 14.

Obtencion del extracto hidro-alcohélico (HA). Se utilizaron 200 g de hojas secas y se sometieron a
un proceso de maceracion con una mezcla de agua y metanol (70:30 v/v) durante 24 horas, en
seguida se filtr6 la solucién mediante diferentes filtros (gasa, algodon y papel filtro) con la finalidad de
obtener un extracto libre de material vegetal.

Obtencidn de fracciones. Se hizo una biparticién, a partir de 150 ml de extracto Hidro-alcohélico, se
adicionaron 150 ml de acetato de etilo y ambos fueron colocados en un embudo de separacion; y por
polaridad se obtuvieron dos fracciones: una acuosa (FAQ) y una organica (FAcEt). Ambas fracciones
fueron concentradas en un rotoevaporador (50°C, R-3 Heidolph, Alemania) y finalmente fueron
llevadas a sequedad total mediante un proceso de liofilizacién.

Identificacion cualitativa de compuestos. Tanto al extracto y sus fracciones fueron sometidos a un
tamizaje cualitativo, mediante cromatografia de capa fina usando cromatoplacas de silica gel fase
reversa (60 F254). En estas placas se utilizaron dos reveladores, uno para flavonoides (polietilen
glicol) y otro para terpenoides (anisaldehido-sulfurico). Se utilizé al flavonoide rutina como patrén de
referencia en la identificaciéon de flavonoides. La determinacion de los compuestos se realizé segun el
procedimiento de Wagner y Bladt (1996).

Material biolégico

Obtencion de huevos de Haemonchus contortus. Se utilizaron huevos de H. contortus obtenidos a
partir de un ovino infectado de manera artificial. Los huevos de H. contortus fueron concentrados
mediante el paso de diferentes tamices (200, 100, 75 y 37 mm de diametro) y fueron lavados con
sacarosa al 40 %, para su posterior uso.

Procedimiento experimental. Se utilizaron placas de micro-titulacion de 96 pozos, con cuatro
repeticiones (n=4). Los tratamientos fueron las concentraciones de las fracciones del extracto hidro-
alcohdlico de A. cochliacantha (FAq y FAcEt, 50, 25,12.5, 6.15, y 3.12 mg/ ml), ivermectina al 0.5 %
control positivo (C*), agua y Dimetilsulfoxido (DMSO 2.5%) como control negativo (C-). A cada pozo se
le depositaron 100 + 10 huevos/ 50 uL y 50 L de los tratamientos, segun corresponda, utilizando un
volumen total de 100 L. Posteriormente, las placas fueron incubadas a 28 °C, durante 48 horas y en
seguida se procedid a contar cada pozo tomando 10 alicuotas de 5 pL vistas en un microscopio
optico. El porcentaje de inhibicion de huevos fue calculado mediante la siguiente formula: ((nGmero de
larvas/ (numero de larvas +numero de huevos)) *100.

Anadlisis estadistico. Los datos fueron analizados mediante un andlisis de varianza bajo un disefo
completamente al azar por el procedimiento GLM. Finaimente se determind la comparacién de medias
con el procedimiento Tukey a un nivel de confianza del 95 %. Se usé el paquete estadistico SAS 9.0
(SAS, 2006).

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de compuestos. La produccion de metabolitos secundarios por parte de las plantas es
un sistema complejo que depende de mudltiples factores, tales como la familia al que pertenece la
planta, época del afio y edad. Las plantas que se encuentran en la familia Leguminosae, regularmente
producen gran cantidad de metabolitos con propiedades medicinales (Olmedo-Juarez et al., 2014;
Sibaja-Hemandez et al., 2015). En la figura 1, se observa la identificacién de flavonoides en el extracto
integro (Int) y en la fraccién organica (F1, FACEt), mientras que la fracciéon acuosa (F2, FAQ) no revelo
la presencia de flavonoides. En este estudio se identifico la presencia de flavonoides en la leguminosa
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Acacia cochliacantha mediante la biparticion se aislaron estos compuestos (Figura 2), comprobando
que la fraccién FACEt, tuvo los mejores efectos ovicidas en todas las concentraciones utilizadas. En la
literatura se ha encontrado que A. cochliachanta contiene metabolitos secundarios como taninos y
algunos flavonoides (quercertina y kaempferol) (Olivares-Pérez et al., 2013; Sibaja-Hernandez et al.,
2015)

—

K ¥ Tz 154 J
R= Rutina, F1= Fraccién organica (FACEt), F2= Fraccion acuosa (FAQ), Int= Extracto integro

Figura 1. Identificacion de flavonoides del extracto hidro- alcohdlico y fracciones de la
leguminosa Acacia cochliacantha, mediante cromatografia de capa fina.

Confrontacion de las fracciones contra huevos de H. contortus. En la figura 2 se muestran los
resultados obtenidos de la FACEt, todas las concentraciones evaluadas inhibieron la eclosion de
huevos al 100% (P<0.05) y fueron similares al control positivo (lvermectina). Para el caso de la FAq
(figura 3), solo se logré inhibir la eclosién de huevos hasta en un 40 % con la maxima concentracion
utilizada (50 mg/ ml).
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0 L) n N 0 L]
DMSO IVER FACEt3.12 FAcEt6.12 FAcEt12.5 FAcEt25.0 FACEt50.0

CV=2.26;
EEM=0.29

Inhibicion de la eclosion (%)

Tratamiento

CV= coeficiente de variaciéon; EEM= error estandar de la media; IVER= ivermectina; FAcEt= fraccion
organica.
Medias en la misma figura con distinta literal estadisticamente difieren (P<0.05)
Figura 2. Porcentajes de inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus confrontados con
la fraccion organica (FAcEt), a partir del extracto hidro-alcohdlico de la leguminosa A.
cochliacantha
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De acuerdo a la identificacion realizada en la fraccion AcEt, la actividad ovicida podria estar
relacionada con los flavonoides. Cabe mencionar que al momento de observar los huevos de H.
contortus en el microscopio que estuvieron expuestos a la FAcEt; tuvieron un dafo en el interior de su
estructura, afectando el desarrollo embrionario y por consecuencia su eclosién. Un posible mecanismo
de accion que ejercen los flavonoides con otros compuestos (taninos), sobre la inhibicién de la
eclosion de huevos, es su afinidad de adherirse a la cuticula que es rica en glicoproteina. Los
resultados del presente estudio se relacionan con lo encontrado por Von Son-de Fernex et al., (2015),
quienes aislaron algunos flavonoides (ejemplo, quercertina) a partir de fraccionamientos de la
leguminosa Leucaena leucocephala, demostrando que la quercertina (1.1 mg/ ml de fraccion
organica), tuvo hasta 90.49 % * 2.85 de inhibicién de la eclosion de huevos del nematodo Cooperia
spp. En el presente estudio similares fraccionamientos se hicieron para obtener la fraccion acuosa y la
fraccién organica, demostrando que la FACEt, contiene los metabolitos activos en contra de los huevos
de H. contortus.

Este tipo de estudios bio-dirigidos podria ser una herramienta importante para el descubrimiento de
moléculas activas que se encuentran en las plantas ricas en metabolitos secundarios (leguminosas
arbdreas). Es importante sefalar que este estudio es derivado de ensayos previos evaluando al
extracto integro de A. cochliacantha, en contra de huevos de H. contortus y se obtuvo el 100% de
inhibicion de la eclosion de huevos con una concentracién de 100 mg/ mL [Rodriguez-Gémez et al.,
(2016) datos no publicados]. En este bioensayo, mediante la biparticion realizada con acetato de etilo;
se potencializo el efecto ovicida con la fraccién AcEt; inhibiendo la eclosion huevos en un 100% con la
concentraciéon de 3.12 mg/ mL (figura 2). Los compuestos secundarios con actividad antihelmintica de
las leguminosas arbéreas han sido aislados de diversas formas con el objeto de identificar su actividad
en contra de algunos nematodos gastrointestinales de los rumiantes (Vargas-Magana et al., 2014,
Marie-de Magdeleine et al., 2014). Recientemente un grupo de investigadores franceses han
demostrado que existe un sinergismo entre compuestos, por ejemplo: en un estudio realizado por
Klongsiriwet et al., (2015), demostraron que los taninos condensados tienen mejor efecto
antihelmintico cuando estan adicionados con flavonoides como la luteolina y quercertina. Con
respecto a estos antecedentes, la FACEt, ademas de flavonoides podria contener otros compuestos
fendlicos que probablemente tengan un efecto sinérgico en contra de los huevos de H. contortus. Por
lo tanto, es necesario realizar una identificacion cuantitativa de las moléculas para conocer el tipo de
compuestos o flavonoides que tienen la fraccion organica (FACEt), para poder elucidar si existe un
efecto sinérgico entre los compuestos de dicha fraccion o comprobar si hay un efecto nematicida
independiente de los flavonoides.
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Tratamientos

CV= coeficiente de variacion; EEM= error estandar de la media; IVER= ivermectina; FAg= fraccién
acuosa
Medias en la misma figura con distinta literal estadisticamente difieren (P<0.05)
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Figura 3. Porcentajes de inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus confrontados con
una fraccion acuosa (Fq) a partir del extracto hidro-alcohdlico de la leguminosa A.
cochliacantha

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion se concluye que la leguminosa Acacia
cochliacantha tiene propiedades nematicidas. Asimismo, mediante el fraccionamiento a partir de una
biparticién del extracto hidro- alcohédlico se pueden aislar los metabolitos que tienen la actividad
antihelmintica. Esta leguminosa podria utilizarse en futuros experimentos para ser evaluada bajo un
modelo in vivo con ovinos experimentales y su posible validacion en una prueba de campo. Se
sugiere, someter la fraccion AcEt en cromatografia de alta resolucion para identificar de forma
cuantitativa los compuestos o flavonoides involucrados en la actividad ovicida contra el nematodo H.
contortus.
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CAPITULO 5. Caffeoyl and coumaroyl derivatives from Acacia cochliacantha exhibit ovicidal
activity against Haemonchus contortus
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ABSTRACT

Ethnopharmacology relevance: Acacia cochliacantha is a small tree whose foliage is traditionally used in
Mexico for treatment of kidney pain, gastrointestinal illnesses and to kill intestinal parasites. In recent decades,
the study of vegetal extracts has offered other possible alternatives for the control of Haemonchus contortus.
Considering that this nematode affects dramatically the health and productivity of small ruminants, the aim of
this study was to identify the anthelmintic compounds from A. cochliacantha hydro-alcoholic extract (HA-E)
through an ovicidal test.

Material and methods: In vitro egg hatch assay was conducted to determinate the anthelmintic effects of a HA-
E (60 g). Liquid-liquid ethyl acetate/water extraction gave two fractions (EtOAc-F, 1.92 g; Aq-F; 58.1 g). The
less polar compounds from ethyl acetate fraction were extracted by addition of dichloromethane offering a
precipitate phase (Mt-F, 1.25 g) and a soluble mixture (DCMt-F 1.15 g). All fractions were evaluated for ovicidal
activity obtaining the egg hatching inhibition (EHI, 0.07-25 mg/mL). Ivermectin (0.5 mg/mL) was used as a
reference drug (positive control), and distilled water, 2.5% DMSO and 2% methanol were used as negative
controls. The isolated compounds from the most active fractions were subjected to spectroscopic (‘H NMR)
Spectrometric (MS) and UV HPLC analysis in order to identify the bioactive compounds.

Results: The less polar treatments (AcOEt-F, DCMt-F, DCMt-P) showed the highest ovicidal activities (98-
100% EHI; at 0.62-1.56 mg/mL) and the major compounds found in these fractions were identified as caffeoyl
and coumaroyl derivatives, including caffeic acid (1), p-coumaric acid (2), ferulic acid (3), methyl caffeate (4),
methyl-p-coumarate (5), methyl ferulate (6) and quercetin. In case of the less active fractions (Ag-F, Mt-F) were
constituted principally by glycosylated flavonoids.

Conclusion: These results show that caffeoyl and coumaroyl derivatives from Acacia cochliacantha leaves had
promising anthelmintic activity against Haemonchus contortus. This leguminous may offer an alternative
source for the control of gastrointestinal nematodes of small ruminants.

1. Introduction

Infections caused by gastrointestinal nematodes (GIN) are some of

use of synthetic nematocidal generates a great monetary cost world-
wide. On the other hand, H. contortus has produced an important drug
resistance problem mainly in goats and sheep (Kaplan and

the major concerns for livestock producers since these parasites affect
dramatically the health of animals and their productivity (Jackson
et al., 2012). Haemonchus contortus is one of the most frequent
pathogenic nematodes in small ruminants, causing high levels of
mortality of these animals (Arosemena et al, 1999). The excessive

* Corresponding authors.

Vidyashankar, 2012; Crook et al, 2016; Learmount et al., 2016).
Additionally, the health and ecological risk produced by remnants of
synthetic nematocides had increased the necessity to evaluate other
alternative methods for control of helminthiasis (Waller, 1997, Waller
and Thamsborg, 2004). Several medicinal plants used for treatment of
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gastrointestinal illnesses have showed anthelmintic effect (Hammond
et al.,, 1997; von Son-de Fernex et al., 2012; Olmedo-Juarez et al.,
2014). Some secondary metabolites like tannins, terpenoids, saponins,
flavonoids, hydroxycinnamic derivatives and other polyphenolic com-
pounds have been related to this anthelmintic activity (Williams et al.,
2014; von Son-de Fernex et al. 2015). Several of these compounds
acted synergistically to achieve higher anthelmintic activity
(Klongsiriwet et al., 2015).

Several Acacia species (fruits and leaves) are traditionally used in
Mexico for treatment of gastrointestinal illnesses (diarrhoea, gastritis),
urinary infections, throat inflammation and headaches (Argueta et al.,
1994; Banuelos, 1999; Yetman and Van Devender, 2002). In case of
Acacia cochliacantha Humb. & Bonpl. ex Willd (Rudd, 1966), flowers
and leaves of this legume displayed antimicrobial activity against gram-
positive and gram-negative bacteria (Manriquez-Torres et al., 2007).
On the other hand, aqueous extracts from foliage of this plant displayed
anthelmintic effects against ruminant parasitic nematodes through the
reduction in the eggs per gram of faeces (EPG) in goats artificially
infected with H. contortus (Leon-Castro et al., 2015). The objective of
this study was to identify the major anthelmintic compounds from A.
cochliacantha against H. contortus.

2. Material and methods
2.1. General

All chemicals used in this work were analytical-reagent grade.
Dimethyl sulfoxide (DMSO), ethanol, water, acetonitrile, 2-aminoethyl
diphenylborinate, caffeic acid (>98%), p-coumaric acid (> 98%) and
ferulic acid (>99%) were purchased from Sigma-Aldrich (MO, USA).
Materials and reagents for biological models (EHI %) were purchased
from Corning” (New York, USA). 'H NMR spectra were recorded on
Varian INOVA-400 at 400 MHz. in CDCl;. Chemical shifts are reported
in ppm relative to TMS. Spectrometric analysis was performed on a
Waters Xevo TQD mass spectrometer with ESI ion source (Waters
Milford, USA). The UV spectra were obtained using a Waters array
detector (Waters Co. 2996, Milford, USA). Thin-layer chromatography
was performed using TLC Silica gel 60 F254, aluminium sheets
20x20 em (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

2.2. Plant material

Leaves of Acacia cochliacantha (Cubata) were collected from its
natural habitat in Salitre Palmarillos village, Amatepec Municipality,
State of Mexico, Mexico (18°43’28.4”” N, 100°17'03.5"" W). This
species was collected between March and April 2016. The plant
material was identified by Prof. Rafael Torres-Colin, and a voucher
specimen was deposited at the National Herbarium of Mexico in
Universidad Nacional Auténoma de México, México, City (under the
voucher code number OD07042016). Fresh plant was washed and
dried at room temperature in the dark conditions for one week, and
then the dry material was ground using an electrical miller (Wiley mill,
TS3375E15 model) to reduce the leaf size to 4—6 mm.

2.3. Preparation of hydroalcoholic extract

The milled leaves (1kg) were extracted by maceration using an
aqueous methanol solution (70%, 1:10 ratio, w/v) at room temperature
for 24 h. The liquid extract was filtered and the residual solvent was
evaporated under low pressure conditions using a rotary evaporator
(50-55 °C, Heidolph Laborota 4000, Germany) to obtain a semisolid
extract, which was finally freeze-dried giving 120 g (12%) of a brown
powder. This integrate extract was stored at —40 °C until pharmacolo-
gical or phytochemical analysis.
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2.4. Hydroalcoholic extract fractionation

The hydroalcoholic extract (HAE, 60 g) was partitioned by liquid-
liquid chromatography using immiscible water/ethyl acetate solvents
(600 mL each, Merck, Germany). Solutions in both fractions were
concentrated by low-pressure distillation to obtain an aqueous fraction
(Ag-F, 58.1 g) and an organic phase (AcOEt-F 1.92 g). The less polar
mixture was precipitated by addition of dichloromethane (60 mL).
After low pressure distillation process, the dichloromethane phase
(DCMt-F, 0.83 g) was purified using an open chromatographic column
(silica gel 60, 0.04—0.06 mesh, 25 g, 2.0x60 cm, Merck, Germany). The
mobile phase consisted of a dichloromethane/methanol gradient
system, and 50-mL samples were collected. These fractions were
grouped according to their chemical similarity, resulting in 6 final
sub-fractions that were labelled as follows: C1F1, C1F2, C1F3, C1F4,
C1F5, C1F6. In the case of fraction DCMt-P (0.94 g), this mixture was
purified in a chromatographic open column previously packed with
10 g of reverse phase silica gel (Polygoprep 60-50, C-18) and stabilized
with methanol. A water/acetonitrile gradient system was used as
mobile phase, starting with 100% of H,O and ending with 100%
CH3CN. 21 samples of 10 mL were obtained which were grouped
according to their chemical composition in 4 sub-fractions C2F1
(0.021 g), C2F2 (0.014 g), C2F3 (0.069 g) and C2F4 (0.44 g).

All samples of these two-chromatographic process were analysed by
thin-layer chromatography (TLC) on silica gel 60 F254 (Merck,
Germany) under UV light at 254 and 360 nm. The natural products-
polyethylene glycol reagent (NP-PEG; 1% methanol solution of diphe-
nylboryloxyethylamine, followed by 5% ethanol polyethylene glycol)
was used as a chemical detection reagent (Wagner and Bladt, 2001).

2.5. Biological material

2.5.1. Haemonchus contortus eggs recovery test

Haemonchus contortus eggs were obtained from an egg-donor
sheep (20.3 kg of bodyweight) previously subjected to a monospecific
infection (350 infective larvae/kg, INIFAP strain, Mexico). Sheep were
housed indoors on a metabolic floor, feed hay and commercial
concentrate and had free access to water. Egg recovery was performed
according to the technique described by von Son-de Fernex et al.
(2015).

2.6. Eggs hatching inhibition (EHI) bio-guided test

The assay was carried out in 96-well micro-titration plates. In the
assay, 4 wells were set up for each treatment in four experimental units.
Treatments were administered in the indicated concentrations as
follows: Step 1) hydroalcoholic extract (at 100 mg/mL); Step 2) ethyl
acetate fraction (EtOAc-F) and aqueous fraction (Ag-F) at 0.39-25 mg/
mL; Step 3) soluble dichloromethane fraction (DCMt-F) and the
precipitate dichloromethane fraction (DMCt-P) at 0.07-0.62 mg/mL;
Step 4) methanolic fraction (Mt-F) at 1.56-25 mg/mL. First column
sub.-fractions: C1F1, CIF2, C1F3, C1F4, C1F5, and C1F6 as well as
reversed phase column sub-fractions C1F1, C2F2, C2F3 and C2F4 were
tested at concentration of 0.25-1 mg/mL. For each treatment, three
proper negative controls were included as follows: 2.5% dimethyl
sulfoxide (DMSO), distilled water and 2% methanol. Ivermectin
(0.5 mg/mL) was used as the positive control. A total of 50 microliters
of an aqueous suspension containing one hundred H. contortus eggs
was seeded into each well. Then, 50-uL aliquots of the extract, fractions
or control were deposited to each well. The plates were then incubated
at room temperature for 48 h. The egg hatching process was stopped
using Lugol's solution. The criteria for estimating the egg hatching
inhibition included counting either the eggs present or the hatched
larvae contained in 5-pL aliquots (n=10). The percentage of hatched
eggs was estimated for each treatment group using the following
formula: % EHI=[(number of eggs)/(mumber of larvae+number
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eggs)]*100.
2.7. HPLC analysis

Chromatographic analysis was performed on a Waters 2695
Separation module system equipped with a Waters 996 photodiode
array detector and Empower Pro software (Waters Corporation, USA).
Chemical separation was achieved using a Supelcosil LC-F column
(4.6 mmx50 mm id., 5-um particle size, (Sigma-Aldrich, Bellefonte,
USA). The mobile phase consisted of 0.5% trifluoroacetic acid aqueous
solution (solvent A) and acetonitrile (solvent B). The gradient system
was as follows: 0—1 min, 0% B; 2—3 min, 5% B, 4-20 min, 30% B; 21—
23 min, 50% B 14-15 min; 2425 min, 80% B; 26-27 100% B; 28—
30 min, 0% B. The flow rate was maintained at 0.9 mL min~", and the
sample injection volume was 10 pL. Absorbance was measured at
330 nm, caffeic acid, ferulic acid, p-coumaric acid and quercetin were
identified by direct comparison of the retention times and UV spectra
with those of reference standards (Sigma-Aldrich, St Louis Mo, USA).
Methyl esters of caffeic, coumaric and ferulic acids derivatives were
established based on their 'H-HMN spectroscopy and spectrometry
analysis.

2.8. Statistical analysis

Egg hatching inhibition data were analysed based on a completely
random design using ANOVA through a general linear model (GLM)
and SAS program. The dependent variables were: hydroalcoholic
extract, column 1 sub-fractions, column 2 sub-fraction. A Tukey test
was performed to identify significant differences among treatments.
Likewise, the lethal concentrations (LCsy and LCgq) were calculated
using Probit analysis in SAS 9.0 (SAS, 2006).

3. Results
3.1. Egg hatching inhibition test

Table 1 and Fig. 1 shows the inhibition of H. contortus egg hatching
and lethal concentration (LCso, ¢0) produced by A. cochliacantha
hydroalcoholic extract and its first derived fractions. The integrate
extract (HA-E, 100 mg/mL) displayed a total . contortus egg hatching
inhibition (initial step; Fig. 1A). While the organic fraction (second
step, EtOAc-F; Fig. 1C) showed 100% EHI at 3.12 to 25 mg/mL and
EHI of 84-98% at 0.78 and 1.56 mg/mL respectively. In case of
aqueous fraction (Ag-F; Fig. 1B), this polar mixture displayed only 30%
of EHI at the highest tested concentration (25 mg/mL). After biparti-
tion of fraction EtOAc-F (1.5g) by dichloromethane precipitation
(20 mL, third step), the soluble phase (DCMt-F, 0.68 g; Fig. 1D)
displayed 95-100% EHI at a concentration range of 0.15-0.62 mg/
mL, and precipitated phase (DCMt-P. 0.82 g) showed 91-100% EHI at
the same concentrations (0.15—0.62 mg/mL). In all studies, 100% EHI
was observed with Ivermectin (0.5 mg/mL). Regarding the lethal
concentrations, the LCso for the EtOAc-F was found to be 0.33 mg/
mL, while for the dichloromethane fraction (DCMt-F) and the pre-
cipitate (DCMt-P), the LCs, was 0.06 and 0.04 mg/mL, respectively.
The LCs, for Aq-F was not estimated due its low anthelmintic effect
(30% EHI, 25 mg/mL). The LCo for EtOAc-F was 0.85 mg/mL, and
derivative fraction from this mixture displayed better values of
nematocidal effect (LCy0=0.12 and 0.13 mg/mL for DCMt-F and
DCMt-P respectively).

3.2. Bioguided fractionation of EtOAc-F

Fingerprints and anthelmintic activity (1 mg/mL) of sub-fractions
from dichloromethane soluble mixture are shown in Fig. 2 and Table 2.
Fractions with the highest ovicidal effects were C1F1, which is
principally constituted by caffeic acid (1, 98.25% EHI) and C1F2
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Table 1

Results of the Haemonchus contortus egg hatching inhibition effect caused by an Acacia
cochliacantha hydroalcoholic extract and five aqueous and organic fractions and its
lethal concentration (LCso, 90).

Initial step Hydroalcoholic extract (HA-E 100 mg/mL) as a
whole extract=100%" EHI

Second step HA-E bipartition with ethyl acetate

Fraction (mg/mL) Egg hatching LCso LCyo
Inhibition %

Organic fraction (EtOAc-F)

25.00 100.00* 0.33 mg/mL  0.85 mg/mL

12.50 100.00*

6.25 100.00*

312 100.00*

156 98.00*

0.78 84.00*

0.39 67.25"

Aqueous fraction (Ag-F)

25.00 30.50¢ - -

1250 29,25

625 16.00°%"

3.12 13.25%

DMSO 2.5% 3.00°"

Distilled water 0.00°

Ivermectin (0.5 mg/mL) 100.00*

Third step EtOAc-F bipartition with dichloromethane

Dichloromethanoic fraction 0.06 mg/mL  0.13mg/mL

(DCMt-F)

0.62 100.00*

031 99.24*

0.15 95.63*

0.07 71.67"

Precipitate (DCMt-P)

0.62 100.00* 0.04 mg/mL  0.12 mg/mL

0.31 99.47*

0.15 91.30*

0.07 71.60"

Methanol at 4% 0.00°

Ivermectin (0.5 mg/mL) 100.00*

Fourth step

Methanolic fraction (Mt-F)

Ag-F bipartition
with methanol

25.0 20.00"

125 8.00°

6.25 4.75% - -
312 5.25%

1.56 8.00°

Methanol at 4% 0.00%

Ivermectin (0.5 mg/mL) 100.00*

Means with different letters within each fractionation step represent significant
differences P< 0.05.

(97% EHI), which contains a mixture of p-coumaric (2) acid and ferulic
acid (3). The methyl ester derivatives: methyl caffeate (4, C1F3),
methyl-p-coumarate (5, C1F4) and methylferulate (6, C1F5) displayed
values of EHI of 88.2%, 88.2% and 71.5% respectively at 1 mg/mL. The
mixture al methyl ferulate and quercetin (C1F6, 1 mg/mL) displayed a
94% of EHL. Finally, the chemical separation of fraction DCMt-P gave
three non-active fractions C2F1 (flavone, 5.2% EHI), C2F2 (flavonol,
6.2% EHI), C2F3 (flavones and flavonols, 7.0% EHI) and a bioactive
mixture of compounds 1-6 (C2F4, 98% of EHI)

3.3. Identification of bioactive compounds

Fingerprints comparison of bioactive fractions with those commer-
cial references (caffeic acid, coumaric acid, ferulic acid, and quercetin,
allowed to identify these polyphenols. Methyl caffeate, methyl-p-
coumarate and methylferulate (Fig. 3) were identified by comparison
of their 'H NMR and mass spectrometry previously described (Hatfield
et al., 2008; Jazly et al., 2013; Znati et al., 2014) HPLC analysis of the 4
fractions derived from DCMt-P chromatographic fractionation indi-
cated that non-active fractions C2F1, C2F2 and C2F3 were constituted
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Fig. 1. Results of the HPLC analysis showing Haemonchus contortus egg hatching inhibition (EHI) of 5 different fractions from Acacia cochliacantha leaves: A) hydroalcoholic extract
(HA-E), B) Aqueous fraction (Aq-F), C) Ethyl acetate fraction (EtOAc-F), D) dichloromethane fraction (DCMt-F) and E) methanolic fraction (Mt-F).

by glycosylated flavonoids principally (Table 2). While the C2F4
contained a mixture of all hydroxycinnamic derivatives (1-6) and
displayed a high nematode inhibition (98% EHI).

4. Discussion

The Leguminosae family comprises a group of plants that are well
known as producers of secondary metabolites with medicinal proper-
ties (Olmedo-Juarez et al., 2014; Sibaja-Hernandez et al., 2015).
Several species from genus Acacia have been described as antiparasitic
traditional herbals and recently it has been demonstrated that goat kids
previously fed with A. cochliacantha leaves were protected against the
artificially infection with H. contortus, generating a significant reduc-
tion in egg count per gram of faeces elimination (Akkari et al., 2008:
Ledn-Castro et al,, 2015). In this case, the anthelmintic effect was
attributed to tannins content. (Costa-Junior et al., 2014; Leon-Castro

128

et al., 2015).

In this work, the nematocidal activity of the hydroalcoholic extract
from A. cochliacantha (100 mg/mL, Table 1) was confirmed using free
living stages of H. contortus nematode. This pharmacological tool,
allowed to identify the major bioactive compounds through a bio-
guided chemical fractionation of the integrate extract.

The liquid-liquid fractionation of hydroalcoholic extract produced a
non-polar ovicidal phase (EtOAc-F, 100% EHI, 3.12 mg/mL) and an
inactive aqueous phase (Aq-F, 13.25% EHI, 3.12 mg/mL). It is inter-
esting that DCMt-F showed sixfold higher ovicidal activity than EtOAc-
F (LC50=0.33 and LCyy=0.85 mg/mL, Table 1). This finding indicates
that the non-polar compounds from the hydroalcoholic extract may be
responsible for this biological activity. Even if a previous chemical
analysis stablished that A. cochliacantha contains polyphenols: tannins
and flavonoids (Olivares-Pérez et al., 2013). This investigation allowed
to confirm that caffeoyl and coumaroyl derivatives including their
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Fig. 2. Results of the HPLC analysis showing H hus contortus egg hatching inhibition (EHI) of 6 different fractions from Acacia cochli ha leaves d at 1 mg/mL: A)

dichloromethane fraction (DCMt-F), B) fraction C1F1, C) fraction C1F2, D) fraction C1F4, and E) fraction C1F6.

methyl esters as well as quercetin were responsible for anthelmintic biological effect of each hydroxycinnamic compound. Despite the
effect of this organic fraction (DCMt-F, 0.62 mg/mL, EHI 100%, evidence of several plants from Acacia genus have shown anthelmintic
LC50=60 and LCgp=130 pg/mL respectively). Pharmacological analysis activity in vitro an in vivo, these effects were lower than those produced
of these compounds: caffeic acid (1), p-coumaric acid (2) and ferulic by commercial drugs (Kahiya et al., 2003; Minho et al., 2008). A.
acid (3), methyl caffeate (4), methyl-p-coumarate (5), methylferulate cochliacantha produced a reduction of H. contortus eggs in goats
(6) and quercetin (7) indicated that in general, the hydroxycinnamic previously feed with foliage of this legume (Ledn-Castro et al., 2015).
derivatives were more active than quercetin. On the other hand, the This finding is relevant because the identification of the chemical
carboxylic free compounds (1, 2, 3) displayed a higher nematocidal structure of the anthelmintic compounds allow to propose the use of a
effect than those methyl ester derivatives (4, 5, 6). All compounds standardized extract of A. cochliacantha (more practical than isolated
tested at 0.39—-1 mg/mL displayed ovicidal activity in the range of polyphenols) as adjuvant in the control of parasites in ruminants.
67.25-100% in the H. contortus egg hatching inhibition. Even though Although there is no information about the mechanism of action of
these compounds displayed a high level of biocactivity, none of them these compounds or the damage that each exerts on the egg hatching
(evaluated at 1 mg/mL) produced a better anthelmintic effect than process, when H. contortus eggs were exposed to the most active
fractions which they were obtained (DCMt-F and DCMt-P, 1 mg/mL). fractions, these treatments produced damage to the egg affecting the
This observation allows to suppose that there may be an additive embryo and larva development process (Fig. 4). In this study caffeic
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Table 2
Results of the Haemonchus contortus egg hatching inhibition test using Acacia
hli ha dichl hanolic sub-fractions and precipitate, major identified com-

pounds.

Evaluated fractions Major identified compounds % EHI

(1 mg/mL) (retention time, min)

CIF1 Caffeic acid (1; 9.36) 98.25"

C1F2 p-coumaric acid, Ferulic acid (2,3; 10.1,  97.00"
10.7)

CIF3 Methyl caffeate (4; 11.52) 88.25"

C1F4 Methyl-p-coumarate (5; 13.6) 88.25"

CIF5 Methylferulate (6; 14.6) 715¢

CI1F6 Quercertin (6, 14.6, 15.5) 94.00°

C2F1 Flavonoids 5.254

C2F2 flavonoids 6.25¢

C2F3 flavonoids 7.00¢

C2F4 1,2,3,4,56 (9.36,10.1, 10.7, 98*
11.52,13.6, 14.6)

Methanol 4% - 3.00¢

Means with different letters in the same column represent statistically differences P <
0.05.

OR4
HO
R

R Ri

1 OH H
2 H H
3 OH H
4 OH CH:z
S H CHz
6 OCH3 CH:

AR

Fig. 3. Chemical structure of h
cochliacantha leaves.

hydr derivatives from A.

acid and methyl caffeate (fractions: C1F1, C1F3; Table 2) were the
most active against eggs of H. contortus. These results are similar to
those reported by von Son-de Fernex et al. (2015), who identified
quercetin and caffeic acid from an aqueous extract of Leucaena
leucocephala. The mixture of these compounds (85% of caffeic acid)
showed a 90.49% + 2.85 EHI on Cooperia spp eggs generating ultra-

A B
Fig. 4. Images taken through an optical mi pe sh g H
P to a Acacia cochli ha DCMt-F fraction. Bar scale (40 pM).

C
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structural damage of Cooperia spp eggs. On the other hand, fractions
with high amounts of glycosyl flavonoids (Aq-F, Met-F, C2F1, C2F2
and C2F3) showed lowest ovicidal effect (7.0-20%, Tables 1 and 2) and
less polar fraction C2F4 (constituted by compounds 1—6) showed 97%
and 88% EHI corroborating the ovicidal activity of these polyphenolic
compounds. Therefore, the nematocidal activity against other exogen-
ous and endogenous stages of H. contortus and other nematodes could
be essential for use of this plant or its isolated compounds as
antiparasitic agents. Up to now the anthelmintic effect of Fabaceae
species (Onobrychis viciifolia, Acacia nilotica and Lysiloma acapul-
censis) has been related to the tannins content principally (Desrues
et al., 2016; Paswan et al., 2016; Garcia-Hernandez et al., 2017) or a
mixture of quercetin and caffeic acid in Leucaena leucocephala (von
Son-de Fernex et al., 2015). Recently it was found that caffeic and p-
coumaric acids found in Ipomea batatas were responsible for the
antioxidant and anti-carcinogenic activities (Nasr et al., 2015; Peng
et al, 2015; Zhang et al., 2016). On the other hand, a synergic
anthelmintic effect (H. contortus larvae exsheathment inhibition)
between a mixture of tannins when commercial flavonoids (luteolin
and quercetin) were added (Klongsiriwet et al., 2015). Although the
tannins have been considered as responsible for this nematicidal
activity (Williams et al., 2014; Saric et al., 2015; Garcia-Hernéndez
et al., 2017), this is the first time that hydroxycinmmic derivatives
group (caffeic acid, coumaric acid, ferulic acid, methyl caffeate,
methylcoumarate and methyl ferulate) are described as anthelmintics
from A. cochliacantha.

5. Conclusions

The results of this work show an anthelmintic that a hydroalcoholic
extract of A. cochliacantha leaves contains compounds with high in
vitro ovicidal activity against H. contortus. The bio-guided separation
demonstrated that the organic fraction (AcOEt-F, 1mg/mL) had
higher activity than the aqueous soluble compounds. Selective extrac-
tion of the less polar compounds with dichloromethane produced the
highest bioactive mixture (DCMt-F, 1 mg/mL). The main constituents
in this fraction were caffeoyl and coumaroyl derivatives as well as
quercetin. All isolated compounds from this mixture, exhibited a high
level of nematocidal activity. Studies focused on identifying potential
anthelmintic compounds from plants used to feed small ruminants can
generate new ecologically friendly alternatives for the control of live-
stock parasitic nematodes.

This chemical identification of the anthelmintic compounds from A.
cochliacantha leaves, will allow to obtain standardized extracts useful
in the developing of new veterinary (fodder, dried extracts, fractions or
isolated compounds) or pharmacological treatments for the control of
helminthiasis.

D

contortus eggs (40x): A) morulated egg; B). embryonated egg (control), C and D) H. contortus eggs after
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El consumo de hojas de Acacia cochliacantha reduce la eliminacion de huevos de Haemonchus
contortus en heces de cabritos Boer
Consumption of Acacia cochliacantha leaves reduce elimination of Haemonchus contortus eggs
in feaces of Boer kids

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la suplementacién de hojas de Acacia
cochliacantha en una dieta de mantenimiento para cabritos de la raza Boer sobre la tasa de
eliminacion de huevos de Haemonchus contortus, consumo de agua y materia seca. Diez cabritos
recién destetados (16.850 * 1.630 kg de peso vivo inicial y 3 meses de edad), fueron infectados con
larvas infectantes (L3) de H. contortus (350 L3 por kilogramo de peso vivo). Se establecieron dos
tratamientos: T1: control (animales infectados con larvas L3 de H. contortus y sin suplementacién
con hojas de A. cochliacantha) y T2: animales infectados con larvas L3 de H. contortus y
suplementados con 5% hojas de A. cochliacantha en la dieta. Los animales previamente fueron
bloqueados de acuerdo a la eliminacion de huevos por gramo de heces (HPG) y asignados
aleatoriamente a uno de los dos tratamientos descritos previamente. Las variables medidas fueron
HPG, consumo de agua y MS. Los resultados encontrados demostraron reduccién (p < 0.05) en la
eliminacion de huevos de H. contortus en los cabritos que consumieron las hojas de A.
cochliacantha, el consumo de agua y materia seca fue similar en toda la fase experimental. Se
concluye que la adicidon de hojas de A. cochliacantha en dietas para cabritos tienen actividad
antihelmintica, lo cual esta leguminosa arbdrea podria representar una opcidn para integrarla en la
alimentacién de cabritos Boer bajo un enfoque nutracéutico.

Palabras clave. Cabritos, antihelmintico, Acacia cochliacantha, Haemonchus contortus.

ABSTRACT

The aim of this study was to assay the effect of A. cochliacantha supplementation of a maintenance
diet for Boer goats kids on the Haemonchus contortus eggs elimination and the dry matter intake.
Ten kids of the three months of age, and 16.850 * 1.630 kg of bodyweight (BW) were orally infected
with H. contortus infective larvae (L3, 350 L3 per kg/BW). Two treatments were established as
follow: T1: Control (animals infected with H. contortus L3 and without supplementation of A.
cochliacantha leaves); T2: Animals infected with H. contortus and supplemented with 5% of A.
cochliacantha leaves. The goats previously were randomized and grouped according their parasite
egg elimination per gram of faeces (EPG). The response variables were the EPG, water consumption
and dry matter intake (DMI). The results found in the present study showed a clear evidence in the
H. contortus eggs elimination in the group of animals that consumed the A. cochliacantha leaves,
indicating a statistical difference compared with the control group (P<0.05). Water consumption
and DMI values were similar between two diets in all experimental phase. It concluded that the
addition of A. cochliacantha leaves in diets to goat kids contain anthelmintic effect, which this
arboreal leguminous could be an option in the feeding of goats under a nutraceutic approach.
Keywords: Goat kids, anthelmintic, Acacia cochliacantha, Haemonchus contortus.
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INTRODUCCION

Las enfermedades causadas por los pardsitos gastrointestinales representan un problema a nivel
mundial, ya que afecta la produccién de pequeios rumiantes. Los nematodos gastrointestinales
(NGI) son uno de los principales pardsitos que ocasionan las mayores perdidas econdmicas en la
industria ganadera, en México se estiman perdidas de $445.1 millones de délares atribuidas a los
NGI de ganado Y'. Haemonchus contortus es uno de los principales parasitos prevalentes en ovinos
y caprinos de todo el mundo, sobre todo en regiones calidas y himedas. Este parasito es el gusano
intestinal mas frecuente y dafiino, causante de las principales pérdidas econémicas para los
productores >3, En las ultimas décadas, derivado al uso indiscriminado de antiparasitarios para el
control de nematodos gastrointestinales (NGI’s), ha ocasionado resistencia antihelmintica; aunado
al efecto residual que tienen algunos farmacos en el organismo y medio ambiente °), Esta situacion
ha motivado a expertos parasitélogos a buscar alternativas de control para minimizar el uso
indiscriminado de farmacos antihelminticos en pequefios rumiantes. Las investigaciones realizadas
al respecto han sido encaminadas al estudio de los metabolitos secundarios de algunas leguminosas
arboreas las cuales tienen propiedades antihelminticas . Las plantas tienen la capacidad de
producir diferentes sustancias derivadas del metabolismo secundario, mismas que son utilizadas
como defensa contra algunos agentes fito-patdgenos. Dentro de dichos compuestos se tienen a los
taninos condensados, terpenos, saponinas y flavonoides 1%. Algunos trabajos de investigacién han
demostrado que los flavonoides presentan actividad nematicida y que en conjunto con otros
compuestos (taninos), tienen un sinergismo que potencializa su efecto contra nematodos
gastrointestinales 2. Acacia cochliacantha es una leguminosa cominmente conocida como
“cubata” que se ha utilizado en la medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales *®. Diversos trabajos han reportado actividad nematicida in vitro a partir de
extractos de sus hojas &2, inclusive compuestos fendlicos tales como taninos, quercertina, acido
cafeico, cumarico y ferulico se han aislados de esta leguminosa y son los responsables de la actividad
nematicida 2. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la adicién de hojas de A.
cochliacantha en la dieta de cabritos Boer en crecimiento infectados con H. contortus, asi como el
consumo de agua y materia seca.

Material y métodos

Zona de estudio.

El presente trabajo fue desarrollado en la unidad experimental de pequefios rumiantes del Centro
Universitario UAEM Temascaltepec, este lugar presenta una altura media sobre el nivel del mar de
1740 m, con un clima del tipo calido sub-himedo con lluvias en verano (Aw) 4.

Material vegetal

Se recolectaron hojas frescas de Acacia cochliacantha en la localidad de El Salitre Palmarillos,
municipio de Amatepec, Estado de México, México (18 °43'28.4" N, 100 ° 17'03.5 " W). El material
vegetativo fue colectado de marzo a abril de 2016, durante las primeras horas de la mafana, las
hojas fueron depositadas en una hielera para evitar cambios en su estructura quimica por efectos
de fotoxidacién, posteriormente fue transportada a los laboratorios de nutricién animal del Centro
Universitario UAEM Temascaltepec, donde se selecciond un ejemplar para su identificacion en el
Herbario Nacional de México de la Universidad Nacional Auténoma de México el material vegetal
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fue identificado por el Prof. Rafael Torres-Colin y depositado en el Herbario Nacional bajo el cédigo
de colecta OD07042016. La planta fresca fue secada a temperatura ambiente bajo la sombra
durante dos semanas, posteriormente el material vegetal se moliéd en un molino eléctrico Wiley
Mod. TS3375E15 para reducir el tamafio de la particula entre 4 y 6 mm.

Analisis quimico de dietas experimentales y de Acacia cochliacantha

Se realizé analisis bromatoldgico de las dietas experimentales, asi como para las hojas de A.
cochliacantha mediante los siguientes métodos: Materia seca (MS), Materia organica (MO),
Proteina cruda (PC), Extracto etéreo (EE) *°, Fibra detergente neutro (FDN) y Fibra detergente &cido
(FDA) se determinaron de acuerdo a la técnica descrita por Van Soest et al. *®) para los tratamientos.
Para poder determinar el nivel de inclusion de hojas de Acacia cochliacantha de determinaron los
taninos condensados totales (TCT), de acuerdo a la técnica descrita por Terrill et al. *”), modificada
por Lopez et al. ¥, los taninos condensados ligados a proteina y a fibra se determinaron utilizando
el método de Porter et al. ¥ con las modificaciones realizadas por Hagerman 9.

Material biolégico

Se obtuvieron larvas infectantes de Haemonchus contortus (L3, cepa INIFAP) a partir de un ovino
donador [22.3 kg de peso vivo (PV)] infectado con una dosis oral tnica de 350 L3 por kg de PV. El
cordero fue cuidado acorde a la norma de cuidado y bien estar animal (NOM-062-Z00-1999). Las
larvas infectantes de H. contortus fueron obtenidas a partir de cultivos mediante la técnica de
Baermann Y,

Animales experimentales

Se utilizaron catorce cabritos machos de la raza Boer (16.850 + 1.6 kg PV, 3 meses de edad)
procedentes del rancho el Salitre, perteneciente al Centro Universitario UAEM Temascaltepec.
Todos los animales fueron desparasitados con ivermectina comercial a una dosis Unica de 0.22 mg/
kg PV, antes de iniciar el experimento para eliminar cualquier infeccién natural de nematodos
gastrointestinales (NGI). Después de aplicar el antiparasitario, los cabritos fueron separados por 15
dias en un corral equipado con sombra, comederos y bebederos. Pasado ese periodo, se corroboré
que los animales estuvieran negativos a infeccién de NGl mediante la técnica de McMaster 2 y al
dia 16 se inocularon de forma individual con una dosis Unica de 350 L3 por Kg de PV de H. contortus
(cepa INIFAP). Una vez que los cabritos fueron diagnosticados como positivos a la presencia de
huevos de H. contortus (dia 30), se agruparon en dos grupos (n=7) acorde a su eliminacion de huevos
por gramo de heces (HPG) y a su peso corporal. Previo a la infeccidn, los animales recibieron una
dieta de adaptacion sin hojas de A. cochliacantha (Cuadro 1). Las dietas fueron balanceadas
basandose a los requerimientos para cabritos en crecimiento mediante las tablas del NRC del 2007
para pequefios rumiantes (23,

Disefio experimental

Durante el desarrollo del experimento y debido a que los cabritos estaban bajo un estrés pos
destete, se puso en peligro la vida de cuatro de ellos ya que los valores de volumen celular
aglomerado (VCA) eran muy bajos lo que nos indica un estado grave de anemia de los animales y
los conteos fecales de huevos eran demasiados altos (HPG > 12500), por lo que fue necesario sacar
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del experimento a 4 cabritos quedando solo 10 de ellos los cuales fueron asignados a los dos
tratamientos previamente establecidos. Se establecieron dos tratamientos: T1: control (animales
infectados con larvas L3 de H. contortus y sin suplementacion con hojas de A. cochliacantha) y T2:
animales infectados con larvas L3 de H. contortus y suplementados con 5% hojas de A.
cochliacantha. Las variables medidas fueron el HPG, consumo de materia seca y cambio de peso
vivo. Semanalmente se realizaron muestreos de heces directamente del recto del animal. El material
fecal fue procesado para estimar el HPG a través de la técnica de McMaster ??. Por otra se estimé
el consumo de agua y materia seca de cada animal con la finalidad de monitorear algin posible
cambio de comportamiento de rechazo del alimento atribuido al nivel de inclusion de A.
cochliacantha. La eficacia antiparasitaria fue estimada mediante la férmula de Abbott:

Eficacia (reduccion de HPG, %)= [(HPG del grupo control — HPG de grupo tratado) / HPG del grupo
control)]*100

Andlisis estadistico

Todos los datos colectados fueron procesados mediante andlisis de varianza utilizando el
procedimiento GLM del SAS %, Bajo un disefio completamente al azar y las medias fueron
separadas mediante la prueba PDIFF, STDERR statement). La significancia fue declarada a un nivel
de p<0.05y la tendencia de 0.05 < p < 0.10 (%),

Resultados

Analisis quimico de dietas experimentales y de Acacia cochliacantha
Los resultados de la composicion quimica de las dietas experimentales, asi como el contenido de
taninos en las hojas de A. cochliacantha son mostrados en el cuadro 1y 2.

Conteo fecal de huevos

Los resultados del HPG y porcentaje de eficacia de la dieta que contenia hojas deshidratadas de A.
cochliacantha son mostrados en el cuadro 3. El porcentaje de reduccidn causado por esta
leguminosa estuvo en intervalos de 32.8-70.8 a partir del dia 14 al 28 respectivamente.

Consumo de agua y materia seca

Los resultados del consumo de agua y materia seca correspondiente a los dos tratamientos son
mostrados en el cuadro 4. Tanto el consumo de agua y de materia seca no se observé un efecto
negativo (P>0.05) en los cabritos que recibieron la dieta adicionada con hojas de A. cochliacantha
respecto a la dieta control.

Discusion

El presente estudio mostré efecto antiparasitario atribuido al consumo de hojas de A. cochliacantha
en los cabritos, de tal forma que el que el consumo prolongado de esta leguminosa tiene beneficios
sobre la salud de los animales. Recientemente esta leguminosa fue evaluada contra parasitos
gastrointestinales de bovinos y ovinos bajo condiciones in vitro, y se encontraron resultados
positivos 12, En esos trabajos se demostrd la actividad ovicida y larvicida en contra de diferentes
NGlI, entre ellos a Haemonchus contortus. En este contexto, el presente trabajo corrobora el efecto
antiparasitario in vivo contra este parasito de importancia en la salud de los pequefios rumiantes.
Existen algunos estudios in vivo con otras leguminosas arbustivas y arbdreas que han demostrado
su efecto nutracéutico y antiparasitario en ovinos alimentados con diferentes niveles de hoja; por

100



ejemplo, se ha reportado que la administracién de hojas deshidratadas de Lysiloma acapulcensis
reducen hasta un 67.7% de huevos de NGI ©). En otro trabajo realizado en Brasil se reportan
reducciones cercanas al 70% al suministrar hojas de Mimosa caesalpiniifolia en ovinos infectados
con H. contortus ?®. Es conocido que las leguminosas arbdreas representan una fuente importante
de proteina y materia seca para la alimentacion del ganado que se encuentra en condiciones de
pastoreo 7). Existen diversas investigaciones que han demostrado el aporte nutricional de algunas
leguminosas arbustivas, indicando que los animales que las ingieren de forma natural, tienen la
capacidad de consumir las cantidades que requieran segun su necesidad; por ejemplo, en un trabajo
realizado por Méndez-Ortiz et al. *® observaron que ovinos infectados por H. contortus consumian
mayor cantidad de una leguminosa arbdrea rica en metabolitos secundarios (Havardia albicans). Sin
embargo, si este tipo de leguminosas son suministradas en las dietas de los animales pueden tener
efectos positivos o negativos sobre el consumo voluntario, dependiendo por ejemplo de su cantidad
de taninos condensados por gramo de materia seca *°). En el presente estudio no se observaron
efectos negativos en el consumo de agua y materia seca en los animales que estuvieron
consumiendo la dieta adicionada con hojas de A. cochliacantha, lo cual demostré que la ingesta de
taninos condensados totales no fueron suficientes para deprimir el consumo de materia seca, esto
porque, estudios previos reportan que cuando la dieta contienen altos niveles de compuestos
secundarios y de manera particular taninos condensados libres superiores a los 50 g kg de MS, se
podria inhibir la actividad microbiana afectando la digestibilidad de la fraccién potencialmente
digestible de los nutrientes y por consecuencia deprimir el consumo de materia seca al aumentar el
tiempo medio de retencién en el rumen ©%. Aunque este fendémeno podria tener un efecto positivo
en el metabolismo de los compuestos nitrogenados al disminuir la protedlisis ruminal, lo que
derivaria en un aumento de la proteina de sobrepaso e incrementar el flujo de aminoacidos a
duodeno aumentando el pool de proteina metabolizable para fines productivos en los animales ¢,
Los resultados del analisis en taninos condesados presentes en A. cochliacantha, (Cuadro 2)
revelaron que es una planta que podria tener efectos como los explicados anteriormente ya que
tiene 20.2% de taninos condensados totales y 14.0 % de taninos condensados libres (TCL), los cuales
son los compuestos bioactivos y pueden secuestrar a los carbohidratos y proteinas de la dieta. Sin
embargo, debido a que sdlo se incluyd el 5% de las hojas de A. cochliacantha en la dieta total el
consumo de taninos condensados totales (TCT) fue el 5.70 g y de estos solo sélo 3.9 g fueron de TCL,
concentracién que no fue suficiente para deprimir el consumo de materia seca en los animales que
se les incluyé la A. cochliacantha en su dieta. Estos resultados estan relacionados con un estudio
realizado por Ledn-Castro et al. ®? donde reportaron importantes reducciones de HPG de H.
contortus en cabritos infectados de forma artificial que estuvieron alimentados con un 10% de
inclusion de follaje de A. cochliacantha sin observar efectos negativos en la salud de los animales.
No obstante, futuros estudios serdn considerados como la dosis respuesta sobre el consumo,
digestibilidad de la materia seca y orgdnica de dietas basales con diferentes niveles de hojas de A.
cochliacantha. Se conoce que las plantas ricas en metabolitos secundarios como los taninos
contienen propiedades nutracéuticas "' y en muchos trabajos de nutricién animal se ha comprobado
que los taninos son los poli-fenoles responsables de mejorar el valor nutricional de las dietas para
el ganado. Del mismo modo se ha reportado que extractos de plantas ricas en taninos pueden
contener propiedades antiparasitarias ¥23°. Sin embargo, pese a que A. cochliacantha contiene
altas cantidades de taninos condensados se podria inferir que estos compuestos son los probables
responsables de la actividad antiparasitaria; no obstante Castillo-Mitre et al. *?, reportaron que los
compuestos responsables de la actividad fueron derivados del acido hidroxicinaminco (acido
cafeico, cumarico, ferulico y metil cafeatos). Por lo tanto, la actividad antiparasitaria de esta
leguminosa podria deberse a estos compuestos y los taninos podrian colaborar de forma secundaria
sobre el control de H. contortus mediante la proteccion de proteina de la dieta a los
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microorganismos del rumen. En este sentido, los resultados del presente trabajo (in vivo) y los de
otros estudios in vitro *? con A. cochliacantha podrian ser importantes para realizar futuros estudios
sobre sus propiedades nutracéuticas en pequefios rumiantes.

Conclusiones

Los resultados del presente trabajo muestran que Acacia cochliacantha contiene propiedades
antiparasitarias y puede ser una fuente de alimento importante para cabritos infectados con NGl,
ya que no se deprime el consumo de agua y alimento.
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Cuadro 1. Dietas experimentales de mantenimiento utilizadas en la fase experimental en cabritos

infectados con Haemonchus contortus

Ingrediente

Tratamiento 1

Tratamiento 2

% INCLUSION

% INCLUSION

Acacia cochliacantha 0.00 5.00
Heno de alfalfa 33.00 28.00

Maiz molido 5.00 5.00

Sorgo molido 17.50 17.50

Pasta de soya 7.00 7.00
Salvado de trigo 10.00 10.00

Paja de avena 25.00 25.00

Melaza 0.00 0.00

Premezcla Vit y Min 2.50 2.50
TOTALES 100.00 100.00

APORTE PC 12.78 12.76

APORTE EM (M]/kg MS)? 2.84 2.83

! Calculado de acuerdo a los contenidos individuales de energia de cada alimento incluido en la

dieta @3
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Cuadro 2. Resultados del analisis quimico proximal de hojas deshidratadas de Acacia cochliacantha
y su contenido de taninos

Especie MO PC FDN FDA TCL TCP TCF TCT
Acacia 937.0 163.0 698.6 581.7 140.0 26.0 36.0 202.0
cochliacantha

MO materia orgdnica, PC proteina cruda, FDN fibra detergente neutro, FDA fibra detergente
acido, TCL taninos condensados libres, TCP taninos condensados ligados a proteina, TCF taninos
condensados ligados a fibra
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(3]

Cuadro 3. Resultados del conteo fecal de huevos de Haemonchus contortus (HPG, media +

desviacidon estandar) y porcentaje de eficacia de

la dieta adicionada con hojas de Acacia

Dias de muestreo

Tratamientos 1 7 14 1 28

HPG 11004120 32504735 2980+3452 5300+4352 6850+1432.90°
Control
Negatlvo %Eﬁcacia —— —— —— —— ——
Hojas de A. HPG 1100+133 6850+8282 2000+367° 2050+432° 2000+178b
cochliacantha  %Eficacia

-110.7 32.8 81.1 70.8

Valor de P
cochliacantha.
(P<0.05); n=5
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Cuadro 4. Resultados del consumo de agua y materia seca de los cabritos que recibieron las dietas

experimentales con y sin hojas de Acacia cochliacantha

Dias de muestreo

Tratam
1 7 14 21 28

Agua MS Agua MS Agua MS Agua MS Agua MS
Control

1.7+0.3 436.3147.6 1.6+0.1 530.0+80.4 1.8¢0.1 650.4+173.2 1.7+0.08 647.7+206.7 1.8+0.2 651.5+211.0
Negativo
Hojas de A.

1.6+0.3  448.7+100.0 1.5+0.4 559.7+141.3 1.8+0.5 625.0+216.6 1.7+0.4 745.1+272.5 1.7+0.4 694.5+194.2
cochliacantha
Valor de P= 0.71 0.80 0.69 0.69 0.76 0.84 0.90 0.52 0.75 0.76

Agua (L), Consumo de materia seca (g)
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8. DISCUSION GENERAL

La produccion de metabolitos secundarios por parte de las plantas es un sistema complejo que
depende de multiples factores, tales como la familia a la que pertenece la planta, época del afio y
edad. Las plantas de la familia Leguminosae, por lo regular producen gran cantidad de metabolitos
secundarios con propiedades medicinales (Olmedo-Judrez et al., 2014; Sibaja-Hernandez et al.,
2015). Ademas, estas leguminosas arbustivas y arbdreas han demostrado tener un efecto
nutracéutico ademds de su efecto antiparasitario ya que representan una importante fuente de
proteina y materia seca para la alimentacidn del ganado cuando se encuentran bajo un sistema
extensivo de produccidn (Hoste et al., 2016). Diversas investigaciones complementan la afirmacién
anterior, dejando de manifiesto la capacidad que tiene los animales de ingerir de forma natural las
cantidades que requieran segln su necesidad, por ejemplo, las investigaciones realizadas por
Méndez et al., (2012) quienes observaron que ovinos infectado con H. contortus consumian
mayores cantidades de una leguminosa arbdrea rica en metabolitos secundarios (Havardia
albicans). Por otro lado, el poder antiparasitario que tiene algunas plantas de esta familia queda de
manifiesto con los trabajos realizados por Gonzdlez et al., (2018) quienes reportaron que la
suplementacién con hojas deshidratadas de Lysiloma acapulcensis en dietas de ovinos, reducen
hasta un 67.7% de huevos de NGI. En otro trabajo realizado en Brasil se reportan reducciones
cercanas al 70% al suministrar hojas de Mimosa caesalpiniifolia en ovinos infectados con H.
contortus (Brito et al., 2018). Resultados similares fueron reportados por Ledn-Castro et al., (2015)
al registrar una importante reduccidn en el conteo de huevos por gramo de heces (HPG) de H.
contortus en cabritos infectados de forma artificial cuando se les suplemento con un 10% de
inclusion de follaje de A. cochliacantha.

Frutos et al., (2004) sefialaron que suministrar este tipo de leguminosas en las dietas de los animales
puede tener efectos tanto positivos como negativos sobre el consumo voluntarios, esto va a
depender del contenido de taninos condensados totales por gramo de materia seca; en el
experimento realizado en la presente investigacion (in vivo) no se observaron efectos negativos en
el consumo de agua ni de materia seca en los animales que se les suministro hojas de A.
cochliacantha en su dieta, esto se debid a que sélo se incluyd el 5% de las hojas de A. cochliacantha
en la dieta, en base a esto el consumo de taninos condensados totales (TCT) fue el 5.70 g y de estos
solo sélo 3.9 g fueron de taninos condensados libres (TCL), concentracion que no fue suficiente para
deprimir el consumo de materia seca en los animales. Waghorn y McNabb, (2003), mencionaron
que; cuando la dieta contienen altos niveles de compuestos secundarios y de manera particular
taninos condensados libres superiores a los 50 g kg-1 de MS, se podria inhibir la actividad microbiana
afectando la digestibilidad de la fraccion potencialmente digestible de los nutrientes y por
consecuencia deprimir el consumo de materia seca al aumentar el tiempo medio de retencién en el
rumen, sin embargo, este fendmeno podria tener un efecto positivo en el metabolismo de los
compuestos nitrogenados al disminuir la protedlisis ruminal, lo que derivaria en un aumento de la
proteina de sobrepaso e incrementar el flujo de aminoacidos a duodeno aumentando el pool de
proteina metabolizable para fines productivos en los animales (Barry, 1989). Esto es particularmente
interesante ya que los analisis realizados a las hojas de A. cochliacantha utilizadas en el presente
experimento, revelaron que la planta contiene 20.2% de taninos condensados totales y 14.0 % de
taninos condensados libres (TCL), los cuales son los compuestos bioactivos y pueden secuestrar a
los carbohidratos y proteinas de la dieta originando un efecto como el anteriormente citado, esto
abre una posibilidad para futuros estudios donde se incremente los niveles de inclusion de hojas
109



154 de Acacia cochliacantha en dietas para cabritos y se evallan las dosis de respuesta sobre el
consumo voluntario, digestibilidad de la materia seca y se evallen parametros productivos.

Los compuestos secundarios con actividad antihelmintica de las leguminosas arbdreas han sido
aislados de diversas formas con el objeto de identificar su actividad en contra de algunos nematodos
gastrointestinales de los rumiantes (Vargas-Magafia et al., 2014; Marie-de Magdeleine et al., 2014).
Recientemente un grupo de investigadores franceses han demostrado que existe un sinergismo
entre compuestos, por ejemplo: en un estudio realizado por Klongsiriwet et al., (2015), demostraron
gue los taninos condensados tienen mejor efecto antihelmintico cuando estdn adicionados con
flavonoides como la luteolina y quercetina. Con respecto a estos antecedentes, se realizaron analisis
cromatograficos de capa fina (TLC) y por HPLC, a las fracciones FAcEt, FDCMt y el precipitado PDCMt;
donde se identificaron principalmente al acido cafeico, ferulico, cumarico, derivados de cafeoilos y
cumaroilos y quercetina. Estos compuestos mostraron una evidente actividad antihelmintica (67.25-
100% de inhibicidn), contra los huevos de H. contortus. Por otra parte, los compuestos de tipo
flavonoles y flavonas tuvieron una baja actividad ovicida (7.0% de inhibicién). En lo que respecta a
las concentraciones letales, de la fraccion FDCMt (CLso=0.06 y CLs0=0.13 mg/mL) y el precipitado
DCMt (CLso=0.04 y CLs0=0.12 mg/mL), su efecto se potencializo al hacer la separacién cromatografica
de la fraccidn FAcEt (ClLso=0.33 y CLs0=0.85 mg/mL), indicando que los compuestos tanto del
precipitado como de la faccién diclorometanoica fueron los responsables de la actividad ovicida
contra H. contortus. Desafortunadamente en este estudio no se identificé el mecanismo de accién
o dafio que ejercen las moléculas activas aisladas de la leguminosa bajo estudio. Sin embargo, es
importante mencionar que los huevos de H. contortus expuestos a las fracciones anteriormente
mencionadas, al momento de ser observados bajo el lente de 40X de un microscopio éptico; se
apreciaba un dafio en el interior de su estructura, afectando el desarrollo embrionario y por
consecuencia su eclosién. Un posible modo de accién que ejercen los fenoles con otros compuestos
(taninos), sobre la inhibicion de la eclosidn de huevos, es su afinidad de adherirse a la cuticula que
es rica en glicoproteina. Los resultados del presente estudio se relacionan con lo encontrado por
von Son-de Fernex et al., (2015), quienes aislaron algunos fenoles (quercetina y acido cafeico) a
partir de fraccionamientos de la leguminosa Leucaena leucocephala, demostrando que la quercetina
(1.1 mg/mL de fraccidn organica), tuvo hasta 90.49 % + 2.85 de IEH del nematodo Cooperia spp.
Asimismo, en nuestro estudio se encontraron resultados similares con la fraccién C1F57-60 (94% de
IEH con 1mg/mL), la cual tuvo quercetina como compuesto mayoritario. Por otra parte nuestro
estudio biodirigido en A. cochliacantha, al igual que von Son-de Fernex et al., (2015), similares
fraccionamientos se hicieron para obtener la fraccién acuosa y la fraccion organica, demostrando
gue los compuestos identificados en la fraccidn poco polar (FAcEt), tuvieron los metabolitos activos
en contra de los huevos de H. contortus (figura 3 y 4). Asimismo, von Son-de Fernex et al., (2016),
observaron bajo microscopia de barrido, dafios estructurales sobre la cuticula de huevos del
nematodo Cooperia spp, que estuvieron expuestos con quercetina y acido cafeico aislados de la
leguminosa L. leucocephala. Actualmente, salvo los autores citados anteriormente no hay reportes
que indiquen las propiedades AH del acido cafeico, por lo que en nuestro estudio se evidencia que
los derivados cafeoilos (Fracciones: C1F39-42, C1F56 y C1F64-83) y acido cafeico de A. cochliacantha
actuan contra los procesos de inhibicion de la eclosidon de H. contortus, demostrando una fuerte
actividad nematicida. Por otra parte, la fuerte actividad ovicida (97 y 88 % de inhibicién), encontrada
en la fraccion que contenia derivados de cumaroilos (C1F29-33, C1F47-52) indica su potencial AH de
estos compuestos. Estas fracciones, de acuerdo a su perfil cromatografico, contenian &cido
cumarico y derivados de cumaroilos. 155
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Con respecto a estos compuestos en la literatura solo se ha encontrado actividades
antioxidantes (Lu Zhang et al., 2016), anticancerigenos (Nasr et al., 2015; Wei Peng et al., 2015),
por lo que la actividad AH reportada en nuestro estudio, puede ser importante para seguir
evaluando este tipo de compuestos sobre las otras fases exdgenas y enddgenas de H. contortus
y otros NGI.
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9. CONCLUSION GENERAL

Las fracciones FAcEt, FDCMt y el precipitado PDCMt obtenidas a partir del extracto hidroalcohdlico
de hojas de Acacia cochliacantha mostraron una fuerte actividad antihelmintica ya que inhibieron
entre el 67.25 y el 100% la eclosiéon de huevos de Haemonchus contortus, en dichas fracciones
pudieron identificarse los compuestos mayoritarios mediante un fraccionamiento a partir de una
biparticion y posterior elucidacién y HPLC quedando de manifiesto los compuestos secundarios
responsables de la actividad antihelmintica siendo estos: la quercetina, los derivados de cafeoilos,
los derivados cumaroilos asi como los acidos cafeico, ferulico, cumarico.

En otro sentido, las hojas de Acacia cochliacantha suplementadas en dietas de cabritos, puede ser
consideradas como un ingrediente nutracéutico, toda vez que la inclusién de la misma en la dietas
de cabritos Boer infectados atrtificialmente con larvas de Haemonchus contortus, no afectd el
consumo de materia seca ni el consumo de agua durante el periodo experimental; pero si registro
hasta un 70.8 en el porcentaje de reduccion del conteo de huevos en heces (HPG) en el grupo al
que recibieron el suplemento de hojas de A. cochliacnatha.

Por tal motivo se conclue que tanto el extracto integro de hojas de acacia cochliancantha asi como
las fracciones obtenidas a partir de una biparticidn u osterior elucidacién pueden seguir validandose
sobre estudios biodirigidos sobre diferentes parasitos gastrointestinales.
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