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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue determinar el efecto antihelmintico de extractos de
Caesalpinia platyloba sobre huevecillos (Hs) y larvas de Strongyloides gastrointestinales de
bovinos del tropico seco, en diferentes unidades de produccion pecuaria (UPP) (n=20
animales/UPP) ubicadas en el municipio de Cardcuaro, Michoacan, México. Se recolectaron
muestras fecales (MF) de bovinos y tallos y hojas de Caesalpinia platyloba, las MF (150 g
animal™') se sometieron a un estudio diagndstico coproldgico-parasitario, ademas, se realizé la
prueba de inhibicion en la eclosiéon de Hs y migracion larval, la informacion recabada se
analizé mediante la metodologia de los modelos lineales generalizados y las diferencias
(0=0.05) entre tratamientos se obtuvieron a través de medias de minimos cuadrados. Se
encontré una prevalencia de parasitosis de 82.5£37.9% y una carga promedio parasitaria de
4025.7£3635.1 Hs g-1 MF (90.3% de CV), mismo que se redujé (P<0.05) en los animales bajo
el sistema de alimentacidon pasto nativo-forraje arboreo VS sistema a base de pasto nativo:
2180.0+£279.3 y 5563.8+£255.0 Hs g-1 MF, respectivamente. Dentro de los extractos de
Caesalpinia platyloba, el extracto diclorometano de hoja provocdé mayor mortalidad de
huevesillo de Strongyloides gastrointestinales (60.7+£2.7%) vs extracto diclorometano de tallo
(53.3+£2.7%). Este extracto también se destacad por su accion contra las larvas de
Strongyloides: 92.24+5.1% de mortalidad. El consumo de forraje de Caesalpinia platyloba en
bovinos bajo pastoreo (pasto nativo) es una alternativa viable para reducir la parasitosis

gastrointestinal en estos animales.

Palabras clave: Nematodiasis gastroenteritica, especies arboreas, forraje nutraceutico,

extractos vegetales, parasitos Strongyloides




SUMMARY

The objective of the research was to determine the anthelmintic effect of extracts of
Caesalpinia platyloba on eggs (Hs) and gastrointestinal Strongyloides larvae of bovines from
the dry tropics, in different livestock production units (UPP) (n=20 animals/UPP) located in
the municipality of Caracuaro, Michoacan, México. Faecal samples (MF) were collected from
cattle and stems and leaves of Caesalpinia platyloba, the MF (150 g animal-1) were subjected
to a diagnostic study coprological-parasitic, also, the inhibition test was carried out on Hs
hatching and larval migration, the information collected was analyzed using the methodology
of generalized linear models and the differences (0=0.05) between treatments were obtained
through least squares means. A prevalence of parasitosis of 82.5£37.9% and an average
parasitic load of 4025.7+£3635.1 Hs g-1 MF (90.3% of CV), was found, same that was reduced
(P<0.05) in the animals under the feeding system native grass-forage arboreous vs system
based on native grass: 2180.0+279.3 and 5563.8 + 255.0 Hs g'! MF, respectively. Among the
extracts of Caesalpinia platyloba, the leaf dichloromethane extract caused greater egg
mortality of gastrointestinal Strongyloides (60.7 + 2.7%) vs stem dichloromethane extract
(53.3 + 2.7%). This extract was also noted for its action against Strongyloides larvae:
92.2+5.1% mortality. The consumption of forage of Caesalpinia platyloba in bovines under
grazing (native grass) is a viable alternative to reduce gastrointestinal parasitosis in these
animals.

Keywords: gastroenteric nematodiasis, arboreal species, fodder nutraceuticos, vegetable
extracts, parasites of Strongyloides.
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MARCO TEORICO

Sistemas de produccion

Los sistemas de produccion animal, se crean, operan y producen en funciéon de las
caracteristicas de su contexto, el cual, determina en gran medida la calidad y cantidad de
insumos (Ortiz y Ortega, 2001), en la region de Tierra Caliente, Michoacan, México, Molina-
Mercado et al. (2008), refieren el predominio de selva baja caducifolia, un clima torrido calido
seco, con una temperatura media anual mayor a 22 °C y régimen de lluvias irregular con

precipitaciones entre 700-900 mm? (Challenger y Soberén, 2008).

Estan conformados por componentes en compleja organizacion: humano [edad 46-65 afios,
61,1% de los productores son analfabetos, la mano de obra es de tipo familiar], animal [vacas,
vaquillas, terneras y becerros de razas: pardo suizo, cebu, hibridos y criollos], agricola
[pradera nativa bajo la categoria de ejido, pequefia propiedad y praderas nativas rentadas] y
tecnologico [los productores no cuentan con técnicas y tecnologias que superen a las utilizadas
para el manejo basico al que someten a su ganado: realizar vacunacion, desparasitacion y
rotacion de potreros], estos interactlian entre si para la produccion de bovinos destinados al

abasto (Molina-Mercado et al., 2008).

Las salidas del sistema comprenden el numero de becerros destetados a la venta, donde
predomind la venta de becerros dentro del estado (Michoacén, México), durante la época de
estiaje con un precio que oscila de 10-14 pesos mexicanos del kg en pie, mismo que no estd
determinado por el lugar de origen del comprador, estos datos fueron publicados por Molina-

Mercado et al. (2008).
Beneficios de la ganaderia extensiva

La ganaderia extensiva se basa en la utilizacion de especies ganaderas de interés zootécnico,
capaces de aprovechar eficazmente los recursos naturales, requiere escaso aporte de energia
fosil y promueve el aprovechamiento de pastos naturales, ademés de que fomenta el bienestar
animal por lo que se ajusta a las demandas de calidad en productos agropecuarios, la
explotacion se basa en la produccion no industrializada, debido que propicia vida en semi-

libertad al animal, busca la seguridad alimentaria bajo los criterios de produccion ecoldgica, el




EFECTO DE EXTRACTOS DE Caesalpinia platyloba SOBRE HUEVECILLOS Y LARVAS 8
DE Strongyloides GASTROINTESTINALES DE BOVINOS DEL TROPICO SECO 201

sistema de alimentacidon es natural, requiere menor dependencia de productos agricolas, los
compuestos nitrogenados presentes en las deyecciones enriquecen el suelo lo cual,
proporcionan alimento a las plantas, actividad que aumenta la asimilacion de didxido de

carbono, esto propicia mayor eficiencia energética global (Bellido et al., 2001; Roa, 2017).
Factores limitantes

A pesar de que los beneficios son bastantes, también se debe mencionar que la ganaderia
extensiva presenta cambios debido a aspectos técnicos, socioecondmicos y tecnoldgicos que
interfieren en el proceso reduciendo la eficiencia y eficacia del sistema (Cruz, 2006), las
condiciones climaticas como la corta estacion de lluvias propicia la baja disponibilidad y
calidad de forraje durante la prolongada temporada de sequia, manteniendo a los animales en
forma semi-estabulada complementando con insumos adquiridos (Villa-Méndez et al., 2008),
ademas de que las condiciones climdticas y la nula tecnificacion no favorece a la agricultura

como opciodn para producir forrajes (Carrera et al., 2014).

Lo mencionado anteriormente ocasiona que se incrementen las areas dedicadas para la
explotacion animal, esto aumenta la deforestacion de superficies, lo cual, ocasiona dafo a la
diversidad de especies arboreas presentes y emision de gases derivado del cambio de uso de
suelo (Jiménez, 2007), ademas de que la exposicion del ganado a organismos parasitarios
presentes en pastos y deficiencias en el manejo sanitario del ganado (Suarez-Dominguez,
2008), son factores que predisponen a las enfermedades (FAO, 2010), mismos que repercuten

negativamente en los parametros productivos (Najera-Garduio et al., 2016).
Salud animal y parasitosis

El estado de salud de los animales depende principalmente de: las condiciones del animal, del
medio en que se encuentra y de la presencia de agentes patogenos, a pesar de los adelantos
tecnologicos en materia de salud animal, el ganado continia enfermando y muriendo en todas
las regiones donde se explotan. De manera global las enfermedades se clasifican en afecciones
generalizadas, trastornos metabolicos, intoxicaciones e infestaciones parasitarias (Diaz, 2008;

Campos, 2009).
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Como anteriormente se menciond, la exposicion del ganado a organismos parasitarios
presentes en pastos (Steffan et al., 2012), factor que predispone al ganado a enfermar por
organismos como trematodos, cestodos, protozoarios y nematodos, mismos que pueden
establecerse en pulmones y en 6rganos del tracto gastrointestinal del hospedero, estos recurren
a la parasitosis [interaccidn no simbidtica] (Cruz-Reyes y Camargo-Camargo, 2001), para
completar su ciclo de vida y asegurar la supervivencia y evolucion de su especie (Martinez y
Cordero, 2000), éstos son responsables de pérdidas econdémicas y productivas (Huerta y Cruz,
2016), por manifestaciones sub-clinicas que provocan decomisos de 6rganos en frigorificos y

bajas del potencial productivo en animales en las explotaciones ganaderas (Castro-Hermida et

al., 2008).
Nematodiasis gastroentérica

Especificamente la Nematodiasis gastroentérica es causada por organismos del Phylum
nematoda, ampliamente diversificado en el reino animalia, incluye organismos de tamafio
variable, triploblasticos, bilaterales y con cuerpo cilindrico (Ferris, 2008), la presencia de
nematodos que afectan el tracto digestivo, varia de acuerdo con la localizacion geografica y
las condiciones climaticas en los ecosistemas ganaderos, se distribuyen ampliamente por los
paises tropicales y subtropicales, especialmente en aquellas regiones donde los pastos
constituyen la base alimentaria de los rumiantes (Quiroz, 2002), estos organismos patdgenos
representan un problema de salud que impacta considerablemente a la produccion ganadera,

afectando a los animales de diferentes edades (Vazquez et al., 2004).
Phylum nematoda de la orden Strongylida
Caracteristicas morfoldgicas

Los huevecillos tienen forma ovoidal y con tamafio variado como se describe para los géneros
Trichostrongylus sp 40 x 85 um, Oesophagostomum sp 40 x 80 um, Haemonchus sp 45 x 80
um, Bunostomum sp 50 x 95 pum, Chabertia sp 50 x 90 um, Cooperia sp 34 x 77 um y
Dictyocaulus sp 35 x 85 um, el nimero de células (blastomeros) es variado de acuerdo al

género, el tnico género que contienen una larva L; desarrollada es Dictyocaulus sp, la eclosion



http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/glosario.html
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requiere condiciones de 25 a 28° C de temperatura y 60 a 80% de humedad, oxigenaciéon y

luminosidad (Garcia-Prieto et al., 2014).

Las larvas muestran tamafios variantes de 10 a 20 mm y en algunos géneros puede llegar hasta
rangos de 1 a 8 cm, estan cubiertos con una cuticula flexible pero bastante dura de color desde
blanquecino-grisaceo a rojizo-pardo por la sangre ingerida, poseen una capsula bucal tipica en
forma de embudo con dos placas equipadas con una lanceta dorsal que sirve para cortar los
tejidos del hospedador, ademas poseen sistemas como digestivo completo, nervioso, excretor y
reproductor, para fines de la diferenciacion las hembras son mayores que los machos

(Rodriguez-Vivas et al., 2011).
Ciclo bioldgico

El ciclo biologico comprende cinco estadios para completar su ciclo de vida, los tres primeros
(L1, L2 y L), son de vida libre, es decir, tienen la capacidad de vivir fuera del hospedero (fase
exdgena), esta comienza con la expulsion de los huevos en las heces del animal al exterior a
condiciones de temperatura y humedad 6ptima, los huevos eclosionan entre 24 y 30 h para dar
origen a larvas Li, las que después de 2 a 3 dias pasan a ser larvas del segundo estadio Lo,

alimentandose de las bacterias presentes en las heces (O'Connor et al., 2006).

Después de 5 a 14 dias, sufren una siguiente muda para transformarse en larva tres (L3) o
estadio infestante (fase infectiva), en el desarrollo y supervivencia de ésta, las heces
desempefian el papel de “incubadoras” sobre las praderas pastoreadas, la L3 no puede
alimentarse y depende de sus reservas alimenticias para su supervivencia, cuando esas
reservas se agotan, las larvas mueren o se transforman en larvas infestantes, que migran de
manera vertical a la hierba a medida que las condiciones externas son favorables (Almeria y
Uriarte, 1999), logrando sobrevivir durante largos periodos de tiempo en el pastizal
[Temperatura de 22 °C a 26 y Humedad por debajo de 85%], esta forma de migracion les
permite subir y establecerse en las gotas de rocio que se encuentran en los tallos y hojas de los
pastos [microhdbitat] que sirven de alimento a los animales, lo cual, contribuye a la relacion
alimentacion-parasitismo para de ese modo infestar a los bovinos, a los que se le conoce como

proceso de transmision (Soca et al., 2005).
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Un vez que se logra el establecimiento se desarrollan los estadios cuarto y quinto (L4 y Ls) que
cumplen su ciclo dentro del hospedero (fase endogena), ésta inicia con la ingestion de la L3,
que penetran la membrana mucosa o entran en las glandulas géstricas, donde se transforman
en Ly, estas dejan la mucosa y se alojan en el lumen abomasal para transformarse en larvas L5
y después en parasitos adultos y termina con el desarrollo de los parasitos, la copula y la

produccién de huevecillos (Vazquez, 2000).
Establecimiento

Una vez que el nematodo ingresa el establecimiento en el organismo hospedador se realiza de
acuerdo al género, practicamente en cualquier 6rgano del tracto digestivo, en el abomaso
Haemonchus y Trichostrongylus, en el intestino delgado Cooperia y Bunostomum y en el
intestino grueso Oesophagostomum, Chabertia y Dictyocaulus, considerados como los mas
importantes en los bovinos desde el punto de vista patologico y epidemioldgico (Soca et al.,
2005 y Junquera, 2014), en la region del tropico seco (Olivares et al., 2006; Rodriguez-Vivas
etal., 2011).

Hipobiosis
Cuando las condiciones climdticas y ambientales generalmente no son favorables para el
desarrollo de los estados evolutivos fuera del huésped, en la cuarta larva L4 se presenta una
fase conocida como hipobiosis o desarrollo larvario tisular en letargo temporal, la cual permite
que se conserve en la pared intestinal, ello favorece que el parasito no envejezca y que
complete su desarrollo, cuando las condiciones sean favorables (Quiroz, 2002), para realizar la
identificacion de nematodos se pueden implementar técnicas utilizando marcadores

moleculares (Pérez-Tris, 2009) o basandose en caracteristicas morfoldgicas (Fernandez-

Figueroa et al., 2015).
Los efectos en la productividad e impacto economico

Haemonchus y Bunostomum son hematéfagos que se asocian principalmente con
manifestaciones clinicas como la anemia, asociado con altas tasas fraccionales de
removimiento de globulos rojos y alblimina, los cuales se atribuyen a la elevada pérdida

entérica de proteina, en el sitio de las infestaciones; mientras que el género Trichostrongylus
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produce una inflamacion aguda de la mucosa gastrointestinal, destruccion masiva de la
superficie de la mucosa, hay disminucion de los niveles de albumina sanguinea y la elevacion

del pH del abomaso conduce a diarrea con invasion bacteriana (Villar, 2009).

Sobre la productividad ganadera, los efectos importantes reportados constituyen las severas
manifestaciones clinicas, las cuales dependen del lugar de establecimiento en el hospedador,
en la relacion nutricion-nematodo se pueden mencionar efectos sobre la funcién ruminal, la
nutricion proteica, en el metabolismo animal, intestino y abomaso, donde se describen
principalmente la reduccion de &cidos grados volatiles, amonio y materia seca, el intestino
delgado aumenta la salida de materia orgdnica del rumen, lo cual provoca incrementos de la
fermentacion en el ciego y el colon, alterando la relacion energia-proteina, esto reduce los
nutrientes absorbidos, las paredes del intestino son dafiadas, ademds aumenta la entrada de
nitrégeno y material proteico, lo cual representa una pérdida de aminoacidos disminuyendo la

cantidad de proteinas necesarias para la energia (Encalada-Mena et al., 2009).

El parasitismo dificulta la digestion y absorcion de las proteinas, calcio y fosforo, produce la
disminucion de mineralizacién de la matriz dsea y reduccion en la concentracion del fosforo
en el plasma, lo cual sugiriere que la osteoporosis mineral, es inducida por deficiencia en la
relacion calcio:fosforo, esto también provoca reduccidon del tamafio del esqueleto, lo que
determina la capacidad de crecimiento y la acumulacion de musculo, al inicio de la lactancia
se eleva el tiempo de permanencia de parasitos, se incrementa el niimero de huevecillos en la
materia fecal y la fecundidad de los parasitos hembras en huéspedes se aumenta debilitamiento
del mecanismo de expulsion de los parasitos, evidencia de la disminucion de la inmunidad
celular reflejando la relacion de una hormona de la gestacion la prolactina, que interfiere la
repuesta del huésped en este periodo, asociada a glucocorticoides y prostaglandinas (Villar,

2009; Steffan et al., 2012).

Estudios de Rodriguez-Vivas et al. (2017), sobre el impacto economico de los nematodos en
explotaciones ganaderas del tropico de México, refieren pérdidas anuales en la producciéon por
mas de US $445 millones de dolares en carne, US $189 millones de dolares para leche, en
Argentina, Perpere, (2015) refiere pérdidas en la ganancia de peso, en un rango de 40 a 60 kg,

en promedio 87.1 kg de ganancia de peso terneros/afio sin medicacion, valor alcanzando en los
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primeros 6 meses del afo un total por mas de US $255 millones de dodlares, ademas de los
decomisos de subproductos, donde las pérdidas generadas durante el invierno que no se

compensan durante el pastoreo de la primavera.
Métodos de control

Ante tal situacion, se cuenta con métodos de control para minimizar el impacto de los
nematodos gastrointestinales y reducir las pérdidas econémicas (Dobson et al., 2011), basados
en la epidemiologia y la dindmica poblacional de estos parasitos, entre ellos se encuentran el
manejo de pasturas, la seleccion de animales resistentes, el control biologico y el uso de

antihelminticos (Benavides, 1991).

Desde hace muchos afios, el control de la Nematodiasis gastroentérica se ha basado en el uso
de antihelminticos debido a su amplio espectro, facil aplicacién y alto grado de eficacia,
(Wolstenholme et al., 2004), se destacan benzimidazoles como el tiabendazol, fenbendazol y
albendazol (Medina et al., 2014), compuestos sintetizados a partir de la construccion de un
anillo de benceno con el sustituto deseado, alteran la funcion y estructura de los microtibulos
en las células intestinales de los nematodos e inhiben el sistema enzimdtico de la fumarato
reductasa, la cual es vital para la produccion de energia, ademas, previenen la formacion de la
tubulina una proteina esencial para los parésitos o bloquean el metabolismo energético

(Sumano y Ocampo, 2006).

Los imidazotiazoles como el levamisol (Medina et al., 2014), son compuestos formados por
un grupo fenil y un grupo imidazol y la forma L activa, mimetiza la accion de la acetilcolina
ocasiona una contraccidon muscular generalizada y paralisis, de igual forma es capaz de inhibir
la fumarato reductasa, también puede causar salida de iones de sodio (Na+) de membranas
musculares despolarizadas produciendo paralisis espastica (Torres-Acosta et al., 2003). Las
lactonas macrociclicas son compuestos orgéanicos del tipo éster ciclico, se forma como
producto de la condensacion de un grupo alcohol con un grupo 4cido carboxilico en una
misma molécula, por mencionar algunas; las avermectinas [ivermectina] (Medina et al., 2014),
son moléculas obtenidas de la fermentacion de Streptomyces sp poseen en su estructura

quimica un azlcar y un aglicona lo que les confiere la propiedad macrociclica, actian como
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agonistas, afectan la capacidad de alimentacion y fecundidad ademds de paralisis flacida del

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

El desarrollo de antihelminticos ha permitido disponer de una herramienta de control practica
y adaptable a diferentes sistemas, ademas de la disminucion de toxicidad en los grupos
quimicos, lamentablemente el productor pecuario ha creado un falso sentido de seguridad, por
sustituir el diagndstico y el asesoramiento profesional, por la exclusiva utilizacién de drogas,

lo cual ha provocado efectos adversos de los antihelminticos (FAO, 2003).
Efectos adversos al uso de antihelminticos

El manejo inadecuado, sobre todo al que se refiere a la parte farmacoldgica, ha llevado al
desarrollo de resistencia antihelmintica por parte de algunas poblaciones parasitarias, ésta se
puede definir como la capacidad heredable de la poblacion parasitaria de reducir su
sensibilidad a la accién de una o mas drogas, es un problema inducido por factores como la
alta frecuencia de desparasitaciones, el uso indiscriminado de antiparasitarios, y la falta de
rotacion de principios activos, lo cual ha generado que dichas poblaciones expresen genes que
en condiciones normales no expresarian, favoreciendo con esto el desarrollo de resistencia

frente a los medicamentos que estan destinados a su destruccion (Torres et al., 2007).

Ademas la exposicion del pardsito a un solo producto quimico durante tiempos prolongados, la
subdosificacion o uso de varios productos con intervalos de tiempo muy cortos, promueve la
aparicion de residualidad por farmacos antihelminticos de uso veterinario en alimentos de
origen pecuario, considerados como un factor de riesgo en la salud publica y como limitante
en el desarrollo econdmico de cualquier pais, estas razones y el avance de metodologias
analiticas cada vez mas sensibles, han hecho que los requisitos de sanidad e inocuidad
exigidos en los alimentos sean cada vez mas estrictos, para reducir oportunamente posibles
riesgos de contaminacion fisica, quimica y microbioldgica y de esta forma cumplir con las

exigencias demandadas por los consumidores (Lozano y Arias, 2008).

No solo la resistencia y residualidad son sub-problemas directos provocados por el control
quimico para el tratamiento de infestaciones parasitarias, de manera indirecta la farma-

contaminacion puede causar efectos adversos al medio ambiente, provocados por las
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deyecciones directas de los animales tratados con medicamentos utilizados en veterinaria,
debido a que se incorporan rapidamente a suelos, aguas subterraneas y superficiales (Aparicio-

Medina et al., 2011).
Estrategias alternativas para el tratamiento

La industria farmacéutica ha realizado investigaciones tendientes a descubrir nuevas
moléculas, con el objetivo de encontrar estrategias eficaces y remplazar el uso de quimicos
sintéticos (Marquez-Lara, 2014), ademds de que se han propuesto alternativas para el control
sostenible (Alberti, 2015), como la inmunonutricién (Basabe et al., 2009), complementacion
proteica (Herrera et al., 2010), el uso de hongos nematofagos (Sagiiés et al., 2011), estudios
genéticos (Nunez-Dominguez et al., 2016) y vacunas contra helmintos (Cruz et al., 2017),
manejo de pastizales y el pastoreo alternativo y mixto entre diferentes especies (Aumont,
1998), asi también se ha demostrado que en regiones del tropico el sistema agroforestal, podria
afectar el ciclo bioldgico de los parésitos, pues se ha observado la disminucion de excrecion de
huevecillos en heces y por lo tanto podria reducir la incidencia de Nematodiasis gastroentérica

(Soca, 2006).
Sistema agroforestal

En la region del tropico seco, el sistema agroforestal permite incorporar biodiversidad de
especies arboreas en diferentes estratos (Jiménez et al., 2001; Navas, 2016), por lo que una
vegetacion mas compleja y variada tiende al incremento de la productividad de la ganaderia
convencional de pastoreo (Montagnini y Finney, 2011; Lopez-Vigoa et al., 2017), autores
como Lodpez, (2015) sugieren que estos sistemas son capaces de incrementar la produccion de

carne y leche a menores costos financieros.

El ganado en época de lluvias puede consumir el follaje verde, durante el estiaje el consume
hojarasca (Avila et al., 2007; Gutiérrez el al., 2018).Ademas las especies arboreas
multiproposito ofrecen servicios ecosistémicos indirectos, como confort para los animales,
madera para postes, cercas vivas, frutos; asi como servicios ecosistémicos directos (para las
personas), a través de la lefia como combustible, madera para confeccion de herramientas de

trabajo, muebles y utensilios (Lopez, 2015), las especies arboreas reducen las crisis de
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estacionalidad de la reproduccion porque el ganado tiene mejor alimentacion en épocas
criticas de sequia, dichas especies favorecen la lucha contra el cambio climatico al tener
atributos para la mitigacion de gases y mayor captura de carbono que sistemas convencionales

(Montagnini et al., 2015).

La propiedad nutracética de las especies arboreas multiproposito radica en los compuestos No-
nutricionales, generados en plantas a través de reacciones quimicas para degradar moléculas
complejas y obtener compuestos simples a este proceso se le llama metabolismo, estos
compuestos simples o también conocidos como metabolitos secundarios se originan en las
rutas de biosintesis a partir del dcido shikimico, 4cido mevaldnico y acetil coenzima A (Co A),
y son sintetizados en pequefias cantidades, de forma no generalizada, en produccion
restringida a un determinado género, familia, o especies de plantas, estos tienen funciones
ecoldgicas (atrayentes de insectos polinizadores o funcion protectora repelentes frente a
animales predadores), ¢ intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas frente a

diferentes patogenos (Septlveda et al., 2003; Avalos y Pérez-Urria, 2009).
Productos naturales derivados del metabolismo vegetal

Estos se agrupan en terpenos, mismos que a pesar de mostrar estructuras complejas, los
bloques de construccidon son a base de moléculas de isopreno (Cs)n se clasifican en
hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpenos, triterpenos, y
tetraterpenos. Compuestos fendlicos, estos se derivan del fenol y poseen un bloque de
construccion C¢Cs. Glicosidos, su nombre hace referencia al enlace glicosidico que se forma
cuando una molécula de azucar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo.
Alcaloides aunque sus estructuras quimicas son variadas, estos poseen un nitrogeno

heterociclico y se sintetizan a partir de aminoacidos (Dewick, 2009).
Propiedades farmacoldgicas de los productos naturales

Mediante las pruebas biodirigidas se han identificado las propiedades farmacologicas de los
metabolitos secundarios obtenidos por extraccion en especies vegetales, algunas actividades
bioldgicas identificadas que poseen son: anti-microbiana, astringente, anti-tumoral, anti-

trombotica, anti-inflamatoria (Pifa-Gonzalez et al., 2015), a la produccion ganadera le aportan
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beneficios especificos, contribuyen con el manejo sanitario del ganado, mostrando beneficios
sobre los factores que predisponen a las enfermedades parasitarias, por su potencial efecto
antihelmintico, las principales sustancias bioactivas de plantas son los terpenos (Medina et al.,
2014) y aunque su mecanismo de accion sobre los nematodos gastrointestinales no esta
totalmente dilucidado, la actividad antihelmintica podria ser atribuida a la interaccion

metabolito-nematodo (Hoste et al., 2006).

En la actualidad, se han comenzado a evaluar las potencialidades de algunos productos
naturales presentes en los forrajes, las cuales, segun los investigadores constituyen una
excelente alternativa para disminuir los niveles de enfermedades en los animales, la gran
diversidad de plantas perennes, entre ellas las leguminosas han sido sefialadas con propiedades
antihelminticas por contener elevados niveles de estas sustancias, ademas de que contribuyen
a mejorar el plano nutricional por su rol en la proteccion de la proteina pasante a nivel de la

degradacion ruminal (Soca, 2006 y Soca et al., 2007).

Sin duda los compuestos fenolicos que han recibido mayor atenciéon por su bioactividad son
los taninos los cuales poseen la propiedad de afectar de forma directa afectando al parésito en
si mismo e indirecta modificando la respuesta del animal a la enfermedad, la actividad
antihelmintica es favorecida por el incremento del paso de proteinas al intestino delgado
donde son absorbidas como aminodcidos, por otra parte, se observan modificaciones
morfologicas y fisiologicas de los parésitos cuando los taninos alcanzan concentraciones
elevadas a nivel intestinal (Otero e Hidalgo, 2004), las cumarinas interactiian con las enzimas
tales como proteasas, lipasas y quitinasas las cuales tienen la funcion de degradar la membrana

del huevecillo (Moya y Escudero, 2015).

Los efectos bioldgicos de las saponinas, normalmente se atribuyen a su interaccion especifica
con las células de la membrana del huevecillo, que causa cambios en la pared celular, lo cual
disminuye la tension superficial, y por lo tanto inhibe la eclosion (Pérez-Pérez et al., 2014),
por ultimo, los alcaloides actiian eficazmente paralizando o matan (segun la dosis), gusanos

intestinales en el ganado (Martinez y Cano, 2009).

En lo que respecta al efecto sobre larvas infectantes L3 de nematodos de los géneros H. placel,

Cooperia sp y T. colubriformis los resultados de las pruebas indican que los metabolitos
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secundarios presentes en extractos de especies vegetales confieren la propiedad de aumentar la
tasa de inhibicion de la migracion larval contra estas especies de nematodos (Moreno et al.,
2010), ademas el mecanismo de accion de los taninos consiste en evitar que los machos

desenvainen (Torres-Acosta et al., 2008).
Potencial antihelmintico de la familia Fabaceae o Leguminosae

La familia Fabaceae o Leguminosae, presenta una distribucion cosmopolita y se desarrolla en
diversos tipos de climas y ecosistemas, especialmente en tierras de altitudes bajas y medias, el
nombre proviene del tipo de fruto, legumbre con forma de vaina, alargada, comprimida
lateralmente, que se abre por las suturas, donde las semillas se colocan en una sola hilera
(Duno y Cetzal-Ix, 2016). Se han evaluado extractos de especies como Gliricidia sepium
(Pérez-Pérez et al., 2014), Acacia farnesiana, Acacia holosericea, Acacia nilotica (Moreno et
al., 2010), Albizia schimperian, Lotus corniculatus L (Eguale et al., 2011), Pithecellobium
dulce (Tavira, 2017) o Leucaena leucocephala (Lopez et al., 2015), las cuales, han demostrado
reducir la eclosion de huevecillos y mitigar la motilidad larval en las especies de nematodos

gastrointestinales de rumiantes (Avello et al., 2006; Rodriguez et al., 2016).

La obtencion de metabolitos secundarios procedentes de extractos depende directamente de
los disolventes empleados en el proceso de maceracion, debido a la polaridad, de la
Caesalpinia platyloba aun no se ha comprobado el potencial antihelmintico pero se ha
considera de interés farmacologica, ademas de los taninos y fenoles (Athanasiadou et al.,
2000; Lopez, 2015), otros compuestos que han sido caracterizados son: diterpenfurano, acidos
grasos, escualeno y esteroles de extractos hexdnicos de hoja (Pamatz, 2010), el 6p-
acetoxivouacapano en extractos con diclorometano (Magallon-Chavez, 2016) y en extractos
metanolicos, aun no se han realizado estudios fitoquimicos, que describan los productos

derivados del metabolismo secundario.
Analisis quimico

Mediante el andlisis fitoquimico de dOrganos vegetales, se puede analizar la composicion
quimica y con las pruebas biodirigidas se establece el potencial medicinal o industrial,

(Carvajal et al., 2009), haciendo uso de la resonancia magnética nuclear (RMN), método
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espectral basado en las propiedades magnéticas de los nucleos de hidrogeno, siendo los
efectos electronicos los que dan lugar a los desplazamientos quimicos y las constantes de
acoplamiento, permiten el estudio detallado de la estructura electronica de las moléculas

(Joseph-Nathan y Diaz, 1993).

Estos métodos espectrométricos utilizan un sistema de anclado para mantener la estabilidad
del campo magnético que emplea la resonancia del deuterio, por lo que es imprescindible la
utilizacion de disolventes en forma deuterada como el cloroformo deuterado (CDCls),
implementado por no alterar el espectro, ademas para estudios que requieran una
determinacion exacta de los valores de desplazamiento quimico, es necesario utilizar una sefal

de referencia interna con tetrametilsilano (TMS) para muestras organicas (Mendoza, 2014).

Por lo anteriormente mencionado, este trabajo de investigacion evalua el efecto del sistema de
pastoreo a base de pasto nativo y forraje arboreo, sobre cargas parasitarias de bovinos. En este
sentido, se pudo determinar que, Caesalpinia platyloba poee potencial antihelmintico, ello
demostrado in situ e in vitro, puesto que los extractos de esta planta producen mortalidad de
huevecillo y larvas infectantes (L3) de nematodos gastrointestinales pertenecientes al suborden

Strongylida.

13



EFECTO DE EXTRACTOS DE Caesalpinia platyloba SOBRE HUEVECILLOS Y LARVAS 8
DE Strongyloides GASTROINTESTINALES DE BOVINOS DEL TROPICO SECO 201

INTRODUCCION

En Caracuaro, Michoacan, México, lugar referido como area de estudio, Molina-Mercado et
al. (2008), consideran que la actividad ganadera se desarrolla bajo sistemas de produccion
extensiva, donde, los animales se mantienen libres en extensiones cerriles con alimentacion
basada en pastoreo, como area ganadera, ésta afronta estancamiento en su desarrollo, debido
factores como: la disminucion del forraje en la época de sequia (estiaje), la complementacion

con esquilmos agricolas, lo cual, representa un costo adicional (Lopez, 2015).

Ademas de que, en sistemas extensivos, la exposicion del ganado a organismos parasitarios
presentes en pastos limitan la produccion de bovinos (Steffan et al., 2012). Previos estudios
coproldgicos-parasitarios, mostraron 30.9% para la prevalencia de Nematodiasis
gastroentérica (Navarro, 2002), enfermedad causada por organismos de la orden Strongylida
(Balderas, 2005), donde la mortalidad y morbilidad estd asociada a las manifestaciones

clinicas que provocan (Quiroz et al., 2011).

Para tratar de minimizar el impacto economico y productivo de las parasitosis, se implementa
el control quimico (Lépez et al., 2010), y aunque, usar medicamentos veterinarios es esencial
durante la crianza de animales, problemas como resistencia antihelmintica o residualidad en
productos pecuarios, hacen de éste un método ineficiente (Lopez et al., 2008), por lo que en
este tipo de explotaciones ganaderas, bajo un modelo extensivo, el sistema agroforestal es
considerado una alternativa para enfrentar dichos problemas, debido a la propiedad

nutraceutica de especies arboreas (Lopez, 2015).

El levantamiento del inventario de las especies arboreas en la zona de estudio por Gonzalez et
al. (2006 y 2007), refieren a Pithecellobium dulce, Leucaena leucocephala y Caesalpinia
platyloba como forrajeras por su contenido de compuestos nutricionales y con propiedades
antihelminticas, como lo sugiere Lopez, (2015), la actividad bioldgica sobre los helmintos
puede ser asociada a los productos naturales originados del metabolismo secundario de las

especies arboreas.

Estas pertenecen a la Fabaceae o Leguminosae y el potencial antihelmintico de Pithecellobium

dulce, ha sido comprobado por Tavira, (2017), de Leucaena leucocephala por Lopez et al.
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(2015), y de Caesalpinia platyloba atn no se cuentan con estudios que avalen este efecto, pero
Goémez-Hurtado et al. (2013), refieren interés farmacologico debido a que los metabolitos
provocan actividad citotoxica, y han caracterizado al 6B-acetoxivouacapano como compuesto
mayoritario, ademas de que Gonzalez et al. (2006 y 2007) y Lopez, (2015), la consideran
como excelente recurso maderable por la dureza de su madera, propiedad que puede causar la

pérdida de ésta, lo cual se refleja en la dificultad para encontrar estos ejemplares actualmente.

Los resultados se presentan a continuaciéon en formato de articulo cientifico
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JUSTIFICACION

Los nematodos son organismos de vida libre que requieren de una relacion parasitaria
huésped-hospedero para completar su ciclo de vida, desafortunadamente no se puede erradicar
de las explotaciones ganaderas del tropico seco, donde el sistema de alimentacion basado en
pastos, favorece la interaccion no simbidtica conocida como Nematodiasis gastroentérica, lo
cual representa un serio problema para la productividad, actualmente el unico método para
controlar el desarrollo de parasitosis es hacer uso de antihelminticos por la efectividad que
presenta, originando en el productor, un sentido de seguridad por lo que ha sustituido el
diagnostico y asistencia técnica, haciendo uso indiscriminado de estos productos, lo que se
traduce en subproblemas como resistencia antihelmintica y residualidad en productos
pecuarios, ademas de, descargas de quimicos al ambiente, lo cual, ha provocado que este
método ya no sea una alternativa rentable, esto ha inquietado a investigadores quienes in vivo
evaluaron la posibilidad de incorporar forraje de especies arboreas en la ingesta diaria de
alimento, para reducir las cargas parasitarias de los animales, ademas, de que in vitro los
extractos de especies arboreas principalmente de la familia Fabaceae o Leguminosae, inciden
un efecto antihelmintico sobre la inhibicion de la eclosion de huevecillos y reduce la motilidad
larval, actividad que se atribuye a los metabolitos secundarios como terpenos, compuestos
fendlicos, glicosidos y alcaloides, que poseen un mecanismo de accion ejercido por la
capacidad de interactuar de manera directa con las proteinas de la membrana y cuticula que
protegen al pardasito, o indirecta alterando el medio, lo cual restringe el desarrollo (fase de
hipobiosis) y mitiga el establecimiento larval, estos resultados han permitido que los sistemas
agroforestales puedan ser propuestos como tratamiento alternativo natural de enfermedades
endoparasitarias provocadas por nematodos gastrointestinales del ganado bovino en

explotaciones ganaderas del tropico seco.
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HIPOTESIS

En sistemas de pastoreo a base de pasto nativo y forraje arboreo, el incorporar a la especie
arborea Caesalpinia platyloba, en la ingesta diaria, podria representar una alternativa viable

para reducir las cargas parasitarias de bovinos del tropico seco.

OBJETIVOS

General

Establecer el efecto de la ingesta de forraje arboreo de Caesalpinia platyloba sobre la carga

parasitaria de los bovinos en pastoreo.

Especificos

v' Evaluar el efecto del sistema de pastoreo (SP) a base de pasto nativo (PN) y forraje

arboreo (FA), en cargas parasitarias de muestras fecales de bovinos del tropico seco.

v" Evaluar el potencial antihelmintico in vitro de extractos de Caesalpinia platyloba en
huevecillos y larvas (L3) de Strongyloides gastrointestinales de bovinos del tropico

S€CO.
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METODOLOGIA GENERAL

Area de estudio: se seleccionaron cuatro unidades de produccion pecuaria ubicadas en el
municipio de Caracuaro, Michoacan, México [N:19°01" W: 101°07" A:538 msnm)], el clima es
tropical con lluvias en verano, la temperatura oscila entre 19-33 °C, la vegetacion corresponde
a la selva baja caducifolia, las actividades econdmicas principales son: la agricultura y
ganaderia, debido al contexto orientan la explotacion en sistema extensivo bajo condiciones de

pastoreo (Molina-Mercado et al., 2008).

Muestreos: En la Unidad de Produccién Pecuaria (UPP) ubicada en el municipio de Paso de
Nufiez (en el mes de octubre del afio 2017), se colectaron 2 muestras de material vegetal
fresco con un peso de 800 g de tallos y 800 g de hojas de Caesalpinia platyloba, mismo que se
colocod en bolsas de papel debidamente etiquetadas, la especie arborea fue identificada y
conservada con numero de registro 003087 en el Herbario de la Facultad de Biologia de la
UMSNH, por el MC Xavier Mdrigal, profesor investigador, taxénomo de esa dependencia
universitaria. Ademas de que se obtuvieron 150 g de muestra de heces directamente del recto
de los bovinos, en bolsas de plastico numeradas y fueron colocadas en un contenedor térmico

con hielo para su transporte.

Efecto del sistema de alimentacion a base de pasto nativo y forraje arbdreo sobre cargas

parasitarias del ganado bovino de trépico seco

Técnica de McMaster: En frascos de acrilico se colocd solucion salina y 2 g de muestra
fecal, se dejo reposar por 15 min, el sobrenadante se coloc6 en camaras de McMaster, se

utilizé el microscopio Optico a 10X para el conteo (Guibbons et al., 2016).
Preparacion de las muestras para prueba bioldgica

Extractos vegetales: 400 g de hoja y tallo frescos y 400 g de hoja y tallo previamente secados
a la sombra fueron sometidos a un proceso de maceracion con disolventes: hexano,

diclorometano y metanol, a temperatura ambiente por dos dias, se filtrd y concentr6 en rota-
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evaporador BUCHI ® y llevados a peso constante para eliminar residuos de disolvente

(Magallon-Chavez, 2016).

Huevecillos: En la Unidad de Servicios para el Diagnostico (USAD) de la UMSNH, se realiz6
el lavado de 1g de heces que se disgregd con 10 ml de agua destilada, la mezcla se centrifugd
a 1500-2000 rpm durante 3-5 min, y se elimino6 el liquido sobrenadante, el sedimento se diluy6
con solucion salina para la concentracion (Goémez, 2010) y el conteo se realizdé como lo

sugiere Ortiz, (2010) para determinar los huevecillos por mililitro de solucion.

Larvas (Ls) de Strongyloides gastrointestinales: las larvas fueron donadas por la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia No. 1 de la Universidad Auténoma de Guerrero.

Efecto antihelmintico de extractos de Caesalpinia platyloba en huevecillos y larvas (L3) de

Strongyloides gastrointestinales

Prueba de inhibicion de la eclosion de huevecillos: La muestra de 0.1 ml que contenia 30
huevecillos fue expuesta a 0.4 ml de extracto a concentracion de 40 mg ml™!, esto se incubd
por 48 h a 28 °C, transcurrido el tiempo se anadié una gota de yodo para detener la eclosion
(Pérez-Pérez et al., 2014; Puerto et al., 2014). Los controles fueron: agua destilada y

Fenbendazol, ademas de evaluar un control con DMSO.

Prueba de inhibicion de la migracion larval: La muestra de 0.1 ml con L3 de Strongyloides
fue expuesta a 0.4 ml de extracto a concentracién de 40 mg ml™!, esto se incubd por 2 h,
transcurrido el tiempo de exposicion, se agregd la muestra a una cadmara donde se sometieron a
la migracion a través de un tamiz de 56 um (Moreno et al., 2010; Puerto et al., 2014; Schapiro
et al., 2015) Controles: agua destilada y DMSO

Anadlisis estadistico

Metodologia de los modelos lineales generalizados: Se codificaron todas las situaciones de

analisis dentro de un mismo esquema general con modelos lineales generalizados (Lopez-

Gonzalez y Ruiz-Soler, 2011).
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Medias de minimos cuadrados: Se determinaron las diferencias entre los puntos generados

correspondientes valores de los datos (Caste, 2014).

Anélisis quimico y procesamiento de espectros

El analisis se realizd por resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H a 400 MHz y *C a 100
MHz, en todos los casos se utilizd6 como disolvente cloroformo deuterado (CDCI3), y como
referencia interna de tetrametilsilano (TMS), para el procesamiento de espectros se empleo el

programa MestReNova (Pamatz, 2010).
Estudio quimico

La separacion de los compuestos de 10 g de extracto diclorometanico de hoja, se realizd
mediante columna cromatografica de vidrio con didmetro 2 y 4 cm, utilizando como fase
estacionaria gel de silice de malla 230-400 Merck con altura de 12 cm, y como fase movil
mezclas de hexano-acetato de etilo en polaridades de 10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, para
eliminar impurezas se tomaron 0.6978 g de la fraccion 4:6, por cromatografia en columna
utilizando como fase estacionaria gel de silice de malla 230-400 Merck, con altura de 12 cm y
como face moévil, mezclas de cloruro de metileno-acetato de etilo en polaridades de [45:5]3 y
[40:10],, de las fracciones que presentaron el compuesto mediante el analisis de cromatografia
en placa se someti6 0.369 g a cromatografia en columna, utilizando como fase estacionaria gel
de silice de malla 230-400 Merck, con altura de 12 cm y como fase mévil mezclas de hexano-

acetato de etilo [30:20] para la eliminacion de grasas.
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RESULTADOS
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EFECTO DEL SISTEMA DE ALIMENTACION A BASE DE PASTO NATIVO Y
FORRAJE ARBOREO SOBRE CARGAS PARASITARIAS DEL GANADO BOVINO
DEL TROPICO SECO
Gamifio-Avalos' O, Gutiérrez-Vazquez' E, del Rio RE?, Juarez- Caratachea! A, Salas-Razo' G,
Guzman-Lara® D y Ortiz-Rodriguez® R

nstituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF) de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo (UMSNH), Km 9.5 Carretera Morelia-Zinapécuaro, Tarimbaro, Michoacan, México. CP 58880;
Instituto de Investigaciones Quimico-Biologicas-UMSNH, Ciudad Universitaria, Morelia, Michoacan 58030,
México; 3Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia-UMSN. Km 9.5 Carretera Morelia-Zinapécuaro.
Tarimbaro, Michoacan, México. CP 58880.

RESUMEN

Derivado de los problemas que representa la nematodiasis para la produccion de ganado, surge
la busqueda de alternativas para el manejo integrado de esta enfermedad. Por ello se evaluo el
efecto del sistema de pastoreo (SP) a base de pasto nativo (PN) y forraje arboreo (FA), en
cargas parasitarias de muestras fecales de bovinos. Se recolectaron 80 muestras, en cuatro
unidades de produccioén pecuaria (UPP) ubicadas en el municipio de Caracuaro, Michoacan,
Meéxico. Las muestras se sometieron a un estudio coprologico-parasitario y la informacion
recabada tanto para prevalencia (PV), como para carga parasitaria (CP), expresada como
cantidad de huevecillos por g' de materia fecal (hg'mf), se analizaron mediante la
metodologia de los modelos lineales generalizados (GLM) y las diferencias (0=0.05) entre
UPP se obtuvieron a través de medias de minimos cuadrados (Lsmeans). Se identificaron siete
géneros de nematodos gastrointestinales a partir de las muestras recolectadas y la mayor
proporcion de huevecillos de nematodos correspondieron al género Trichostrongylus sp
(P<0.05). Ademas, se encontr6 que en las UPP analizadas, la PV fue de 82.5+37.9%; hallazgo
que no fue afectado (P>0.05) por la edad del animal (EA) ni por el SP. El promedio (P<0.05),
para carga parasitaria fue de 4025.7£3635.1 hg'mf, mayor en animales de 1 a 3 afos
(5599.8+713.6 hg'mf), y se reduce en sistemas de pastoreo que incorporan forraje arboreo
(2180.0+279.3 hg'mf). Estos resultados sugieren que, el sistema de pastoreo a base de pasto

nativo mas forraje arboreo mitiga el parasitismo del ganado.

Palabras clave: parasitosis, ganaderia extensiva, sistema agroforestal
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ABSTRACT

Derived from the problems posed by nematodes for livestock production, the search for
alternatives for the integrated management of this disease arises. Therefore, the effect of the
grazing system, based on native grass and tree fodder on parasitic loads of fecal specimens of
bovine animals was assessed. 80 samples were collected in four livestock production units
located in the municipality of Caracuaro, Michoacan, México. The samples were submitted to
a stool-parasitic study and information collected both for prevalence, and for parasitic load,
expressed as quantity of eggs per g fecal matter (hg'mf), they were analyzed through the
methodology of the generalized linear models (GLM) and the differences (o= 0.05) among
livestock production units, were obtained through means of least squares (Lsmeans). Seven
genera of gastrointestinal nematodes were identified from the collected samples and the
highest proportion of nematode eggs corresponded to the genus Trichostrongylus sp (P< 0.05).
In addition, it was found that in the livestock production units analyzed, the prevalence was
82.5+37.9%; finding that was not affected (P> 0.05) by the age of the animal or by the grazing
system. The average (P<0.05), for parasitic load was 4025.7£3635.1 hg'mf, higher value in
animals from 1 to 3 years (5599.8+713.6 hg'mf), and it is reduced in grazing systems under
native pasture more arbor fodder (2180.0+279.3 hg"'mf). These results suggest that the grazing

system based on native grass more tree fodder mitigates the parasitism of livestock.

Key words: parasitosis, extensive cattle ranching, agroforestry system
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Introduccion

La region del trépico seco mexicano, presenta el potencial para mantener los hatos de cria
bovina del pais (Gonzalez et al., 2015), que constituyen una respuesta a la necesidad de
producir carne y leche a bajo costo, (Molina-Mercado et al., 2008), lo cual, orienta a la
ganaderia a una produccion extensiva (Palma, 2014), donde la alimentacion se basa,
principalmente en el pastoreo y en la actualdad se enfrenta a problemas de escases de forraje

disponible para el ganado principalmente durante la época de estiaje (Mejia, 2002).

Aunado a la escases de forraje en este sistema, se presenta la proliferacion de endoparasitos
(Soca et al., 2005), debido a que en los pastos se albergan larvas infestantes de nematodos, las
cuales son ingeridas con el forraje (Esquivel, 2015), causando nematodiasis gastrointestinal
(Angulo-Cubillan, 2005), lo cual provocan pérdidas productivas, que se sitilan en un rango de
40 a 60 kg por animal parasitado, debido a las manifestaciones clinicas que provoca al animal

(Rodriguez-Vivas et al., 2017).

En estas regiones se sabe que los productores implementan como tratamiento para esta
enfermedad, el uso de antihelminticos (Medina et al., 2014), los cuales, a pesar de contar con
caracteristicas como facil acceso y aplicacion, alto grado de eficacia y amplio espectro (Lopez
et al., 2010), a pesar de esto aun se reportan altos valores de prevalencia de esta enfermedad
(Olivares et al., 2006), principalmente en la temporada de lluvias (Soca et al., 2005),
concentra la mayor carga parasitaria en animales jovenes, debido a lo inmaduro de su sistema
inmunologico (Benavides y Romero, 2008), ademés de que se ha identificado, que los géneros
de nematodos que provocan la patogenia parasitaria pertenecen al orden Strongyloides

(Olivares et al., 2006).

Lo anterior sugiere problemas de resistencia de los parésitos gastrointestinales a la accion de
una o mas drogas (Encalada-Mena et al., 2008), inducida por alteraciones en la dosificacion
(Torres et al., 2007), por utilizar productos con intervalos de tiempo cortos que no permiten la
asimilacion del ingrediente activo por parte del bovino, lo que provoca residualidad de
farmacos de uso veterinario para el control de helmintos en productos alimenticios de origen
pecuario (Romén, 2007), estos sub-problemas constituyen un obstaculo importante para el

control de los endoparasitos (Marquez et al., 2008).
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Derivado de lo anterior surge la necesidad de redisefiar sistemas de control, buscando
alternativas rentables, eficientes y sostenibles, por lo tanto, las especies arboreas como
recursos forrajeros incluidos en la ingesta diaria de alimento, pueden favorecer la reduccion de
las cargas parasitarias, al promover el desarrollo de una fauna edafica (coledpteros
coprofagos), estos descomponen las materia fecal de los bovinos, lo cual, contribuye a la
disminucion del potencial parasitario de las excretas (Soca et al., 2007), debido a que se
comportan como alimentos nutracéticos (Pérez, 2006), por su alto contenido de metabolitos
secundarios, procedentes de las rutas metabolicas de las plantas (Avalos y Pérez-Urria, 2009).
Por lo que la presente investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto del sistema de
pastoreo sobre la carga parasitaria y prevalencia de Nematodiasis gastroentérica de bovinos

del trépico seco
Materiales y Métodos
Localizacion del area de estudio

El estudio se desarroll6 en cuatro unidades de produccion pecuaria localizadas en el trépico
seco de Michoacan, México. UPP1: Zacapungamio (N: 18° 96", W: 101° 07°, A: 698 msnm),
UPP2: Cagiiirica 1 (N: 19° 40", W: 101° 13", A: 1893 msnm), UPP3: Cagiiirica 2 (N: 19° 40’,
W: 101° 137, A: 1893 msnm) y UPP4: Puerto de Amoles (N: 19° 05", W: 101° 01, A: 1124
msnm). Predomina un clima tropical y seco estepario con lluvias en verano y precipitacion

pluvial anual de 975.5 mm?® y temperaturas que oscilan de 21 a 37 °C (INEGI, 2017).
Manejo de animales y tamafio muestral

Se utilizaron bovinos de diferentes edades; mismos que no habian sido desparasitados y se
concentraban de diferentes agostaderos bajo diferentes sistemas de alimentacion (pastos
nativos y pastos nativos mas especies arboreas forrajeras). Se colectaron muestras fecales de
20 animales/UPP, mediante el calculo del tamafio de muestra, a través de la férmula para

poblacion conocida (Olivares et al., 2006), como se desglosa a continuacion:

Formula
N=[Z**(p*q)/E’]
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Donde:
N= tamano de la muestra g=1-p (69.1%)
Z=nivel de confianza 95% (3.84) E= error maximo tolerable 5% (0.0025)
p= prevalencia reportada (30.9%) El N calculado fue de 20 animales/UPP

Toma de muestra

Una vez identificado e inmovilizado cada animal, de los seleccionados, se colectd una muestra
fecal (150 g) directamente del recto de los bovinos. Las muestras se guardaron en bolsas de
plastico etiquetadas, fueron colocadas en un contenedor térmico con hielo para su transporte al
laboratorio de la Unidad de Servicios Auxiliares para el Diagnostico de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia (USAD-FMVZ), donde se realizd el analisis coprologico-
parasitario, entre las coordenadas N: 19° 48", W: 101° 11" y A: 860 msnm. Posee un clima
templado con temperatura media de 18.4°C y una precipitacion media anual de 777 mm?

(INEGI, 2010).
Anélisis coproldgico-parasitario

Mediante la técnica de flotacion de McMaster. En los frascos de acrilico se coloco solucion
salina (SSNacCl), donde se adiciono 2 g de muestras fecales, la cual se dejo reposar por 15 a 20
minutos, se recupero el sobrenadante, que se coloco en las cadmaras de McMaster y se contaron

los huevos de nematodos con un microscopio optico a 10X.

Calculo de la Prevalencia: La prevalencia se consideré como el numero de casos existentes
de la enfermedad sobre el numero de sujetos estudiados (Quijada et al., 2006), como se

muestra a continuacion:

Formula
PV = (N° de animales con HPG > 50 / N° total de animales examinados) * 100

Donde:
NC: el nivel de confianza 95% m: el tamafio de la muestra
N: el tamafio de la poblacion Se: la sensibilidad de la prueba diagnostica

e: el nimero de individuos enfermos en Es: la especificidad de la prueba diagnostica
la poblacion (o en la muestra)
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Determinacioén de la carga parasitaria

La determinacion de la carga parasitaria, se realizd mediante la técnica de conteo de
huevecillos de McMaster de la guia RVC/FAO de parasitologia veterinaria por Guibbons et al.
(2016), la cual sugiere el conteo del nimero de huevecillos dentro del espacio contable de
cada camara, ignorando aquellos fuera de los cuadros, se multiplico el total por 100, de esta

forma se calculd la cantidad de huevecillos por gramo de materia fecal (hg 'mf).
Identificacion de los géneros de nematodos

Para determinar el género de los nematodos presentes en las muestras se utilizd un
microscopio montado con micrémetro de platina y objetivo calibrado a 40X para la medicion

en micras y determinar el género de nematodos (Martinez y Mayorga, 2010).
Anélisis estadistico

Para efectos del analisis estadistico, se considerd para la prevalencia un analisis binomial (0,
para animales no parasitados y 1, para animales parasitados) (Martinez y Mari, 2010). Asi, la
informacion recabada, tanto para la prevalencia como para la carga parasitaria (cantidad de
huevecillos muestra'), se analizdé mediante la metodologia de los modelos lineales

generalizados (GLM) bajo el siguiente modelo:
Yijx= pn + UPP; + SAj+ Edadx + UPP(SA);; + Edad(UPP)k + Edad(SA)yj +eijki
Donde:

Yiju= Prevalencia, carga parasitaria (nimero de huevecillos g'!' de materia fecal)
pu=media general

UPP= Unidad de producciéon como efecto fijo con i-ésima= 1, 2, 3, y 4 localizacion
geografica de la UPP.

SA;j= Sistema de alimentacion como efecto fijo con j-ésimo= 1 (pasto nativo) y 2 (pasto nativo
mas forraje arboreo),

Edadi= Edad del animal como efecto fijo con k-ésima= 1 (rango de 1-3 afios) y 2 (rango de 4-
6 afios).
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UPP (SA);= Efecto fijo de la i-ésima Unidad de produccion anidado en el j-ésimo sistema de
alimentacion

Edad (UPP)= Efecto fijo de la k-ésima edad del animal anidado en la i-ésima Unidad de
produccion

Edad (SA)x= Efecto fijo de la k-ésima edad del animal anidado en el j-ésimo sistema de
alimentacion

eiji= error aleatorio asociado a cada observacion (~ NIID=0, ¢%).

Las diferencias entre UPP, edad y sistema de alimentacion se obtuvieron a través de medias de

minimos cuadrados (Lsmeans, siglas en inglés) a un 0=0.05 (Sinha, 2018).
Resultados

Se determin6 que en las unidades de produccion (UPP) analizadas, la prevalencia de
parasitosis gastrointestinal en el ganado bovino fue de 82.5 +37.9%; prevalencia que no fue
afectada (P>0.05) por la edad del animal (Tabla 1) ni por el sistema de alimentacion (Tabla 2):

pasto nativo (90.2%) o pasto nativo mas forraje arboreo (74.8 %).

Tabla 1. Prevalencia de parasitosis en el ganado bovino en el municipio de Caréacuaro,
Michoacan de acuerdo con la edad, UPP y sistema de alimentacion

Edad Prevalencia/UPP  Prevalencia/Edad
(afios) UPP  Sistema de alimentacion (SA) +E.E. +E.E.
1 Pasto nativo-forraje arboreo 50.0*£10.0
2 Pasto nativo 100.0°+11.0
at
ta3 3 Pasto nativo-forraje arboreo 100.0° +11.0 87.5°6.0
4  Pasto nativo 100.0° +13.0
1 Pasto nativo-forraje arboreo 50.0* £10.0
2 Pasto nativo 100.0° £9.0
at
4a6 3 Pasto nativo-forraje arboreo 100.0° £9.0 80.373.0
4  Pasto nativo 71.4%°+8.0

Literales a, b indican diferencias (P<0.05) dentro de columna

Como se puede observar en la Tabla 1, la prevalencia de parasitosis en el ganado bovino fue
igual (P>0.05) tanto para los animales con edad de 1 a 3 afos como para los de 4 a 6 afos;
aunque si bien, la menor prevalencia de parasitosis se observo en la UPP 1 (50.0%) en ambos
rangos de edad (1 a 3 y 4 a 6 afios). El mismo comportamiento se observo, cuando se analiz6

el efecto de la anidacion UPP (sistema de alimentacion): UPP 1 la que registrd6 menor
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prevalencia de parasitosis (P<0.05), en comparacion con el resto de las UPP analizadas (Tabla

2).

Tabla 2. Prevalencia de parasitosis en el ganado bovino en el municipio de Carécuaro,
Michoacan de acuerdo con la localidad y el sistema de alimentacion

UPP Localidad Sistema de alimentacion ~ Prevalencia/UPP  Prevalencia/SA
(SA) +E.E. +E.E.
1 Zacapungamio Pasto nativo-forraje arboreo 50.0*£7.0 24,84 46.0
3 Cagtiirica I1 Pasto nativo-forraje arboreo 100.0°+7.0 . '
2 Cagiiirica I Pasto nativo 100.0°+7.0
. 90.22+6.0
4 Puerto de Amoles Pasto nativo 80.0°+7.0

Literales ®® indican diferencias (P<0.05) dentro de columna

Para el caso de la carga parasitaria (huevecillos g'! de materia fecal) en el ganado analizado,
ésta fue de 4025.7 £3635.1 huevecillos g de materia fecal (90.3% de CV); promedio que fue
afectado (P<0.05) por la edad del animal (Tabla 3); pero, no (P>0.05) por la anidacion edad
(UPP) (Tabla 4). Con respecto al efecto de la edad sobre el niimero de huevecillos de
parésitos gastrointestinales en el ganado bovino analizado, este fue mayor (P<0.05) en
animales de 1 a 3 afos (5599.8+713.6 huevecillos g! de materia fecal) vs animales de 4 a 6

afios (2407.1£620.8 huevecillos g! de materia fecal) (Tabla 3).

Tabla 3. Carga parasitaria en el ganado bovino en el municipio de Caréacuaro,
Michoacén de acuerdo con la edad y UPP

Edad Huevecillos*/UPP Huevecillos/Edad

(aﬁos) UPP +E.E. Pr > |t| +E.E. Pr> ]
1 220.0%21625.6 0.8928
2 7812.5° +1285.1 <.0001 .

l1a3 3 47500bc +1285.1 0.0005 5599.82+713.6 <.0001
4 9616.6° +1484.0 <.0001
1 320.042+£1625.6 0.8446
2 3800.0%°+1049.3 0.0006 b

4a 6 3 2058.3ac :|:10493 0.0496 24071 i6208 0.0003
4 3450.0* £1149.5 0.0040

*=Promedio de huevecillos g de materia fecal; = promedio no significativo (P>0.05).
Literales ®® ¢indican diferencias (P<0.05) dentro de columna

En la Tabla 3, se puede observar que, en ambos rangos de edad de la UPP1, el ganado bovino

present6 tendencia hacia menor carga parasitaria (220.0£1625.6 y 320.0+1625.6 huevecillos g
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! de materia fecal), ello con respecto al resto de las UPP analizadas. No obstante, dichos
promedios no fueron significativos (P>0.05) (Tabla 3). En este sentido, se encontr6 una carga
parasitaria de hasta 9616.6:1597.9 huevecillos g"' de materia fecal en los animales de 1 a 3
afios en la UPP4, carga igual (P>0.05) al de los animales de la misma edad del resto de 1a UPP
evaluadas y, diferente (P<0.05), a la carga promedio de los animales de 4 a 6 afios de las UPP
1, 2, 3 y 4. No obstante, cuando se analiza la carga parasitaria por sistema de alimentacion se
observo que, la carga parasitaria de los animales que consumen pasto nativo y forraje arboreo

fueron los que menor carga registraron (2180.0+279.3 huevecillos g!' de materia fecal) (Tabla
4).

Tabla 4. Carga parasitaria en el ganado bovino en el municipio de Caracuaro,
Michoacén de acuerdo con el sistema de alimentacion y a la edad de los animales

Edad
Sistema de alimentacion H*/SA +E.E. Pr>|t| (afios) H*/Edad+E.E. Pr>]
ivo- ; la3 3007.6°£378.2  <.0001
Pas‘fo nativo forraje 2180.0°4279 3 <0001
arboreo 4a6  1547.0P£330.8 <0001
. la3 8585.7°£364.5 <.0001
Pasto nativo 5563.8+£255.0  <.0001

4a6 3640.9°+290.7 <0001

SA= Sistema de alimentacion; H*=Promedio de huevecillos g-! de materia fecal.
Literales a, b, ¢ indican diferencias (P<0.05) dentro de columna

En lo que respecta al género de nematodos gastrointestinales identificados en las muestras
analizadas, se pudo establecer que, la mayor proporcion (67.5%) de huevecillos de nematodos
aislados en las muestras correspondio al género Trichostrongylus sp (P<0.05) al igual que la
cantidad de huevecillos registrados (3298.3+436.1 huevecillos g! de materia fecal), seguido
del género Oesophagostomum sp (51.2%) con 1270.7+267.7 huevecillos g de materia fecal
(Tabla 5).

Tabla 5. Género y cantidad de huevecillos de neméatodos gastrointestinales identificados
en ganado bovino del municipio de Caracuaro, Michoacan

Frecuencia + Huevecillos*
Genero n/80 E.E. Pr > |t] + E.E. Pr > |t]
Oesophagostomum sp 41 51.2843.0 <.0001 1270.7° £267.7  <.0001
Trichostrongylus sp 60 67.5°+3.0 <0001  3298.3°+436.1 <0001
Bunostomum sp 7 8.7°+3.0 0.0141 671.4*£238.7  0.0307
Haemonchus sp 8 10.0°£3.0 0.0050 1000.0* £197.3  0.0014
Dictyocaulus sp 3 10.0° £3.0 0.0050 766.64+569.6  0.3106
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Cooperia sp. 1 1.24¢43.0 0.7250 400.0% +0.0
Chabertia sp. 1 1.24°£3.0 0.7250 900.0% +0.0
*=Promedio de huevecillos g"' de materia fecal; %= promedio no signiﬁéativo (P>0.05).
Literales a, b, ¢ indican diferencias (P<0.05) dentro de columna

En la identificacion del género de nematodos gastrointestinales se aislaron en menor
proporcion (1.2%) huevecillos de Cooperia sp (400.0 huevecillos g! de materia fecal) y
Chabertia sp (900.0 huevecillos g de materia fecal) (Tabla 5); mientras que, Bunostomum sp,
Haemonchus sp y Dictyocaulus sp solo se encontraron en 8.7, 10.0 y 10.0% de las muestras
analizadas, respectivamente. Ademas, se pudo observar que, Trichostrongylus sp se distribuye
por igual (P>0.05) en animales de 1 a 3 afios (65.6%) como en animales de 4 a 6 afios
(68.7%), ello en comparacion con Oesophagostomum sp: 71.8 y 37.5% para animales de 1 a 3
afios y de 4 a 6 afios respectivamente (Tabla 6); ambos porcentajes diferentes entre si
(P<0.05). El resto de los nematodos gastrointestinales identificados en la presente
investigacion (Tabla 5 y Tabla 6) parasitaron a los animales, de 1 a 3 y 3 a 6 afios, dentro de
un rango de 1.2 a 15.6%; siendo Dictyocaulus sp y Chabertia sp los que menos parasitan
(2.1%) a los animales de 3 a 6 afios y Cooperia sp (3.1%) a los animales de 1 a 3 afios (Tabla
6).

Tabla 6. Frecuencia de bovinos parasitados del municipio de Caracuaro, Michoacan de

acuerdo con el género de nematodos gastrointestinales identificados en las UPP y a la
edad del ganado

Edad (Anos)

Genero la3 Pr> [t 4a6b Pr > [f
Oesophagostomum sp 71.8°£5.5 <.0001 37.5°+4.5 <.0001
Trichostrongylus sp 65.6°£5.5 <.0001 68.7°+4.5 <.0001
Bunostomum sp 3.14%+55 0.5718 12.5*4+4.5 0.0058
Haemonchus sp 15.6°£5.5 0.0048 6.2%%+4.5 0.1664
Dictyocaulus sp 6.2%%£5.5 0.2583 2.14%44.5 0.6443
Cooperia sp 3.1445.5 0.5718 NA -

Chabertia sp NA - 2.14+4.5 0.6443

&= promedio no significativo (P>0.05); N*=No se aislo
Literales ®° indican diferencias (P<0.05) dentro de fila.

En cuanto a al aislamiento de los géneros de nematodos identificados de acuerdo con las UPP
analizadas se encontrd que, Oesophagostomum sp afect6 a las cuatro UPP dentro de un rango

del 45 al 60% de los animales en cada una de UPP (Tabla 7), Mientras que Trichostrongylus
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sp aun y cuando solo afecté al ganado de las UPP 2, 3 y 4, este nematodo parasité entre el 80 y

100% de animales de dichas UPP.

Tabla 7. Frecuencia de bovinos parasitados en el municipio de Caracuaro, Michoacan de
acuerdo con el género de nematodos gastrointestinales identificados y a la UPP

Genero UPP1 Pr > [t UPP2 Pr > [t UPP3 Pr>|tf UPP4 Pr > [t]

Oesoph  50.0°+6.2 <0001 45.0°+6.2 <0001  60.0°+6.2 <0001 50.0°+6.2  <.0001

Trichos NA - 100.0°+£6.2 <0001  90.0%%+6.2 <.0001 80.0°+6.2  <.0001
Bunost NA - 30.0°+£6.2  <.0001 NA - 5.0%°%6.2 04218
Haemon NA - 10.0%2+6.2 0.1084 10.0%*4+6.2 0.1084 2.0°+£6.2  0.0014
Dicty NA - NA - NA - 15.0£6.2  0.0162
Coop NA - NA - NA -- 5.04+6.2  0.4218
Chab NA - NA - 504662  0.4218 NA --

Oesoph= Oesophagostomum sp; Trichos= Trichostrongylus sp; Bunost= Bunostomum sp; Haemon= Haemonchus sp; Dicty=
Dictyocaulus sp.; Coop= Cooperia sp; Chab= Chabertia sp; &= promedio no significativo (P>0.05); M=No se aisl6
Literales ® ¢ indican diferencias (P<0.05) dentro de fila.

En la Tabla 7, se puede determinar que la UPP4 fue en donde se asil6 la mayoria de los
géneros identificados en la presente investigacion y unicamente el género Chabertia sp fue
aislado en la UPP3, mientras que los géneros Dictyocaulus sp y Cooperia sp se aislaron en la
UPP3 y UPP4.

Tabla 8. Frecuencia de bovinos parasitados en el municipio de Caracuaro, Michoacan de
acuerdo con el género de neméatodos gastrointestinales identificados en las UPP y al
sistema de alimentacion del ganado

Sistema de alimentacion

Pasto-Forraje arboreo Pasto Nativo
Muestras Huevecillos* Muestras Huevecillos*
Genero (%) + E.E. Pr> [t (%) + E.E. Pr> [t
Oesoph 55.0°+4.8 886.3V+£539.4 0.1034 47.58+4.8  17157Y4580.5  0.0039
Trichos 45.0*°+4.8 2366.6Y £596.4  0.0001 90.0+4.8  4313.8°+421.7 <0001
Bunost 0.0 0.0 NA - 17.5+4.8 671.4%+£956.3 0.4842
Haemon 5.044+48  1200.0%¥+1789.2 0.5039 15.0° +4.8  933.3%¥£1033.0  0.3683
Dicty 0.0 £0.0 NA - 7.5%+4.8 766.6%£1460.9  (.6008
Coop 0.0 +0.0 NA - 2.5%+4.8 400.0¢ 0.8747
Chab 254448 900.0% 0.7228 0.0+0.0 NA -

Oesoph= Oesophagostomum sp; Trichos= Trichostrongylus sp; Bunost= Bunostomum sp; Haemon= Haemonchus sp; Dicty=
Dictyocaulus sp.; Coop= Cooperia sp; Chab= Chabertia sp; "= Promedio de huevecillos g"' de materia fecal; &=
promedio no significativo (P>0.05); M=No se aislo

Literales ®® indican diferencias (P<0.05) para porcentajes entre sistemas de alimentacion.

Literales ¥ # indican diferencias (P<0.05) para huevecillos entre sistemas de alimentacion.

Finalmente, se pudo observar que, en el sistema de alimentacion a base de pasto nativo-forraje

arboreo fue donde se encontr6 menor cantidad de géneros de nematodos gastrointestinales
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identificados (cuatro de siete) en la presente investigacion (Tabla 8); entre los que destacan
Oesophagostomum sp y Trichostrongylus sp, ello en comparacion con el sistema de
alimentacion a base de pasto nativo, en donde se aislaron todos los géneros identificados

excepto Chabertia sp (Tabla 8).
Discusion

Los resultados obtenidos sugieren que, no obstante el método de control parasitario que
utilizan los ganaderos de la region de tierra caliente o tropico seco, se observé una prevalencia
de 82.5+37.9% en explotaciones extensivas de ganado en pastoreo (Garcia, 2001), estos
resultados son similares a los hallazgos de investigaciones del trépico de Guerrero (78.27%)
(Olivares et al., 2006), o en sistemas de extensivos en entidades (62.31% y 80.15%)
(Encalada-Mena et al., 2008), que comparten caracteristicas edafologicas, fisiograficas,

climaticas e hidrograficas similares al municipio de estudio (Ortiz et al., 2016).

El sistema de alimentacion es un factor capaz de mitigar el parasitismo (Soca et al., 2007), la
inclusion de forraje arbdreo en la ingesta diaria de alimento reduce el valor de la prevalencia
(74.8%) en contraste con los que basan su dieta solo en pasto nativo (90.2%), siendo la
temporada de lluvias donde se registran valores mas altos de este coeficiente (Dominguez et
al., 1993), ademas se observo que en el sistema pasto nativo-forraje arboreo la carga
parasitaria fue menor (2180.0£279.3 hg'mf) en comparacién con sistema pasto nativo
(5563.8+255.0 hg''mf), estos valores numéricos parecen concordar con otras fuentes de
informacion, quienes indican que el sistema de alimentacion que incluye forraje arboéreo,
demostraron reducir la Nematodiasis, investigaciones in vivo sugieren que al favorecer los
principios esenciales para el control de los nematodos gastrointestinales como: optimizacion
de los sistemas de pastoreo, la estimulacion de la respuesta del hospedero y la modulaciéon de
la biologia del parasito, permiten lograr la regulacion integrada y sostenible de las

infestaciones por helmintos (Hoste y Torres-Acosta, 2011).

Ademas las especies arboreas son consideradas nutracéuticas no solo por ser un alimento de
excelente calidad nutricional, también aportan beneficios a la salud animal por poseer
metabolitos secundarios, estos a través de la disminucion en el nivel de ovoposicion del

parésito adulto, la afectacion en la eclosion de los huevecillos, la alteracion en el desarrollo, la
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motilidad y la muda en las larvas y la disminucion en la viabilidad de los parasitos adultos,
todos estos efectos representan una alternativa para disminuir la incidencia de enfermedades
en los animales, provocadas por parasitos gastrointestinales, en los tropicos (Lopez-Vigoa et

al., 2017).

Soca et al. (2007), sugieren que los sistemas que incorporan especies arboreas o arbustivas
promueven el desarrollo de la fauna edafica (coledpteros), que tienen una participacion
destacada en los procesos de descomposicion de la materia fecal de bovinos, lo cual

contribuye a la disminucidn del potencial parasitario de las excretas.

Se determinaron siete géneros de nematodos gastrointestinales, aspecto que concuerda con lo
referido en el tropico seco mexicano (Olivares et al., 2006), de manera general
Trichostrongylus sp, fue el que mas parasitd (67.5%), seguido de Oesophagostomum sp, con
un indice de frecuencia de 51.2%; en lo que respecta al sistema que incluye ingesta de forraje
arboreo fue donde menor nimero de géneros de nemdatodos gastrointestinales se aislaron:
Oesophagostomum sp, Trichostrongylus sp, Haemonchus sp y Chabertia sp; asi como, menor
cantidad de huevecillos, ello sugiere, que la ingesta de forraje arbdreo puede controlar el

crecimiento y desarrollo de Bunostomum sp, Cooperia sp y Chabertia sp.

En la UPP 4 fue en donde se registraron seis géneros de los siete identificados, entre ellos,
Dictyocaulus sp; éste fue un hallazgo importante, puesto que dicho nematodo es caracteristico
de regiones con clima templado o frio (Junquera, 2016), ello sugiere, la introduccion de
animales procedentes de climas templados o frios, pero es necesario monitorear este tipo de
nematodos, pues existe la posibilidad de que se adapten a la region de Tierra Caliente de
Michoacan, resultados que coinciden con hallazgos de previas investigaciones (Navarro, 2002;

Balderas, 2005).
Conclusion

Los resultados permiten concluir que: existe prevalencia de Nematodiasis gastrointestinal en
los bovinos muestreados de la region del tropico seco de 82.5+37.9%, la carga parasitaria es
mayor en animales jovenes que en adultos (5599.8+713.6 vs 2407.1+620.8 hg'mf

respectivamente), la carga parasitaria fue menor en el sistema de pastoreo que incluye forraje
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arboreo (2180+279 hg'mf) vs solo pasto, sin forraje arboreo (5563255 hg'mf). Ademas, se
diagnosticaron siete géneros de nematodos, de éstos, tres Oesophagostomum sp,
Trichostrongylus sp, Haemonchus sp y Chabertia sp, en el sistema de alimentacion con forraje
arboreo, en tanto que, para los sistemas que no incluyen dicho forraje, también se encontraron
Oesophagostomum sp, Trichostrongylus sp, Bunostomum sp, Haemonchus sp, Dictyocaulus sp

y Cooperia sp.
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RESUMEN

Los extractos vegetales de especies arboreas de las Leguminosae, muestran efecto nematicida,
asociado a la interaccion de los metabolitos secundarios, con las proteinas que recubren el
huevecillo y la larva. Por ello se evaluo el efecto antihelmintico de extractos de Caesalpinia
platyloba en huevecillo y larva (L3) de Strongyloides gastrointestinales. Se ensay6 0.1ml de
una muestra que contenia aproximadamente 30 huevecillos y 21 larvas del tercer estadio, a la
concentracion de 40 mg ml™! de los extractos de Caesalpinia platyloba, posteriormente del
extracto diclorometdnico de hoja, se disminuy¢ la concentracion en 30, 25, 20, 15, 10 y 5 mg

ml!

, los resultados se analizaron mediante la metodologia de los modelos lineales
generalizados (GLM) y las diferencias (0=0.05) se obtuvieron a través de medias de minimos
cuadrados (Lsmeans). Las pruebas bio-dirigidas sobre los estadios mostraron una efectividad
del extracto diclorometanico de hoja sobre la inhibicion en la eclosion de huevecillos de
60.7£2.7% y sobre la migracion larval de 92.2+5.1, resultados superiores a los obtenidos por
los demas extractos, en la prueba de tolerancia la selectividad de los extractos orienta la
actividad antihelmintica hacia los huevecillos debido a que la tasa de los no viables disminuye
en 1.837~2.0%, conforme se reduce la concentracion en Smg ml-1, no asi en la migracion
larval. Estos resultados sugieren que, los metabolitos presentes en los extractos de Caesalpina
platyloba provocan efecto directo sobre huevecillos alterando el medio evitando la eclosion y

en algunos casos generando la lisis de la membrana proteica, ademas de que frena la

movilidad de la larva provocando la reduccion de la migracion larval.

Palabras clave: antihelminticos naturales, pruebas bio-dirigidas, tratamientos alternativos,

alimentos inocuos, contaminaciéon ambiental
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ABSTRACT

The vegetal extracts of tree species of legumes, nematicide effect associated with the
interaction of secondary metabolites, with proteins that cover the egg and larva. Therefore, the
anthelmintic effect of Caesalpinia platyloba extracts in egg and larva (L3) of gastrointestinal
Strongyloides was assessed. It faced 0.1 ml of a sample containing approximately 30 eggs and
21 larvae of the third stage, at the concentration of 40, mg ml™! of the extracts of Caesalpinia
Platyloba, after the leaf dichloromethane extract, the concentration was decreased by 30, 25,
20, 15, 10 and 5 mg ml™!, the information collected was analyzed through the methodology of
the generalized linear models (GLM) and the differences (0a=0.05) were obtained through
means of least squares (Lsmeans). The bio-directed tests on the stages showed an effectiveness
of the extract dichloromethane of leaf on the inhibition in the hatching of eggs of 60.7+2.7 and
on the larval migration of 92.2+5.1, results superior to those obtained by the others extracts,
the test of tolerance the selectivity of the extracts orients the activity anthelmintic towards the
eggs because the rate of the nonviable decreases by 1,837~2.0%, as it is reduced the
concentration in 5mg ml'!, not so in the larval migration. These results suggest that the
metabolites present in the extracts of Caesalpina platyloba cause an effect direct on eggs by
altering the environment avoiding eclosion and in some cases generating the lysis of the
protein membrane, in addition to braking the larval mobility resulting in reduced larval

migration.

Key words: natural anthelmintics, bio-directed tests, alternative treatments, safe food,

environmental pollution
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Introduccion

En los sistemas extensivos de produccién pecuaria del trépico seco, se identifica la
alimentacion a base de pastoreo (Molina-Mercado et al., 2008), lo cual, propicia enfermedades
al ganado, causadas por parasitos del tracto digestivo (Balderas, 2005; Soca et al., 2005), el
uso frecuente de antihelminticos para el control este tipo de parasitos (Cuéllar, 2003), ha sido
una de las causas que provoca el desarrollo de resistencia en las especies de nematodos
gastrointestinales (Lopez et al., 2015), ademas, de causar problemas de contaminacion en
productos pecuarios, por residuos quimicos constituyendo un peligro para la salud publica

(Marquez, 2008; Zapata et al., 2013).

Este método de control, ha mostrado limitaciones para su implementacion, uso irracional, nula
rotacion de compuestos quimicos, ademds del incremento de las dosis senaladas (Encalada-
Mena et al., 2008), lo cual origina interés por la busqueda de alternativas para tratar
enfermedades parasitarias (Morales, 1991; Olivares et al., 2006), con la finalidad de proponer
métodos alternativos, la industria farmacéutica ha realizado investigaciones tendientes a
descubrir nuevos compuestos quimicos para controlar los nematodos del ganado, mismas que
involucran el control bioldgico, a través de hongos nematdfagos (Sagiiés et al., 2011),
produccion de vacunas contra helmintos (Cruz et al., 2017), inmunonutricion (Basabe et al.,
2009) y estudios genéticos tendientes a producir animales resistentes a helmintos (Nufiez-
Dominguez et al., 2016). Ademas, experimentos sobre la influencia de la suplementacion
proteica en la dieta, que podria mejorar la respuesta a la vacunacion y en el desarrollo de

animales inmunorresistentes (Herrera et al., 2010).

Con el proposito de obtener productos pecuarios alimenticios inocuos, disminuir la resistencia
antihelmintica de los nematodos y evitar la contaminacion del ambiente, con residuos de
productos quimicos sintéticos (Githiori et al., 2006; Marie-Magdeleine et al., 2010), en las
explotaciones ganaderas del tropico seco, el sistema agroforestal ha sido propuesto como
alternativa de manejo, por demostrar potencial para contribuir a la disminucion de las cargas
parasitarias en los bovinos (Soca et al., 2007); Otero ¢ Hidalgo (2004), han propuesto que los
productos naturales de las especies vegetales provocan efecto directo e indirecto en la

interaccion metabolito-hospedador.
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Las especies arboreas de la region de la tierra caliente en Michoacan, ademas de ser utilizadas
como forraje por su alto contenido de proteina y fosforo lo cual representa una oportunidad de
ahorro para los productores, mediante la optimizacion de los recursos naturales endémicos,
son referidos con potencial medicinal para animales (Gonzalez et al., 2006 y 2007), una de
estas especies es la Caesalpinia platyloba, especie arborea endémica de la region del tropico
seco perteneciente a la familia Leguminosae, misma que constituye un recurso maderable, las
hojas son consumidas por el ganado y los productores hacen referencia a que esta especie,

propicia la desparasitacion natural del ganado (Lopez, 2015).

Los estudios in vitro que utilizan extractos vegetales de especies arboreas, principalmente de
la familia Leguminosae, han demostrado efectos sobre los estadios de huevecillo y larva
infectante (L3) de nematodos gastrointestinales, (Martinez et al., 2010; Lopez et al., 2015),
asociado a la interaccion de los metabolitos secundarios (terpenos, compuestos fenolicos,
glicosidos y alcaloides), presentes en los extractos, con las proteinas que recubren el
huevecillo y la cuticula de la larva. (Torres-Acosta et al., 2008; Corona-Palazuelos et al.,
2016), siendo las pruebas de inhibicion de la eclosion de huevos y de migracion larvaria,
ampliamente usadas como técnicas apropiadas para evaluar extractos de plantas, debido a su
practicidad y bajo costo (Lopez et al., 2015). Las pruebas de tolerancia, se proponen como
técnicas para determinar la toxicidad de compuestos potencialmente biocidas contra

organismos patogenos (Di Rienzo, 2010; Rueda et al., 2013).

Por lo que, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto antihelmintico de los extractos
de la planta Caesalpinia platyloba, sobre estadios de huevecillo y larvas infestantes (L3), de

nematodos gastrointestinales pertenecientes a la suborden Strongylida.
Materiales y Métodos
Area de estudio

El trabajo se realizo en el laboratorio de la Unidad de Servicios Auxiliares para el Diagnostico
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (USAD-FMVZ), mediante el proceso de
preparacion, lavado, concentracion y recuento se recuperaron huevecillos, las larvas (L3)

fueron proporcionadas por el auxiliar académico del laboratorio de parasitologia de la Facultad
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de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma de Guerrero (UAGro), en el
Instituto de Investigaciones Quimico Biologicas (IIQB) se obtuvieron los extractos de la
Caesalpinia platyloba [numero de registro del herbario de la UMSNH: 003087] mediante
maceracion con disolventes, concentracion en rota-evaporador y para realizar la prueba

biologica fueron diluidos con dimetil sulféoxido (DMSO).
Técnica de inhibicion de la eclosién de huevecillos

Para el desarrollo de la técnica se utilizaron tubos de ensayo en los cuales se colocd 0.1 ml de
muestra que contenia 30 huevos de Strongyloides gastrointestinales, a la que se le adicion6:
0.4 ml de la solucién preparada con extracto a concentracion de 40 mg ml! de extractos, se
incubaron por 48 h a temperatura de 28 °C. Transcurrido el tiempo de incubacion se afadio
una gota de yodo para detener la eclosion y realizar el conteo del numero de huevecillos y
larvas Li, con el uso un microscopio. Como controles se utilizaron: agua destilada y
Fenbendazol (Pérez-Pérez et al., 2014), ademas de evaluar un control con DMSO (Puerto et
al., 2014).

Técnica de la inhibicion en la migracion larval

El estudio de inhibicion de la migracion larvaria, consistio en enfrentar larvas del tercer
estadio (Ls), a la concentracion de 40 mg ml™! de los extractos de Caesalpinia platyloba. Para
ello se utilizaron tubos plésticos de 2 ml a los cuales se le agregd 0.4 ml de extracto diluido y
larvas (L3) de Strongyloides gastrointestinales, suspendidas en 0.1 ml de solucion acuosa, se
expusieron a los extractos por 2 h en un tubo de ensayo, transcurrido el tiempo de exposicion,
se hicieron migrar a través de un tamiz de 56 micras (um). Posteriormente, se determiné la
cantidad de larvas migradas y se calculo el porcentaje de inhibicion de la migracion. Como
controles se utilizaron agua destilada y DMSO (Moreno et al., 2010; Puerto et al., 2014;
Schapiro et al., 2015).

Prueba de tolerancia

Para evaluar la tolerancia de los parasitos al extracto que presente mayor eficacia, en las
técnicas de inhibicion en la eclosion de huevecillos y migracion larval se probaron las

diluciones a 30, 25, 20, 15, 10 y 5 mg ml’!
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Analisis estadistico

El disefio estadistico fue un factoria 3x2 y el analisis estadistico fue a través de los modelos de

efectos fijos bajo el siguiente modelo:
Yiji= p + Exi + Ovj + Exi*Ov;j +ejjx
Donde:

Yijk= Mortalidad de huevecillos, Huevecillos no eclosionados, Larvas (L) vivas post-incubacion

u= media general

Ex;= Extracto como efecto fijo con i-ésimo= Hexdnico, Dicloro-metanico y Metandlico
Ovj= Organo vegetal como efecto fijo con j-ésimo= tallo y hoja

Ex;*Ov; = Interaccion Extracto como efecto fijo con i-ésimo extracto® Organo vegetal como
efecto fijo con j-ésimo organo.

eij= error aleatorio asociado a cada observacion (~ NIID=0, c%).

Las diferencias entre tratamientos se obtuvieron a través de medias de minimos cuadrados

(Lsmeans) con 0=0.05 (Sinha, 2018).

Para determinar el efecto de las difrenetes concentraciones del extracto sobre huevecillos de
Strongyloides gastrointestinales se utilizd la metodologia de los modelos de efectos fijos

mediante el siguiente modelo:
Yi= n + DEX; + ejj
Donde:

Yi= Huevecillos no eclosionados, Huevesillos rotos, Larvas (L) vivas
pu=media general
DEx;= Dosis del extracto como efecto fijo con i-€sima= 5, 10, 15, 20 25 y 30

eij= error aleatorio asociado a cada observacion (~ NIID=0, c%).
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Las diferencias entre dosis se obtuvieron a través de medias de minimos cuadrados (Lsmeans)

con 0=0.05 (Sinha, 2018).

Para establecer la dosis optima del extracto se utilizaron los estimadores de la regresion lineal
y cuadratica (Bo, B1, B2) y, para evaluar la tolerancia de los huevecillos y larvas (L3) al extracto

se utilizo el analisis Probit (Puerto et al., 2014).
Resultados

La viabilidad de huevecillos de Strongyloides gastrointestinales expuestos se determind
durante la incubacién in vitro a extractos (40 mg ml') de 6rganos vegetales (tallo y hoja) de
Caesalpinia platyloba, la cual fue afectada (P<0.001) por el tratamiento (tipo de extracto)
(Tabla 1). Al respecto, los extractos de diclorometanico y metanolico de Caesalpinia
platyloba fueron los que ocasionaron mayor tasa (%) de mortalidad en huevecillos (60.7 y
48%) respectivamente (P<0.05). Sin embargo, ¢l extracto hexanico de hoja de Caesalpinia
platyloba fue el que mostré mayor tasa (%) de huevecillos no eclosionados (60.0+3.2%), en
comparacion con el resto de los extractos evaluados; no obstante, con este extracto se observd
mayor tasa de larvas L vivas (29.3 a 38.0%) post-incubacion (P<0.05), en comparacion con

los extractos diclorometanico (5.3 a 12.0%) o el metanodlico (6.7%) (Tabla 1).

Tabla 1. Medias de minimos cuadrados para mortalidad e inhibicién de eclosion de
huevecillos de Strongyloides gastrointestinales post-incubacién bajo extractos (40 mg ml-
1) de 6rganos vegetales (tallo y hoja) de Caesalpinia platyloba

Organo  Huevecillos” Mortalidad® de Huevecillos* no  Larvas (L)% vivas

Extracto vegetal viables huevecillos eclosionados post-incubacién
Hexénico Tallo 30 6.0°+£2.7 56.0°+£3.2 38.0°+2.0
Hoja 30 10.7°+2.7 60.0°+3.2 29.32£2.0
Dicloro- Tallo 30 53.3°42.7 34.7°43.2 12.0°+2.0
metanico Hoja 30 60.7°£2.7 34.0°43.2 5.3%42.0
Metanslico Tallo 30 42.0°42.7 51.3%£3.2 6.7°+2.0
Hoja 30 48.0°+2.7 45.3°43.2 6.7°£2.0
Blancos
Fenbendazol 30 94.0%+2.7 6.0"+3.2 0.0°
DMSO 30 0.0° 64.7%9+3.2 35.3%42.0
Agua 30 0.0° 6.7£3.2 93.39£2.0

*=Incubados; ¥=Tasa (%); ' = no significativo (p>0.05)
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Literales ® % ¢ indican diferencias (p<0.05) dentro de columnas

En relacion con el efecto de diferentes concentraciones, del extracto diclorometanico de
Caesalpinia platyloba, sobre huevecillos de Strongyloides gastrointestinales incubados in
vitro, se encontr6 efecto de dosis (P<0.001), sobre la tasa de huevecillos no viables (no
eclosionados) y rotos, mas no sobre la tasa de larvas vivas (P>0.05) post-incubacion (Tabla 2).
En lo que respecta a la tasa de huevecillos no eclosionados se determin6 un efecto lineal sobre
los huevos expuestos (Bi1=-1.837;P<0.001), a diferentes concentraciones de extracto
diclorometanico; es decir, por cada 5 mg mL™! mas en la concentracion del extracto, la tasa
disminuye en 1.837~2.0% de huevecillos no viables (Tabla 2). En la presente investigacion
se observd que la mayor tasa de huevecillos no eclosionados (P<0.05) fue a una concentracion

del extracto diclorometanico a dosis de 5 mg ml™! (76.6£1.6%) vs 30 mg ml™! (45.3+1.6%).

Tabla 2. Medias de minimos cuadrados para el comportamiento in vitro de huevecillos de
Strongyloides gastrointestinales expuestos a diferentes concentraciones (mg mit) de
extracto diclorometanico de Caesalpinia platyloba

Post-incubacion de huevecillos

Huevecillos®
Concentracion no eclosionados Huevecillos® rotos Larvas® (L) vivas

(mg mL™) X+E.E. pr>lf  X+E.E. pr>ff X+E.E. Pr> [t
5 76.6°+1.6  <.0001 13.3%+2.1 <0001 10.0%£1.5 <0001
10 66.6°£1.6 <0001 22.0°+2.1 <0001 9.3%+1.5 <0001
15 58.6°+1.6 <.0001 33.3°2.1 <.0001 8.0%+1.5 <.0001
20 58.641.6 <0001 34.642.1 <0001 6.6t1.5  0.0002
25 48.69t1.6 <0001  46.0%2.1 <0001 53%+1.5  0.0016
30 453%1.6 <0001  49.3%2.1  <oo001 53%+1.5  0.0016

Estimadores para la regresion lineal y cuadratica

Parametro Estimador Pr>|tf  Estimador Pr>|t| Estimador Pr > |t]
Bo 84.39921 0.3994 333187 0.3994 11.66680  <.0001
B -1.83708  0.0003 2.11441  0.0003 -0.2928" 03877
B2 0.01809"  0.1921 -0.0190"  0.1921 0.0023"  0.8006
R? 0.87 0.87 0.26

4=Tasa (%); ' = no significativo (p>0.05)
Literales % indican diferencias (p<0.05) dentro de columnas

En cuanto al efecto de la dosis de extracto diclorometano de Caesalpinia platyloba sobre la

tasa de huevecillos rotos post-incubacion se observo que a mayor concentracion de extracto
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(B1=2.114;P<0.001) mayor tasa de huevecillos rotos. En este sentido, las concentraciones de
25 y 30 mg mL! lograron una tasa de 46.0£2.1 y 49.3+2.1% de huevecillos rotos; valores sin
diferencias significativas (P>0.05) entre si (Tabla 2). Finalmente, no se encontr6 efecto de
concentracion (P>0.05) de dicho extracto sobre la tasa de larvas vivas post-incubacion, la cual
oscil6 entre 5.3 a 10.0% (Tabla 2). No obstante, el analisis estadistico bajo el método Probit,
determiné (P<0.05) que la tasa de sobrevivencia de los huevecillos de Strongyloides
gastrointestinales expuestos a una concentracion de 32.0 mg ml! del extracto diclorometanico
de Caesalpinia platyloba logra en el limite inferior una supervivencia del 0.11% y en el limite
superior del 30.2% (Figura 1). Mientras que los huevecillos expuestos al extracto
diclorometano a una concentracién de 80 mg ml! alcanzarian, en el limite inferior, una

supervivencia del 0.0% y en el limite superior seria de 9.2% (Figura 1).

100

60

40

Porcentaje

20

S0 -25 0 25 50 75 100
Conceniracion (mg/mL)
Datos probit
Notmal - IC de 95%
Variable Coeficiente E.E. Z P
Constante 0.428857 0.23 1.81 0.070
Concentracion -0.0324546 0.01 -2.64 0.008

Figura 1. Supervivencia de huevecillos a larvas (L) post-incubacion bajo exposicion del

extracto diclorometanico de Caesalpinia platyloba

Referente a la exposicion (in vitro) de larvas viables (L3) de Strongyloides gastrointestinales a
extractos de organos vegetales (tallo y hoja) de Caesalpinia platyloba se determind que, bajo
condiciones de agua o DMSO la tasa de migracion (>88.2%) de las larvas fue mayor (P<0.05)

en comparacion con la exposicion de los diferentes extractos evaluados (Tabla 3). Al respecto,
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el extracto hexanico del tallo de la hoja de Caesalpinia platyloba fue el que mayor tasa de
migracion caus6 en las larvas cultivadas in vitro (33.7+£5.8%), ello en comparacion con el
resto de los extractos evaluados (Tabla 3). No obstante, este mismo extracto presentd menor
(P<0.05) tasa de larvas no migradas (66.2+3.2%) en comparacion con los extractos
diclorometdnico y metanolico de tallo (79.5+5.1 y 83.745.1%, respectivamente) (Tabla 3). En
cuanto a los extractos de hoja de Caesalpinia platyloba el extracto diclorometanico fue el que
presentd mayor mortalidad de larvas (92.245.1%), pero solo mostrd diferencia significativas
(P<0.05) al extracto diclorometanico de tallo (79.5+5.1%) y al hexénico de tallo (66.2+5.1%)
(Tabla 3).

Tabla 3. Medias de minimos cuadrados para mortalidad de larvas (L3) y larvas (L3) no
migradas de Strongyloides gastrointestinales por efecto de diferentes extractos (40 mg ml-
1) y diferentes concentraciones de extracto diclorometanico de Caesalpinia platyloba

Extracto Diclorometanico

Organo Larvas (Ls) Concentracion _Larvas no migradas®

Extracto vegetal Expuestas” Migradas® No migradas® (mg ml™) X+EE. Pr>|i

Hex4nico Tal'lo 21 33.7*4£5.8 66.2°+5.1 5 67.6+4.0 <.0001

Hoja 21 19.5°45.8  80.4+5.1 10 71.6*+4.0  <.0001

15 73.6'+4.0 <.0001

Dicloro- Tallo 21 20.4°+5.8 79.5%+5.1 20 75.3'+4.0 <.0001

metanico Hoja 21 7.7°£5.8 92.2%+5 1 25 79.4+4.0 <.0001

30 83.8°44.0 <.0001

Metanélico Tallo 21 16.2°+£5.8 83.7°+5.1 Pardmetro  Estimador Pr> |t

Hoja 21 17.4°+5.8 82.5°+5.1 Bo 66.360  <.0001

Blancos Bi 0.34609"  0.7073

DMSO 21 88.39t5.8  11.6°45.1 B2 0.00742" 07330
Agua 21 88.29£5.8 11.7°+5.1 R? 0.42

*=Incubados; ¥=Tasa (%); ' = no significativo (p>0.05)
Literales ® %% ¢ indican diferencias (p<0.05) dentro de columnas

Como se muestra en la Tabla 3, las diferentes concentraciones del extracto diclorometanico de
Caesalpinia platyloba, a las que se expusieron las larvas cultivadas in vitro, no presentaron
diferencias (P>0.05) en cuanto a la tasa de larvas no migradas; es decir, no se observo
incremento en la tasa de larvas no migradas conforme se incrementd en 5 mg ml' la
concentracion del extracto: 67.6+4.0% de larvas no migradas en la concentracion de 5 mg ml™!
y 83.8% bajo una concentracion de 30 mg ml!; ambos promedios iguales (P>0.05) entre si.
No obstante, el analisis Probit determin6 que, la tasa de sobrevivencia de las larvas L3 de

Strongyloides gastrointestinales, expuestos a una concentracion de 42.0 mg ml"! del extracto
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diclorometanico de Caesalpinia platyloba, logra en el limite inferior una supervivencia del
0.6% y en el limite superior del 24.5% (Figura 2). Mientras que las larvas expuestos al
extracto diclorometano a una concentracion de 72 mg ml™! alcanzarian, en el limite inferior,

una supervivencia del 0.0% y en el limite superior seria de 5.9% (Figura 2).
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Figura 2. Supervivencia de larvas (L3) bajo exposicion de extracto diclorometanico de

Caesalpinia platyloba
Discusion

Los desparasitantes de origen botanico destacan entre sus efectos, la inhibicion del
apareamiento y comunicacion sexual, impedimento de la ovoposicion, eclosion de huevos,
esterilidad en adultos, bloqueo de los pasos de mudas para del desarrollo larvario y de esa
manera completar el ciclo bioldgico, efecto anti-alimentario y bloqueo de la sintesis de quitina

(Villamil et al., 2012).

A pesar de que la presente investigacion no especifica el metabolito secundario responsable
del efecto antihelmintico (AH), debido a la abundancia de compuestos presentes en extractos
crudos de Caesalpinia platyloba, el proceso de maceracion con disolventes de baja (0.0),

media (3.1) y alta (5.1) polaridad brinda la oportunidad de realizar una previa separacion, con
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base en la naturaleza de los metabolitos secundarios, este proceso, permitid realizar una
evaluacion de manera individual de la actividad que estos compuestos (glicdsidos, terpenos y
compuestos fenolicos), ejercen sobre los nematodos gastrointestinales (Hernandez-Alvarado et

al., 2017).

El valor maximo de extraccion fue de 30.4%, en el extracto diclorometanico de hoja seca, y
aunque al comparar los rendimientos reportados por Pamatz, (2010), los obtenidos en la
presente investigacion son inferiores, la concentracién de 40 mg ml™! para evaluar fue similar a
lo sugerido por Moreno et al. (2010), para esta especie arborea, por lo anterior se sugiere que
la Caesalpinia platyloba es una leguminosa rica en metabolitos secundarios, como lo refiere
Soca, (2006), ademas, Gonzalez et al. (2006) y Lopez, (2015) previamente determinaron el

contenido de taninos y fenoles (10.25 y 4.56 %/100 g de materia seca) respectivamente.

Los resultados de los bioensayos no muestran diferencias significativas entre la exposicion de
extractos diclorometanicos y metanolicos, son similares a estudios in vitro de extractos
metanolicos de hojas de Gliricidia sepium los cuales inhibieron la eclosion de huevecillos en
55.96, 67.86 y 41.40% de manera significativa (p<0,001), efecto dependiente de las
concentraciones empleadas 50, 25 y 12.5 mg ml', donde la actividad antihelmintica, es
causada por generar un puente entre dos moléculas polarmente opuestas, como lo refieren

Puerto et al. (2014),

Ademas de que Pérez-Pérez et al. (2014), indicaron que las saponinas (glucdsidos de
triterpenoides) interaccionan con las moléculas presenten en la superficie de la membrana del
huevecillo, causando reduccion en la tension superficial, por consiguiente se inhibe el proceso
de eclosion de éste. Autores como Zapata et al. (2013), indican con el extracto de Azadirachta
indica refieren disminucién en el nimero de larvas que eclosionaron 55-80%, valores mas

altos a los obtenidos con la Caesalpinia platyloba.

De la misma forma, los taninos condensados extraidos con metanol (disolvente de alta
polaridad), de especies arboreas (Leguminosae), han demostrado afectar la integridad de la
cuticula de los parasitos, mediante la unién a la prolina e hidroxiprolina lo cual altera sus
propiedades fisico-quimicas (Athanasiadou et al., 2000), la reaccion que explica este

fendmeno, se debe a que los grupos hidroxilo (OH") de los compuestos fenolicos les confiere
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reactividad para la formacion de enlaces (puentes de hidrogeno), con el grupo carbonilo (-CO)

de los péptidos moléculas precursores de proteinas (Ram, 2012).

También, debido a la amplia gama de actividades farmacologicas y su restringida distribucion
que poseen los compuestos terpénicos obtenidos de extractos diclorometanicos, han inspirado
la busqueda de metabolitos en plantas de la familia Fabaceae especialmente del género
Caesalpinia (Maurya et al., 2012), algunos como la azadiractina (tetranortriterpenoide), es
referido como antihelmintico, actividad que se presenta mediante la inhibicion de la
alimentacion del pardsito provocando muerte por inanicion (Zuiiga, 2015), ademas este
metabolito, inhibe la enzima que cataliza el ultimo paso del proceso que convierte la ecdisona
en hormona activa, misma que se encarga de controlar cambios en los estadios larvales
(Villamil et al., 2012), ademas de las lactonas sesquiterpénicas, presentan un mecanismo de
toxicidad, que se basa en la capacidad alquilante, uniéndose a grupos nucleofilicos como los

sulfidrilo y amino de las proteinas (Ramos et al., 1998)

Autores como Medina et al. (2014), sugieren qué plantas pueden intervenir en funciones
vitales de estadios larvarios de nematodos como la movilidad, la nutriciéon y posiblemente la
reproducciodn, los compuestos alcaloides quinolizidinicos, inhiben la sintesis de proteinas y los
receptores de acetilcolina, reduciendo la movilidad de helmintos (Sepulveda et al., 2003), de
igual manera las lactonas provocan cambios en la membrana, lo cual corresponde a un fallo en
la neurotransmision, esto se debe a la accion que ejercen estos metabolitos sobre los canales de
flujo de 16n cloro (CI°), de las células musculares lo cual provoca que queden indefinidamente
abiertos, provocando que el nematodo se paralice y muera, para posteriormente ser expulsado

(Guauque et al., 2010).

Moreno et al. (2010), demostraron efectos de extractos de Allocasuarina torulosa, en la
prueba de inhibicion de la migracion larval, a una concentraciéon de 15 mg ml™!, indicando
porcentajes para H. placei de 85% y para Cooperia sp de 78%, con Callitris endlicherri a una
concentracion de 30 mg ml' sobre T. colubriformis de 78%, resultados similares a los

obtenidos a la presente investigacion implementando extractos de Caesalpinia platyloba.

El efecto directo sobre los Strongyloides gastrointestinales es atribuido a que los compuestos

de alta polaridad (fendlicos), incrementan la cantidad de proteinas que llegan al intestino, esto
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modifica el pH del medio (lumen intestinal), consecuentemente se altera el epitelio de la
pared, afectando de algun modo al establecimiento larval (Otero e Hidalgo, 2004), resultados
que concuerdan con lo reportado por Angulo-Cubillan et al. (2005), quienes afirman que
alteraciones en las condiciones de temperatura, humedad y oxigeno, ademads, de variabilidad
de las caracteristicas fisicoquimicas del medio (pH, CO: y potencial oxido-reduccion),

interfieren con el ciclo de vida, frenando el desarrollo larvario de los nematodos.

Aunque, las pruebas de toxicidad mediante el andlisis Probit difieren con los hallazgos de
Mora, (2016), quien refiere concentraciones letales CLso relativamente bajas de la especie
Caesalpinia coriaria, para la inhibicion de la eclosion de H. contortus y H. placei a 3.98 y
11.68 (mg ml™), los resultados obtenidos pueden explicarse debido a que Mora, (2016), utiliz6
disolventes hidroalcohdlicos para la extraccion, atrayendo metabolitos altamente polares como
lo referido por Moya y Escudero, (2015), en comparacion con la presente investigacion, donde
se utilizaron diluciones del extracto diclorometano de hoja, donde se concentran componentes
de media polaridad, cabe mencionar que las regresiones indican, que para la inhibicion en la
eclosion de huevecillos, la tasa se incrementara conforme se aumente la concentracion y en el
analisis de la migracion larval no refiere diferencia estadisticas significativas en la tasa de

inhibicién conforme se disminuye la concentracion de 30 o 5 mg ml™! son iguales.

Aunque, es probable que los efectos antiparasitarios no sean solo por algin metabolito
secundario en particular, sino por la presencia combinada de ellos (Puerto et al., 2014), los
resultados sugieren que el forraje arboreo posee metabolitos secundarios capaces de controlar
el desarrollo de la poblacion de Strongyloides gastrointestinales (Hernandez-Alvarado et al.,
2017), reduciendo la carga parasitaria por lo que se sugiere implementarlo como alternativa
para el control de infestaciones parasitarias en el tropico seco (Gonzalez et al., 2006 y 2007;

Lopez, 2015).

Sin embargo, requiere de investigaciones de pruebas con compuestos purificados aislados de
los extractos vegetales de especies arboreas, digestibilidad de los extractos para evaluar la
integridad de los metabolitos secundarios en su paso por el tracto digestivo y pruebas in vivo
de la ingesta de forraje arboreo endémico del tropico seco, con propiedades antihelminticas, y

su efecto sobre los Strongyloides caracteristicos de dicha region
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Conclusion

Las pruebas de inhibicion de la eclosion de huevos y de migracion larvaria que utilizan
extractos de Caesalpinia platyloba, sobre Strongyloides gastrointestinales, han mostrado tasas
altas de inhibicion en la eclosion de huevecillos y reducen la motilidad de las larvas. Los
componentes de los extractos evaluados muestran selectividad hacia huevecillos, propiedad de
interés por la industria farmacéutica, debido a que los compuestos que poseen dicha propiedad
no muestran efectos secundarios perjudiciales al organismo del hospedador, por lo que esta

especie puede ser propuesta como alimento nutracéutico en el tropico seco.
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DISCUSION

A pesar de que los cambios que ha sufrido el contexto en el que interactuan los componentes
del sistema de produccion animal, éste condiciona la inmutable evolucidn sobre la explotacion
extensiva de ganado en el tropico seco, por lo que la alimentacién sigue basandose en el
pastoreo (Molina-Mercado et al., 2008), actividad que favorece la prevalencia de
Nematodiasis gastroenteritica (Angulo-Cubillan, 2005), misma que afecta la productividad y
rentabilidad (Almada, 2015), debido a las manifestaciones clinicas que ocasionan al

hospedador (Steffan et al., 2012),

El diagnostico (Capitulo 1) permitio objetar el falso sentido de seguridad que los productores
manifiestan hacia el uso de los antihelminticos como método de control (FAO, 2003; Marquez
y Jiménez, 2017), debido al incremento en la intensidad de infestacion comparada con los
resultados de hace 15 afios (Navarro, 2002), ademas la evaluacion del efecto que ejerce el
sistemas de pastoreo sobre la carga parasitaria y prevalencia (Capitulo 1), indica que incluir
forraje arboreo mitiga de manera directa el parasitismo por Strongyloides, esto es reflejado en
el cotejo de datos obtenidos de los muestreos y similar en otras investigaciones (Soca et al.,

2007; Colina et al., 2013).

La prueba biologica in vitro de extractos de Caesalpinia platyloba en huevecillos y larvas
sobre los Strongyloides recuperados (Capitulo 2), demostrd el potencial antihelmintico, debido
a la baja tasa de eclosion de huevecillos a L; (Puerto et al., 2014) y alto indice de lisis de la
membrana en algunos casos (Pérez-Pérez et al., 2014), ademas de mitigar la motilidad larval
(Moreno et al., 2010; Puerto et al., 2014; Schapiro et al., 2015), mostrando selectividad hacia
los huevecillos conforme se disminuy6 la concentracion, y a pesar de que en esta investigacion
no queda completamente dilucidado el mecanismo de accion, la actividad antihelmintica

puede ser explicada por las reacciones quimicas en la ineraccion metabolito-parasito,

Ademas de que es probable que los efectos no sean solo por algiin metabolito en particular,
sino por la presencia combinada de ellos (Puerto et al., 2014), por lo anterior se sugiere que el
forraje arboreo posee metabolitos capaces de controlar el crecimiento y desarrollo de la

poblacion de Strongyloides gastrointestinales (Hernandez-Alvarado et al., 2017), reduciendo
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la carga parasitaria, por lo que se sugiere incluir forraje arbéreo (Roncallo, 2013), como
alternativa nutracettica (Rodriguez, 2011), para el manejo integrado de infestaciones

parasitarias en el tropico seco (Gonzalez et al., 2006 y 2007; Lopez, 2015).

A pesar de que no se logré purificar por completo, En el analisis quimico por Resonancia
Magnetica Nuclear permitié proponer la estructura para el compuesto mayoritario de la planta,
se conserva el esqueleto base de vouacapano propuesta por Gomez-Hurtado et al. (2013), pero
variaron los grupos sustituyentes como lo proponen Taichi et al. (2014 y 2015) y Bello, (2016)
las diferencias de los desplazamientos entre las sefiales obtenidas y las de referencia son
causadas por el sustituyente, en el caso de la presente se propone al p-cumarato (Song et al.,

2011).

PERSPECTIVAS

A partir de los estudios y discusiones presentados en esta tesis, para trabajos futuros se
propone evaluar el efecto in vitro de los extractos vegetales con potencial antiparasitario sobre
la digestibilidad animal y realizar la comparacion de los extractos con potencial antihelmintico
y sus derivados digeridos, con el fin de conocer si los metabolitos secundarios mantienen el
efecto antiparasitario posterior al proceso digestivo, corroborar si los resultados in vitro
presentan variaciones en estudios in vivo, ademas de realizar un estudio quimico completo de

la especie arborea.
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