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RESUMEN

Los nematodos gastrointestinales (NGI) representan un problema de salud a nivel mundial en
los sistemas de produccién ovina y caprina en pastoreo. El control de estos parasitos se ha
dificultado por la aparicion de nematodos con resistencia a los antihelminticos (AH)
disponibles comercialmente. La utilizacion de plantas ricas en taninos (PRT), como AH no
convencionales, constituye una alternativa de control de las parasitosis. Sin embargo, el
mecanismo de accion de dichas plantas sobre los NGI adultos aun se desconoce. El objetivo
del estudio fue determinar el efecto directo e indirecto de las PRT sobre la poblacion adulta de
NGI en pequenos rumiantes. Se entiende como efecto directo aquella accion sobre la biologia,
estructura y/o ultraestructura del nemdatodo similar a un AH. El efecto indirecto es una
modificacion de la respuesta inmune a nivel de la mucosa gastrointestinal del hospedero que
afecta la biologia de los NGI. El presente trabajo se divide en dos etapas: Primera etapa) Dos
experimentos in Vivo realizados en México y Francia respectivamente, determinaron los
efectos directos e indirectos sobre la biologia de los NGI debidos al consumo de forraje de las
PRT tzalam (Lysiloma latisiliquum), sainfoin (Onobrychis viciifolia) asi como un extracto rico
en taninos, quebracho (Schinopsis spp). Se utilizaron corderos infectados con Haemonchus
contortus (México) o H. contortus y Trichostrongylus colubriformis (Francia). El consumo de
tzalam afect6 la longitud y fertilidad de las hembras de H. contortus. En tanto que, el
quebracho redujo la poblacion de H. contortus y T. colubriformis afectando también la
fecundidad de T. colubriformis. El sainfoin afect6 la fecundidad de H. contortus sin afectar a
T. colubriformis. El efecto indirecto no fue evidente. Segunda etapa). Un bioensayo in vitro y
dos experimentos in vivo con cabras infectadas con H. contortus permitieron conocer el efecto
del consumo de PRT (tzalam o sainfoin) sobre la estructura y la ultraestructura de H.
contortus. Se encontraron alteraciones en cuticula y region cefélica. Los agregados en la vulva
solo se encontraron in vitro. La ultraestructura de H. contortus presenté un proceso de
vacuolizacion en el tejido intestinal y muscular de estos nematodos. Las lesiones sugieren que
los compuestos del follaje de PRT pueden intervenir en funciones vitales de H. contortus
como la movilidad, la nutricion y posiblemente la reproduccion. El presente estudio es una
contribucion al conocimiento de los mecanismos de accion AH de las PRT contra NGI.

Palabras clave: mecanismos de accion, plantas ricas en taninos, nematodos, pequefios
rumiantes.
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RESUME

Les nématodes gastro-intestinaux (NGI) représentent un probléme sanitaire majeur dans le
monde entier en systémes de production a I’herbe des élevages de moutons et de chévres. La
maitrise de ces parasites est désormais compliquée par l'apparition de résistances aux
anthelminthiques (AH) chez les nématodes. L'utilisation de plantes riches en tanins (PRT)
comme AH non conventionnels est une des alternatives possibles au contréle chimique de ces
maladies parasitaires. Cependant, le mécanisme d'action de ces plantes sur les vers adultes
demeure inconnu. Cet objectif a constitué le premier but de cette étude en particulier en
essayant de déterminer quelle part jouent les effets directs et indirects dans 1’action des PRT
sur les populations de Nématodes adultes dans le tractus digestif des petits ruminants. Un
effet direct correspond a une action de type pharmacologique sur la biologie, la structure et
I’ultrastructure des nématodes liés a des composés biochimiques présents dans les PRT.
L'hypothese d’un effet indirect correspondrait une modification de la réponse cellulaire dans
les muqueuses gastro-intestinales de I'hdte, affectant la biologie des NGI. Cette thése est
divisée en deux parties: 1) Deux expériences in Vivo réalisées respectivement, au Mexique et
en France, visant a déterminer les effets directs ou indirects sur la biologie des NGI liés a la
consommation de PRT tel le tzalam (Lysiloma latisiliguum), une Légumineuse arbustive du
Yucatan, le sainfoin (Onobrychis viciifolia) une Légumineuse fourragére tempérée, et ainsi
que le quebracho(Schinopsis spp.), un extrait riche en tannins condensés Les agneaux ont été
infestés par Haemonchus contortus (au Mexique) ou H. contortus et Trichostrongylus
colubriformis (en France). La consommation de tzalam a provoqué une perturbation de
croissance des vers ou de fertilit¢ des femelles d’H. contortus. Selon la durée de
consommation, le quebracho a réduit la population de H. contortus et T. colubriformis, et
affecte également la fertilit¢ de T. colubriformis. Le sainfoin a affecté la fécondité de H.
contortus sans affecter celle de T. colubriformis. Le comptage de cellules effectrices dans les
muqueuses pour évaluer I'implication d’un effet indirect n'a pas montré de différences
significatives entre les lots recevant ou non des PRT. La seconde partie s’est fondée sur un test
in vitro et deux essais in vivo chez des chévres infestées par H. contortus pour mieux
comprendre l'effet de la consommation de PRT (tzalam, au Mexique ou sainfoin, en France)
sur la structure et I'ultrastructure d’H. contortus. Les principales altérations ont été trouvées
dans la cuticule et la région céphalique des vers. Des agrégats de matériel végétal autour de
la vulve n’ont été trouvé qu’in vitro. L’examen de I’ultrastructure des H. contortus a montré
des signes de vacuolisation, surtout visible dans les tissus intestinaux et musculaires. Ces
1ésions suggerent que des composés secondaires présents dans le feuillage des PRT peuvent
étre impliqués dans les fonctions vitales d’ H. contortus, telles que la mobilité, la nutrition et
éventuellement la reproduction.

Mots-clés: Mécanismes d'action, plantes riches en tannins, nématodes, petits ruminants,
Haemonchus contortus. Trichostrongylus colubriformis, Microscopie électronique.
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SUMMARY

Gastrointestinal nematodes (GIN) represent a major health problem worldwide in grazing
sheep and goat production systems. The control of these parasites has been complicated

by the emergence of nematodes which are resistant to the commercially available
anthelmintics (AHs). The use of tannin rich plants (TRP), as non-conventional Ahs, represents
an alternative for the control of these parasites. However, the mechanism of action of such
plants against adult populations of GIN has not been determined. The objective of the study
was to determine the direct and indirect effect of TRP against adult populations of GIN in
small ruminants. A direct effect is considered to be any action against the biology, structure
and/or ultrastructure of the nematodes which is similar to a chemical AH. The indirect effect is
a modification of the immune response of the host at the level of the gastrointestinal mucosa
which affects the biology of the GIN. This study is divided into two stages: First stage) Two in
vivo experiments conducted in Mexico and France respectively, determined the direct and
indirect effects on the biology of GIN due to the consumption of the TRP forage of tzalam
(Lysiloma latisiliquum), sainfoin (Onobrychis viciifolia) as well as a tannin-rich quebracho
extract (Schinopsis spp). Lambs were artificially infected with Haemonchus contortus
(Mexico) or H. contortus and Trichostrongylus colubriformis (France). The consumption of
tzalam affected the length and fertility of H. contortus females. Meanwhile, the quebracho
extract reduced the population of H. contortus and T. colubriformis also affecting the
fecundity of T. colubriformis. The sainfoin affected the fecundity of H. contortus without
affecting T. colubriformis. The indirect effect was not evident. Second stage) An in vitro assay
and two in vivo experiments with goats infected with H. contortus allowed to identify the
effect of the consumption of TRP (tzalam or sainfoin) on the structure and ultrastructure of H.
contortus. Alterations in cuticle and cephalic region were found. The aggregates in the vulva
were only found in vitro. The ultrastructure of H. contortus showed a vacuolization process in
the intestinal and muscular tissues of these nematodes. The lesions suggest that the compounds
contained in the foliage of TRP may be involved in vital functions of H. contortus such as
mobility, nutrition and possibly reproduction. This study is a contribution towards the
understanding the mechanisms of AH action of the TRP against GIN.

Keywords: mechanisms of action, tannin-rich plants, nematodes, small ruminants.
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1. INTRODUCCION

La resistencia antihelmintica (RA) de los nematodos gastrointestinales (NGI) en los
rumiantes en pastoreo es actualmente un problema mundial. Esta ha provocado la
necesidad de desarrollar un manejo racional, sustentable y ecoldgico de los NGI en los
rebafios de pequefios rumiantes. Una de las posibles opciones para dicho control son los
productos naturales. El reto consiste en determinar que tanto se pueden reducir las pérdidas
econdmicas causadas por los parasitos con productos o subproductos naturales. Ademas, al
utilizar este tipo de productos para el control de NGI existe la posibilidad de obtener un
valor agregado en la produccion animal en el marco de la produccion organica.

La utilizaciéon de plantas con compuestos bioactivos con poder antihelmintico (AH)
contra NGI de rumiantes ha sido sugerida. Ejemplo de esto son las plantas ricas en taninos
(PRT). Sin embargo, el mecanismo de accion de dichas plantas, o mejor dicho de sus
metabolitos, sobre los NGI atn no ha sido completamente elucidado. La mayoria de los
estudios se han centrado en el estadio larvario tres (larva infectante 6 L3). Se sabe que en
esta fase del ciclo de vida la motilidad, la funcionalidad y el desenvaine de los NGI se ven
afectados (Paolini et al., 2004; Bahuaud et al., 2006; Brunet et al., 2007; Alonso-Diaz et
al., 2008ab). A lo anterior se le ha atribuido su eficacia como AH. En el caso de los
parasitos adultos es poco lo que se ha investigado. Solo se han reportado dafios en cuanto a
la viabilidad, la fertilidad y la motilidad (Paolini et al., 2003a; Igbal et al., 2007). La
mayoria de estos reportes son resultados preliminares que no buscan describir el
mecanismo de accion de las PRT sobre los NGI. Conocer como las PRT afectan de manera
directa la biologia, la estructura (externa) y ultraestructura (interna) de los parésitos adultos
es importante para disefiar programas de control integral que consideren el uso de esas
herramientas. Por otra parte, existen estudios que muestran el papel positivo de los taninos
sobre la respuesta inmune de los pequefios rumiantes contra los NGI (accion indirecta)
(Provenza y Villalba, 2010). La accion indirecta parece estar relacionada con una respuesta
celular a nivel de la mucosa en el tracto gastrointestinal (TGI). Esto permite al hospedero
defenderse de los NGI. Se desconoce la manera precisa como las PRT, y los taninos
contenidos en ellas, ejercen el efecto AH sobre los parésitos adultos y si se involucran
mecanismos del efecto directo y/o indirecto. Por lo tanto, el objetivo de esta tesis fue
determinar el efecto directo (biologia, estructura y ultraestructura) y el efecto indirecto
(sobre el hospedero de los parasitos) de las plantas ricas en taninos sobre la poblacion

adulta de los nematodos gastrointestinales de los pequeiios rumiantes.
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2. MARCO TEORICO
2.1 LOS NEMATODOS GASTROINTESTINALES DE LOS PEQUENOS RUMIANTES.
Los nematodos son un grupo de helmintos (griego- gusanos), redondos, no segmentados,
especies libres y pardasitas, cuya morfologia es badsicamente semejante, aunque €éstos presentan
adaptaciones a la forma de vida parasitaria. Los nematodos pertenecen al Reino: Animalia,
Phylum: Nematoda, Clases: Adenophorea (Aphasmidia) y Secernetea (Phasmidia), estés
clases se dividen en sUper familias (ejem. Trichostrongylidea), familias (ejem.
Trichostrongylidae) y luego en géneros y especies (ejem. Haemonchus contortus) (Simon-
Vicente y Simén-Martin, 1999; Lee, 2002). Existen alrededor de 20,000 especies descritas
para los diversos géneros, pero aun quedan algunos miles esperando su descripcion, la
mayoria, especies de vida libre (Pechenik, 1999).

Dentro de la stiper familia Trichostrongylidea (Bowman, 2004) y mas especificamente en
la familia Trichostrongylidae (Simoén-Vicente y Simoén-Martin, 1999) se encuentran la
mayoria de los géneros de los nematodos parasitos del tracto gastro-intestinal (TGI),
comunmente llamados nemdtodos gastrointestinales (NGI), frecuentes en los pequefios
rumiantes que pastorean. Los NGI se localizan en diferentes 6rganos del TGI de los pequeiios

rumiantes domésticos y se caracterizan por:

e Ser individuos de pequena talla (4-35mm)

® Tener una capsula bucal ausente o
rudimentaria en comparacion a  otros
nematodos (Figura 1)

® Los machos poseen una bolsa caudal

copulatriz desarrollada (Figura 2)

En el trépico mexicano, dentro de la
familia Trychostrongylidae, los NGI de interés
son  particularmente los del  género

Haemonchus y Trichostrongylus, ya que son

los mas frecuentes y los mas diseminados pero

Figura 1. graffa electronica de barrido de la
céapsula bucal rudimentaria de Haemonchus contortus.
Bar =5pm (Martinez-Ortiz de Montellano, C.). 2
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también los mas patogenos
(Dominguez-Alpizar et al.,, 1993;
Santamaria-Colonia et al.,, 1995;
Rodriguez-Vivas et al., 2001;
Gonzalez-Garduio et al.,, 2003;
Aguilar-Caballero et al., 2005). Por lo
tanto, son los que hay que controlar en

explotaciones de pequefios rumiantes.

Otros géneros en la misma familia
como Cooperia y Ostertagia, estan

Figura 2. Bolsa caudal copulatriz de un macho del género
también presentes pero en menor  Haemonchus 100x (Torres-Acosta, J.F.I.).
cantidad en los sistemas de produccion
tropicales (Santamaria-Colonia et al., 1995; Gonzalez-Garduiio et al., 2003; Aguilar-Caballero
et al., 2005).

Otros géneros de NGI que afectan a los pequefios rumiantes en el tropico mexicano son
Chabertia y Oesophagostomum (Santamaria-Colonia et al., 1995; Torres-Acosta, 1999;
Gonzalez-Gardufio et al., 2003) que son de la familia Chabertiidae (Simon-Vicente y Simon-
Martin, 1999). Por ultimo el género Trichuris (subclase: Adenophorea, superfamilia:
Trichinelloidea; familia: Trichuridae) (Simoén-Vicente y Simon-Martin, 1999; Lee, 2002)
también ha sido reportado en la produccién de pequefios rumiantes en el tropico de México
(Santamaria-Colonia et al., 1995; Rodriguez-Vivas et al., 2001).

Estos géneros son identificados por su morfologia y su localizaciéon en el tubo digestivo de
los animales. El poder patogeno de estos nematodos varia segun la biologia del parasito y el
nimero de gusanos presentes en el TGI del hospedero. También varia en funcion de factores
condicionantes como la sensibilidad del propio hospedero.

Concretamente las tres principales especies que afectan de manera importante la
produccion de pequefios rumiantes son Haemonchus, Trichostrongylus y Oesophagostomum
(Cuadro 1).

Para fines de esta tesis Haemonchus contortus y Trichostrongylus colubriformis, seran las

dos especies que se utilizaran como modelo de estudio.
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Cuadro 1. Caracteristicas de las principales especies de nematodos presentes en los pequefios rumiantes (Jacquiet, 1997).
Nematodo Localizacion Morfologia y talla
Machos : 15-20 mm
Hembras : 25-35 mm
Gusanos muy pequeilos
(4-6 mm de long)

Haemonchus contortus Abomaso

Trichostrongylus colubriformis Intestino Delgado

Oesophagostomum columbianum

Intestino Grueso Gusanos nodulares8-20 mm
Oesophagostomum venulosum

El tipo de ciclo biologico de H. contortus y T. colubriformis es monoxeno (huevo-
larva-adulto) con fase larvaria libre. La infeccion ocurre como consecuencia de la ingestion de
la Ls o larva infectante (Figura 3).

El H. contortus es hematéfago. Se nutre de la sangre de su hospedero y puede provocar
anemias severas (sobre todo en los animales jovenes y cuando hay infecciones masivas). Por
su parte, T. colubriformis es quimiofago, se nutre del contenido del tubo digestivo del animal
que parasita. Su patogenia se relaciona con la abrasion que produce en las vellosidades
intestinales y por consiguiente ocasiona mala absorcion intestinal (Hoste et al., 1997a). Las
infestaciones del abomaso y del intestino de los rumiantes implican generalmente una
reduccion del apetito. Esta
disminucion del consumo estéa

asociada a la mala absorcion y

Fase adulta

a las modificaciones
metabolicas. La mala
absorcion es principalmente
explicada por la alteracion de
las mucosas y por una

disminucion del numero de

células que producen HCI en

L2 ‘ Huevo
@)
el abomaso, esto provoca una ( i

. . ., . .y ‘ *« Vo ,‘\
disminucion de la digestion [\ g (<20
enzimatica, perturbaciones 0§ tieva Flamva

severas de la motilidad
) ) ) ) Figura 3. Ciclo bioldgico de los NGI que parasitan a los pequefios
digestiva y modificaciones en -
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la permeabilidad de los epitelios. Estas modificaciones cambian la orientacion de los
nutrientes alrededor de los diferentes lugares donde normalmente son utilizados para el
anabolismo con el fin de asegurar la homeostasis sanguinea y tisular del animal, esto es lo que

agudiza las perdidas zootécnicas (Hoste et al., 1997a).

2.2 TRATAMIENTO ANTIHELMINTICO

Los antihelminticos utilizados para controlar a los NGI son clasificados segun su modo
de accidn y se agrupan en tres familias principales de antihelminticos de amplio espectro: los
benzimidazoles y pro-benzimidazoles; el imidiazotiazol (levamisol) y tetrahidropirimidinas

(pirantel, morantel) y por tltimo las lactonas macrociclicas (avermectinas y milbemicinas).

Benzimidazoles y Probenzimidazoles

Estas moléculas actian sobre los microtibulos de las células intestinales y
tegumentarias del parasito y se fijan directamente sobre las moléculas de B-tubulina de los
parasitos bloqueando asi su polimerizacion y evitando la formacion de los microtibulos
(Borgers y De Nollin, 1975; Borgers et al., 1975a; Zintz y Frank, 1982; Mottier y Lanusse,
2001; Mottier et al., 2006).

Los benzimidazoles y los probenzimidazoles actiian sobre los NGI y los parésitos
respiratorios. Algunos de ellos (fenbendazol, oxfendazol, albendazol) tienes cierta actividad
sobre los cestodos (Borgers et al., 1975b; Mottier et al., 2006) y trematodos (Mottier et al.,
2006; Meany et al., 2007).

Imidiazotiazol y Tetrahidropirimidinas

El imidiazotiazol (levamisol) y las tetrahidropirimidinas (pirantel, morantel), estan
agrupados en la misma clasificacion por que tienen el mismo modo de accion, pero sus
moléculas son diferentes. Actiian rapido y selectivamente como antagonista colinérgico sobre
receptores nicotinicos y extra sindpticos de las membranas de las células musculares de los
nematodos (Mottier et al., 2006). Provocan una contraccion muscular al afectar la
permeabilidad de las membranas de las células musculares, causando paralisis y muerte del

nematodo.
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Lactonas Macrociclicas

Las lactonas macrociclicas (LM) son moléculas que paralizan la faringe, los musculos
del cuerpo y del ttero de los NGI (Vercruysse y Rew, 2002). Las LM actian aumentando la
permeabilidad de los canales de cloro de las células musculares de dichos organos (Brard y
Chartier, 1997). Otra accion de las LM es sobre los receptores antagonistas del dcido gamma
aminobutirico (GABA) que es un neurotransmisor, provocando una hyperpolarizacion de las
membranas somaticas musculares que se traduce en pardlisis muscular (Brard y Chartier,

1997, Prichard, 2002).

2.3 LA RESISTENCIA ANTIHELMINTICA

Una poblacion quimioresistente es definida desde 1957 por la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud), como una poblacion de parasitos que adquieren la capacidad de resistir a
concentraciones de desparasitantes normalmente letales para los individuos de esa especie.

La determinacion de esta resistencia es de naturaleza genética, medida por un
incremento en la frecuencia de expresion de un caracter hereditario que le confiere a ciertos
parasitos de una poblacion dicha resistencia en relacion a la poblacion susceptible de una
misma especie (Mottier y Lanusse, 2001). Para los NGI, estos fendmenos de quimioresistencia
fueron conocidos a principios de los afios 70. En diferentes paises, los casos aislados de
resistencia a todas las moléculas actualmente comercializadas comienzan a ser reportadas
(Van Wyk et al., 1999). La resistencia antihelmintica (RA) ha sido descrita en la mayoria de
las especies de neméatodos de los rumiantes. EI H. contortus es la especie seialada como la que
presenta mas el fendmeno de resistencia (Jackson y Coop, 2000; Kaplan, 2004). Muchos
factores explican la aparicion de la resistencia en el seno de las poblaciones de los parasitos.
Estos factores son ligados principalmente a la modalidad del uso de estos tratamientos que son
la primera causa del aumento de la presion de seleccion (Jackson y Coop, 2000). La
frecuencia continua y desmesurada del uso de desparasitantes en las unidades de produccion,
es una de las primeras causas evocadas por explicar el desarrollo de la resistencia (Kaplan,
2004). Los errores en la utilizacion de estas moléculas principalmente de benzimidazoles,
como la sobre dosis, ha sido igualmente identificada como una causa en la aparicién de la

resistencia en la poblacion parasitaria, particularmente en las cabras (Chartier y Hoste, 2004).
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En Latinoamérica, en paises como Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay se report6 la
presencia de NGI resistentes a las ivermectinas, lo que condujo a problemas de produccion,
desapareciendo asi rebafios en esas regiones (FAO, 2003). En México, se ha reportado la
existencia de resistencia antihelmintica (Cuadro 2), principalmente a benzimidazoles y

levamisol (Torres-Acosta et al., 2003abc; Torres-Acosta et al., 2005; Torres-Acosta et al.,

2007) y a ivermectinas (Gonzalez-Garduio et al., 2003; Montalvo-Aguilar et al., 2006).

Cuadro 2. Deteccion de resistencia antihelmintica en rebafios ovinos y caprinos de las regiones Noroeste y
Sureste de México.

Numero de

Antihelmintico Especie NGI Rebaiios Especie Region Autores
Haemonchus 39* ovinos Sureste Torres-Acosta
et al., 2003a
Haemonchus 12%* ovinos Sureste Torres-Acosta
et al., 2003b
Haemonchus 1 caprinos Sureste Torres-Acosta
et al., 2003¢
Benzimidazol Haemonchus De 19 el 58% caprinos Sureste Torres-Acosta
Trichostrongylus 36.6% etal., 2005
Oesophagostomum 36.6%
Haemonchus 1** ovinos Noroeste Montalvo-
Teladorsagia Aguilar et al.,
2006
Torres- Acosta
et al., 2007
Haemonchus 39 ovinos Sureste Torres-Acosta
Trichostrongylus etal., 2003a
Oesophagostomum
Levamisol Haemonchus 12 ovinos Sureste Torres-Acosta
Trichostrongylus etal., 2003b
Oesophagostomum
Trichostrongylus 1 caprinos Sureste Torres-Acosta
et al., 2003¢c
Haemonchus 3 ovinos Sureste Gonzélez-
Ostertagia Gardufio et al.,
LM (ivermecting) O€S0phagostomum : 2003
Haemonchus De 20 el 20% ovinos Noroeste Montalvo-
Teladorsagia Aguilar et al.,
2006

*Sospecha de resistencia multiple a benzimidazoles e ivermectina.

**Sospechosos

2.4 METODOS ALTERNATIVOS A LOS ANTIHELMINTICOS CONVENCIONALES
Dada la disminucién de la eficacia de las drogas antihelminticas, muchos esfuerzos han
sido desarrollados para encontrar los métodos alternativos de lucha compatible con un control

mas durable de este parasitismo (Larsen, 1999; Chandrawathani et al., 2003; Hoste et al.,
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2006; Ketzis et al., 2006). Estos métodos descansan sobre tres principales principios: a)
aquellos que aumenten la resistencia del hospedero, b) los que agoten la fuente de
contaminacion, y c) los que eliminen a los nematodos (Hoste et al., 1997b).

a) Aumentar la resistencia o resiliencia del huésped

® Una vacuna contra H. contortus (Smith, 1999; Ketzis et al., 2006) estd en proceso de
obtener la patente del WIPO (World Intellectual Property Organization). Si bien el desarrollo
de esta vacuna ha tenido numerables limitantes sobre todo por la dificultad tecnologica de la
produccion en masa de antigenos recombinantes, hoy ya es posible desarrollar una vacuna
comercial (Smith, 2008; LeJambre et al., 2008). Esta nueva vacuna no depende de la
produccion de antigenos recombinantes sino que usa directamente antigenos nativos de
parésitos que son colectados de animales (Cachat et al., 2010; Smith y Taylor, 2009). El otro
problema que representaba la vacuna, es que en paises en desarrollo el precio pudiera resultar
elevado, ahora, puede verse desde otra perspectiva en la cual este método puede ser viable ya
que los antigenos suficientemente viables han sido ya encontrados para Haemonchus (Smith,
2008) y para Ostertagia (Meyvis et al., 2007; Smith, 2008). En cuanto a las otros géneros de
NGI, atn queda mucho campo para investigar sobre todo en los géneros de Teladorsagia y
Trichostrongylus (Smith, 2008).

® La resistencia genética, basada en la existencia de un componente genético en los rumiantes
ya sea entre razas o entre individuos de la misma raza (Jackson y Miller, 2006; Torres-Acosta
y Hoste., 2008). El uso de medidas fenotipicas para la carga parasitaria puede resultar en tener
animales resistentes (Hunt et al., 2008). Los marcadores basados en DNA para la resistencia
parasitaria, pueden ser por lo tanto potencialmente identificados por que la resistencia
parasitaria tiene un componente genético significativo que puede ser distinguido de los
componentes ambientales variantes de esta caracteristica (Hunt et al., 2008). Estos marcadores
genéticos deberian ser incluidos en los sistemas de produccion bajo un programa de seleccion
estricto y focalizado para conferir los genes de resistencia a los NGI (Benhnke et al., 2009). El
rapido desarrollo de la tecnologia genética de deteccion de este cardcter de resistencia, ha
permitido avances considerables, pero atn se estd buscando la manera de integrar de alguna
manera estos marcadores dentro del manejo de produccion de los rebafios (Jackson et al.,

2009).
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® El mejoramiento de la racion del hospedero permite una mejor respuesta del individuo ante
una infestacion parasitaria (resiliencia) (Aguilar et al., 2005; Coop y Kyriazakis, 2001; Hoste
et al., 2005; Ketzis et al., 2006; Torres-Acosta et al., 2006) y en ciertos casos puede mejorar
también la respuesta inmune (Hoste et al., 2008). Este mecanismo consiste en aportar los
nutrientes necesarios para realizar la reconstruccion de los tejidos dafados, la produccion de
células y materiales de defensa (como moco) y finalmente proveer nutrientes para los procesos
anabolicos de hueso, musculo, etc. (Coop y Holmes, 1996; Coop y Kiriazakys, 2001).

b) Agotar la fuente de contaminacion

® La rotacion de potreros para disminuir la carga parasitaria (larvas Ls3), esto tiene como
objetivo disminuir las infestaciones de las parcelas a fin de reducir al maximo las posibilidades
de contacto del hospedero y las L; (Barger et al., 1994; Barger, 1999). Ningun estudio
parecido ha sido publicado en México.

® Los hongos nematofagos como Duddingtonia flagrans (Larsen, 1999 Paraud et al., 2005).
En México se tiene una cepa local y se esta evaluando como método de control biologico. La
eficacia de D. flagrans esta relacionada con la etapa de desarrollo del parasito y con la
densidad de larvas presentes para estimular la capacidad predadora, asi en este estudio con
proporciones crecientes de huevos por clamidosporas se obtuvieron reducciones de 37 a 82%
y con larvas infectantes las reducciones fueron de 37 a 92%. La cantidad de larvas disminuy6
conforme aumento6 la cantidad de clamidosporas hasta la relacion de 10 clamidosporas por
cada huevo (Ojeda-Robertos et al., 2005; 2008).

¢) Eliminacion de los NGI.

® La utilizacion racional de los antihelminticos, particularmente por la aplicacion de
tratamientos especificos (Van Wyk y Bath, 2002; Hoste et al., 2002; Van Wyk et al., 2006).
Sélo los animales los mas sensibles a las infecciones parasitarias reciben un tratamiento
antihelmintico, lo que permite controlar el parasitismo, evitando asi una presion de seleccion
elevada sobre los nematodos, retardando la resistencia a los antihelminticos.

® Los tratamientos selectivos, segin la evaluacion clinica de anemia con el sistema
FAMACHA®© (Van Wyk y Bath, 2002) y la medicion de la condicion corporal. Importantes
resultados han sido reportados en Yucatan, México (Torres-Acosta et al., 2005; Van Wyk et

al., 2006, Canul-Ku et al., 2008), utilizando un sistema que se basa en la toma de muestras de
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animales con valores altos de FAMACHA®© (anémicos) y/o baja condicion corporal tratando
solo a los animales que tienen parasitos en cantidades elevadas.

® Agujas de 6xido de cobre (COPINOX®©). Las agujas se dosifican en unas capsulas de
manera oral, estds agujas se sedimentan en el abomaso y se cree que el pH acido induce la
liberacion continua de iones de 6xido de cobre. El cobre cuando se libera tiene efecto
antihelmintico contra especies abomasales de NGI pero su mecanismo de accién permanece
desconocido. (Bang et al., 1990; Chartier et al., 2000; Knox, 2002). Su efecto sobre H.
contortus 'y T. colubriformis en caprinos en Yucatan ha sido demostrado, las agujas
disminuyeron la carga parasitaria y afectaron la fecundidad de las hembras (Martinez-Ortiz-
de-Montellano et al., 2007).

@ Plantas Bioactivas, utilizadas como tratamientos fitoterapetticos o nutraceliticos por sus
propiedades antihelminticas (Githiori et al., 2006; Ketzis et al., 2006; Rochfort et al., 2008).
Los principales componentes de plantas que se han reportado con actividad antihelmintica
contra NGI son: Terpenos, Aromaticos, Alcaloides, Saponinas, Antraquinonas, Enzimas,
Acidos grasos y Taninos (Rochfort et al., 2008). En la regiones tropicales, las plantas
representan aun lo esencial de la farmacopea veterinaria, en particular como elementos
antihelminticos (Houzangbe-Adote, 2001). En México se conocen diferentes plantas que
tienen cierto efecto antihelmintico. La eficacia antihelmintica de estas plantas, principalmente
aquellas que son ricas en taninos condensados, han comenzado a ser estudiadas (Alonso-Diaz
et al., 2008bc; Brunet et al., 2008a). El presente trabajo se desarrolld con los antecedentes de
estos estudios y bajo la perspectiva de utilizar las plantas ricas en taninos (PRT) como

antihelmintico no convencional.

2.5 TANINOS

El término “tanino” se deriva de la palabra tanning que se refiere a la preservacion o
curtido de pieles (Waghorn, 2008). Son un conjunto de componentes naturales de origen
vegetal capaces de vincularse principalmente con las proteinas y en menos intensidad con
iones de metal, aminoacidos y polisacaridos (Aoki et al., 2000; Schofield, 2001; Makkar et al.,

2007; Rochfort et al., 2008). Los taninos forman parte de la fuerte interacciéon bioquimica

10
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entre la mayoria de las plantas contra los herbivoros (Eck et al., 2001; Heil et al., 2002;

Provenza et al., 2003), las bacterias, hongos e insectos (Eck et al., 2001; Heil et al., 2002).

2.5.1 Propiedades fisicoquimicas
Solubilidad
La solubilidad de los taninos en el agua depende del peso molecular y el grado de

polimerizacién (Jean-Blain, 1998; Bruneton, 1999). Los taninos son igualmente solubles en
acetona y alcohol, por esta razon la extraccion de los taninos es normalmente a través de una
solucion acetona-agua o metanol-agua (Makkar, 2000).
Complejo tanino-proteina

Los taninos se fijan a casi la totalidad de las proteinas, formando asi complejos
insolubles al pH fisiologico (pH 7.4) (Zimmer y Cordesse, 1996). Ademas de formar vinculos
directos con las proteinas, los taninos establecen “puentes” entre las proteinas (formando
puentes de hidrogeno entre sus grupos hidroxilo y los sitios electronegativos de la proteina) lo
que produce la precipitacion de las mismas (Zimmer y Cordesse, 1996; Bruneton, 1999).

No obstante, el grado de union entre los taninos y las proteinas depende de la estructura
y de la configuracion de las dos moléculas implicadas (Mueller-Harvey y Mc Allan, 1992;
Waterman, 1999; Poncet-Legrand et al., 2006). En cuanto a los taninos, un peso molecular
(PM) alto y un impedimento estérico, no le permitiria fijarse a las proteinas (Hagerman, 1992;
Mueller-Harvey y Mc Allan, 1992; Jean-Blain, 1998). La union de la proteina depende
igualmente de la naturaleza quimica de los taninos (Bravo, 1998; Feucht y Treutter, 1999;
Waterman, 1999; Bennick, 2002). En el caso de las proteinas, los taninos son muy afines a las
proteinas de conformacion abierta, de un PM superior a los 20kDa y ricas en aminoacidos
como la prolina y la hidroxiprolina (Hagerman, 1992; Zimmer y Cordesse, 1996; Jean-Blain,
1998; Clauss et al., 2005). Ademas, la precipitacion de las proteinas se ve favorecida en pH
1soeléctrico de las proteinas implicadas (Hagerman, 1992; Mueller-Harvey y Mc Allan, 1992;
Zimmer y Cordesse, 1996).

En funcion de las condiciones del medio, tales como el pH, la temperatura, la fuerza

ionica o la presencia de moléculas con las que pueda competir la proteina, dos tipos de
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complejos se pueden distinguir: los complejos reversibles y los irreversibles. Un complejo

reversible:

1) En condiciones no oxidantes y alrededor de un pH de 7, las interacciones entre los taninos y
las proteinas se establecen como un enlace reversible (enlaces hidrégenos o de interacciones
hidrofobicas) (Mueller-Harvey y Mc Allan, 1992; Zimmer y Cordesse, 1996; Jean-Blain,
1998; Bruneton, 1999; Bennick, 2002; Hagerman, 2002; Poncet-Legrand et al., 2006).

2) Un complejo irreversible: En condiciones de estrés oxidativo, las funciones fendlicas de los
taninos tienen la tendencia a auto oxidarse en O-quinonas. Estos ltimos interactuan con las
proteinas por enlaces covalentes (compartiendo iones por electronegatividad débil sin poder

transferir esos iones) irreversibles (Bruneton, 1999; Feucht y Treutter, 1999).

Asi, entonces el pH optimo para la vinculacion es desde un pH3.5 hasta un pH7.0 (Jones
y Mangan, 1977). Es importante considerar que los taninos pueden de igual manera formar

complejos con los acidos nucléicos (Mueller-Harvey y Mc Allan, 1992).

2.5.2 Propiedades biologicas

La propiedad bioldgica de los taninos la mayoria de los casos se resume en una vision
de los taninos como nutraceuticos. El término de “Nutracéutico” fue introducido por Stephen
DeFelice (1979, citado por Lin y Weng, 2006). Este autor lo defini6 como, “un alimento o
parte de un alimento que provee un beneficio médico o para la salud, incluyendo la prevencion
y el tratamiento de una enfermedad”. Dillard y German (2000, citados por Lin y Weng, 2006),
definen que un nutraceltico es ‘“cualquier extracto no toxico de un alimento que
cientificamente da un beneficio para la salud proporcionando el tratamiento y la prevencion de
enfermedad”. Los mejores ingredientes nutracetticos activos en las plantas son los flavonoides
(Lin y Weng, 2006) y entre ellos los taninos han sido estudiado por su potencial actividad

antihelmintica.

Actividad anti-oxidante
Numerosos taninos presentan propiedades anti-oxidantes capturando los radicales libres

0 aun mejor inactivando los iones precursores de la oxidacion (Bruneton, 1999; Feucht y
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Treutter, 1999; Lin y Weng, 2006; Lim et al., 2007). Venereo-Gutiérrez (2002), establece que
las flavonoides actiian como antioxidantes, neutralizando el oxigeno singlete ('0,), que es la
forma altamente reactiva y mas activa del oxigeno. Gracias a su estructura fenolica, que tiene
caracter nucleodfilo fuerte (reacciona cediendo un par de electrones libres), los taninos son
excelentes barredores de radicales libres. Los radicales libres, como el hierro y el cobre, de
forma libre son quimicamente inestables y altamente reactivos. Ellos atacan el ADN vy alteran
el proceso de replicacion, causando mutaciones cancerigenas. Asi, las actividades
antimutagénico y contra el cancer han sido atribuidos a algunos taninos, debido a sus
propiedades antioxidantes (Figura 4) (Chung et al., 1998; Jung y Ellis, 2001; Richelle et al.,
2001; Lin y Weng, 2006).

Radicales leres

/ \

Tanino
(Antloxldante)
Los Radicales Libres %
pueden danar el ADN
y otras molécuas Radlcal Libre
\ W W Neutrallzado
(Ya no es daiino)
yADN danado Molécula
de ADN

Figura 4. Esquema que muestra la funcion antioxidante de un tanino.

Actividad antiséptica

La actividad antiséptica de los taninos es una de las mas simples y mas importantes
actividades reportadas (Chung et al., 1998; Bruneton, 1999; Rochfort et al., 2008). Existen
taninos que presentan efectos antimicrobianos (Chung et al., 1998; Hatano et al., 2005; Song
et al., 2006). Algunas especies de bacteria como Peptostreptococus anaerobius son
extremadamente sensibles a los taninos condensados (Rochfort et al., 2008). El efecto sobre

algunas bacterias ruminales es que los taninos forman complejos con la capa de polimeros
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celulares, penetrando a la célula por la pared celular en concentraciones suficientes para actuar
sobre uno o mas organelos y para inhibir selectivamente la sintesis de la pared celular (Jones
et al., 1994). También los taninos funcionan como antifungicos (Baba-Moussa et al., 1999;
Bruneton, 1999) al provocar, la inhibicion de enzimas extracelulares, la privacion de sustrato,
la inhibicion de la fosforilacion oxidativa, asi como los mecanismos que implican la privacion
de hierro (Conegero-Sanches et al., 2005). Y como antivirales (Chung et al., 1998; Yamaguchi
et al., 2002; Song et al., 2005; Rochfort et al., 2008) cuando los taninos inhiben la adsorcion
de los virus hacia la célula (Fukuchi et al., 1989). Sin embargo, son limitadas las actuales

aplicaciones terapéuticas (Bruneton, 1999).

Prevencion de enfermedades cardiovasculares

Dietas altas en flavonoides son eficaces para enfermedades, particularmente las
cardiovasculares, los taninos del jugo de uva o el vino tienen efectos preventivos de estas
enfermedades. Este efecto es descrito como “French Paradox” (paradoja francesa) (Bruneton,
1999). La potente capacidad de captacion de radicales peroxil de los flavonoides, contribuye a
inhibir la peroxidacion lipidica y oxidacion de las lipoproteinas (LDL), factores implicados en

la patogénesis de las enfermedades cardiovasculares (Lin y Weng, 2006).

2.5.3 Clasificacion de los Taninos.

Los taninos tradicionalmente se clasifican por su biologia en taninos hidrolizables y
taninos condensados o proantocianidinas. Sin embargo, esta clasificacion es convencional y un
poco simplista.

Los taninos hidrolizables (TH), consisten en un ntcleo central de carbohidrato al cual
se unen acidos fendlico carboxilicos mediante enlaces éster. Estos ultimos son ésteres de
azucares de 4cidos gélico o eldgico (Figura 5). Estos taninos pueden ser facilmente
hidrolizados con 4cidos, alcalis, agua caliente o enzimas (Makkar, 2006). A los TH se les
atribuyen los principales efectos negativos en los rumiantes que los consuman, provocando
intoxicacion, que afecta higado y rifiones, pudiendo ocasionar la muerte (Waghorn y
McNabb, 2003). Sin embargo, también se ha reportado que los TH mejoran la absorcion de

nutrientes (Lowry et al., 1996), tienen amplia actividad bioldgica y farmacologica (Okuda,
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2005) e incluso son mas potentes como agentes bioldgicos (unidad masa) que los taninos

condensados (Haslam, 1974 citado por Shoefield, 2001).

HO O

HO g
HO CO0OH
0 oH

HO

O

Figura 5. Estructuras base de un tanino hidrolizable (modificado de Perron y Brumaghim, 2009).

Los taninos condensados (TC), son polimeros resultantes de la condensacion de
flavonoles-3 (polifenoles). Los flavonoles forman flavonoides. Los flavonoides son
componentes naturales de las plantas. Mas de 4000 flavonoides han sido aislados de plantas
briofitas, pteridofitas, gimnospermas y angiospermas. La mayoria de las plantas vasculares
contienen flavonoides (Aoki et al., 2000). Los flavonoides se clasifican en diversas subclases
como los chalconas, flavanonas, flavones, dihidroflavonoles, flavonoles, antocianinas y
proantocianidinas (unidades de catequinas que forman taninos condensados). Los flavonoides
puedes sufrir modificaciones en su estructura formando asi otros compuestos como los
isoflavones y los neoflavones, formando ambos parte de los flavonoides (Figura 6).

Los TC consisten en oligdmeros de dos o mas flavan-3-6les, tales como la catequina,
epicatequina o la correspondiente galocatequina. Dependiendo de la estructura quimica de la
unidad monométrica, en particular del nimero de radicales hidroxilo, son clasificados en
cuatro grupos, los dos méas comunes son la procianidinas y las prodelfinidinas (Makkar, 2006).
La combinacion de los grupos OH y H con los radicales de la molécula quimica, producen una
gran variedad de estructuras quimicas que, a su vez, afectan las propiedades fisicas y

biologicas de los TC (Min y Hart, 2002).
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Figura 6. Estructura quimica de subclases de flavonoides biologicamente activos (modificado de Aoki et al., 2000).
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Sintesis de los taninos condensados

La formacion de los TC implica flavan-3,4-diols que son moléculas muy reactivas. Estos
flavan-3,4-diols pasan carbocationes que reaccionan sobre los carbonos nucleofilicos en la
posicion 8 6 6 de un flavan-3-ol (Bruneton, 1999; Schofield et al., 2001). Biogenéticamente,
los flavan-3-ols y los TC son parte de la via metabolica de un fenilpropanoide (Weisshaar y
Jenkins, 1998), que conducen igualmente a la sintesis de flavonoides (Mueller-Harvey y Mc
Allan, 1992; Bruneton, 1999). Sin embargo, si bien la biosintesis de los flavonoides es
conocida, las etapas de condensacion y de polimerizacion de los TC atn nos son del todo bien
definidas (Mueller-Harvey y Mc Allan, 1992; Hagerman, 2002). Los precursores de la sintesis
de flavonoides son la fenilalanina y el acetato (Mueller-Harvey y Mc Allan, 1992). Las
primeras etapas de la sintesis de los flavan-3-ols son cominmente las antocianinas y tendran
lugar en el citoplasma, ahora la maduracion y la polimerizacion de los TC tendra lugar en la

vacuola (Figura 8) de las células vegetales (Aerts et al., 1999; Waghorn, 2008).

Malonil CoA Coumaroil CoA

Naringenina Chalcona ) Lignina
Naringenina

Eriodictiol
CITOPLASMA

Dihidroquercetina

Leucocianidina
- Catequina

Antocianidina =
Dimero

; VACUOLA Trimero
Antocianina

'
Taninos condensados

Antocianina (proantocianidinas)

Figura 8. Sintesis de los taninos condensados (Aerts et al., 1999).
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2.5.4 Plantas Ricas en Taninos (PRT)

Ciertas especies de las familias Pinaceae (pino), de Fagaceae (roble y castaino), de
Rosidae (acacia) y de Rosaceae (manzano). Entre las Fabaceae (leguminosas), ciertas especies
de leguminosas forrrajeras, como el sainfoin (Onobrychis viciifolia), la sulla (Hedysarium
coronarium) y los lotos (Lotus pedunculatus y Lotus corniculatus), contienen los TC en
cantidad significativa (2 a 5% de la MS). Por el contrario las plantas herbaceas de la familia
Poaceae, como el « rye-grass » (Lolium perenne L.) u otras representantes de la familia de las
leguminosas como la alfalfa (Medicago sativa L.) y el trébol blanco (Trifolium repens L.),
presentan cantidades muy bajas y no detectables de TC (Bruneton, 1999; Aerts et al., 1999).
Las plantas tropicales, también son ricas en taninos como los géneros de Acacia (Kahiya et al.,
2003; Akkari et al., 2007; 2008; Cenci et al., 2007; Minho et al., 2008; Alonso-Diaz., 2008bc;
Max et al., 2009), otras plantas forrajeras como Piscidia piscipula (Alonso-Diaz., 2008bc) y
Lysiloma latisiliquum, (Brunet et al., 2008a; Alonso-Diaz., 2008bc).

Papel de los taninos en las plantas

Los taninos juegan un papel en la defensa de las plantas contra las agresiones del medio
en donde se encuentran. La sintesis de los taninos es un mecanismo de defensa de las plantas
en contra de los ataques de los fitopatogenos. Los taninos al enlazarse fuertemente con las
proteinas y formando los complejos, desencadenan en la planta un mecanismo quimico de
defensa ante cualquier agresion (Barry y McNabb, 1999). Una acumulacion de los taninos ha
sido observada en las zonas de invasion de la planta por bacterias, por hongos o por
nematodos, lo que inhibe el desarrollo de los mismos (Feucht y Treutter, 1999; Collingborn et
al., 2000). Los taninos son también una medida de defensa contra las agresiones de predadores
como los insectos y los mamiferos herbivoros (Mueller-Harvey y Mc Allan, 1992; Woodward
y Coppock, 1995; Feucht et al., 1997). Se ha demostrado que la ingestion de los taninos afecta
la integridad del tubo digestivo de los insectos herbivoros (Ayres et al., 1997; Granados-
Sanchez et al., 2008). Camarena-Gutiérrez (2009), establece que la alimentacion de los
insectos dispara la expresion de proteinas defensivas de la planta ejerciendo efecto directo

sobre los atacantes. Los inhibidores de proteinasas dafian varias clases de proteasas digestivas
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en el tracto digestivo del insecto, esto desencadena deficiencia de aminoacidos que afectan
negativamente el crecimiento y desarrollo del herbivoro.

Otra accion directa es la produccion de enzimas que rompen la fisiologia digestiva del
insecto y otros aspectos del consumo del alimento. Entre éstas enzimas esta la polifenol
oxidasa (PPo) (Camarena-Gutiérrez, 2009). Esta participa activamente en la polimerizacion de
los taninos condensados y la formacion de los complejos tanino-proteina (Taiz y Zeiger,
2007). La PPo sale de los cloroplastos y va a reaccionar con los taninos que son liberados de
las vacuolas, sobre todo cuando las plantas son lesionadas por el proceso de masticacion de
cualquier herbivoro, desencadenando principalmente efectos oxidativos sobre el sistema
digestivo (Casado-Vela, 2004; Camarena-Gutiérrez, 2009). Algunos metabolitos secundarios
de las plantas, actian sobre el sistema nervioso de los insectos herbivoros, moluscos o
mamiferos (Granados-Sanchez et al., 2008). Ademas, la sola presencia de los taninos hace a
las plantas menos apetitosas para los mamiferos herbivoros por la sensacion de astringencia
después de haberlas consumido. Esta astringencia provoca que el animal deje de comer
protegiéndose asi las plantas de una depredacion excesiva (Jean-Blain, 1998; Bennick, 2002).
Sin embargo, existen herbivoros que han desarrollado el mecanismo de evitar los efectos de
estas defensas quimicas. Tanto la morfologia como la fisiologia de los vertebrados e
invertebrados, estan adaptados para albergar simbiontes microbianos que aumenten la
digestibilidad reduciendo los polimeros de los tejidos vegetales y que ayuden a degradar los
metabolitos secundarios de las plantas (Granados-Sanchez et al., 2008). Recientes estudios han
demostrado que el consumo de PRT por caprinos (Alonso-Diaz et al., 2008a) y por ovinos
(Alonso- Diaz et al., 2009) no causa ningun efecto negativo en estos rumiantes, lo que sugiere
una adaptacion planta-herbivoro. Mas recientemente se reportd la presencia de saliva rica en
proteinas bloqueadoras de taninos en pequefios rumiantes criados en zonas con gran

abundancia de PRT (Alonso-Diaz et al., 2010).

Localizacion de los taninos en la planta
En los vegetales, todos los o6rganos pueden contener taninos: las raices, los rizomas,
corteza, madera, hojas, flores, frutos y granos. Sin embargo, la localizacion de los taninos

varia entre los 6rganos. Los taninos estan mayormente almacenados en el tejido epidérmico y
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sub-epidérmico, pero pueden estar también presentes en el pericarpio de los frutos y raices. En
una misma especie vegetal que sintetiza los dos tipos de taninos, hay una distribucion de TH y
de TC en los 6rganos de las plantas diferente (Jean-Blain, 1998). Del mismo modo, a nivel
celular, los TH estan mayormente presentes en las paredes celulares y los espacios celulares,
mientras que los TC estan sobre todo almacenados en las vacuolas intracelulares bajo su forma
libre y en proporcion variable, ligado a fibras (como la lignina) de las paredes celulares o a las

proteinas celulares (Terrill et al., 1992b; Frutos et al., 2004).

Contenido de taninos en una planta

El contenido de taninos de una planta depende de varios factores intrinsecos, tales como
las especies y la variedad, la parte o etapa de la planta, y extrinsecos, como el clima, el estrés o
la depredacion del suelo dada por la presion de los herbivoros (Mueller-Harvey y Mc Allan,
1992; Jean-Blain, 1998; Norton, 1999; Waterman, 1999).

e Diferentes oOrganos de la planta muestran diferentes niveles de taninos. Las
concentraciones mas altas se midieron en las frutas, flores y hojas, y las mas bajas en
los tallos. Por ejemplo, se ha medido como las hojas, flores y tallos del sainfoin
contienen, respectivamente, 0,31%, 0,30% y 0,07% de taninos (Barrau, 2005).

e Dentro de la misma familia botanica, especies de plantas difieren en contenido y la
naturaleza de los taninos. Para tomar un ejemplo de las leguminosas, la concentracion
de TC es enormemente diferente en el trébol (0.3g TC/Kg MS), el sainfoin (30g TC/Kg
MS) (Koupai-Abyazani et al., 1993; Marais et al., 2000), y la sulla (35g TC/Kg MS)
(Hoskin et al., 2000).

e Dentro del mismo género, también existen diferencias entre especies. Foo et al. (1997),
midieron la cantidad de TC entre los lotos L. pedunculatus (77g TC/Kg MS) y L.
corniculatus (48g TC/Kg MS) (Foo et al.,, 1997). Finalmente, las variaciones de
concentracion de los TC han sido observadas entre las diversas variedades de una
misma especie de loto (L.corniculatus) (Hedqvist et al., 2000) o de sainfoin
(O.viciifolia) (Barrau et al., 2005).
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e Dentro de una misma especie en un mismo sitio geografico, existe una variabilidad
significativa en el contenido de taninos del follaje entre diferentes individuos (Alonso-
Diaz et al., 2010).

e Para una especie determinada, la fase vegetativa también influye en el nivel de taninos
(Jean-Blain, 1998). En general, durante el crecimiento de la vegetacion, hay una
dilucion de los taninos. En las hojas, la cantidad y calidad de los taninos cambia
durante la maduracion. Del mismo modo, en el fruto el contenido de taninos
normalmente disminuye. Por ejemplo, la maduracion de las hojas de roble, entre abril y
septiembre, es acompafiado por cambios en el contenido y la estructura (por el
aumento del grado de polimerizacion) de los taninos (Makkar et al., 1991). Un proceso
similar se ha observado en las leguminosas. Asi, el contenido de TC del sainfoin varia
de 27 a 16 g/Kg MS, durante la fase de crecimiento (Borreani et al., 2003). La calidad
de los TC varia dependiendo de la etapa vegetativa (Koupai-Abyazani et al., 1993).
Durante la maduracion de las hojas de sainfoin, las variaciones en el grado de
polimerizacién (5 a 8.5) y el porcentaje de prodelfinidinas (60 a 95%) han sido
observados (Koupai Abyazani et al., 1993).

Condiciones medioambientales

La sintesis de los taninos es generalmente mayor en respuesta al estrés ambiental,
cualquiera que sea su origen (estrés hidrico, agotamiento del suelo o demasiada luz solar
(Bennick, 2002). Por otra parte, la proporcion de TC en forma libre o unido a fibra o proteina,
esta también bajo la influencia de las condiciones climaticas y el estrés de nutrientes (Frutos et
al., 2004). Asi, después de un largo periodo de sequia, Feucht et al. (1997), observaron un
aumento de 7.4 veces el contenido de flavan-3-ols en las hojas amarillas de la haya en
comparacion con las hojas verdes. Recientemente, un estudio de las uvas Cabernet Franc (Vitis
vinifera L.) ha mostrado también que el contenido de flavan-3-ols y la distribucion de los TC
en los tejidos depende de la exposicion a la luz y las condiciones climdticas (Cadot y Minana
Castello, 2006). La tierra, también afecta la calidad de los TC, como cuando las uvas
cultivadas en suelos arenosos con poca reserva de agua mostraron una proporcion de

prodelfinidinas mas bajas que las uvas cultivadas en un suelo mas rico (Cadot y Minana

21



MARTINEZ O. de M. Cintli ® 2010

Castelld, 2006). El estrés generado por la agresion de las plantas por los herbivoros o
patdgenos induce un aumento de los metabolitos secundarios y un importante
almacenamiento de taninos, especialmente los TC que se encuentran, en la zona atacada

(Woodward y Coppock, 1995; Feucht et al., 1997).

2.5.5 Efectos de los taninos sobre la fisiologia y produccion de los pequeiios rumiantes

Diferentes plantas taniniferas de los géneros Acacia, Dochrostachys, Hedysarum,
Leucaena, Lotus, Onobrychis, Populus, Rumex, Salix (Mueller-Harvey, 2006), Lysiloma
(Brunet et al., 2008a) Piscidia (Alonso-Diaz et al., 2008bc, 2009) y Havardia (Alonso-Diaz et
al., 2010) han mostrado que pueden producir beneficios en rumiantes como nutracéuticos. Sin
embargo, también pueden ocasionar efectos nocivos en los mismos (Ramirez-Restrepo y
Barry, 2005; Mueller-Harvey, 2006).

Es importante no olvidar que tanto los beneficios y los efectos negativos que puedan
provocar los TC dependen de muchos factores, sobre todo de la concentracion y la estructura
de los taninos (Hoste et al., 2006). También hay que recordar que existen otros factores, como
la especie animal, el estado fisioldgico del animal y la composicion de la dieta (Makkar, et al.,
2007), que van a determinar la accion de los taninos condensados en los animales. Ante esto,
el nivel de consumo de los TC se clasifican en tres categorias en funcion de los efectos
fisiologicos sobre los animales: 1) efecto bajo o nulo, 2) efecto benéfico y 3) efecto adverso

(Aerts et al., 1999; Barry y McNabb, 1999; Paolini, 2004) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Efectos de los taninos condensados (TC) sobre la nutricion y los valores zootécnicos en ovejas de acuerdo a
su contenido en la dieta (Barry y McNabb, 1999; Reed, 1995; Waghorn et al., 1994ab).

Contenido de TC (MS) Categoria Efectos observados
Ningin efecto sobre la ingestion
<2% Bajo o Nulo voluntaria

Prevencién de timpanismo

Aumento de la absorcion de los
aminoacidos

3-6% Benéfico Aumento de la tasa de ovulacion
Aumento de la produccion de lana
Aumento de la tasa de crecimiento
Bajo nivel de ingestion

Reduccion de la absorcion de
>T7% Adverso aminoacidos

Reduccion en la produccion de la
Reduccion en la tasa de crecimiento

22



MARTINEZ O. de M. Cintli ® 2010

Efectos Toxicos

En el pasado, los taninos eran referidos como factores anti-nutricionales que
impactaban negativamente sobre la produccion animal. Se sabe que los taninos son
normalmente referidos a problemas de intoxicacion cuando son consumidos por los animales
domésticos. Los efectos dafiinos o toxicos que pudieran presentarse, se deben principalmente
al tipo de tanino. Los TH son mas toxicos que los TC por su rapida absorcion. Se debe a que
no se enlazan con las proteinas y se absorbe ya sea de manera pura o a una mayor
concentracion. Estas intoxicaciones son referidas mas a bovinos, sin embargo los pequefios
rumiantes parecen ser mas resistentes. Los TH dan origen a necrosis severas y ulceraciones del
epitelio del es6fago, estomacal, intestinal y de los tejidos hepaticos y renales (McLeod, 1974;
McSweeney et al.,, 2001; Garg et al., 1992; Reed, 1995) esto puede provocar lesiones
hepaticas y renales irreversibles, pudiendo causar la muerte entre los 5 y los 10 dias post
ingestion (Waghorn y McNabb, 2003).

Debido a la ausencia de absorcion digestiva y el paso al torrente sanguineo, la
toxicidad asociada a los taninos condensados es mucho mds moderada. La siguiente revision
estd basada en los efectos que existen de los taninos condensados sobre los pequefios

rumiantes como objetivo de esta tesis.

Efectos Fisiologicos
®@Consumo Voluntario.

Como anteriormente se menciono la masticacion logra romper las paredes celulares,
liberando de las vacuolas los TC a la boca del animal. Esta liberacion de los TC puede, en
algunos casos, desencadenar un efecto sobre el consumo voluntario (CV) del alimento y puede
modificar las funciones ruminales y post-ruminales. Sin embargo, para las leguminosas de
clima templado el contenido de TC es de bajo a moderado (<4.5% de la MS) por lo que el
consumo del alimento no se ve alterado (Waghorn et al., 1987; Terrill et al., 1992a). En cuanto
a las plantas tropicales, estudios recientes han mostrado que la distribucién del forraje, con
contenidos de TC inferiores al 3% de la MS, no afectan el CV de la racion de los caprinos
(Alonso-Diaz et al., 2008a), los ovinos (Alonso-Diaz et al., 2009) y los bovinos (Sandoval-

Castro et al., 2005). Es importante mencionar que los animales comiendo PRT con PEG
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(mezclado en el follaje 6 ingerido antes y después del follaje) no aumentaron el consumo de
forraje rico en taninos.

El efecto negativo, por otro lado, se ve reflejado en Ila reduccion del CV cuando se
consumen leguminosas forrajeras con un contenido elevado de TC (>10% TC de la MS)
(Barry y McNabb, 1999), esto se puede traducir como una aversion del animal al alimento
(Butter et al., 1999; Villalba y Provenza, 2007; Rochfort et al., 2008). Del mismo modo, la
incorporacion de quebracho (Schinopsis spp.) (1.5g/dia) a la racién de los rumiantes ha sido
asociada a una reduccion del consumo de alimento (Landau et al., 2000; Clauss et al., 2003).
En los rumiantes esta reduccion del CV puede deberse a diversas causas:

v' Astringencia, que es la sensacion de sequedad, rugosidad y aspereza de la cavidad
bucal, resultante de los enlaces de los TC con las proteinas salivares, en particular con las
proteinas ricas en prolina (Butter et al., 1999; Gilboa et al., 2000; Bennick, 2002; Clauss et al.,
2005; Haslam, 2007; Rochfort et al., 2008).

v' Malestar post-ingestion, la ingestion de los TC perturba igualmente el sistema
hormonal que controla el CV (Zimmer y Cordesse, 1996; Villalba y Provenza, 2007). La
estimulacion del sistema emético que resulta de la aversion por cierto alimento, induce
malestar y consecuentemente el animal reduce su consumo (Villalba y Provenza, 2007).
®@Digestion de los alimentos.

Los TC intervienen en diferentes partes de la digestion. De hecho los parametros
zootécnicos o de produccion son resultado de los efectos sobre la transformacion sucesiva de
los alimentos a nivel ruminal y post-ruminal. El rumen esta caracterizado por tener un pH de 6
a 7, a estos valores los complejos formados por los TC y las proteinas son estables (Aerts et
al.,, 1999). Butter et al. (1999), proponen un esquema de la formacion de complejos y la
disociacion de los TC y las proteinas en los rumiantes segtn el pH del 6rgano del TGI en el
que estén (Figura 9). El efecto positivo de los TC a nivel del rumen esta unido a la proteccion
de las proteinas con respecto a la degradacion ruminal. La formacion de los complejos de los
TC con las proteinas alimentarias donde ¢ su fijacion a las enzimas bacterianas reducen
globalmente la protedlisis ruminal (Zimmer y Cordesse, 1996; Jean-Blain, 1998; Aerts et al.,
1999; Min et al., 2003). Estos fenomenos han sido descritos en rumiantes consumiendo

leguminosas forrajeras (Theodorou et al., 1999; Méndez-Ortiz, 2009). Una de las posibles
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consecuencias es la reduccion de la produccion de metano y de amoniaco (McNabb et al.,
1993; Theodorou et al., 1999; Hess et al., 2006ab; Animut et al., 2007). La proteccion de las
proteinas alimentarias en el rumen induce un aumento del flujo de proteinas de sobrepaso a
nivel del intestino por consecuencia, una absorcion elevada de aminoacidos (McNabb et al.,
1993; Barry y McNabb, 1999; Theodorou et al., 1999; Makkar, 2003; Min et al., 2003; Igbal
et al., 2007; Waghorn, 2008). El pH acido del abomaso induce una disociacion del complejo

TIC libres TIC libres
Masticacion Comp[ejos

+ > Insolubles - > +
Proteinas [TC-Proteinas] Proteinas

Vegetales libres
Rumen Post-Rumen

pH ~ neutro pH < 5.6

pPH>7.0

Figura 9. Esquema que representa la formacion de los complejos tanino-proteina y su disociacion segin

Butter et al. (1999).

TC-proteina y por consiguiente la liberacion de las proteinas y de los aminodcidos permitiendo
asi su digestion y su absorcion a nivel intestinal (Zimmer y Cordesse, 1996; Butter et al.,
1999; McSweeney et al., 2001; McSweeney et al., 2008; Waghorn, 2008).

Los efectos negativos de los TC sobre la digestion de los pequefios rumiantes, inicia
cuando hay signos de pérdidas en la produccion ligados a la ingestion de fuertes cantidades de
TC que provocan perturbaciones en el proceso de digestion. Los TC consumidos en grandes
cantidades afectan la estructura de las mucosas digestivas. Por ejemplo, en ovinos que
consumieron fuertes dosis de quebracho (16% de la racion) presentaron descamacion y signos
de degeneracion y ulceraciones en el TGI (Hervés et al., 2003). En caprinos, al aumentar la
dosis de TC en la racion, una pérdida de las células epiteliales del sistema digestivo con
erosion de las micro vellosidades fue reportada (Mbhata et al., 2002). A nivel del rumen, los

enlaces tanino-proteina son menos digeridos esto sucede en el abomaso (Butter et al., 1999;
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Mueller-Harvey, 2006; McSweeney et al., 2008). El consumo de los TC afecta también la
digestion de lipidos y la produccion de acidos grasos (Butter et al., 1999; Mueller-Harvey,
2006; McSweeney et al., 2008). Las ingestiones masivas de los TC pueden perturbar la
digestibilidad por una reduccion global de la actividad enzimatica de la flora (McSweeney et
al., 2001; Rochfort et al., 2008). En el intestino, los TC afectan la fisiologia digestiva al
interactuar con las proteinas de la membrana de las células disminuyendo asi la absorcion de
ciertas moléculas, como los minerales. Ademas, la fijacion especifica con enzimas puede
afectar las ultimas etapas de la digestion (Zimmer y Cordesse, 1996; Butter et al., 1999;

McSweeney et al., 2001; Hervas et al., 2003; Waghorn, 2008).

Efectos sobre la Produccion

Los TC mejoran la utilizacion de la proteina dietética, provocando un incremento en
las tasas de crecimiento, peso vivo y lana, producciones altas de leche, incremento en la
fertilidad, y mejorando el bienestar y salud animal ya que los TC previenen el timpanismo y
disminuyen las cargas parasitarias (Mueller-Harvey, 2006).
® Crecimiento y ganancia de peso.

El consumo de PRT en cantidad moderada influye sobre el crecimiento de animales
jovenes (Leathwick y Athkinson, 1996; Waghorn y McNabb, 2003; Ramirez-Restrepo y
Barry, 2005; Rochfort et al., 2008). Asi como un promedio de 8% de ganancia de peso vivo
ha sido observada en corderos que recibieron L. corniculatus (2-4% TC de la MS) (Aerts et
al., 1999). Asi mismo, los bovinos que consumieron Salix sp. (2.7% TC de la MS) tuvieron
una mejor ganancia de peso aun cuando pastorearon en una parcela pobre durante el verano
con respecto a aquellos animales que no consumieron TC (Moore et al., 2003).
® Produccion de Leche.

En los rumiantes la ingestion de TC influye en el nivel de produccion y la calidad de
leche (Aerts et al., 1999; Min et al., 2003; Molle et al., 2003; Waghorn y McNabb, 2003;
Rochfort et al., 2008). Dentro de un periodo de consumo de L. corniculatus, la produccion de
leche aument6 un 60% en bovinos y un 21% en ovinos (Min et al., 2003). Los TC contribuyen
en la composicioén de la leche, ya que ha sido observada una elevacion del 10% de la tasa

proteica (contenido de proteina en la leche) en vacas y un 12% en borregas que ingirieron TC,
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asi como también los niveles de lactosa (14% en las borregas), con respecto a los animales
testigo (Aerts et al., 1999; Min et al., 2003; Rochfort et al., 2008).
® Produccion de lana.

Un aporte moderado de TC del 2 al 4% en la racion, ha sido asociado a un aumento en
la produccién de lana. El crecimiento de la lana es muy sensible a la absorcion de proteina, por
ejemplo, el consumo de L. corniculatus (Luque et al., 2000) y O. viciifolia (Rochfort et al.,
2008) por ovejas que las han consumido reportan incrementos en la absorcion de aminoacidos
y retencion de N y particularmente la cisteina que es indispensable para la sintesis de la lana
(McNabb et al., 1993).
® Parametros Reproductivos

Muy pocos estudios han considerado el efecto potencial del consumo de TC sobre la
reproduccion. Sin embargo, lo pocos que hay, han demostrado que el consumo de leguminosas
forrajeras ricas en TC induce mejores pardmetros reproductivos en la ovejas, medidos por un
aumento en la tasa de ovulacion (Min et al., 2003; Ramirez-Restrepo y Barry, 2005; Rochfort
et al., 2008).

Un consumo elevado de TC va a propiciar efectos detrimentales para los pardmetros
zootécnicos de la produccion. Los contenidos elevados de TC afectaron negativamente la
produccion de leche en bovinos que consumieron Acacia boliviana, Calliandra calothyrus y
Leucaena leucocephala dos plantas tropicales con elevados contenidos de TC (Maasdorpa et
al., 1999). Una ingestion importante de TC (>9% de MS) ha sido asociada a un efecto
negativo en la produccion de lana (Luque et al., 2000; Min et al., 2003; Ramirez-Restrepo y

Barry, 2005).

Efectos sobre la Salud
® Prevencion del Timpanismo.

El consumo de TC ha sido asociado a la prevencion del timpanismo (Ramirez-
Restrepo y Barry, 2005; Rochfort et al., 2008; Waghorn, 2008). En los rumiantes, este
fendmeno resulta en una acumulacion de gas excesiva debido a la fermentacion ruminal de
proteinas solubles en la racion (Aerts et al., 1999; Waghorn y McNabb, 2003; Rochfort et al.,

2008). Alimentos ricos en proteinas provocan el timpanismo y por el contrario alimentos que
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contienen TC (0.5% de MS) evitan el timpanismo de las dietas ricas en proteina (Aerts et al.,
1999; Butter et al., 1999; Min et al., 2003; Rochfort et al., 2008). Los complejos tanino-
proteina alimentaria limita las fermentaciones en el rumen y disminuyen el timpanismo
(Zimmer y Cordesse, 1996; Waghorn y McNabb, 2003). Ademas los TC inhiben el
crecimiento y la multiplicacion de microorganismos del rumen por su fijacion a los
constituyentes de las paredes celulares, bloqueando asi el transporte molecular vital para el
microorganismo (Pell et al., 1999; McSweeney et al., 2008).
@ Efecto antihelmintico

El efecto antihelmintico de los TC ha sido ampliamente investigado en pequefios
rumiantes (Hoste et al., 2006; Athanasiadou, et al., 2007; Alonso-Diaz et al., 2010). Este

efecto sera descrito en el punto 2.5.7.

2.5.6 Consumo de las PRT por los pequeiios rumiantes

Las PRT representan a cierto grupo de plantas que tienen bajo contenido de proteina
y/o energia en combinacion con la presencia de metabolitos secundarios como los taninos
pudiendo causar dafio a los animales (Waghorn, 2008). El hecho de que las PRT sean
consumidas por los rumiantes, es el resultado de una adaptacion, que se traduce en estrategias
de comportamiento y de caracter fisioldgico para contrarrestar los efectos negativos (Duncan
y Gordon; 1999; Jog y Watve, 2005; Provenza, 2006; Lisonbee et al., 2009). Alonso-Diaz et
al. (2010), establece que caprinos y ovinos con experiencia de pastoreo en el tropico muestran
adaptaciones para consumir las plantas de su entorno. Consumiendo primero aquellas que son
mas digestibles (con menos cantidad de lignina y fibra no digestible). Aparentemente hacen
una seleccion del material digestible y el siguiente criterio de seleccion es la composicion de
taninos de aquellas plantas. Ademas, como se ha dicho antes, no hay un incremento en el
consumo de PRT cuando se anade PEG (bloqueador de la accion tanica) a la dieta. Este mismo
estudio establece que las cabras son capaces de consumir mas PRT que los borregos. Esto es
evidencia de una adaptacion de los animales ya que pueden consumir dichas plantas
aparentemente regulando los efectos negativos que los taninos pudieran causarles y segundo

una adaptacion o mayor tolerancia por la especie de rumiante a las PRT.
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2.5.7 Efectos Antihelminticos de los Taninos Condensados

Las plantas que contienen componentes antihelminticos son alternativas de control
integral de NGI en una produccion sustentable. Diversos estudios confirman que muchas
plantas han sido utilizadas para el control de los NGI (Hoste et al., 2006, Makkar et al., 2007,
Athanasiadou et al., 2009; Alonso-Diaz et al., 2010), utilizando desde hojas, extractos, tallos,
frutos, semillas, etc. en diferentes latitudes del mundo y con diferentes técnicas, dando
resultados positivos a dicho control (Makkar et al., 2007). El efecto de los TC sobre el control
de NGI se ha evaluado in vitro e in vivo. Las fuentes de TC utilizadas han sido leguminosas de
clima templado, por ejemplo, sulla (H. coronarium) y sainfoin (O. viciifolia) y de extractos
obtenidos del arbol de quebracho (Schinopsis sp.) (Hoste et al., 2006), asi como extractos de
leguminosas de clima tropical como Acacia y Leucaena (Makkar et al., 2007; Alonso-Diaz et
al., 2010), Lysiloma (Brunet et al., 2008a; Alonso-Diaz et al., 2010) y Havardia albicans.
Grupos cientificos como los de Hoste et al. (2006) y Ketzis et al. (2006), establecen que el
efecto antihelmintico de los TC esta determinado por dos panoramas: un efecto directo y un

efecto indirecto.

a) Efecto Indirecto de los Taninos Condensados sobre los NGI

El efecto indirecto, es cuando los taninos pueden actuar indirectamente, al mejorar la
respuesta del hospedero ante el parasito o mejor dicho la resistencia del hospedero.

La resistencia del hospedero se define como la habilidad del hospedero de afectar la
biologia del nematodo y disminuir el establecimiento de la L3, por retrasar el crecimiento del
parasito, reduciendo la fertilidad de la hembra y la excrecion de huevos o por expulsar la
poblacion de parasitos adultos existentes (Torres-Acosta y Hoste, 2008). Esta resistencia esta
gobernada por mecanismos inmunes. No se puede hablar de resistencia si no se habla también
de resiliencia, la cual es definida como un segundo componente de la respuesta del hospedero
al parasitismo. La resiliencia es la habilidad del hospedero de resistir a los efectos patologicos
de los parésitos en el TGI (Torres-Acosta y Hoste, 2008).

Entonces el efecto indirecto principalmente participa en aumentar y mejorar la

resistencia y/o resiliencia del rumiante contra los NGI. Es importante mencionar que a pesar
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de que parezca ildgico si se aumenta la resiliencia no siempre va aumentar la resistencia
(Torres-Acosta et al., 2004; Torres-Acosta y Hoste, 2008).

Athanasiadou et al. (2009), sugieren que las plantas ricas en metabolitos secundarios
juegan un papel importante en la resiliencia del hospedero parasitado, aumentando la
capacidad para enfrentar una infeccion sin castigar o comprometer su rendimiento, sin
embargo este mecanismo es aun desconocido.

Los TC pueden actuar de esta forma indirectamente, cuando éstos se enlazan con la
proteina formando los complejos ya mencionados (Figura 9), permitiendo que la proteina
dietética no sea digerida a nivel ruminal y pase al TGI y sea degradada y absorbida como
aminoacidos (Min et al., 2003; Hoste et al., 2006). Los rumiantes que se les ha proporcionado
dieta con taninos van a excretar menos N urinario y inicamente un poco de N fecal, esto como
resultado de una mayor absorcion de aminodcidos de la dieta (Muller-Harvey, 2006). Esta
condicién hace que el hospedero mejore su homeostasis y su respuesta inmunitaria en contra
de los parésitos, y el mejoramiento de la utilizacion de los nutrientes por parte del hospedero
al tener en la dieta TC contribuye a su vez a un mejoramiento en la resiliencia normal
observada en los animales infectados.

La hipotesis es que mejorando los niveles de aminoacidos disponibles en el organismo
del hospedero, se da lugar a una respuesta celular (inflamatoria) inmediata en el TGI ante una
parasitosis. Paolini et al. (2003b), evaluaron dicha respuesta celular ante cabras infectadas por
H. contortus que consumieron quebracho, teniendo como resultado un aumento en el niimero
de células inflamatorias de la mucosa fundica con respecto al grupo control. En otro estudio
(Brunet et al., 2008a) evaluaron la mucosa de cabritos infectados por NGI que consumieron
Lysiloma latisiliguum presentando un ligero aumento de células inflamatorias con respecto al
grupo control, probablemente el tiempo de exposicion al que estuvieron con los TC no fue
suficiente (10 dias) y un reciente estudio en ovejas infectadas con T. colubriformis que
consumieron O. viciifolia presentan un ligero aumento de las células inflamatorias (Rios-De-
Alvarez et al., 2008). Los resultados de los tres experimentos no son contundentes y dejan
clara la necesidad de seguir investigando este mecanismo de respuesta inflamatoria en la

mucosa del TGI. Desafortunadamente, este tipo de experimentos, necesitarian mas tiempo
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para poder llegar a medir realmente una respuesta indirecta al aumentar la resiliencia y la
resistencia del hospedero ante los nematodos gastrointestinales.

En conclusion, tanto los efectos directos como los efectos indirectos son atn,
desconocidos y existen dos grandes interrogantes en la manera en la que afectan los taninos
condensados a los parasitos. En la Figura 10 se puede observar cémo se plantean las dos
hipdtesis de estos efectos. Existen ain muchas dudas en el proceso del transito de los TC por
el organismo y es otro gran tema a profundizar. Se ha comprobado el efecto que tiene una
buena nutricion sobre las parasitosis en pequefios rumiantes, elevando asi la respuesta
inflamatoria del TGI (Hoste et al., 2008), sin embargo en lo que respecta a las PRT atn queda
mucho por investigar.

También es importante considerar que tanto para un efecto directo o indirecto la accion
antihelmintica de los taninos puede estar influenciada por diversos factores (Athanasiadou et
al., 2007). Por ejemplo, cuando a los rumiantes se les proporciona dietas altas en proteina, los
taninos pueden permanecer en los complejos con la proteina pasando por todo el tracto, esto,
probablemente sucede porque la proteina dietética ingerida no fue absorbida y fue enteramente
excretada ya que estaba enlazada en los taninos y por lo tanto esto puede disminuir su
actividad antihelmintica (Athanasiadou et al., 2001b). Las propiedades antihelminticas de las
PRT vy su potencial, requiere de un analisis mas profundo como lo establece Athanasiadou et
al. (2007), el cual permite evaluar cada uno de los elementos micro y macro ambientales de la

produccion de rumiantes en cuestion.

b) Efecto Directo de los Taninos Condensados sobre los NGI

El efecto directo, ha sido definido como la posibilidad de que los taninos puedan tener
una propiedad antihelmintica sobre el parasito mismo, afectando severamente los procesos
biologicos del nematodo (Hoste et al., 2006). Asi por ejemplo, se ha reportado que los taninos
tienen un efecto directo sobre los diferentes estadios de los NGI tanto in vitro como in vivo
(Athanasiadou et al., 2001a; Ketzis et al., 2006). Definiendo ese efecto sobre todo en los
estudios In vitro como un efecto dindmico, relacionado a la dosis y con una eficacia cercana al
100% (Ketzis et al., 2006). Los extractos de diversas plantas han inhibido la migracion

larvaria (Molan et al., 2000abc; Athanasiadou et al., 2001a; Molan et al., 2003ab), han
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disminuido la excrecion de huevos en heces y han disminuido la fertilidad de las hembras
adultas (Paolini et al., 2003b).

Estos eventos se pueden constatar en ambas especies de nematodos importantes para el
medio tropical como lo son H. contortus y T. colubriformis. Por ejemplo, Paolini et al.
(2003a), reportan que existe un efecto significativo de los taninos condensados provenientes
del sainfoin (O. viciifolia) y de tres diferentes plantas (Rubus fructicosus, Quercus robur,
Corylus avellana), inhibiendo la migracion de las larvas L;. En un estudio mas reciente
(Ademola et al., 2005), se determind que los polifenoles provenientes de una planta tropical
(Leucaena leucocephala) tienen un efecto directo sobre H. contortus evitando el desarrollo de
la larva L; a L3, Maciel et al. (2006), confirman la actividad larvicida y ovicida de otra planta
tropical rica en taninos condensados (Melia azedarach) sobre el mismo parasito. Por otra
parte, un estudio del mecanismo de accion de los taninos condensados sobre el desenvaine de
las L3 de H. contortus y T. colubriformis ha mostrado retraso 6 inhibicion total de la pérdida
de la vaina en funcidén de la planta aplicada (Bahuaud et al., 2006, Brunet et al., 2007; 2008b).
Brunet y Hoste (2006), confirmaron este efecto, pero determinan que monémeros (flavan-3-
ols) de los taninos condensados afectan ésta no pérdida de la cuticula y establecen que hay
diferencias de susceptibilidad a los taninos por la especie parasitaria (H. contortus y T.
colubriformis), y que puede deberse a las caracteristicas y composicion de la superficie
externa de cada parasito, indicando un posible efecto de la interaccion de la proteina
parasitaria y el tanino condensado. Asi mismo, Brunet et al. (2007), determinan in vitro la
accion directa de los taninos al momento de inhibir el desenvaine y confirma al mismo tiempo
que in Vvivo en infecciones tempranas los taninos condensados del sainfoin tienen un efecto
antihelmintico al inhibir el desenvaine larvario. La accidon antihelmintica de diferentes plantas
tropicales principalmente L. latisiliquum con efectos directos importantes sobre H. contortus y
T. colubriformis en el establecimiento larvario (Brunet et al., 2008a), en la inhibicién del

desenvaine Yy la inhibicion de la migracion larvaria (Alonso-Diaz et al., 2008bc).
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La investigacion sobre el efecto directo de los taninos en los parasitos adultos de estas
dos especies de nematodos, es muy escasa y aun insuficiente. Solo se ha podido medir cierta
accion sobre una reduccion de la excrecion de huevos, una disminucion de la carga parasitaria
y de la fertilidad de la hembra, asi como ciertos estudios preliminares sobre la viabilidad del
parasito adulto (Paolini et al., 2003b; Waghorn et al., 2006; Cenci et al., 2007; Igbal et al.,
2007). Es por esto que la tesis se centrard en el efecto directo de las PRT especificamente
sobre la poblacion adulta de los NGI. Sin embargo, de manera general, todavia se desconocen
mecanismos basicos de su funcionamiento como la forma directa en que afectan a los parasitos
en los diferentes estadios de su vida (Figura 10), por ejemplo, si los TC son consumidos,
absorbidos, digeridos por el nematodo o el simple contacto del TC con el parasito, es el que
hace que éstos se vean directamente afectados y posteriormente mueran. No se sabe de qué
manera o en qué grado los taninos condensados dafian de manera funcional, estructural y
quimica a los parasitos de los pequefios rumiantes. De las dos hipotesis que existen sobre si los

TC tienen un efecto directo o indirecto (ver Figura 3), los avances que se han obtenido hasta
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Figura 10. Esquema del efecto directo e indirecto de los taninos sobre los parasitos (modificado
de Muller-Harvey, 2006).
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ahora se inclinan sobre una propiedad antihelmintica directa. Esto es, sabiendo que los TC
tienen una afinidad para formar complejos, este mecanismo indirecto se convierte en directo
cuando los taninos condensados afectan la integridad de la cuticula de los parasitos, uniéndose
a la prolina (proteina que recubre dicha cuticula) (Kahn y Diaz-Hernandez, 2000; Hoste et al.,
2006; Muller-Harvey, 2006). Athanasiadou et al. (2009), establece que el efecto
antihelmintico de las plantas ricas en metabolitos secundarios estd atribuido a diferentes
mecanismos: 1) Inhibicion de la motilidad, 2) Inhibicion de la alimentacion, 3) Inhibicion del
desarrollo y 4) Inhibicion de la supervivencia; con los cuales se puede resumir el efecto
directo antihelmintico de las PRT. La siguiente tesis se enfoco principalmente a participar en
los mecanismos directo e indirecto de los PRT sobre los NGI de los pequefios rumiantes,

utilizando a H. contortus y T. colubriformis como parasitos modelo.
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3. HIPOTESIS

La utilizacion de follaje de las plantas ricas en taninos (PRT), tendra un efecto directo
funcional, estructural y ultra-estructural sobre la poblacion adulta de Haemonchus contortus y

Trichostrongylus colubriformis presentes en los pequefios rumiantes.

La utilizacion de follaje de las PRT, tendra un efecto indirecto sobre la poblacion
adulta de Haemonchus contortus y Trichostrongylus colubriformis provocando una respuesta

de tipo celular en la mucosa abomasal ¢ intestinal de los pequefios rumiantes.

4. OBJETIVOS

1) Determinar el efecto directo in vitro de diferentes extractos de plantas ricas en taninos
condensados, sobre la biologia, la estructura externa y la ultraestructura de los parasitos
adultos Haemonchus contortus.

2) Determinar el efecto directo in vivo del consumo de follaje de plantas ricas en taninos
condensados sobre la biologia, la estructura externa y la ultraestructura de los parasitos
adultos Haemonchus contortus y Trichostrongylus colubriformis en pequefios
rumiantes.

3) Determinar el efecto indirecto in vivo del consumo de plantas ricas en taninos sobre
los parasitos adultos Haemonchus contortus y Trichostrongylus colubriformis en

pequefios rumiantes.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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on nematode larval establishment was confirmed. The present trial aimed at evaluating the
direct and indirect effects of L. latisiliguum fodder consumption on adult Haemonchus con-

ffy W"r:s;‘; —_— tortus. Twenty-two parasite-naive hair sheep lambs were allocated to an infected group
Agiﬂ?ﬁ;r::sw” ortus (1) (400 H. contortus L3[kg BW on DO) and a non-infected group (NI). From DO to D28 post
Tannins-rich legumes infection (PI), all the lambs were fed a complete diet. On D28, the two groups were sub-
Lysiloma latisiliquum divided into four groups. Two control (C) groups maintained on the original basal diet (Cl:
Hair sheep 6 infected lambs and CNI: 5 non-infected lambs). The two treatment groups (T) received

L. latisiliguum fodder ad libitum up to D36 when lambs were humanely slaughtered (TI:
6 infected lambs and TNI: 5 non-infected lambs). From D28 to D36 PI, individual fodder
consumption and nematode egg excretion were measured daily. At necropsy, abomasal
contents were recovered to obtain worm burdens and measure the female worm length
and fecundity. Histological samples were taken from the respective abomasums and small
intestines to count mucosal inflammatory cells. An increased consumption of TR fodder
was observed in the Tl vs. the TNI group (P<0.01). Before L. latisiliguum distribution, faecal
egg excretion was similar in Tl and CI groups. From D29 PI the Tl group showed lower fae-
cal egg counts compared to Cl group (P<0.02). Although no differences in worm burdens
were observed, worms of the Tl group were smaller and, according to their size, contained
fewer eggs in utero than worms from the Cl group (P<0.05). Only minor differences in
mucosal inflammatory cells were observed between groups, indicating that the indirect
effect was not evident. Thus, a short-term consumption of L. latisiliqguum can modulate
directly the biology of adult H. contortus affecting the worm size and female fecundity
while the worm burdens were not affected. Infected animals ate more L. latisiliguum fodder
than non-infected animals.
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1. Introduction

An increasing interest has developed for alternative
methods to reduce the dependence on commercial treat-
ments (Torres-Acosta and Hoste, 2008). The use of bioactive
plants is one of these alternatives. Tannin-rich (TR) plants
have been the most largely studied group of bioactive
plants in veterinary medicine (see reviews by Min et al.,
2003; Ramirez-Restrepo and Barry, 2005; Hoste et al., 2006,
2008). In vivo studies have shown that the anthelmintic
(AH) effect related with the consumption of TR plants vary
depending on the parasitic species (Niezen et al., 1996;
Athanasiadouetal., 2001; Paolini et al., 2003a,b) or the par-
asitic stages (Paolini et al., 2003a,b). The main described
effect when infective third-stage larvae are submitted to
the action of TR plants was a reduction of L3 establish-
ment (Paolini et al., 2003a,b; Tzamaloukas et al., 2006).
In contrast, the main consequence on adult worm popu-
lations appeared to be significant reductions in nematode
egg excretion, due to either a reduction in worm burdens
and/or the fecundity of female worms (Paolini et al., 2003c,
2005; Shaik et al., 2004; Heckendorn et al., 2007).

In vitro screenings have revealed the potential AH
properties of several tropical legumes (Hammond et al.,
1997; Shelton, 2000; Cresswell, 2007; Hoste et al., 2008)
including several species found in the Mexican tropical
forests (Acacia pennatula, Acacia gaumeri, Havardia albicans,
Piscidia piscipula, Lysiloma latisiliqguum and Leucaena leuco-
cephala) (Alonso-Diaz et al., 2008a,b; Hernandez-Orduno
et al., 2008). However, in vivo studies remain few, with
the noticeable exception of different Acacia species (Kahiya
et al., 2003; Cenci et al., 2007; Akkari et al., 2007, 2008;
Minho et al., 2008; Max et al., 2004, 2009). L. latisiliquum
(Mayan name: Tzalam) is widely distributed in tropi-
cal areas of America (Flores-Guido, 2001). Earlier in vivo
results using L. latisiliguum fodder showed a reduction of
the establishment of both Haemonchus contortus and Tri-
chostrongylus colubriformis L3 larvae in goats (Brunet et al.,
2008a). Consequences on adult worm populations have
not been explored yet. The present trial examined the
effect of L. latisiliquum consumption on adult H. contortus
populations in sheep and the concomitant changes in the
cellular responses in the gastrointestinal mucosae in order
to address the question of the direct vs. indirect mode of
action of TR plants on nematodes.

2. Materials and methods
2.1. Infective larvae

Third-stage larvae of H. contortus were obtained from
donor sheep infected with a pure strain (CENID-INIFAP,
sheep strain, México). The larvae were stored at 4 °C before
use. The same batch of 3-month-old larvae was used in the
assay.

2.2, Experimental design
The experiment was performed at the FMVZ-UADY

(20°52'N, 88°37'W) during January-March 2008.
Twenty-two, 2-month-old naive male Pelibuey lambs
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(10.41 £1.87kg BW) were used. The lambs were raised
indoors on concrete floor pens to avoid nematode
infections. All the lambs received injectable levamisole
(7.7 mg/kg BW) and oral albendazole (5 mg/kg BW) five
days before the start of the experiment (D —5). Lambs
were divided into two groups balanced according to their
bodyweight.

On DO, 12 lambs were infected with an oral dose of 400
H. contortus Ly/kg BW (infected group). The remaining 12
lambs were kept free of infection (non-infected group).

From DO to D28 both, the infected and the non-infected
lambs, received water and 60 g/kg BW of a balanced tannin-
free diet. The experimental diet was made with maize grain,
soybean meal, sugar cane molasses, wheat bran and a min-
eral mix (18.8% crude protein and 10.8 MJ/kg). The feed was
distributed daily in the morning.

On D28, when the presence of adult H. contortus worms
was confirmed in the infected group (presence of nematode
eggs in faeces). Then, the two groups were sub-divided into
four sub-groups:

* Two control groups, either infected (CI, 6 lambs) or non-
infected (CNI, 5 lambs), were maintained only on the basic
diet mentioned above (60 g/kg BW).

e Two treated groups, an infected (TI, 6 lambs) and a
non-infected (TNI, 5 lambs) group, received 800¢g of L.
latisiliquum fresh fodder (D28-D36 PI) and 30g/kg BW
of the balanced tannin free diet. The quantity of fodder
offered to the animals was determined from a previous
trial (Brunet et al., 2008a) aiming at an ad libitum scheme.

The basic diet was offered individually at 8:00 AM and the
feed was totally consumed daily (no refusals left).

The L. latisiliquum fodder was “cut and carry” every
day from five selected local trees (5 kg/tree daily). Prior to
feeding, all the fodder was mixed to obtain a homogenous
distribution of tannin contents. The fodder was offered in
the same individual troughs as the basal diet (11:00 AM).
Daily consumption of fresh fodder was estimated from
individual refusals of TNI and TI animals.

The lambs of group TI were placed in individual
metabolic cages from D0. Meanwhile, animals in group TNI
were placed in concrete floor pens with the same dimen-
sion of the metabolic cages and were moved to metabolic
cages from D28 PI until the end of the trial on D36.

2.3. Nutritional analysis

During the second experimental period, daily samples of
fresh fodder of L. latisiliquum and pooled samples of the bal-
anced tannin free diet were collected and dried separately
at 60°C for 72 h. A pooled sample of the balanced tannin
free dietand two samples of the L. latisiliquum (D32 and D35
PI) were analyzed using official procedures for dry mat-
ter (DM; 7.007), ash (7.009), crude protein (CP; 2.057), fat
(EE) according to the AOAC procedures (1980). In addition,
neutral detergent fibre (NDF), acid detergent fibre (ADF)
and lignin were determined according to Van Soest et al.
(1991).

On three day samples of L. latisiliquum fodder (D29,
D32 and D35 PI), the total phenol (TP) and total tannin
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(TT) contents were determined using the Folin-Ciocalteau
assay (Makkar, 2003) and the condensed tannin (CT) con-
tents were measured using the Vanillin assay (Price et al.,
1978). The biological activity (BA) (Hagerman, 1992) of L.
latisiliguum fodder was measured on D32 and D35 PI using
a modified radial diffusion assay (Hernandez-Orduiio et al.,
2008; Makkar, 2003). The results were expressed as units
of protein precipitation activities relative to tannic acid.
Measurements of BA were made with four replicates.

2.4. Parasitological techniques

From D18 PI up to the end of the trial, individual faecal
samples were collected to measure faecal egg counts (FEC)
using a modified McMaster technique with a sugar flotation
fluid (specific gravity: 1.27 g/ml) (Raynaud, 1970).

Lambs were humanely slaughtered on D37 Pl complying
with local regulations on animal welfare, The abomasums
were removed and processed immediately after death to
collect the worms from the contents and washings. The
number of parasites from the lumen was counted based
on a 10% aliquot method as reported by Martinez-Ortiz-
de-Montellano et al. (2007). The rates of H. contortus
establishment were calculated as the total number of
worms recovered at necropsy divided by the total number
of L3 given, multiplied by 100. The inhibited larvae were
not considered in the calculation.

The sex of each worm was recorded and the female/male
sex ratio was calculated. Fifty adult female H. contortus of
each lamb were measured using a calibrated grid adapted
to a stereomicroscope (40x ). Then, adult female H. contor-
tus worms were placed in Eppendorf tubes and grounded
with a rod to release the eggs from the uterus. Thereafter,
the tube was filled with 1 ml of water and the total number
of eggs was determined based on a 10% aliquot (fecundity)
as follows: five 20 .l subsamples were placed in a micro-
scope slide and the number of eggs was counted at 100x
magnification.

2.5. Histological analyses

Histological samples were obtained from the aboma-
sum and small intestine in order to explore the hypothesis
that tannins might stimulate or interact in a general way
with the different mucosal cells. Also this study inves-
tigated possible relationships existing between different
digestive mucosae (Emery et al., 1993) or even within the
whole mucosal systems (i.e. nasal and digestive systems;
Yacob et al., 2002). At necropsy, histological samples were
collected from the fundus, the pylorus and the small intes-
tine (duodenum), to determine the number of eosinophils
(EOS), globule leukocytes (GL) and goblet cells (GC) in the
mucosae, according to Larsen et al. (1994) and Huntley et
al.(1995). The mucosal samples were fixed in 10% buffered
formalin and embedded in paraffin. Sections (5 .um) were
obtained and stained with haematoxylin-eosin (H-E) for
counting of EOS and GL, or with Periodic-Acid-Schiff (PAS)
reagents for counting of GC. The stained cells were enu-
merated at 400x magnification using a calibrated reticule
encompassing an area of 0.25mm?2. Mean cell densities
for each tissue and each cellular type were obtained from
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counts on 10 histological fields randomly selected. The
results were expressed as the mean number of cells per
field of 0.25 mm? of mucosae.

2.6. Statistical analyses

Daily consumption of fresh L. latisiliquum fodder (from
D28 to D36 PI) was compared between the TNI and TI
groups. The individual fodder consumptions from D29 to
D34 were used to calculate the respective mean for the
experimental period of each animal (Petrie and Watson,
2006). The TNI and Tl groups were compared using the GLM
procedure of Minitab 15 (2007).

For the infected groups (TI and CI), the individual FEC
from D29 to D34 were used to calculate the respective
mean for the experimental period of each animal. Val-
ues were then transformed (log;o(FEC+1)) before being
analyzed. The transformed values of FEC on D28 PI
(log1g(FEC+ 1)) were used as covariate. The Tl and CI groups
were compared using the GLM procedure of Minitab 15
(2007).

Differences between the TI and the CI groups in terms
of the mean worm counts (log;g(n+ 1)), parasite establish-
ment, female worm lengths and fecundity (eggs in utero)
values were analyzed using respective t-tests with Minitab
15(2007).

The relationship between female worm lengths and
fecundity of the CI group and the TI group were compared
using regression analysis. This analysis used the slopes of
the two groups to differentiate between worm length and
L. latisiliqguum effects on the female fecundity. This analysis
was performed using GraphPad Prism 5 (2007).

The values of the mucosal cell counts (EOS, GL and
GC) in the four experimental groups were compared using
respective two-way analyses of variance with post hoc com-
parisons using the Bonferroni test.

3. Results
3.1. Plant analyses

The chemical composition (% DM) of L. latisiliquum
was: 15.12 CP, 8.27 ash, 8.92 EE, 46.75 NDF and 29.14
ADF. The tannin content (% DM, mean=+S.D.) of the
three L. latisiliguum samples were TP: 3.38+£0.20, TT:
2.39+0.19 and CT: 5.46+2.17. Meanwhile the BA was
4,85+ 1.29 units of protein precipitation in relation to the
standard.

3.2. Consumption of fresh fodder and tannins

The sheep in the TI group consumed significantly more
fodder than sheep in the TNI group (P<0.01) (Fig. 1).
Based on these differences in voluntary feed intake, the
daily consumption of tannins and polyphenols from fresh
fodder in the TI and TNI groups were: TP (10.4042.89
and 6.68 +2.86g/day respectively), TT (7.35+1.89 and
466 + 1.74 g/day respectively) and CT (16.12+£4.52 and
10.42 +4.18 g/day respectively).
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Fig. 1. Daily consumption of fresh fodder of Lysiloma latisiliquum in lambs
infected with Haemonchus contortus (T1) or non-infected (TNI).

3.3. Faecal egg counts

Animals in the infected groups were eliminating similar
quantities of worm FEC before D28 PI. Overall, in the second
period of the trial, from D29 to D36 PI, the sheep in the TI
group shed lower worm egg counts than those in the CI
group (P<0.02) (Fig. 2). On D36 PI, the faecal egg excretion
was 31% lower in the TI group compared to the ClI group.

3.4. Worm burdens and establishment rates

The mean number of worms recovered from the CI
group was similar to that in the Tl group (720+375.7
vs. 873 +£772.4 respectively; P>0.05). No significant dif-
ferences were observed between both infected groups
in regard of establishment rates (%) (17.7+0.11 vs.
19.7+0.16 for CI and TI respectively). The parasite
sex ratios (female:male) were also similar in the TI
(SR=1.078 +£0.3501) and the CI(SR=1.064 + 0.3005) sheep
(P>0.05).

3.5. Female worm length and fecundity

The female worm length was lower in the TI group
(1.9+0.22cm) than in the CI group (2.2+0.17cm)
(P<0.05). In addition, L. latisiliquum induced a tendency
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Fig. 2. Mean (+SEM) of faecal egg counts (logo(EPG+1)) in sheep fed
Lysiloma latisiliquum fodder (tannin-rich diet, TI) and control group
(tannin free diet, CI). The black arrow represents the date when the dis-
tribution of L. latisiliguum started in the TI group.
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Fig. 3. Relationship between worm length and fecundity of female in
Haemonchus contortus obtained from Lysiloma latisiliquum (TT) and control
(CI) lambs (n =295 and 298 worms respectively).

to reduce the number of eggs in utero (fecundity) in the
H. contortus female worms when compared to CI group
(192.9 +39.4 vs. 424.6 4 262.0 respectively; P=0.06).

The relationship between female length and fecundity,
assessed with exponential growth equations (Tl group,
n=295 and CI group, n =298), was different for both groups
(P<0.05). The results indicated that the worms of the TI
group were smaller and according to their size contained
fewer eggs in utero than the worms from the CI group
(Fig. 3).

The relationships were described by the following equa-
tions:

Tl fecundity = 46.31 (£+13.15) x exp(0-744 (£0.1415)xL)
Cl fecundity = 7.837 (£2.71) x exp(1:787 (+0.1454)xL)

where fecundity is the number of eggs in utero and L is the
worm length in cm.

3.6. Mucosal cellular response

No significant differences were observed between the
four experimental groups regarding the cell counts in the
mucosae (Fig. 4) except for a tendency to increase the glob-
ule leucocyte number in the small intestine of the Tl group
(P<0.06).

4. Discussion

The mode of action of tannins against adult GIN remains
largely debated. Two hypotheses are usually evoked (Kahn
and Diaz-Hernandez, 2000; Athanasiadou et al., 2001;
Hoste et al., 2006). The first one suggests the possible direct
effects of tannins, on nematodes which are related to their
ability to form complexes and create interactions with
parasite proteins (Mueller-Harvey, 2006). This hypothe-
sis is supported by most in vitro results and by a few
short-term in vivo studies (Athanasiadou et al., 2001, 2005;
Tzamaloukas et al., 2006). On the other hand, the second
hypothesis suggests that tannins might affect indirectly
the nematode biology through an improvement of the
host’s immune response (Kahn and Diaz-Hernandez, 2000;
Hoste et al., 2006). This could be related to the increased
intestinal flow and absorption of proteins and amino acids
resulting from the lower degree of protein ruminal degra-
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dations because of the presence of tannins. The present
trial examined the effect of L. latisiliquum fodder consump-
tion on adult H. contortus populations in sheep and the
concomitant changes in the cellular responses in the gas-
trointestinal mucosae of those animals. Thus, it addressed
the question of the direct vs. the indirect mode of action
of a TR tropical fodder on H. contortus. The results of the
present trial indicate five major findings:

* A short-term provision of tannin-rich fodder negatively
affected the biology of the H. contortus population.

® The impact of the tannin-rich fodder on the worm biol-
ogy was essentially a negative effect on worm size and
female fecundity meanwhile the worm burdens were not
affected.

* The indirect effect, through an increase in the number of
mucosal inflammatory effector cells, was not evident.

» [nexperienced sheep eat sufficient quantities of the plant
fodder to affect the biology of H. contortus worms.

* Animals infected with H. contortus eat more L. latisiliquum
fodder than non-infected animals.

4.1. The negative effect of L. latisiliguum fodder on H.
contortus

In the present trial, a short-term consumption of L.
latisiliquum in sheep caused a rapid and constant decrease
in faecal egg counts of the Tl animals compared to those of
the ClI group. Such depression of nematode egg excretion
has been observed in many previous in vivo trials in infected
sheep or goats receiving different tannin-rich diets, e.g.
either quebracho (Athanasiadou et al., 2000, 2001; Paolini
et al., 2003a,b), temperate TR legume forages like sainfoin
(Paolini et al., 2003c; Heckendorn et al., 2006, 2007) or
sericea lespedeza (Min et al., 2004; Shaik et al., 2004; Lange
et al., 2006; Terrill et al., 2007). It has also been reported
for the consumption of some Acacia species (Kahiya et al,,
2003; Max et al., 2004, 2009). In most studies, the reduc-
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tion in egg excretion was amplifying with time (Shaik et al.,
2004; Lange et al., 2006; Paolini et al., 2003¢) in agreement
with our data.

The regression analysis showed that the relationship
between female worm length and fecundity in the TI group
was significantly different to that of the Cl group. The latter
indicated that female worms of the TI group were shorter
but also contained fewer eggs according to their size as
compared to worms of the CI group. A simultaneous study
using scanning electron microscopy of worm specimens
collected in the TI and CI animals suggested that worms
of the TI group suffered limitations in their capability of
feeding (ingestion), movement and/or impaired reproduc-
tive activity while such limitations were not found in the
Cl worms (Martinez-Ortiz-de-Montellano et al., 2009). Fur-
thermore, the reduction in nematode egg excretion in the
lambs consuming L. latisiliguum was not related to any sig-
nificant changes in the H. contortus establishment or worm
burden. The relationship between the growth and length
of Haemonchus and the fertility has been previously estab-
lished (Ratcliffe and Le Jambre, 1971; Oliveira-Sequeira et
al., 2000). Previous studies performed in small ruminants
infected experimentally or naturally with H. contortus,
show similar overall results: significant decreases in egg
excretion appeared to be mainly due to significant reduc-
tions in female fecundity without any differences in the
number of worms (Paolini et al., 2003b, 2005). However,
some other authors reported that the reduction in egg
excretion was mainly explained by significant reductions
in the number of Haemonchus either in sheep (Heckendorn
et al., 2006, 2007; Max et al., 2004) or in goats (Kahiya et
al., 2003; Shaik et al., 2004; Terrill et al., 2007). The reasons
for such discrepancies in the consequences of TR food on
H. contortus populations have not been identified yet. Dif-
ferences in the experimental designs, in particular in the
length of distribution of TR plants can be evoked. Evidence
is accumulating to suggest that the effect of tannin-rich
plants on worm population depends on the concentration
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of active plant secondary metabolites, in particular of con-
densed tannins (Athanasiadou et al., 2001; Min et al., 2003;
Hoste et al., 2006). On the other hand, differences in activ-
ity might be related to the nature of tannins. In particular,
an increasing number of in vitro evidence has also been
brought to support the hypothesis of higher AH proper-
ties associated with prodelphinidins (PDs) (one of the four
classes of condensed tannins) than with procyanidins (PCs)
(Molan et al., 2003; Brunet and Hoste, 2006; Brunet et al.,
2008b). The ratio between PDs and PCs in L. latisiliqguum
fodder has not been measured.

One common feature of the improved host response
to nematodes is an increase in the number of inflamma-
tory cells in the mucosa: EOS, mast cells, GL and/or GC
(Balic et al., 2000). However, only a few studies on the pos-
sible AH activity of TR forages has provided information
on the changes in the mucosal cells in infected animals.
Moreover, results of these studies were inconsistent. An
increased number of EOS and mast cells has been reported
in sheep infected with T. colubriformis (Rios-De-Alvarez et
al., 2008) fed on sainfoin. A similar trend has also been
described in sheep infected with Teladorsagia circumcincta,
fed on chicory and sulla (Tzamaloukas et al., 2006). The
lack of an immunologically mediated effect in the present
trial may be attributed to the short duration of the H. con-
tortus infection andfor the short duration of tannin-rich
fodder consumption (one week). A non-specific stimula-
tion of mucosal cells due to tannins was not evident in the
animals fed L. latisiliquum fodder, compared to the control
animals. Previous studies by Hervas et al. (2003) showed
that the consumption of quebracho as TR resource affected
the digestive mucosal structures. In contrast, the changes
in the mucosal inflammatory cells remained limited in
goats infected with T. colubriformis or H. contortus and
drenched with quebracho (Paolini et al., 2003a,b). These
last results are therefore close to those obtained in the
current trial since, with the exception of GL in the small
intestine, the number of cells in mucosae was similar in the
infected animals receiving or not L. latisiliguum. Similarly,
another short-term feeding study with goats consuming
L. latisiliquum fodder showed no overall changes in the
mucosae (Brunet et al., 2008a).

4.2. Consumption of L. latisiliquum fodder in infected
and non-infected sheep

In spite of the fact that sheep in the present trial had no
previous experience of L. latisiliguum consumption, they
ate sufficient quantities of TR fodder to affect the biol-
ogy of the worms as reported above. An important finding
was that animals infected with H. contortus ate more L.
latisiliquum fodder than non-infected lambs. The latter sug-
gests that infected animals seem to be attracted to eat
more TR fodder. This has also being reported recently for
H. contortus infected sheep supplemented with H. albicans
(Méndez-Ortiz et al., 2009). The result suggests the abil-
ity of sheep to increase their consumption of tannin-rich
plants when infected. A change in feeding behavior might
be an adaptation to parasite infections has been suggested
by Hoste et al. (2004). Food selection in herbivores can
be interpreted as the constant quest for substances in the
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external environment that provide a homeostatic bene-
fit to the internal environment of the guts (Villalba and
Provenza, 2007). Obviously, these substances can be nutri-
ents but also plant secondary metabolites with potentially
negative effect on the animal’s health such as a reductionin
food digestibility (Méndez-Ortiz et al., 2009). Therefore the
consumption of polyphenolic compounds contained in L.
latisiliquum fodder can be considered a potential nutraceu-
tical tool against nematodes in sheep.

The current results confirmed that the short-term con-
sumption of L. latisiliquum fodder can affect the adult worm
populations in sheep and can reduce the pasture contam-
ination with nematode eggs. The use of this plant as “cut
and carry” fodder in sheep might be of interest in the design
of integrated control of GIN in the tropical areas where
TR plants are present, i.e. Latin America. The duration of
the TR fodder consumption was very small for any pos-
sible negative effects to be demonstrated (thus, growth
was not evaluated). However, if TR fodder is to be used
for parasite control as nutraceutical alternative, it needs to
be known whether there is a chance to affect animal per-
formance. Further examinations under field conditions are
necessary to validate this potential nutraceutical approach
under mixed infection conditions using animals at
browse.
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Abstract

The structural changes induced in adult Haemonchus contortus after in vitro and in vivo
contact with a tannin-rich (TR) plant, tzalam (Lysiloma latisiliquum) or sainfoin (Onobrychis
viciifolia), were assessed using scanning electron microscopy (SEM). All the worms used in
the study were adult females. The Haemonchus adult worms were obtained from the
abomasum of infected donor goats. Adult H. contortus were kept in contact with TR plants
extracts for 24 hours for the in vitro assays and were compared to worms maintained in PBS
(control). For the in vivo studies, the adult H. contortus parasites were obtained from
artificially infected donor goats. All the goats were fed a tannin-free diet until D27 post-
infection when infection was patent. On D28 some goats were fed fodder of one of the TR
plants for seven consecutive days. Thus, their H. contortus were in contact with TR fodder
within the gastrointestinal tract of goats. The control worms were obtained from donor goats
fed only a tannin-free diet. In the in vitro assays and in vivo studies, the SEM observations
revealed structural alterations in the worms after contact with TR plants when compared to the
control worms. The main changes concerned the cuticle and the buccal area. The structural
changes found in the worms exposed to TR plants might affect their motility and nutrition

with possible consequences on their reproduction.

Key words: Tannins; Haemonchus contortus; Lysiloma latisiliquum; Onobrychis viciifolia;

scanning electron microscopy; structural changes.

1. Introduction

Parasitic nematodes are of major economic importance in grazing livestock because of the
major production losses that they cause. Over the past few decades, the control of these
parasitic diseases has mainly relied on the repeated use of anthelmintic (AH) drugs. However
the efficiency of this mode of control is nowadays facing the constant diffusion of AH
resistance amongst worm populations. It is thus necessary to seek alternative solutions to
replace or complement the chemical drugs and to achieve a more sustainable control of
parasitism [1]. One of these novel alternatives explored is the use of bioactive plants which
contain secondary metabolites. In particular, antiparasitic effects have been associated with the
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consumption of some tannin-rich (TR) legumes (Fabacea family). In temperate regions, the
interest has focused on various legume forages like sainfoin (Onobrychis viciifolia), sulla
(Hedysarium coronarium), birdsfoot trefoil (Lotus corniculatus) or big trefoil (Lotus
pedunculatus) [2, 3]. In subtropical and tropical areas, some extensive studies have been
dedicated to legume forages, such as sericea lespedeza (Lespedeza cuneata) [4-6]. Moreover,
studies have also shown some AH activity associated with a range of legume trees (Fabacea)
which are browsed by small ruminants [7-10]. Several in vivo and in vitro results have
illustrated the AH effects associated with these TR legumes against either the infective
nematode larvae or the adult worms. A prominent role of tannins is suspected to explain these
AH properties. However, the modes of action of these polyphenolic compounds against
nematodes remain obscure [3, 11]. Some functional and ultrastructural changes have been
recently described for the third-stage larvae [9, 12-15]. In contrast, a similar approach has not
been developed for the adult worms. The objective of this study was therefore to examine the
structural changes induced in the adult Haemonchus contortus after contact with a TR plant,
tzalam (Lysiloma latisiliguum) or sainfoin (Onobrychis viciifolia) under in vitro and in vivo

conditions.

2. Materials and Methods

2.1 Invitro assays

Production of the TR extracts.

Samples of the two experimental plants were collected to obtain plant extracts. Five hundred g
of fresh leaves of sainfoin (O. viciifolia) and tzalam (L. latisiliquum) each were mixed in a
70:30 mixture of acetone-water plus ascorbic acid (1g/ 1) for 1 h [8]. The products were
filtered and the filtrates were then concentrated under low pressure. The pigments were
removed by washing 4 times with dichloromethane (3 x 50 ml). The sainfoin and tzalam

experimental extracts were obtained after freeze drying [7, 8].

Collection of adult Haemonchus contortus
The female adult worms used in the in vitro trials were collected from two naturally infected
goats fed a tannin-free diet (lucerne + commercial pelleted feed ad libitum). The goats were
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humanely slaughtered to collect the abomasums which were immediately transferred to the
laboratory and opened in order to collect the female adult parasites from the abomasa using a

fine brush.

In vitro exposure to TR extracts.

The worms were immediately placed into a 24-multiwell plate (one female worm per well)
containing PBS (2 ml at 37°C). From this moment, all the procedures with the parasites in the
multiwell plates were performed at 37°C. The worms were first kept in the wells for one hour
to clean them from the abomasal contents. Thereafter, the PBS was discarded from the wells
and replaced by either PBS (2ml) (control worms) (C) or tzalam extract in PBS (1200pg/ml
PBS) (T) or a similar quantity of sainfoin extract in PBS (S). Four worms were used per
treatment and were incubated for 24h. After the incubation period, the worms were collected

and were placed in 1.5ml Eppendorf tubes with the fixative of SEM as described below.

2.2 In vivo studies

Two in vivo studies were performed. One study aimed at evaluating the structural changes
produced by feeding the TR tropical fodder L. latisiliguum and was performed at FMVZ-
UADY, Merida, Mexico. A second study examined the possible structural changes induced to
H. contortus in animals fed with sainfoin (O. viciifolia). This study was performed at the
Veterinary School in Toulouse, France (UMR 1225 INRA-DGER IHAP).

Tzalam study.

Fresh leaves of tzalam were harvested from the tropical forest of Merida, Mexico. This TR
tree was selected on the basis of its high content of condensed tannins, and also evidence of
both in vitro [7, 8] and in vivo AH effect on H. contortus [9, 10].

Four Criollo kids were artificially infected with 3000 L; of a Mexican strain of H. contortus
(CENID-PAVET-INIFAP strain). All the animals received the same balanced tannin-free diet
(30 g’kg LW). From D28 post infection, three kids were supplemented with 800g (wet basis)
of tzalam fresh leaves. A single animal continued to receive the tannin-free diet. The tzalam
was offered during seven consecutive days. Goats were humanely slaughtered complying with
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local regulations on animal welfare. Their abomasa were removed to collect the adult worms

and immediately fixed as described below.

Sainfoin experiment.

The sainfoin hay was obtained from Clermont-Ferrand, France. Two goats were
experimentally infected with 5000 H. contortus infective larvae (INRA susceptible strain).
The goats were fed until D28 after infection with gramineous hay of good quality plus a
commercial concentrated feed. One goat was maintained with the tannin-free diet and used as
a control animal (C). On D28, the second goat received ad libitum sainfoin hay instead of the
gramineous hay. The goats were fed these diets for seven consecutive days. Subsequently,
goats were humanely slaughtered with an overdose of sodic penthobarbital (Doletal ®,
France). Their abomasa were removed and rapidly processed in order to collect the adult

worms which were immediately fixed as described below.

2.3 Procedure of Scanning Electron Microscopy (SEM)

The worms obtained from both the in vitro assays and the in vivo studies were fixed in a 2 %
glutaraldehyde solution in a 0.1 M sodium cacodylate buffer for 4 h at 4°C. After two washes
in the same buffer (0.2 M), the worms were dehydrated in a graded ethanol series, dried by
critical point drying with EMSCOPE CPD 750 and coated with gold-palladium for 5 min at
100 A min™'. Parasites were then observed with a S450 scanning electron microscope (Hitachi)

at an accelerating voltage of 15 kV.

3. Results

3.1 In vitro assays

Figure 1 shows the changes found in H. contortus adult worms after the in vitro exposure to
TR extracts. The main changes observed between the control (C), the sainfoin (S) and the
tzalam (T) treated H. contortus concerned the cuticle, the cephalic region, the vulva and the
anus of the female worms. When compared to the control worm body parts which presented a
smooth surface (C;, C, and Cs), the parasites treated with both TR plant extracts lost their
normal aspect by showing longitudinal and transversal cuticular ridges (S; and T;). These
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lesions were observed either on the totality of the body or by patches along the entire
nematode body including the cephalic parts (S,, T,) and the rest of the body (S; and T)),
including the distal portion of the worms (not shown). Moreover, aggregates of the TR plant
extracts were the most striking changes observed around the buccal capsule (B, and C,) and

the female vulva (Cs) or the anus (B3).

3.2 In vivo studies.

Figure 2 shows the changes found in H. contortus adult worms after in vivo exposure to TR
fodder for seven days. The main changes found in the H. contortus females collected from the
sainfoin fed or tzalam fed kids, when compared to the worms obtained from the control kids,
concerned the cuticle and to a lesser extent the buccal capsule. When TR plants were fed to
animals, both TR plants had an effect on the cuticular structure since both transversal and
longitudinal thickening/wrinkling of the cuticular ridges were observed with both the sainfoin
(S)) and the tzalam regime (T;). In the cephalic region, some aggregates of tzalam (T,) were
observed. These were similar to those found under in vitro conditions. However, no obvious
differences were detected between the control (C,) and the sainfoin (S;) nematodes. In the
vulvar region, no obvious differences were observed between the worms collected from

animals receiving either the control, sainfoin or tzalam diets (data not shown).

4. Discussion

The possible consequences of the consumption of fodder from a TR source on adult worm
populations has been widely investigated for the last 15 years (see review by Hoste et al. [3]).
In particular, the effect obtained by feeding nutraceuticals to small ruminants with either a
tropical (tzalam), a subtropical (sericea lespedeza) or a temperate tannin containing legume
(sainfoin) on established adult populations of H. contortus have been examined previously in
sheep [5, 10, 16-18,] or goats [4, 6, 19-23]. The main overall effect was a significant reduction
in egg excretion which reached — 80 % from the control values in some studies [5,18].This
main change has been related either to a reduction in the worm number [6,16,17,23] and / or to

a reduced fertility per female worm when this parameter was measured [5, 17-20, 22].
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In contrast to what exist on the third-stage infective larvae [9, 12, 13-15], less information is
available on the possible mode of action of tannins and polyphenols against adult worms. Only
a few in vitro studies aimed at examining the possible effects of TR plant extracts on the
worm’s functions such as motility and/or mortality, including H. contortus [24]. Under in vitro
conditions, the contact with sainfoin extracts has been associated with a reduced viability of
adult H .contortus [24]. To our knowledge the current study is the first one to explore the
possible structural changes induced to adult worms, although some cuticular changes have
been presented previously for T. colubriformis exposed to chestnut extract which is also rich
in tannins [3].
The SEM changes observed in vitro proved the occurrence of strong interactions between the
TR extracts and several worm structures. They suggest that TR extracts affect the adult H.
contortus in many functions. However, these in vitro observations have been acquired with a
relatively high concentration of tannin extracts (1200 pg/ml), and occurred within a short
period of time, i.e. after a 24h-contact with extracts. For these reasons, the second set of
studies were performed under in vivo conditions by feeding goats with fodder of both plants in
order to verify if the changes described under the in vitro conditions also occurred when the
artificially infected animals are fed the TR materials for a period of seven consecutive days. In
these in vivo studies the parasites might have been exposed to lower concentrations of TR
resources within the lumen of the digestive organs.
In both in vitro and in vivo conditions, the main changes reported concerned the cuticle and, to
a lesser extent, the buccal capsules. On the other hand, the structural modifications of the
external parts of the female reproductive systems were found in vitro but were not present in
the in vivo studies.
It is worth to note that some consistencies existed between the changes produced to H.
contortus whatever the TR legumes applied, both under in vitro and in vivo conditions. These
similarities suggest that similar plant secondary metabolites (PSMs) are present in both
legumes which might explain the changes. Because both sainfoin [11] and tzalam [7] contain
tannins and polyphenols, these biochemical compounds appeared as the main candidates to
explain the common cuticular lesions. Interestingly, these changes also correspond to those
described after the contact of T. colubriformis with chest-nut extracts [3]. On the other hand,
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when comparing the cuticular modifications induced by sainfoin and tzalam, it appears that, in
both in vitro and in vivo conditions, the temperate legume created both longitudinal and
transversal ridges when tzalam induced mainly a longitudinal thickening of the worm
synlophe ridges. Moreover, the changes to the worm cuticle observed after contact with
chestnut extracts appeared also different [3]. It can be hypothesized that the high diversity in
the nature of tannins, differing between plants, can influence the interactions with the worm
macromolecules, especially the proteins and glycoproteins.

The cuticle gives the shape of the worms. It is also involved in its motility and in the
exchanges with the parasite environment, including the metabolic exchanges with the local
environment in the digestive tract of the host [25-27]. In regard of associated functional
disturbances, the structural cuticular changes which have been described in the current study
might lead to possible impairments in the free movements of the nematodes (seeking for
feeding sites and mating opportunities). On the other hand, it can be speculated that the
presence of aggregates around the anterior part of the digestive tract (i.e. buccal capsule),
which were found in both in vitro and in vivo conditions, provoked some direct disturbances in
the nematode’s nutrition, which might eventually lead to worm undernurishment, reduced
fertility and/or mortality. The potential presence of aggregates in the cephalic part of H.
contortus might disturb the mechanical and/or enzymatic processes which are normally
involved in the consumption of blood meals by the worms. Last, the structural changes in the
external reproductive organs of female worms which were clearly observed. Only under in
vitro conditions seemed to affect the nematode reproductive function (e.g. by mechanical
obstruction to egg production or expulsion). On the other hand, although the direct interaction
with the reproductive tract has not been confirmed in the in vivo experiments, it can also be
hypothesized that various reproductive processes, particularly the egg production, might also
be affected by the nutritional disturbances. These observations are consistent with the
significant decreases in egg excretion repeatedly reported when animals consumed a TR
source [3].

These results suggest that further studies should be dedicated to achieve a better understanding
of the interactions at the molecular levels between polyphenols or tannins of bioactive TR
plants and the macromolecules of the nematodes.
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5. Conclusion

The SEM observations revealed structural alterations in the worms after in vitro and in vivo
contact with TR plants when compared to the control worms. The main changes concerned the
cuticle and the buccal area. The structural modifications of the external parts of the female
reproductive systems were found under in vitro conditions. The structural changes found in the
worms exposed to TR plants might affect their motility and nutrition with possible

consequences on their reproduction.
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contact with PBS control (C) or a tannin rich plant extract, either Onobrychis viciifolia (S) or
Lysiloma latisiliquum (T), under in vitro conditions.

C1: Normal cuticle, C2: Normal cephalic region, C3: Normal vulva;

S1: Cuticular ridges with modifications, S2: Cephalic region with aggregates; S3: Anus with
aggregates;

T1: Cuticular ridges with modification, T2: Cephalic region with aggregates; T3: Vulva with
aggregates.
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- / f .'/ ?U
Figure 2. Comparison of the external structure of adult female Haemonchus contortus in

contact with a tannin-free control diet (C) or a tannin rich diet containing either Onobrychis
viciifolia (S) or Lysiloma latisiliquum (T) under in vivo conditions.

C1: Normal cuticle, C2: Normal cephalic region;

S1: Cuticular ridges with modifications, S2: Apparently normal cephalic region;
T1: Cuticular ridges with modification, T2: Cephalic region with aggregates.
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ARTICULO 3

TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPY OBSERVATIONS OF TANNIN-RICH
PLANTS EFFECTS ON HAEMONCHUS CONTORTUS
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Abstract

The objective of this trial was to assess the ultrastructural changes caused by two tannin-rich
(TR) fodders (Lysiloma latisiliguum or Onobrychis viciifolia) or by quebracho extract
(Schinopsis spp) on adult Haemonchus contortus to better understand the in vivo AH effects of
tannins. Goats experimentally infected with adult H. contortus received the various TR
resources (from D28 post infection when infection was patent) for seven days or were kept as
control. They were then humanely slaughtered to take the abomasums and collect the worms,
which were immediately fixed in a glutaraldehyde-cacodylate solution at 4°C. After
preparation of sections, the methods of transmission electron microscopy (TEM) were used to
detect possible ultrastructural changes of H. contortus in contact with TR plants compared to
control worms. The results showed that the intestinal cells of H. contortus were a target for
bioactive compounds of TR plants, causing acute swelling and vacuolization as well as
mitochondrial damages. Similar lesions were also recorded in the muscular and hypodermal
cells of treated parasites. These results suggest that the TR materials explored generated
ultrastructural changes that might alter the worm motility and nutrition, resulting also

eventually in possible consequences on the reproductive activity of H. contortus.

Key words: Transmission electron microscopy, Haemonchus contortus, tannin-rich plants,

goats.
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1. Introduction

For centuries, plants rich in secondary metabolites have been used for their medicinal
properties to treat human beings or animals. Recently, the possible anthelmintic activity of TR
plants has been explored as possible novel tools for the sustainable control of gastrointestinal
nematodes (GINs) of ruminants in this era of anthelmintic resistance. Condensed tannins (CT)
are plant secondary metabolites which are considered to be some of the active compounds
explaining the anthelmintic (AH) effects against natural or experimental GIN infections
(Hoste et al., 2006). Two main effects have been reported associated with the consumption of
various TR resources by either sheep or goats, depending on the time of distribution in relation
with the parasites” life cycle. i) When infective third stage larvae enter in a digestive
environment rich in tannins, significant reductions in the parasite establishment have been
reported (Paolini et al., 2003; Brunet et al., 2008a). ii)) When TR fodders were consumed by
ruminants infected with adult worms, the first observed effects which has been found was a
reduced egg excretion. The latter has been related either to a decrease female fecundity
(Paolini et al., 2005; Manolaraki et al., 2010; Martinez-Ortiz-de-Montellano et al., 2010) or
reduced survival of worms (Athanasiadou et al., 2009; Heckendorn et al., 2006; 2007).
Two main hypotheses, i.e direct (pharmacological like effects of the plant secondary
metabolites) or indirect (immune mediated response of the host in its digestive mucosae) are
usually evoked to explain these consequences on the nematode populations (Kahn and Diaz-
Hernandez, 2000; Athanasiadou et al., 2001; Hoste et al., 2006). Some recent studies aimed at
better understanding the mode of action of condensed tannins and polyphenols on the function
and structure of third stage larvae (Brunet et al., 2006; 2008b). In contrast, the precise
mechanisms involved in the effects against the adult worms remain largely unknown as well
as the target organs for the CT. Previous work, using scanning electron microscopy (SEM),
showed alterations in the external structure of H. contortus such as cuticle and vulva, as well
as material aggregates in the buccal capsule and the anus (Martinez-Ortiz-de-Montellano et al.,
unpublished data). However, no results on the effect of tannins on the ultrastructure of adult
nematodes have been published so far. Although a recent study with Acacia oxyphylla bark

extracts revealed ultrastructural changes in the tegumental interface of the cestode Raillientina
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echinobothrida, these changes were not associated with a specific compound (Dasgupta et al.,
2010).

In order to evaluate the in vivo efficacy of CT, it would be desirable to test its use in
the target animal, both under controlled and field settings (Ketzis et al., 2006). The objective
of this trial was to assess the ultrastructural changes caused by the consumption of two TR
fodders (Lysiloma latisiliguum or Onobrychis viciifolia) or by drenching with quebracho
extract (Schinopsis spp) to examine the in vivo AH effects of tannins on the ultra-structure of

adult H. contortus.

2. Materials and Methods
2.1 Tropical tannin-rich plant assay

The experiment was performed at the Faculty of Veterinary Medicine and Animal
Science, University of Yucatan FMVZ-UADY (20°52°-19°30” North, 90°00°-88°50° West)
during the wet season (September-October 2008).

Fresh leaves of Lysiloma latisiliquum tree (Tzalam) (Leguminosae / Fabacea) were
harvested from the tropical forest of Merida. Yucatan, Mexico. This tannin-rich tree was
selected on the basis of its high content of condensed tannins, its biological activity and also
evidence of in vitro (Alonso-Diaz et al., 2008) and in vivo AH effect on H. contortus (Brunet
et al., 2008a; Martinez-Ortiz de Montellano et al., 2010).

Four Criollo kids were artificially infected with a Mexican Haemonchus contortus
strain (3000 L;) (CENID-PAVET-INIFAP strain). All the animals received the same balanced
tannin free diet (30 g/kg LW). At D28 post infection (PI), three Criollo kids were
supplemented with 800g of Tzalam fresh leaves. A single animal continued to receive the
control diet low in tannin content. The Tzalam was offered during seven consecutive days. On
day 35 PI, the kids were humanly slaughtered and their abomasa were removed to collect the

worms, which were immediately fixed and processed as described below.

2.2 Temperate tannin-rich plant and commercial tannin-extract assay
A second experiment was performed at the veterinary school in Toulouse, France
(UMR 1225 INRA-DGER THAP).
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Three infected adult goats artificially infected with H. contortus (INRA strain) were
used in the study. One goat was fed with sainfoin (Onobrychis viciifoliae) hay ad libitum. One
goat was drenched with an oral suspension of quebracho extract (90g/day) obtained from a
commercial source. The last goat was kept as a control animal receiving a tannin-free diet
(gramineous hay). The various treatments lasted for seven days. Subsequently the goats were
humanly slaughtered and their abomasa removed in order to collect the adult H. contortus

worms from each animal which were immediately fixed as described below.

2.3 Transmission electron microscopy

Adult female worms were fixed separately in 2% glutaraldehyde-sodium cacodylate
buffer (pH 7.4, 0.1 M) for at least 4 h at 4 °C. The parasites were preserved at 4° C until
further processing in the Centre de Microscopie Electronique Appliquée a la Biologie
(CMEAB) of the University Paul Sabatier, Toulouse.

The worms were washed overnight in 0.2 M sodium cacodylate buffer. Then, each
Haemonchus was gently cut up into three sections in order to allow better penetration of the
post fixative and dehydrating solutions. The anatomical section selected for the studies was the
posterior end of the worms because it was thought that this will make possible to identify
sections of the intestine, uterus and ovaries. The anterior end was not included in this study.
The worms were then post-fixed for 1 h at room temperature with 1 % osmium tetroxide in 0.2
M sodium cacodylate buffer.

Samples were dehydrated through a series of graded ethanol solutions (30, 50 70 and
95 %, 10 min each ; 100 %, 3 x 15 min) and were then embedded in London Resin “LR
White” (EMS-Euromedex, France) through successive substitution washes, consisting in
dilutions of ethanol in 1/3 LRW (5h at 4°C) and 2/3 LRW (overnight at —20°C to prevent
spontaneous polymerisaion). This was followed by impregnation in pure LRW (30h in 3
washes at 4°C). The polymerization lasted 48 h at —20°C under UV light.

Previous to preparation of samples for TEM examination, semi thin 0.5um sections
were sliced (Ultracut Reichert Jung) and were stained with Methylene Blue Azur II. These
sections were observed at a 100 x magnification with an optical microscope to get a frist
evaluation of the lesions in the different tissues of the worms and to further orientate the
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preparation of ultra thin sections. Finally, the worms were sliced into 70-nm thick sections
(Ultracut Reichert Jung) and mounted on 100-mesh collodion-coated copper grids prior to
staining with 2% uranyl acetate in aqueous solution (2 min) and Reynold’s lead citrate (7
min). Examinations were carried out on a Hitachi HU12A transmission electron microscope

(TEM) at an accelerating voltage of 75 kV.

Results
Histological results

The semi thin sections of the H. contortus females exposed to the control diet are
shown in Figure la (100x). The comparison with the H. contortus exposed to TR plants
(tzalam or Sainfoin) or extract (Quebracho) showed at this level of observation that the
intestinal epithelium and the muscle and hypodermal cells of the worms were the two main
tissues consistently affected by tannin treatment. However, some differences were noticed
depending on each plant. A vacuolization processes was observed in all the nematodes
exposed to tannins. Although the vacuolization zones were detected in the intestinal
epithelium of parasites exposed to the three plants, the lesions found in the intestine of the
worms exposed to Tzalam appeared more severe and extensive than those generated by
Quebracho or Sainfoin (Figure 1b, 1c¢ and 1d respectively).On the other hand, the muscular
layer underneath the cuticle appeared swollen in the worms treated by both Tzalam and
Sainfoin, but far less with Quebracho. The latter also caused minor disruption of brush border

(Figure Ic).

TEM results in nematodes treated with TR materials

Cuticle and muscle. Figure 2a shows the normal ultrastructure of the cuticle and muscular
tissue (control worms). Ultrastructural changes were observed in the cuticle between the
control nematodes and those that were exposed to different tannin rich materials (Figure 2b, 2¢
and 2d). The muscle tissue of H. contortus exposed to TR diets showed cell swelling, with the
mayor changes being observed in the Tzalam treated worms. These worms also showed the
formation of large irregular translucent areas (as well as swollen mitochondria with vacuoles,
Figure 2b). The Quebracho treated worms showed myofibril swelling with loss of the normal
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striation of myofibrils and milder vacuolization (Figure 2¢). The Sainfoin treated H. contortus
showed swelling myofibrils and electro-lucency background in the cytoplasm (Figure 2d)

compared with the control fields.

Intestinal tissue. Figure 3a shows the normal ultrastructure of the intestinal tissue of H.
contortus. The worms exposed to tannin rich fodder showed large intra-cytoplasmic
translucent areas (vacuolae in most cases) (Figure 3b, 3¢ and 3d). Larger vacuolae and evident
disruption of the endoplasmic reticulum were observed in the worms exposed to Tzalam
compared to those exposed to Quebracho and Sainfoin. Also worms exposed to tannin rich
sources showed swollen mitochondria (i.e. Figure 3b) and microvilli loss (not shown). Worms

exposed to Quebracho and Tzalam showed swollen mitochondrias with vacuolas (not shown).

Uterus. No main interpretable differences were observed between the control and the treated

worms, whatever the TR source, in the uterus and the eggs of H. contortus.

Discussion

To our knowledge, this is the first trial showing the lesions caused by TR sources on adult
H. contortus aiming at a better understanding of the mechanisms of action of tannins against
nematodes.

Tannins, specifically condensed-tannins, have the potential to control GIN infection (Min
and Hart, 2003). The biological effects of TR plants have been demonstrated in adult H.
contortus (Paolini et al., 2003; 2005; Heckendorn et al., 2006; 2007; Manolaraki et al., 2010;
Martinez-Ortiz-de-Montellano, et al.,, 2010). The most frequently reported effect is a
significant reduction in the parasite egg excretion of female parasites, which has been related
either to a reduction in the worm number (Heckendorn et al., 2006; 2007), or a reduced
fertility per female worm (Paolini et al. 2005; Manolaraki et al., 2010; Heckendorn et al.,
2006; 2007; Martinez-Ortiz-de-Montellano et al., 2010).

The effect of TR plants on the structure of H. contortus has been studied in a previous
work based on methods of Scanning Electron Microscopy (Martinez-Ortiz-de-Montellano et
al., unpublished data). Results of that study provided two major findings: a) the alteration of
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the cuticle (loosing its smooth surface) and b) the presence of aggregates in the cephalic part
(around and in the buccal capsule). It has been hypothesized that this might disturb the process
of worm nutrition, resulting in lower growth and lower fertility when compared to control
worms as reported by Martinez-Ortiz-de-Montellano et al. (2010). Thus, if the cuticle of GIN
is disrupted and the ingestion of food is limited, then it is possible that worms will be affected
in their biology.

The study of the effect of TR materials fed to goats on the ultrastructure of H.
contortus aims at complement the previous SEM observations. It is important to highlight that
the different TR materials provoked similar ultrastructural changes but with different
magnitude. Tzalam treatment seemed to cause more marked and extensive damages than
Sainfoin fodder or Quebracho extract. The major consequences found were cellular lesions in
the muscle and the intestinal cells of the worms which were mainly characterized by cell
swelling and vacuolization of the cytoplasm. Lesions to these tissues were even observed on
the semithin sections (Figures 1b,c,d). In addition vacuoles were also found in mitochondrias
on TEM sections of the muscle cells and the intestine (Figure 2b, 3b). The vacuolization
process might represent signs of hydropic degeneration. Vacuolization can be interpreted as
the sign of a dysfunction of fluid balance between the intestine and the pseudocoelomic space
(Figure 1bcd and Figure 3), or between the muscle and the pseudocoelomic space. In addition,
the increase in the number and size of electro-dense bodies in the intestinal cells (Figure 3b,d)
is suggestive of autophagic processes due to an overall cell disruption. To summarize, it seems
that the main effects of TR plants at the parasite’s cellular level, were i) mitochondrial
damage, possibly leading to a decline in energy generation and ii) clear cellular fluid
imbalance in different organs leading to vacuolization and acute swelling.

The pathological changes found in the intestinal cells might be due to the ingestion by
the worms of tannins and polyphenols contained in the TR material fed to the host (Figure
3b,c,d). The lesions found in the cuticle and the muscle cells might result from the contact
and/or passage (active or passive) of tannins through the worm’s cuticle (Figure 2b,c,d).
Another possible explanation might also be the consequence of the blockade of metabolite
excretion due to changes in the cuticular permeability. Is known that a fluid imbalance and an
acute swelling are the two major pathological processes due to a reduction of ATP production,
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and when these lesion cause the irreversible damage in cells could develop a coagulative
necrosis (McGavin and Zachary, 2007).

There are a particularly experiment, that reported an AH effect of a tropical TR plant
(Acacia oxyphylla) in a helminth, but it concerned a cestode. A vacuolization process of the
tegumental layers of the worm, associated with some mechanisms of action suggesting
mitochondrial injuries have been described. Some muscle degradation (degeneration) was also
reported. However, these authors did not determine whether such effects were the results of
the action of tannins (Dasgupta et al., 2010). More studies are necessary for the tropical TR

plants.

Finally, many of the damages found after contact with the TR material were similar to
those reported for conventional anthelmintics. With commercial AH, some negative effects on
mitochondria suggesting a decline in energy generation have been observed (Behm and
Bryant., 1979; Rothwell and Sangster, 1996; Alves et al., 2005; Rao et al., 2009). A
vacuolization of various organelles and cytoplasm has been recorded in H. contortus treated
with closantel and those lesions were also attributed to fluid imbalance (Rothwell and
Sangster, 1996). Autophagic processes in intestinal cells have been described in different
nematodes treated with benzimidazoles (Borgers and De Nollin, 1975; Zintz and Frank, 1982).
Moreover some specific damages into the different organs, for example the brush border
disruption in intestinal cell or muscle degradation, had also been described using conventional

anthelmintic treatments (Rothwell and Sangster, 1996; Alves et al., 2005).

Conclusions

The results demonstrate that the intestine and the muscular cells of H. contortus could
be the main target when parasitic nematodes are exposed to a TR material. These
ultrastructural changes suggested that some plant secondary metabolites might alter worm
motility and nutrition, eventually affecting the reproductive activity of H. contortus. These
results contribute to our understanding of the direct AH mechanisms of action against H.
contortus when animals are fed TR materials. More studies are necessary, chiefly on the
tannin biochemistry and its interaction with the different parasite cells. However, the present
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pathological changes may provide a useful starting point in the study of the effect of non
conventional AH treatments. It is important to confirm whether these lesions found in the
nematodes would be reversible once the TR material is withdrawn form the host diet. In the
light of some recent evidence showing differential sensibility to TR extracts in H. contortus
larvae from different origins (Calderén-Quintal et al., 2010), it would also be important to
define whether the lesions would be similar with parasite strains commonly exposed to the TR

material.
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Figure 1. Differences between control worm sections (a) and Tzalam (b) Quebracho (c) and Sainfoin (d) treated
parasites. a) Methylene blue (Azur II) stained cross-section showing the control worms 100x; cuticle (c), muscle
(ms), intestine (in), lumen of intestine (1), border brush (bb), ovary (0), uterus (u), egg sections (e) and pseudocoele
(ps). b, ¢, d) Methylene blue (Azur II) stained cross-section showing the treated worms 100x; with vacuolization
process in their intestine (vi) and their muscle (vim), brush burder disrupted (*) .
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Figure 2. a) TEM of cuticle and muscle in control worm; longitudinal body ridge of the spine (sp), cuticle (¢),
myofibril (my) -marked in red-, mitochondria (m) and pseudocoele (ps) in normal conditions. b) TEM of cuticle
and muscle of a treated worm with Tzalam; spine (sp) is damaged, cuticle (c) is apparently normal, myofibrils are
lightly swollen, swollen mitochondria with vacuoles in their lumen (smv), vacuole (v) in the cytoplasm of myocite
and normal pseudocele (ps). ¢) TEM of cuticle and muscle of a treated worm with Quebracho; cuticle (c) is
apparently normal, swollen myofibrils (smy), vacuole (v) in the cytoplasm of myocite and normal pseudocele (ps).
d)TEM of cuticle and muscle of a treated worm with Sainfooin; cuticle (c) is apparently normal, swollen
myofibrils (smy) and normal pseudocele (ps).
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Figure 2. a) TEM of cuticle and muscle in control worm; longitudinal body ridge of the spine (sp), cuticle
(¢), myofibril (my) -marked in red-, mitochondria (m) and pseudocoele (ps) in normal conditions. b) TEM of
cuticle and muscle of a treated worm with Tzalam; spine (sp) is damaged, cuticle (c) is apparently normal,
myofibrils are lightly swollen, swollen mitochondria with vacuoles in their lumen (smv), vacuole (v) in the
cytoplasm of myocite and normal pseudocele (ps). ¢) TEM of cuticle and muscle of a treated worm with
Quebracho; cuticle (c) is apparently normal, swollen myofibrils (smy), vacuole (v) in the cytoplasm of
myocite and normal pseudocele (ps). d)TEM of cuticle and muscle of a treated worm with Sainfooin; cuticle
(c) is apparently normal, swollen myofibrils (smy) and normal pseudocele (ps).
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ARTICULO 4

SUPPLEMENTATION OF SHEEP WITH SAINFOIN HAY OR QUEBRACHO
EXTRACT AFFECTS DIFFERENTLY THEIR POPULATION OF ADULT
HAEMONCHUS CONTORTUS AND TRICHOSTRONGYLUS COLUBRIFORMIS.

ARTICULO POR ENVIAR A LA REVISTA “VETERINARY PARASITOLOGY”
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Abstract.

This trial aimed at determining the possible direct and/or indirect anthelmintic effects of
sainfoin hay and quebracho extract against adult Haemonchus contortus and Trichostrongylus
colubriformis populations in sheep. Thirty two-month old Lacaune lambs were experimentally
infected (D0) with 3000 L; larvae of H. contortus and 5000 L; larvae of T. colubriformis. The
control group (C) received Lucerne hay (Medicago sativa) ad libitum as a tannin-free forage
and a commercial concentrate feed. The quebracho (Schinopsis spp) group (Q) received the
same diet of the control group and a quebracho oral suspension (90 g/day) from D28 PI. The
sainfoin (Onobrychis viciifolia) group (S) received the control diet plus Sainfoin hay ad
libitum. When the infection was patent, five animals of the S and Q groups respectively were
exposed to the tannin rich sources for 7 days (D28 to D34) and were sacrificed on D35 with 5
animals of the C group (short term). The remaining 5 animals in the original groups continued
their treatments until D45 (16 days exposed to tannins) (long term) when the remaining
animals were slaughtered. Live weight (LW) and nematode faecal egg excretion (EPG) was
measured twice a week, and the PCV obtained weekly. At necropsy, abomasa and small
intestine contents were recovered to determine worm burdens, female worm lengths and
fecundity. Histological samples were taken from abomasums and small intestines for mucosal
inflammatory cell counts. Short or long term exposure to the tannin source had no significant
effect on the LW change and PCV between groups. Similarly, EPG excretion and the number
inflammatory cell counts were not affected by TRP supplementation. However, H. contortus
and T. colubriformis worm burdens were significantly reduced by quebracho supplementation
(P <0.02). The fecundity of H. contortus was reduced (P<0.4) in the S group. The T.
colubriformis fecundity reduced with quebracho (P<0.05). Exposure time to the source of

tannins had no significant effect for both GIN species.

Keywords: Tannin-rich plants, Sainfoin, Quebracho, Parasitic nematodes, Gastrointestinal

tract, Sheep.
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1. Introduction

Bioactive plants with anthelmintic (AH) properties are currently explored as an
alternative to chemical treatments in order to reduce the dependence on commercial AH drugs,
delaying the development and diffusion of AH resistance amongst populations of
gastrointestinal nematodes (GIN) in small ruminants. Amongst the worldwide variety of plant
secondary metabolites, saponins, sesquiterpene lactones, proteinases (Stepek et al., 2004) have
been identified with AH properties (Athanasiadou et al., 2009). However, in the field of
veterinary parasitology the most abundant references have been obtained in small ruminants
using plants which are rich in polyphenolic compounds, in particular condensed tannins
(Mueller-Harvey, 2006; Hoste et al., 2006). Two non exclusive hypotheses have been
proposed to explain the potential AH properties of tannins. In the direct hypothesis, it is
suspected that tannins present a pharmacological-like effect by direct interaction with the
parasite. On the other hand, the indirect hypothesis supposes that the effects relate to an
improved host mucosal immune response because of the increased amount of peptides and
amino acids reaching the small intestine due to the protective effects of tannins against
ruminal protein degradations (Kahn and Diaz-Hernandez, 2000; Hoste et al., 2006).

With both quebracho and other tannin-containing legumes, the main overall effects
measured on the nematode populations seem to depend on the time of consumption in relation
with the life cycle, i.e. the parasitic stage submitted to the effects of PSMs. To summarize, two
main effects have been reported, i.e., either a decrease in the establishment of the infective
third-stage larvae; or a reduction in egg excretion when adult worms were present when a
tannin-rich bioactive resource was consumed (Hoste et al., 2006). Depending on studies, this
reduction in parasitic egg output has been related either to a reduced number of worms
(Athanasiadou et al., 2001a; Heckendorn et al., 2006; 2007), or a reduced fertility per female
worms (Paolini et al 2005, Manolaraki et al., 2010). However, because of main differences in
the experimental designs of studies (e.g. nature of the tannin-containing resources used, length
of distribution, parasite species, host species, etc.), it is difficult to analyze the origin of these
differences in effects. Scharenberg et al. (2008), emphasized the need to prove the long-term
conditions for improve the action of TR plants. In this context there is evidence suggesting
that the long time exposure to tannins could cause detrimental effects of polyphenols (Muller-
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Harvey, 2006). Consequently, the short term exposure may offer a way of minimizing the
negative effects of these metabolites for the host. Nevertheless, Athanasiadou et al. (2009),
mentioned that the short term penalties on animal performance could lead to long term
benefits. These long term benefits could impact the parasite epidemiology through lower
parasite egg excretion, lower exposure to infection and greater protection from parasites.

The aim of the present study was to verifying the role of either the direct or indirect
effects of tannins and TR plants on sheep parasitic nematodes. First, the direct effect was
determined by measuring an indicator of the biology of GIN (FEC, worm burden (total worms
and per species) and the worms” fecundities (eggs in utero). Second, the indirect effect was
studied as the concomitant changes in the cellular responses in the gastrointestinal mucosae.

Both objectives were explored in short (7 days) and long term (17 days) tannin provision.

2. Materials and Methods
2.1. Experimental design

Thirty naive (non-infected) three-month-old Lacaune lambs were experimentally
infected (D0) with 3000 third-stage larvae (Ls) of Haemonchus contortus and 5000 L; of
Trichostrongylus colubriformis. The larvae were obtained from donor goats experimentally
infected with a pure strain of each nematode species. In a first period (from DO to D28), all
lambs were offered a high quality gramineous hay and pelleted food.

On D28 post infection (PI), the lambs were subdivided into three experimental groups
which were balanced according to sex, bodyweight and the level of egg excretion. The
experimental groups were as follows:

e Ten lambs composed a control group (C), which remained on the same diet as previously.

e Ten lambs composed the Quebracho group (Q). They were fed on the same diet as the
Control group but received also daily, an oral drench of 90 g of Quebracho extract. The
latter was diluted first in 150 ml of water at 60 °C. It was given to the lambs three times
per day. It was calculated that this represented 6% of the DM of the diet.

e Ten lambs composed the Sainfoin group (S), which,received Sainfoin hay (Onobrychis

viciifolia) daily ad libitum (from D28). Hay was provided instead of the initial gramineous
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hay. At the start of Sainfoin consumption (D28), the amount of Sainfoin hay consumed
represented 5 % of the DM of the diet.

Care was taken to make the diet isoenergetic and isoproteic between the 3 experimental
groups, by adjusting the level of concentrate feed inclusion.

To evaluate the possible role of the length of consumption of the tannin-containing
resource, the three experimental groups were subdivided (n = five lambs) in short term
subgroups (SS,QS, CS) receiving the respective diets for 8 days, and long term subgroups (SL,
QL, CL) receiving their diets for 17 days. Lambs of the short- term subgroups were humanely
slaughtered on D36 PI. Lambs of the long term subgroups were slaughtered on D45 PI. The
lambs selected for the first slaughtering were chosen in each group according to the lowest

PCV values.

2.2 Plant analyses
On samples of sainfoin and gramineous hay plus quebracho extracts, the total phenol (TP) and
total tannin (TT) contents were determined using the Folin-Ciocalteau assay (Makkar, 2003).

The condensed tannin (CT) contents were measured using the Vanillin assay (Price et al.,

1978).

2.3 Pathophysiological measurements

Blood samples were taken early in the morning every week from D-6 (before infection) to
D42 PI to measure the Packed Cell Volume (PCV). The PCV values were measured according
to a microhaematocrit method (Hansen and Perry, 1994). In addition, the live weight (LW) of

the lambs was determined on the same days of blood sampling starting on DO.

2.4 Parasitological measurements

From D18 PI onwards, individual faecal samples were taken twice per week, and faecal egg
counts (FEC) were performed according to a modified McMaster technique (Raynaud, 1970).
In addition, pooled faeces of lambs from the three groups were cultured separately for 10 days

at 22 °C and the larvae were collected by the Baermann method in order to determine the
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species composition. Fifty infective larvae (L3) harvested from each culture were identified
according to the keys described in MAFF (1986).

The lambs were humanely slaughtered (D36 or D45 PI) complying with the local regulations
of animal welfare. Immediately after death, the abomasums and small intestines were
removed, separated and processed by washings to collect the worms from the contents.
Moreover, for the abomasal mucosae, a pepsin digestion was applied to collect the abomasal
larvae present in the mucosae. The numbers of worms were counted in the abomasal, the
intestinal contents and the digested abomasal tissue based on a 10% aliquot method as
reported by Martinez-Ortiz-de-Montellano et al. (2007). The rates of H. contortus and T.
colubriformis establishment were calculated as the total number of worms recovered at
necropsy divided by the total number of L3 given, multiplied by 100. The sex of each worm
was recorded and the male/female sex ratio was calculated. In addition, the fertility of the
female worms was estimated according to two diverging techniques. For H. contortus, twenty
individual adult female worms were placed in respective Eppendorf tubes. Each one was
grounded separately with a rod to release the eggs from the uterus. Thereafter, the tube was
filled with 1 ml of water and the total number of eggs was determined under the microscope
based on a 10% aliquot technique. For T. colubriformis, twenty adult female worms were then
placed on a microscope slide and the number of eggs was counted directly in utero at a 100x

magnification under a microscope.

2.5 Histological analyses

At necropsy, histological samples were collected from the fundus, the pylorus and the small
intestine at 2 m from the stomach junction to determine the number of mast cells, globule
leukocytes and eosinophils in the different mucosae according to the technique described by
Larsen et al. (1994). The histological samples were fixed either in 10 % buffered
formaldehyde solution or with the Carnoy’s solution. The mast cells were counted after
staining with Alcian blue-safranin on the Carnoy’s fixed samples. On the other hand, the
tissues fixed in formaldehyde were stained with hematoxylin-eosin to count globule
leukocytes and eosinophils. The stained cells were enumerated at a 400 magnification using a
calibrated graticule encompassing an area of 0.25mm?. Mean cell densities per tissue and per
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cellular types were obtained from the mean counts on 10 fields, randomly selected. The results

are expressed as the mean number of cells per mm? of mucosae.

2.6 Statistical analyses

The data from the FEC were log transformed (FEC+1) before being analyzed. For the FEC,
and the PCV measurements, the statistical comparisons were performed first with repeated
measures variance analyses using the data collected from D28 to D45 PI, taking into account
two factors the treatment and the time.

For the data collected after necropsy, the mean worm counts (H. contortus or T. colubriformis)
were (log , + 1) transformed. The transformed worm counts, total and per parasite species, as
well as the respective female worm fecundities (eggs in utero) per species were compared
using respective two-factor ANOVA test (the treatment and the length of distribution of the
tannin-containing resource). Post-hoc comparisons were then performed using the Bonferroni
test. Similarly, the mean values of the different mucosal cell counts (EOS, GL and MC) were
compared using similar two-way analysis of variance with post-hoc Bonferroni comparisons.

All statistical analyses were performed using the SYSTAT 9.0 software.

3. Results

3.1 Plant analyses

The polyphenol content (g/100g) of the Sainfoin sample was TP: 1.08, TT: 0.26 and CT: 0.22.
The polyphenol content (g/100g) of the Quebracho sample was TP: 8.82, TT: 4.96 and CT:
7.07.

3.2 Pathophysiological measurements

PCV values. Before the experimental period, no significant differences were observed between
the three experimental groups of lambs for the PCV values. After the distribution of
experimental diets (D28), the repeated measurements analysis of variance showed no
significant differences for PCV between experimental groups either due to treatment or length

of tannin source distribution.
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Live weight. On D6, the mean LW of the lambs was 15 + 2.86kg. The mean LW of lambs in
the short term groups (CS, SS, QS) was 21 + 2.44 kg on D35. The mean LW of lambs in the
long term groups (CL, SL, QL) was 26 + 4.95 kg at slaugther (D42). No significant

differences were observed in the mean LW between the experimental groups during the trial.

3.3 Parasitological measurements

Fecal egg counts. The mean FEC of the different groups is shown in Table 1. The repeated
measurements analysis of variance did not show any significant differences between groups
(Figure 1).

Infective larvae from cultures. The larvae harvested from the faecal cultures of the different
groups showed that the majority of eggs in the faeces were H. contortus (from 85 to 96 % of
the identified larvae) the rest were T. colubriformis larvae.

Worm burden. A significant statistical difference (P < 0.01) was found in the total worm
burdens (H.contortus plus T. colubriformis) depending on the tannin source used (Table 1). A
lower total number of worms was found in the Quebracho groups compared to the S and C
groups. On the other hand, the effect of the length of distribution (short vs long term groups)
was not significant. The separate analyses per nematode species confirmed these results.
According to the treatment factor, the worm number was significantly lower for both H.
contortus and T. colubriformis in lambs receiving the Quebracho extracts (Tablel). No
significant difference was found between the short or long term exposure to a tannin-rich
resource for H. contortus and T. colubriformis when analyzed individually.

Worm fecundity. Significant statistical differences were found for fertility of both H.contortus
and T. colubriformis between treatment groups. In contrast, no significant differences were
found depending on the length of distribution of the TR resources. For H. contortus, the
fertility was lower in the S group compared to the Q and C groups. For T. colubrifomis lower

values were found in the Q group when compared to the C group (Table 1).

3.4 Cellular response
Whatever the anatomical location, no significant differences were found between the three
experimental groups for the mast cell numbers. For eosinophils, significant differences were
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found only in the pylorus (P<0.02) with higher values in the S group compared to the Q and C
groups (Table 2). The most consistent statistical differences were found for the mucosal GL
numbers. No significant differences were found between the three types of diet in the number
of GL in the pylorus. However, significant differences according to the treatment were found
for the fundic (P< 0. 01) and the intestinal (P< 0.01) GL values. Lower values in the C group
compared to the S and particularly the Q group (Table 2).

Discussion

The direct effect of TRP against the adult GIN populations has been poorly investigated. Most
research on the effects of TRP against GIN explored the effects on different larval stages of
different GIN that affect small ruminants. The objective of the present trial was to determine
the possible existence of direct and indirect AH effects of two different sources of tannins
against adult populations of H. contortus and T. colubriformis. Although the AH effect was
evident when feeding sheep with both sources of tannins, it was evident that many factors
seem to be affecting the effect of the different materials on the different worms species. A
clear reduction in the worm burdens of H. contortus and T. colubriformis was observed in the
sheep supplemented with quebracho extract (QS and QL). Similar results have been reported
in sheep (Athanasiadou, et al., 2000ab) and goats (Paolini et al., 2003). In contrast, Max et al.
(2005) reported a reduction of abomasal worms but not of the intestinal species in sheep. In
the present trial quebracho also caused a reduction of the T. colubriformis female fecundity
but not in H. contortus. Supplementation with sainfoin did not affect worm burdens and only
caused a reduction of the H. contortus female fecundity. The reduction in fecundity due to
sainfoin supplementation has been reported before by Paolini et al. (2005) in H. contortus and
T. colubriformis. Thus, the present trial is the second reports of reduced female worm
fecundity caused by sainfoin supplementation in small ruminants. Other researchers reported
also a reduction in the parasite load in abomasal parasites of goats (Paolini et al., 2003) and
sheep (Heckendorn et al., 2006). The AH effect found with sainfoin supplementation was not
affected by time of exposure to tannins. It is important to emphasize that, in the case of
sainfoin, there are very few trials investigating the impact of sainfoin supplementation on the
biology of parasitic worms of different species. It is possible that must researchers prefer to
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work with quebracho extract as an easier approach rather than using fodder with the inherent
difficulties of tannin content variability, palatability, selectivity, etc.

The results of the present trial suggest that the mode of action of both tannin rich sources
could differ. The latter may suggest that the AH effect is affected by various factors
(Athanasiadou et al., 2007). Firstly, an inherent difference due to worm species can be
addressed and how these worm species are affected by the different plant material. In other
words, it seems that a certain plant affects more one of the parasite species than the other. In
principle, this could be related to the components contained in the different plants as reported
by Athanasiadou et al. (2007). On the other hand, the differences can be attributed to many
other features: a) the different structural and physiological properties/features of the nematode
species (Athanasiadou et al., 2007), b) the type food that the parasite use within the host
(blood, quimo, etc.) (Linklater and Smith, 1993; Hansen and Perry, 1994;), and c) the
chemical characteristics of the nematode’s cuticule (Fetterer and Rhoads, 1993; Page, 2001).
Two recent studies evaluated the AH effects (structural and ultrastructural damage) of
different sources of tannin rich materials under in vitro and in vivo conditions (Martinez-Ortiz-
de-Montellano et al., submitted for publication). Those trials showed differences between the
parasite species H. contortus and T. colubriformis when exposed to sainfoin and Lysiloma
latisiliquum. Apparently the intestinal worms were affected in larger extensions of the body

than the abomasal worms.

The expected AH effects were not as evident as in previous trials with these same tannin rich
materials. In the present trial, quebracho extract was a commercial good quality product.
However, dosage of quebracho was not adjusted for the growth of the experimental sheep. It is
possible that an adjustment according to LW could have resulted in more efficacy in the AH
effect. In the case of sainfoin, the quantity of total polyphenols, total tannins and condensed
tannins was low (see above). It is possible that the sainfoin strain used normally has a low
polyphenol concentration or from a geographic region where sainfoin do not produce large
quantities of polyphenols (Manolaraki et al., submitted for publication). Thus, the present trial
highlights the importance of including in the methodology the plant analyses including the
plant bioactivity (Alonso-Diaz et al., 2010a) which was not addressed in the present study.
100



MARTINEZ O. de M. Cintli ® 2010

An important factor that has not yet been determined is the mode of action of tannins (Hoste et
al., 2010; Alonso-Diaz et al., 2010ab). In the present trial, two sources of tannins (quebracho
and sainfoin) showed different results against the same GIN specie. The H. contortus and T.
colubriformis worm burdens were reduced with quebracho. The quebracho also reduced T.
colubriformis fecundity. Meanwhile, sainfoin only affected H. contortus female fecundity and
did not cause any evident effect on T. colubriformis. In spite of the evidence of a negative
impact of both tannin sources on the worms, the FEC of the sheep supplemented with tannins
was not different to that of the control sheep. This is rather unexpected and shows the
importance of more accurate ways of measuring FEC including total faecal egg counts for
instance.

The cellular response of the hosts only showed a mild change when supplemented with tannin
rich materials. However, globule leucocytes increase was more evident in those animals
exposed to worms for longer time, including the control animals. Thus, the present
experimental design failed to prove any long term effect of tannins on inflammatory response
of lambs. It could be necessary to test longer periods of tannin supplementation compared to

controls to accept or discard any possible effect of tannins on immune response.

Conclusions.

The results of the present study showed the direct AH effect of tannin rich supplements
against adult H. contortus and T. colubriformis. The quebracho supplementation affected H.
contortus and T. colubriformis worm burdens as well as T. colubriformis female fecundity.
The sainfoin only affected the H. contortus fecundity. The length of the supplementation did
not affect any of the results. There is no evidence of the indirect effect caused by tannins in the

present trial.
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Figure 1. Arithmetic mean of faecal egg counts (eggs per gram) in lambs fed Onobrychis
viciifolia (S), lambs treated with quebracho extracts (Q) and control group (tannin free diet,
C). The black arrow represents the date when the distribution of O. viciifolia and quebracho

started in the treated groups.

106




L0T

Table 1. Arithmetic means (+5.D.) of the back transformed FEC, mean worm counts (total and by worm species), female worm
fecundities of Haemonchus contortus and Trichostrongylus colubriformis from sheep fed with a tannin free diet (CS and CL),
fed Sainfoin tannin rich hay (SS and SL) or treated with Quebracho tannin extract (QS and QL).

Groups

FEC

Mean worm numbers

Fecundities (eggs in utero)

Total worm
nimber

Haemonchus
contartus

Trichostrongylus
colubriformis

H.
contortus

T.
colubriformis

Control short
term CS
Mean (£8.D.)

9262 (£6170.72)

4318 (£1002.41)a

1424 (+£269.69)a

2894 (£772.77)a

513.9(x232.22)b

26.6 (£5.26)b

Control long
term CL
Mean (+8.D.)

6275 (£2571.02)

3618 (£679.25)a

1212(+522.42)a

2406 (+841.56)a

619.7(£336.21)b

2731 (+4.89)b

Sainfoin short
term SS
Mean (+5.D.)

7668 (+2576.90)

5508 (+577.94)ab

1472 (+154.98)ab

4036 (+961.73)ab

347.2 (£225.63)a

2429 (+5.22)ab

Sainfoin long
term SL
Mean (+8.D.)

5709 (£2333.97)

4490 (£294.01 )ab

1326(+295.54)ab

3018 (+484.69)ab

317.5(£176.85)a

25.23 (+4.19)ab

Quebracho
short term QS
Mean (+8.D.)

7664 (+2905.04)

3506 (+722.07)ac

1156 (+542.15)ac

2350 (+1364.83)ac

581.2 (£306.58)b

24.66 (+4.84)a

Quebracho
long term QL
Mean (+S.D.)

6688.75 (+2883.83)

2560 (£933.90)ac

774 (£258.9)ac

1786 (£1412.63)ac

802.0 (+295.31)b

23.95 (+4.51)a
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Tabla 2. Eosinophyle, globule leucocytes and mastocytes counts of the fundus, pylore and
intestine in the different animal groups.

Organ Cell CS CL SS SL QS QL
EOS 11.62 (+7.62) 12.88 (+9.40) 12.32 (+5.83) 8.60 (+4.29) 15.71 (+5.98) 14.23 (+9.56)
Fundus | GL 11.02 (+5.49)a 19.73 (+7.18)a 9.77 (+4.54)a 11.52 (+5.28)a 15.84 (+6.16)b 15.95 (+6.42)b
MAS 2.27 (+2.10) 2.68 (+2.18) 2.88 (+2.03) 3.45 (+1.68) 2.57 (+2.03) 243 (+1.99)
EOS 5.57 (£3.42)a 725 (+4.13)a 11.00 (+5.50)b 9.90 (+5.62)b 8.02 (+5.30)a 7.95 (+4.71)a
Pylore GL 12.10 (£19.9) 13.02 (+6.47) 6.90 (+3.92) 11.50 (+5.71) 9.95 (+4.83) 8.00 (+3.71)
MAS 4.83 (+3.44)a 6.47 (+4.56)a 5.38 (3.58)a 6.25 (+4.02)a 4.67 (+3.68)a 5.28 (+3.41)a
EOS 24.45 (+9.70) 24.50 (+9.12) 35.02 (+17.11) 29.62 (+13.80) 31.29 (+12.65) 24.80 (+14.21)
Intestine | GL 3.05 (+2.36)a 5.15 (+3.79)a 9.77 (+2.45)b 11.52 (+4.69)b 12.20 (+5.06)b 17.17 (+8.31)c
MAS 5.72 (+3.29) 7.02 (+4.91) 5.45 (+3.74) 5.45 (+3.13) 4.88 (+3.04) 5.70 (+4.60)
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7. DISCUSION GENERAL
7.1 PRT como antihelmintico para pequefios rumiantes
Existen numerosos reportes acerca de la eficacia de las plantas ricas en taninos
(PRT) como antihelminticos (AH) en contra de los nematodos gastrointestinales (NGI) de
pequeiios rumiantes, tanto en plantas de clima templado (Hoste et al., 2006) como de clima
tropical (Alonso-Diaz et al., 2010a). Sin embargo, los resultados obtenidos a la fecha han
sido variables y ninguno aun establece el mecanismo de acciéon de los taninos sobre los
NGI (Athanasiadou et al., 2007). En el presente trabajo se identificaron cinco grandes
rubros, que abarcan diferentes factores que intervienen en la accidon antihelmintica de las
PRT y se cree son necesarios para llegar a conocer el mecanismo de accion de los taninos:
I.  El empleo de las PRT locales
II.  El empleo de los extractos de las PRT
III. Las PRT como nutracéutico
IV. El consumo voluntario de las PRT

V. Laevidencia del efecto AH de las PRT

El empleo de las PRT locales

Las PRT empleadas en el presente trabajo, son plantas endémicas de las regiones en
donde se realizaron los experimentos. Considerar la interaccion de la planta endémica con
los parasitos de cepas locales, es visualizar el ecosistema natural bajo las condiciones
normales en las que se desarrollan ambos para poder interactuar. Esto puede ser resultado
de un mecanismo de equilibrio en dicho ecosistema. Y un estudio mas profundo de esta
interaccidn nos permitiria tal vez conocer los mecanismos de accion de los taninos sobre los
NGI. Ademas, esto también facilita la difusion de los resultados de aquellas plantas que
muestren resultados positivos, proporcionando mas detalles del mecanismo de accion de las

PRT contra los NGI en las producciones de pequefios rumiantes de una misma region.

El empleo de extracto de PRT

Existen fuentes comerciales de extractos de PRT como el quebracho (Schinopsis
spp). La potencial industrializacion y comercializacion de los taninos provenientes de PRT,
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puede resultar en una fuente alterna de polifenoles para los productores (Alonso-Diaz et al.,
2010a). Los extractos comerciales no estan certificados para su uso como AH. Se necesitan
mas estudios y pruebas con diferentes PRT para evaluar la factibilidad de utilizar procesos
de extraccion taninos para su uso como AH. Hasta ahora se han encontrado fuertes
variaciones en la actividad AH de los extractos de PRT, lo cual es posiblemente debido a
variaciones en la metodologia utilizada para su preparacion (Athanasiadou et al., 2007), a la
naturaleza del extracto, e incluso a la fuerte variacion en el contenido de taninos de las PRT
cosechadas en la misma época e incluso en zonas cercanas (Alonso-Diaz et al., 2010b).
Estos factores pueden influir seriamente en el modo o mecanismo de accion dadas las
caracteristicas quimicas del tanino. Ademas, una vez que se tiene un extracto, sus
caracteristicas fisicas no siempre favorecen cualquier forma de utilizacion (observacion
realizada durante el experimento del Articulo 4). Evidentemente esto implica que el uso de

extractos todavia no es viable técnicamente.

Las PRT como nutracéutico

Si se toman en cuenta los resultados positivos que respaldan el efecto AH del forraje
de PRT, asi como su elevado contenido de nutrientes (principalmente proteina) es posible
considerar el uso de éstas, como nutracéuticos, o sea, recursos que proveen metabolitos
secundarios benéficos para la salud, mientras que, de manera simultanea contribuyen a la
nutricién del animal que las consume, como lo han establecido ya diferentes autores (Hoste
et al., 2006; Rochfort et al., 2008; Athanasiadou et al., 2009). Sin embargo, se corre el
riesgo de que la planta seleccionada no precisamente tenga efecto nutracettico, por lo que
antes de recomendar alguna estrategia que incluya el uso de PRT habria que apoyarse en
investigacion que corrobore que los forrajes seleccionados tengan tanto efecto AH como
una buena composicion quimica desde el punto de vista nutricional para la especie animal a
la que se quiere tratar, por ejemplo a ovinos y/o caprinos. Con éste enfoque, el mecanismo
de accion de los taninos contenidos en las plantas en contra de las parasitosis, tal vez
implique, una serie de eventos que desencadenen un efecto directo sobre el parasito y un
efecto indirecto, mejorando la capacidad del hospedero a responder ante dicha parasitosis.
Estos efectos que seran profundizados mas adelante.
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El consumo voluntario de las PRT

Un aspecto a favor de la PRT estudiadas en el presente trabajo es que, a pesar de un
posible efecto de astringencia o un impacto negativo sobre la digestibilidad de la dieta,
debido a sus altos niveles de taninos contenidos en ellas, las PRT fueron consumidas por
los animales en cantidades suficientes para observar efectos AH in vivo (Articulo 1).
Ademas, el consumo de éstas PRT, no originaron problemas aparentes de salud o trastornos
digestivos segun los resultados ya publicados (Alonso- Diaz et al., 2008; 2009; Brunet et
al., 2008; Martinez-Ortiz-de-Montellano et al., 2010). Sin embargo, la astringencia de otras
PRT si puede evitar su consumo (Jean-Blain, 1998; Bennick, 2002), resultando en una
ausencia del efecto AH deseado. Es necesario continuar con los estudios sobre aspectos
relacionados con la aceptacion y consumo de las PRT para poder establecer estrategias
adecuadas de suplementacion que permitan el efecto AH deseado.

El mecanismo de accion de las PRT sobre los NGI, puede comenzar desde el
consumo selectivo que el hospedero realiza sobre dichas plantas. Este trabajo evidencia
(Articulo 1) la teoria de la automedicacion de los rumiantes propuesta por Villalba y
Provenza (2007). Los ovinos infectados consumieron mayores cantidades de PRT en
comparacion con aquellos no infectados (Martinez-Ortiz de Montellano et al., 2010). Aln
cuando resultados similares han sido reportados con otra PRT de la region (Méndez-Ortiz
et al.,, 2009) esta conducta de automedicacion requiere ser validada con estudios

especificamente disefiados para probar esta hipotesis.

La evidencia del efecto AH de las PRT

El efecto AH de las PRT ha sido reportado para dos de las especies de NGI mas
importantes a nivel mundial H. contortus y T. colubriformis (Hoste et al., 2006; Alonso-
Diaz et al., 2010a). Se ha sugerido que en infecciones mixtas los forrajes de PRT o los
extractos ricos en taninos pueden afectar a una sola especie (Max et al., 2004; Paolini et al.,
2005; Cenci et al., 2007; Max et al., 2009). Una hipotesis que arroja el presente trabajo es,
la posible existencia de la variacion del efecto AH sobre las diversas especies de NGI
debido a su diferente localizacion en el tracto gastrointestinal con las diferencias en el
microambiente del lumen. Recientemente se comprobd que tanto H. contortus como T.
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colubriformis son afectados por los taninos de PRT consumidos por caprinos (Brunet et al.,
2008). También se senala, acerca de la existencia de diferentes mecanismos de accion que
pudieran estar asociados a la biologia y/o fisiologia de cada parasito. En este trabajo, se
obtuvo evidencia de que los NGI H. contortus parecen tener menor cantidad de material de
agregacion en la cuticula (Articulo 2) que los T. colubriformis (trabajo no incluido en la
tesis). Probablemente la diferencia del pH alcalino en el intestino permita que los taninos se
unan mas facilmente a la cuticula de T. colubriformis. Es necesario profundizar mas en el
conocimiento de estos fendmenos.

Recientemente se ha reportado sobre las diferencias en la susceptibilidad en
distintas cepas H. contortus a los taninos de extractos de PRT. Los parasitos fueron
obtenidos en tres areas geograficas diferentes. La primera se obtuvo de la region donde la
PRT evaluada representa una parte importante de la dieta de los rumiantes y ésta es la que
presenta menor sensibilidad al efecto AH del extracto (Calderén-Quintal et al., 2010). Las
otras dos cepas, de zonas geograficas donde este material no estd en la dieta de los
rumiantes mostraron mayor sensibilidad al extracto evaluado. Esto ha llevado a hipotetizar
sobre el desarrollo de “resistencia” a los taninos por parte los NGI, sobre todo en aquellos
parasitos que han estado en contacto continuo con estos metabolitos secundarios
(Calderon-Quintal et al., 2010) o a cuestionarnos cual es el mecanismo de accidon de estos
componentes.

Para considerar una accion AH por parte de las PRT es también importante
considerar que existe una variacion importante en el contenido de taninos en las diferentes
partes de las plantas por ejemplo las hojas y las cortezas. Aln dentro de una misma especie
las cantidades de taninos pueden variar significativamente en las mismas fracciones (Jean-
Blain, 1998, Alonso-Diaz et al., 2010b), lo cual puede afectar la actividad AH esperada. El
proporcionar las plantas o dosis de extractos ricos en taninos a los animales infectados
puede ser relativamente sencillo, como se detalla en los experimentos de los Articulos 1y
4, sin embargo es necesario garantizar cierta uniformidad en el tipo de forraje, la parte de la
planta suministrada y la calidad. No hay que olvidar que como cualquier medicamento, la
dosis a emplear de extracto o la cantidad de PRT a consumir, deberan ser ajustados de
acuerdo a la especie, el peso y la edad de los animales. Estos criterios no siempre son
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empleados, o reportados, posiblemente puede explicar la ausencia de algunos efectos AH
esperados en algunos reportes.

Los factores que anteriormente fueron discutidos nos permiten tener un panorama
previo al consumo de una planta o un extracto rico en taninos por parte de un pequeio
rumiante, los resultados obtenidos en los experimentos realizados en este trabajo asi como
las observaciones halladas fueron piezas fundamentales para poder desarrollar una
propuesta del mecanismo de accion de las PRT sobre la poblacion adulta de los NGI, que

en el siguiente apartado se discutira. .

7.2 ;{Como funcionan las PRT sobre los nematodos adultos de Haemonchus contortus?

Abordar la interacciéon entre las PRT y las poblaciones de NGI en los pequefios
rumiantes significa investigar y analizar procesos bioquimicos y bioldégicos muy poco
estudiados. Ambos tipos de procesos son importantes para entender los mecanismos de
accion de los taninos en contra de los parasitos. En el desarrollo de este trabajo no fue
posible evaluar de manera bioquimica de esta interaccion. Sin embargo, la evidencia
obtenida en los diversos experimentos permite proponer un esquema del mecanismo de
accion de las PRT contra los NGI adultos, especificamente H. contortus (Figura 11). En
esta figura se plantean las diferentes rutas y ambientes que pudiera tener el tanino para
desarrollar un efecto ya sea directo o indirecto.

Cuando un ovino o caprino ingiere material vegetal rico en taninos, durante el
proceso de masticacion las vacuolas en las hojas se rompen y se liberan los taninos
condensados (TC). Los TC se van a asociar a proteinas salivales, como las proteinas ricas
en prolina o histatinas (Alonso-Diaz et al., 2010b). También pueden asociarse a
componentes de la dieta como la proteina vegetal, polisacaridos, metales y proteinas de la
pared celular (Ramos et al., 1998; Muller-Harvey, 2006), y finalmente hay una parte que no
se adhiere y quedan en forma de TC libres (Ramos et al., 1998). Los taninos ligados a
proteina rica en prolina o histatina forman complejos fuertes y débiles, respectivamente
(Wroblewski et al., 2002). Asi en complejo o libres viajan por el tracto gastrointestinal
hasta llegar al abomaso donde estos complejos pueden ser liberados por el ambiente acido
del abomaso (pH 2.5) (Zimmer y Cordesse, 1996; Ramos et al., 1998; Butter et al., 1999;
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McSweeney et al., 2001; McSweeney et al., 2008; Waghorn, 2008). Posteriormente podran
ser liberados nuevamente en el intestino, mismo que tiene un pH alcalino (8-9) (Ramos et
al., 1998; Butter et al., 1999). Mientras tanto, los taninos libres pueden ser absorbidos o
degradados a su paso por el sistema digestivo (Pérez-Maldonado y Norton, 1996). Los
taninos que se adhieren a las paredes celulares y los que se adhieren a la lignina son
generalmente excretados en las heces (Pérez-Maldonado y Norton, 1996). Los que estan
unidos a la proteina vegetal pueden ser hidrolizados en el abomaso y absorbidos (Waghorn
et al., 1994ab; Reed, 1995; Ramos et al., 1998; Barry y McNabb, 1999; Hoste et al., 2006).
Una vez que se ha descrito la ruta de los TC a través del organismo del hospedero de los

NG, se describe el posible mecanismo de accion directo e indirecto de las PRT.

EFECTO DIRECTO

Si se contextualiza a H. contortus como un parasito que habita en el abomaso y en
¢éste se cuenta con la presencia de contenido vegetal rico en taninos en complejo o
disociados, surgen tres hipotesis sobre el mecanismo de accidon de las PRT: 1) los taninos
son ingeridos por los NGI; 2) los taninos penetran en la superficie de los NGI; 3) los

taninos tienen una accion oxidativa que afecta a los parasitos.

Ingestion de los taninos por los NGI

Cuando hay material rico en taninos llegando al abomaso es probable que H.
contortus ingiera taninos debido a que el contenido del abomaso del hospedero se encuentra
saturado de los mismos. La evidencia de esta ingestion pudiera ser el acimulo de material
(Ilamado en los Articulos con el término de agregado) que satura la cépsula bucal de los
parésitos y otras partes de la cuticula, tal como fue observado en la microscopia electronica
de barrido (ver Figura 1 S,, T, y Figura 2 T, del Articulo 2). Los acimulos de material en
la superficie del nematodo, que también fueron observados en T. colubriformis (evidencia
no incluida en la tesis) son probablemente complejos tanino-proteina aunque esto debe ser
dilucidado todavia. La evidente presencia de estos acimulos en la cépsula bucal de H.
contortus puede ser explicado por la presencia de un microambiente en el espacio de la
capsula bucal con un pH capaz de permitir la uniéon de los taninos (liberados con el pH
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acido del abomaso) con las proteinas localizadas en la region bucal. Por consiguiente, al
alimentarse los nematodos consumen este material. Una vez que los taninos son ingeridos
por el nematodo, sea como complejos (unidos a metales, proteinas, hemoglobinas, etc.) o
libres. Estos pasan a través del organismo del nematodo hasta llegar a su intestino, que
como se sabe representa un 80% de su estructura anatomica (Lee, 2002). En las diferentes
partes del intestino del neméatodo, el pH es muy variable y el rango va desde un pH 3 hasta
un pH 10, por lo tanto quizds este complejo tanino-proteina es nuevamente disociado
cuando se encuentra en regiones del intestino con los rangos de pH adecuado para ello. Asi,
los taninos libres serian absorbidos (Terril et al., 1994; Pérez-Maldonado y Norton, 1996)
por las microvellosidades y bombeados dentro del intestino. Posiblemente, una vez dentro
de la célula intestinal, la primera accion de los taninos es una disminucién del ATP como
inicio de un dafio celular observado en las Figuras 1 y 2 del Articulo 3, provocando dos
principales procesos patoldgicos:
1) Inflamacion y vacuolizacion: Estds lesiones estan presentes en los tejidos musculares e
intestinales de los parasitos sometidos a las PRT tanto in vitro como in vivo (Figuras 1,2y
3 del Articulo 3). El proceso de inflamacioén, que puede ir seguido de un proceso de
vacuolizacion en el citoplasma, se debe a la disfuncion de los mecanismos que garantizan
el balance de fluidos (McGavin y Zachary, 2007). Afectando la bomba de Na" y K",
incrementando el Na' intracelular, causando asi un incremento de H,O.
2) Degeneracion hidropica de baja amplitud. Causa una produccion de acido lactico y un
decremento en el pH. Esto arroja una serie de cambios patoldgicos como, lesiones en
membrana, condensacion de la cromatina, lesiones mitocondriales como inflamacion de las
mitocondrias (como se observa en las Figuras 2b y 3b del Articulo 3), pérdida de los
ribosomas, crestas dilatadas y proceso de vacuolizacion dentro de las mitocondrias (ver
Figura 2b del Articulo y 3) alteraciones del reticulo endoplasmico con la pérdida de los
ribosomas (no mostrado). Todas estas lesiones son sugestivas a una necrosis coagulativa en
el nematodo. Lesiones similares fueron encontradas en células de 6rganos como el sistema
reproductivo (no mostrado) y en el musculo (Figura 2 del Articulo3).

Ademas de las lesiones celulares ya mencionadas y las alteraciones del balance de
fluidos, es importante recordar que el pseudocele es el esqueleto del parasito (Lee, 2002) y
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si esté sufre una alteracion o estrés osmotico, todo el organismo (NGI) esta en riesgo de
morir (Rothwell y Sangster, 1996). Ambos procesos patoldgicos pueden ser interpretados
como un dafo evidente en la estructura de H. contortus (Figura 1S;, 1T}, 2S; y 2T, del
Articulo 2).

Finalmente, es posible observar en la region anal del parasito la presencia de
agregados de material similar al observado en la capsula bucal. Estas fueron més evidentes
en parasitos expuestos a extractos de PRT en condiciones in vitro. Probablemente una
fraccion del material que fue consumido es excretada por el ano. Igualmente puede ser
originado a partir de una nueva asociacion entre una fraccion del tanino liberado desde el
interior del nemdtodo y proteina que se encuentre localizada en la region anal. En
cualquiera de los dos casos es posible que la presencia de este material pueda favorecer la
obstruccién del ano. Posiblemente este material se adhiere a las mucosas del parasito
(Figura 1S; del Articulo 2).

Recapitulando, se sugiere como posible modo de accion, una obstruccion de la
cavidad bucal que ocasiona una reduccion o inhibicion del consumo y como consecuencia
de esto la inanicion del NGI. Adicionalmente, es posible que durante el transito de este
material por el organismo del parasito provoque una disfuncion en el balance de fluidos y
una degeneracion hidropica causando dafios que pueden llegar a ser irreversibles para las
c€lulas. El resultado final de estos eventos seria una menor capacidad de alimentacion que
daria origen a una menor eficiencia reproductiva e incluso la muerte de los parasitos adultos
de H. contortus. Estudios histoquimicos y moleculares son necesarios para verificar y

confirmar este mecanismo de accion.

Penetracion de los taninos a través de la superficie de los NGI

La cuticula y la epidermis junto con la musculatura son probablemente 6rganos “blanco” de
los compuestos de las PRT. Los extractos de taninos (experimentos in Vitro) o estos
compuestos presentes en el follaje de PRT frescas en forma de bolo alimenticio en el
abomaso (experimentos in Vivo), probablemente se adhieren a la cuticula debido a las
glicoproteinas que la conforman (Figura 1 Sy, S3, To y Tz y Figura 2 T, del Articulo 2). En
el caso de H. contortus las evidencias en esta tesis muestran que los acimulos vegetales se
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encuentran principalmente en la cépsula bucal y en algunas ocasiones en el aparato
reproductor. En contraste a estos hallazgos, en T. colubriformis éstos acaimulos se presentan
en una mayor proporcion de la superficie de la cuticula del parésito intestinal (datos no
incluidos en esta tesis). Esto sugiere que las caracteristicas propias de la cuticula de cada
nematodo pueden interactuar de diferente forma con las PRT aunado al diferente ambiente

que se encuentra cada parasito.

Por otra parte, un pH de 5 en los poros de la cuticula de un nematodo (Mottier et al.,
2006) es favorable para que un nuevo complejo tanino-proteina pueda formarse, y este
complejo pudiera pasar a través de los poros y llegar a la hipodermis, zona basal y llegar
hasta el musculo. En el paso de estos compuestos desde la cuticula, hasta el musculo, los
canales de Na" y K" pueden ser perturbados. La alteracién de la bomba de Na" y K" puede
provocar un cambio osmdtico provocando una alteracion del balance de fluidos y una
degeneracion hidropica que terminan disminuyendo los valores de pH (McGavin and
Zachary, 2007). Con un pH por debajo de 5, probablemente los taninos se disocien
nuevamente y se encuentren en su forma libre, causando severos dafios celulares. La
evidencia patologica son lo cambios presentados en los NGI sometidos a las PRT como la
vacuolizacién en la region muscular con la consecuente inflamacion de los miocitos,
cambios mitocondriales con vacuolas en su citoplasma y sus crestas (Figura 2 del Articulo
3). El diagnostico presuntivo de estos cambios patologicos, al igual que la hipotesis
anterior, estd asociado a una necrosis coagulativa. Este mecanismo de accion, es similar al
reportado para algunas drogas AH como las moléculas del benzimidazol, las cuales por
lipoafinidad y por gradiente de concentracion penetran por difusion pasiva al interior de los
parasitos (Mottier et al., 2006). Este modo de accion sugiere que los compuestos de las
PRT pueden provocan lesiones en su motilidad y enormes dafios celulares debido al
proceso de vacuolizacion y la inflamacion o lisis de los organelos. El resultado es una
amenaza a la homeostasis de H. contortus resultando en su eventual muerte. Esta hipotesis,
permitiria explicar los resultados obtenidos in vitro, cuando la actividad AH de extractos de
PRT ha sido evaluada mediante las pruebas de inhibicion de la motilidad larvaria y de

adultos (Alonso-Diaz et al., 2008a; Paolini et al., 2004). De igual forma estudios
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histoquimicos y moleculares son necesarios para verificar este mecanismo de accion de las

PRT.

Accién Oxidativa

Esta hipodtesis se encuentra relacionada a las dos anteriores dado que precisa la
presencia de los taninos en el interior del organismo para que la accidon oxidativa pueda
desencadenarse. Existen tres posibles mecanismos por los que la accion oxidativa puede
tener un efecto AH. Primero, es bien conocido que los polifenoles son quelantes de metales.
Por ejemplo, mondémeros de TC como la catequina, se une a los iones de metales como el
hierro (Fe") (Perron y Brumaghim, 2009). Dado que H. contortus es hematofago, el
consumo de Fe' es inevitable al consumir la hemoglobina obtenida de los eritrocitos. En
este caso la acumulacion observada en la region bucal pudieran ser explicados como
acumulos tanino-Fe'. Asi, en forma de este complejo serian ingeridos por los nematodos.
La posibilidad de que estos complejos sean disociados depende siempre del pH (Perron y
Brumaghim, 2009). Estos complejos son muy estables cuando el pH en presencia de hierro
esta en el rango de 7-9 o por debajo. Asi, la hipdtesis es que cuando estos complejos se
disocian, el hierro queda libre al igual que los taninos en el organismo de los nematodos. El
hierro esta implicado en muchas vias y condiciones de estrés oxidativo, ademas de ser el
principal generador del peroxido de hidrégeno (H,O,) y generacion del radical hidroxilo
(OH) que lesiona el DNA y otras biomoléculas (Bhat y Hadi, 1994; Martinez-Flores et al.,
2002; Perron y Brumaghim, 2009).

Paradojicamente, el hecho de que los polifenoles se unan a metales es una de las
razones por la que los taninos son conocidos como antioxidantes, ya que son agentes
“localizadores” de radicales. Sin embargo, en este trabajo los resultados sugieren que, bajo
ciertas condiciones, estos compuestos probablemente no tienen esta funciéon cuando son
ingeridos por un NGI. De este hecho surge la propuesta de un segundo mecanismo de
posible actividad oxidativa.

El segundo mecanismo se sustenta en evidencia sobre el cambio en la funcion
antioxidante de los compuestos polifendlicos (taninos). Existen reportes que demuestran

que estos compuestos pueden cambiar de un estado antioxidante a un estado pro-oxidante
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(Rosin, 1984; Martinez-Flores et al., 2002; Perron y Brumaghim, 2009). Este fendmeno
resulta de la rapida autooxidacion de los fenoles cuando se encuentran bajo una condicién
alcalina (altos pH), lo que favoreceria la generacion de perdxido de hidréogeno y radicales
libres (Rosin, 1984; Barbehenn et al., 2006). Ambos mecanismos, resultan en la produccion
de oxidantes, con el consecuente dafio al NGI.

Debido a que normalmente los parasitos estan en contacto con especies reactivas de
oxigeno (ERO) cuando los fagocitos del hospedero (eosinodfilos, neutréfilos y macréfagos)
generan las ERO a través de la accion de la enzima NADHP-oxidasa (Smith, 1989). Las
ERO y las especies reactivas de nitrogeno (ERN) dafnan proteinas, acidos nucléicos y
lipidos de membrana y pueden matar a los nematodos (Lee, 2002). Las lesiones
encontradas en este trabajo sugieren un severo dafio en el metabolismo de los nematodos,
probablemente todos los mecanismos antioxidantes son comprometidos, especialmente
aquellos que inhiben la acciéon de las enzimas antioxidantes.

El parésito hematéfago H. contortus necesita desintoxicarse de las ERO derivadas
de la ingestion de una hemoglobina rica en oxigeno (Bagnall y Kotze, 2004). Cuando el
hospedero consume PRT, el NGI necesitara no solo desintoxicarse de las ERO sino también
de las ERN derivados de la ingestion y del contacto con los compuestos nutracéuticos. Lee
(2002) y Bagnall y Kotze (2004), mencionan que las enzimas antioxidantes para los
nematodos son catalasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, peroxiredoxinas y
ascorbato peroxidasa; antioxidantes no enzimaticos como la vitamina E (a-tocopherol) y la
C (ascorbato), glutation, ubiquinol y albumina. Ademas, Hadas y Stankiewicz (1998)
encontraron que en las especies de Trichostrongylus colubriformis, H. contortus y
Ostertagia circumcincta la superoxidasa dismutasa estd involucrada en mecanismos de
proteccion de dafio de los tejidos que se origina en un proceso oxidativo y de fagocitosis.
La inflamacion y vacuolizacion de las mitocondrias (Figura 2 y 3 del Articulo 3) sugieren
una inhibicion de la accion de la enzima superoxidasa dismutasa con respecto a lo
reportado por Hadas y Stankiewicz (1998).

De manera similar, la catalasa juega un rol importante en la defensas de H.
contortus contra el perdéxido de hidrogeno producido como parte de la explosion
respiratoria y los fagocitos activados (Kotze y McClure, 2001; Bagnall y Kotze, 2004) y la
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peroxiredoxina tiene un rol importante al permitir que el nematodo adulto de H. contortus
se desintoxique del peroxido de hidrogeno (Bagnall y Kotze, 2004). El severo proceso de
vacuolizaciéon mostrado en el musculo y en el intestino (Figura 2b y Figuras 3bcd del
Articulo 3) debido a los tratamientos con las PRT sugiere que la respuesta de las células a
la explosion respiratoria fue dafiada o alterada; sugiriendo que la accion de la catalasa y la
peroxiredoxina fueron probablemente neutralizadas.

En resumen, la posible induccion de un proceso oxidativo ocasiona que toda la
economia del parasito este en peligro. Los radicales libres provocarian severos dafios en las
células causando dano irreversible y muerte de los diferentes organelos de la misma. Es
necesario realizar test bioquimicos y moleculares para poder discernir estos mecanismos
con mayor precision.

Puede concluirse que el mecanismo de accion directo es probablemente una
combinacion de severas alteraciones en varios sistemas del H. contortus, teniendo los
compuestos de las PRT como organos blanco principalmente el intestino y el mtsculo. Los
compuestos de las PRT pudieran provocar la inhibicion de su motilidad, nutriciéon y
reproduccion. En esta tesis se ha desarrollado modelos posibles para la explicacion de un
proceso patologico en los NGI causado por las PRT. Los procesos patolégicos encontrados
(alteraciones en la estructura y ultraestructura del NGI) y los posibles mecanismos de
accion presentados permitirian explicar/sustentar los efectos AH atribuidos a las PRT y
sugerir su uso como estrategia mas dentro de un programa control integral de las
nematodiasis en los pequefos rumiantes. Es necesario realizar estudios quimicos y

moleculares de mayor profundidad para poder entender mejor esta accion AH.

EFECTO INDIRECTO

Considerando que los TC de las PRT, protegen la degradacion de la proteina
sobrepasante en el rumen del hospedero y que esto puede provocar muy probablemente una
mayor disponibilidad y absorcion de aminoacidos (Ramos et al.,, 1998; Muller-Harvey,
2006), la respuesta celular de la mucosa del TGI puede verse favorecida. Este mayor aporte
de nutrientes son la base para la probable accion indirecta de las PRT a las poblaciones de
nematodos (Waghorn et al., 1994ab; Reed, 1995; Ramos et al., 1998; Barry y McNabb,
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1999; Hoste et al., 2006; 2008). El mayor aporte de nutrimentos estaria contribuyendo a un
incremento en la resiliencia del hospedero contra los NGI (Hoste et al., 2008). Este efecto
ha sido demostrado en numerosos trabajos de suplementacion en pequefios rumiantes,
donde se ha encontrado que tanto la suplementacion energética como proteica tienen un
positivo sobre la resiliencia de los pequefios rumiantes infectados con NGI (Gutiérrez-
Segura et al., 2003; Torres-Acosta et al., 2004; 2006). Sin embargo, la mejora en la
resistencia (respuesta inmune) no ha sido observada consistentemente. El mecanismo por el
cual un mayor aporte de nutrientes mejora la resiliencia ha sido atribuido a una mayor
disponibilidad de nutrientes para reparar dafios en mucosa, restitucion de la sangre perdida
(con parésitos hematdfagos), generacion de anticuerpos y mantener la ganancia de peso
(Hoste et al., 2005). No obstante, todavia se requiere comprobar estos mecanismos.

Otro mecanismo de accion indirecto esta relacionado con el consumo de las PRT.
Al consumir PRT, los taninos pudieran adherirse a proteinas encontradas en la saliva del
rumiante (Alonso-Diaz et al., 2010). Existe evidencia de que la proteina salival de ovinos y
caprinos pudiera contener histatinas (Alonso-Diaz et al., comunicacion personal). Este tipo
de proteina se une principalmente a monomeros de TC formando enlaces débiles, los cuales
se disocian en ambientes 4acidos (abomaso), permitiendo asi la presencia potencial de
taninos libres lo cuales pudieran ser absorbidos por la mucosa del TGI (Wroblewski et al.,
2001). Ademas, dentro de un proceso normal de parasitosis, sobre todo por H. contortus, la
mucosa se inflama y hay produccion de moco por la presencia misma de los parasitos
(Linklater y Smith, 1993) y hay evidencia de la presencia de histonas nucleares en el
musculo, probablemente derivado de una degradacion de las células epiteliales superficiales
(Pemberton et al., 2009). Al lesionarse el epitelio de la mucosa abomasal, los taninos
condensados libres, que normalmente no pueden ser absorbidos debido a su gran tamafio,
serian absorbidos. Se ha hipotetizado que la presencia o absorcidon de los taninos generaria
una respuesta que es asociada con un incremento en el numero de las células inflamatorias
presentes en la mucosa. No obstante, existen discrepancias en los resultados reportados por
diferentes autores (Paolini et al., 2003ab; Tzamaloukas et al., 2006; Brunet et al., 2008;
Rios-De-Alvarez et al 2009) asi como los obtenidos en los experimentos de los Articulos 1
y 4 de esta tesis. Podemos hipotetizar que los taninos mas que provocar que las células
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(eosinofilos, leucocitos globulares y mastocitos) ataquen a los parasitos de manera directa,
muy probablemente incrementen su numero dando como resultado un proceso oxidativo
localizado. Como resultado indirecto de la presencia o absorcion de taninos en el TGI, los
NGI adultos son expuestos (de manera aguda o crénica) a radicales (originadas de peroxido
de hidrégeno, explosion oxidativa) que van destruyendo sus células.

En contraste con Pérez et al. (2001) quienes encontraron que los eosindfilos y
linfocitos (precursores de los leucocitos globulares) se localizaban rodeando a larvas de H.
contortus de apariencia anormal, y un incremento considerable de eosinofilos y la accion
fulminante de los eosindfilos sobre las L3 descritas por Meeusen et al. (2005). En los
estudios histopatologicos realizados en los experimentos de los Articulos 1 y 4 y en el
estudio de Brunet et al. (2008), no se encontraron secciones de parasitos rodeados de
eosinoéfilos u otra célula inflamatoria.

En resumen, ain no esta completamente dilucidado el mecanismo de accion del
efecto indirecto, por lo que se necesitan mas estudios para poder conocer la accion de los
taninos sobre la respuesta o inmunidad celular. Igualmente son necesarios protocolos
imunohistoquimicos y patologicos que nos permitan conocer las lesiones patologicas de la
mucosa gastrointestinal para obtener el mecanismo de la reaccion inflamatoria cuando

interactuan los NGI adultos y las PRT.
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8. CONCLUSIONES

Es necesario considerar los factores inherentes y los factores externos de la
utilizacion de las PRT como AH no convencionales en las producciones de
pequeiios rumiantes.

El efecto directo recae en la hipdtesis de una serie de procesos de asociacion y
disociacion de los taninos por su paso por el organismo de nematodos causando
dafios celulares importantes asociados principalmente a una accion oxidativa: Los
taninos como prooxidantes.

El efecto indirecto incurre en la hipotesis de una cascada de sucesos que
desencadena un aumento en las células de la mucosa (eosinofilos, leucocitos
globulares y mastocitos), que liberan agentes oxidantes que terminan por dafar al
parasito presente en la mucosa gastrointestinal.

Se determino el efecto directo in vitro e in vivo de dos plantas y un extracto ricos en
taninos, sobre la ultraestructura y la estructura externa de los parésitos adultos de
Haemonchus contortus.

Se determind el efecto directo in vivo del consumo de dos plantas y un extracto ricos
en taninos condensados sobre la biologia de los parasitos adultos de Haemonchus
contortus y Trichostrongylus colubriformis en pequefos rumiantes.

No se determin6 de manera concluyente el efecto indirecto, de las dos plantas y el
extracto ricos en taninos estudiados, sobre los parasitos adultos Haemonchus

contortus y Trichostrongylus colubriformis en pequefios rumiantes.
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